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2 Summary

For potency classification of substances contained in epoxy resin systems we used
existing results from in vivo-experiments (Guinea pig maximisation test (GPMT),
Buehler-test, Local Lymph node assay (LLNA), Mouse ear swelling test (MEST),
Human Repeat Insult Patch Test (HRIPT), Human maximization test (HMT)) as well
as results from in vitro-testing (to cover all stages of the sensitization process, i.e.
bioavailability, skin penetration, haptenisation, reaction by keratinocytes (specifically:
KeratinoSensTM), maturation (specifically: h-CLAT) and migration of dendritic cells,
T-cell activation and proliferation of allergen specific T-cells) and including results
from in silico-analysis. The suitability of tests was confirmed and conditions of the
test results were considered. Data of human experience (from literature research and
from an extended data base by the dermatological association IVDK) were also
analysed and used for assessment. The practical relevance of substances was
included by evaluation of safety data sheets and by reference to a questionnaire to
the members of a steering committee assigned to this project. For the data gaps
detected a targeted test program was proposed and performed in parts for a subset
of reactive diluents (in vitro-tests: h-CLAT and KeratnoSensTM ) in order to check the
suitability of the testing proposal. From the testing a few first substances with
formerly unknown properties could be assigned to potency classes. For the
remaining substances with currently no adequate data a specific testing program was
proposed but not yet performed.

From initially 51 substances contained in epoxy resin systems there finally resulted
46 classifications. More than half of the substances were assigned to a default
category because of the lack of appropriate data (category “U”, 21 substances, or
45.7 percent, respectively). For the time being they should be regarded as if they
were of high potency (category: “HS”). 16 substances were directly assigned to this
category (“HS”). Further 9 substances were allocated to the group of substances with
low or moderate sensitizing potency (category: “GMS”), corresponding to 34.8 (“HS”)
and 19.6 percent (“GMS”), respectively.

The following substances were associated with a high sensitizing potency (“HS"):

o Epoxy resins: Bisphenol A-resin (CAS-Nr.. 25068-38-6 & 25085-99-8),
Bisphenol-A-Epichlorohydrin MW 340 (1675-54-3), Bisphenol F-resin (9003-36-
5 & 28064-14-4),

o Hardeners: Ethylenediamine (107-15-3), Diethylenetriamine (111-40-0), Tri-
methylhexamethylenediamine (25620-58-0), Triethylenetetramine (112-24-3),
Isophorone diamine (2855-13-2), m-Xylidenediamine (1477-55-0), Phthalic
anhydride (85-44-9), Tetrahydrophthalic anhydride (85-43-8), Hexahydro-
phthalic anhydride (85-42-7),

o Reactive diluents: 1,4-Butanediol diglycidyl ether (2425-79-8), 1,6-Hexandiol
diglycidyl ether (16096-31-4), Phenyl glycidyl ether (122-60-1), Cresyl glycidyl
ether (26447-14-3 & 2210-79-9).

For these substances substitutes should be considered if possible (substances with
lower sensitizing potency or non-sensitising chemicals). It is, however, acknowledged
that some of the substances may not be substituted because of technical reasons.
The results of this project provide a qualified platform to characterize the sensitising
properties of many substances contained in epoxy resin systems. Furthermore, the
project provides a suitable input to perform rankings for the sensitising potency of
these substances.
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3 Zusammenfassung

Zur Kennzeichnung der Wirkstarke von Epoxidharzinhaltsstoffen wurden sowohl
Ergebnisse aus in vivo-Tests (Guinea pig maximization test (GPMT), Buehler-Test,
Local Lymph node assay (LLNA), Mouse ear swelling test (MEST), Human Repeat
Insult Patch Test (HRIPT), Human maximization test (HMT)), wie Ergebnisse aus in
vitro-Test (zur Abdeckung aller relevanten Phasen einer Sensibilisierung:
Bioverfugbarkeit/Hautdurchdringung, Haptenisierung (Proteinreaktion), Keratino-
zytenreaktion (hier: KeratinoSens™), Reifung (hier: h-CLAT) und Migration der
dendritischen Zellen, T—Zellaktivierung/ Proliferation allergenspezifischer T—Zellen)
und Befunde aus in silico-Anwendungen herangezogen. Die Eignung der Tests
wurde jeweils gepruft und die Aussagen mit ihren testspezifischen Bedingungen
bewertet. Dokumentationen von Humanbefunden (Literaturrecherche, IVDK-
Datenbank) wurden in die Bewertung einbezogen. Informationen zur Relevanz der
Substanzen wurden Uber Hinweise aus Sicherheitsdatenblattern und Befragungen
eines dem Projekt zugeordneten Begleitkreises einbezogen. Sofern Datenlicken
erkennbar wurden, wurde ein gezieltes Testprogramm vorgeschlagen und mit einer
geeigneten Substanzauswahl durchgefiihrt (Reaktivverdtinner; in vitro-Tests: h-CLAT
und KeratinoSens™), um die Auswahlmethodik auf ihre Eignung hin zu priifen und
einige weitere Substanzen nach ihrer Wirkstarke einordnen zu kénnen. Weitere
Substanzen, die im Rahmen des Projekts nicht weiter getestet werden konnten,
wurden spezifisch geeigneten in vitro-Testprogrammen zugeordnet.

Von urspriinglich 51 zu bewertenden Inhaltsstoffen wurden nach Prifung noch 46
Einzelbewertungen durchgefuhrt. Etwas mehr als die Halfte der Inhaltsstoffe konnten
keiner sensibilisierenden Wirkstarkekategorie zugeordnet werden (Kategorie U, 21
Einzelstoffe, entsprechen 45,7 %). Bei diesen Inhaltsstoffen muss per Default
Vorgehen im Projekt von einer hohen Sensibilisierungsstarke ausgegangen werden
(Kategorie HS). 16 Inhaltsstoffe konnten in die Wirkstarkekategorie HS (hohe
Sensibilisierungsstéarke) eingeordnet werden, insgesamt 9 Inhaltsstoffe mit geringer
bis maliger Sensibilisierungsstarke wurden identifiziert (entspr. 34,8 bzw. 19,6 %).

Folgenden Substanzen wurden mit starker sensibilisierender Potenz (HS) assoziiert.

e Epoxidharze: Bisphenol A-Harze (CAS Nr. 25068-38-6 & 25085-99-8), Bisphenol-
A-Epichlorhydrin MW 340 (1675-54-3), Bisphenol F-Harze (9003-36-5 & 28064-
14-4),

e Harter: Ethylendiamin (107-15-3), Diethylentriamin (111-40-0), Trimethylhexa-
methylendiamin (25620-58-0), Triethylentetramin (112-24-3), Isophorondiamin
(2855-13-2), m-Xylidendiamin (1477-55-0), Phthalsaureanhydrid (85-44-9), Tetra-
hydrophthalsdureanhydrid (85-43-8), Hexahydrophthalsdureanhydrid (85-42-7),

e Reaktivverdinner: 1,4-Butandiol-diglycidylether (2425-79-8), 1,6-Hexandiol-
diglycidylether (16096-31-4), Phenylglycidylether(122-60-1), Kresylglycidylether
(26447-14-3 & 2210-79-9).

Fur diese Substanzen sollten prioritdr (nicht sensibilisierende oder schwacher

sensibilisierende) Ersatzstoffe gesucht werden oder zumindest reduzierte

Konzentrationen im Epoxidharzsystem angestrebt werden, wobei evident ist, dass

einige wichtige Inhaltsstoffe (wie die gelisteten Harze) aus technischen Griinden

derzeit nicht substituierbar sind. Das Projektergebnis bietet zudem eine Grundlage,
um die Charakteristik der sensibilisierenden Wirkung fir zahlreiche Inhaltsstoffe von

Epoxidharzssystemen zu erfassen und eine Methodik, die fur das Ranking von

solchen Inhaltsstoffen geeignet ist.
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4 Einleitung

Ziel des vorliegenden Projektes ist es, Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen nach
ihrer hautsensibilisierenden Wirkstarke zu bewerten. Damit soll ein Instrument
geschaffen werden, bei Auswahlentscheidungen zu Inhaltsstoffen von Epoxidharz-
systemen neben dem technischen auch den gesundheitlichen Aspekt besser
berticksichtigen zu kdnnen.

Zunachst sind Ansatze zur Charakterisierung der sensibilisierenden Wirkstarke und
Prifung von deren Eignung zu beschreiben (Teilprojekt 5.1). Diese Methoden
kobnnen dann auf die Einzelstoffe aus Epoxidharzsystemen angewendet werden
(Teilprojekt 5.2) und diese Stoffe sind entsprechend zu bewerten (Teilprojekt 5.3). In
der Analyse von Datenlicken wird nach Mdglichkeiten gesucht, diese zu fillen
(Teilprojekt 5.1a), zumindest jedoch die Prinzipien fir ein solches Fullen von
Datenlicken aufzuzeigen, wobei offensichtlich ist, dass weitere Testungen aul3erhalb
dies vorliegenden Projekts erforderlich sein werden. Die entsprechenden geeigneten
Tests sind aufzulisten und ihre Auswahl ist zu begriinden. Neben den Erkenntnissen
aus dem Tierexperiment, aus in vitro- und in silico-Befunden spielen die direkten
Erfahrungen beim Menschen eine zentrale Rolle. Hierfir wird eine entsprechende
Literaturstudie durchgefuhrt (Teilprojekt 5.4.3). Es wird angestrebt, eine prospektive
Studie an Epoxidharz-exponierten Patienten im VDK zu unternehmen (Teilprojekt
5.4.2) und es werden weitere Erkenntnisse zu Sensibilisierungshaufigkeiten und
H&aufigkeiten kombinierter Reaktionen (IVDK-Daten) zusammengetragen und
bewertet (Teilprojekt 5.4.1). Schlie3lich erfolgt eine Integration aller vorliegenden
Daten in ein Ranking-System (Teilprojekt 5.3). Die Aussagen werden dann mit
Hinblick auf Aussagen zum Einfluss der Reizung, Aussagen zu Dosis-/Wirkungs-
zusammenhangen, andere Stoffeigenschaften von Epoxidharzinhaltsstoffen aul3er
Sensibilisierung/ Allergie und deren Bewertung eingeordnet. AbschlieRend werden
Schlussfolgerungen fur die Umsetzung des Rankingsystems in den Arbeitsschutz
gezogen (Teilprojekte 5.5-5.10).
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5 Technischer Berichtsteil

51 Titel und Laufzeit des Vorhabens

Ranking von Stoffen in Epoxidharzsystemen aufgrund ihrer sensibilisierenden
Wirkstarke (FP-0324)

Laufzeit: 01.03.2011 bis 31.12.2012

5.2 Problemstellung

Nach einer Expertenbefragung in der Europaischen Union (EU27) gehdren Allergien
durch Epoxidharze zu den 10 haufigsten Risiken durch Chemikalien in der Arbeits-
welt. Die H&aufigkeit allergischer Reaktionen auf Epoxidharz in den Jahren 1998 bis
2009 zeigt, dass die Reaktionsquoten in den letzten Jahren insgesamt eher eine
geringfigig zunehmende Tendenz aufweisen. Auf Basis von Daten des
Informationsverbunds Dermatologischer Kliniken (IVDK) Uber den Zeitraum von 1992
bis 2000 ergibt sich eine Sensibilisierungshéaufigkeit in der allgemeinen Bevdlkerung
von 0,2 - 0,4 %; von 82 Millionen Deutschen waren danach also 164.000 bis 328.000
von einer Epoxidharzallergie betroffen. Speziell im Bau-Hauptgewerbe zeigte sich
u.a. bei Maurern, Betonbauern, Baubhilfsarbeitern, Verputzern, Fliesenlegern, Estrich-
legern, dass die Quote an allergischen Reaktionen auf Epoxidharz von 8,4 % (Zeit-
raum: 1994-1996) auf 12,4 % (Zeitraum: 2006-2008) anstieg. Epoxidharzallergien
spielen jedoch nicht nur im Baugewerbe sondern auch in Verantwortungsbereichen
anderer Unfallversicherungstrager (z.B. Metall, Maschinenbau, Verwaltung, Museen)
eine wichtige Rolle.

Mit besonderer Prioritdit sollte daher versucht werden, das Risiko fir
Sensibilisierungen und Allergien ,an der Quelle“, d.h. durch stoffliche Substitution, zu
mindern. Wéahrend eine Substitution durch ganzliche Vermeidung von Epoxidharzen
nur in seltenen Fallen ein gangbarer Weg ware (Epoxidharzsysteme zeichnen sich
durch hervorragende technische Eigenschaften aus), scheint es jedoch mdglich,
einzelne sensibilisierende Inhaltsstoffe in Harz, Beschleuniger und/oder im Harter
von Epoxidharzsystemen durch solche Substanzen zu substituieren, die ein
geringeres Risiko fur eine entsprechende Erkrankung (eine geringere
Sensibilisierungspotenz) beinhalten.

5.3 Forschungszweck/-ziel

Hintergrund fir das vorliegende Projekt ist die Haufigkeit von Allergien durch
Epoxidharzsysteme und deren Inhaltsstoffe in zahlreichen Berufen. Nicht alle
Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen besitzen die gleiche sensibilisierende
Wirkstarke, so dass die Mdglichkeiten der Substitution von starker gefahrdenden
Stoffen durch weniger stark sensibilisierende Stoffe gepruft und nach Mdglichkeit
genutzt werden sollen.

Mit dem vorliegenden Projekt soll eine toxikologisch begriindete Unterscheidung der
sensibilisierenden Wirkstarke von Epoxidharzinhaltsstoffen auf aktuellem Kenntnis-
stand vorgenommen werden, wobei eine semiquantitative Differenzierung erwartet
wird (z.B. schwache bis mittlere, starke und sehr starke sensibilisierende Wirkung).
Dazu ist die Gesamtevidenz aus verschiedenen Modellierungen, in vivo-Tests und in
vitro-Tests, mechanistischen Uberlegungen und Humanerfahrungen zu beriicksichti-
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gen. Der Erfassung der Sensibilisierungshaufigkeiten auf Basis von Erkenntnissen
des Informationsverbundes Dermatologischer Kliniken (IVDK) kommt dabei ein
eigener Schwerpunkt zu. Ggf. verbleibende Datenliicken, die durch experimentelle
Testungen geschlossen werden kdnnen, sind aufzuzeigen.

Die Ergebnisse der Einzelstoffoewertung sind in einem Rankingsystem zusammen
zu fuhren, wobei auch andere gesundheitliche Auswirkungen fir Substitutions-
entscheidungen berucksichtigt werden mussen. Der Einfluss der Dosis und der
Reizwirkung auf die Wirkstarke soll bei der Rangbildung beachtet werden.
Kreuzreaktivitaten sind - wo bekannt - zumindest zu berichten.

Damit soll das Projektergebnis industriellen Herstellern bei der Auswahl von
Epoxidharzinhaltsstoffen dienen sowie z.B. berufsgenossenschaftlichen Gremien bei
Erarbeitung von Branchenlésungen und Epoxidharzanwendern bei der Gefahrdungs-
beurteilung nach Gefahrstoffverordnung.

5.4 Methodik und Darstellung der Zeitablaufe; Kooperation

o Beschreibung von Anséatzen zur Charakterisierung der sensibilisierenden
Wirkstarke und Prifung von deren Eignung (Teilprojekt 5.1)

o Analyse von Datenliicken und Mdglichkeiten, diese zu fullen (Teilprojekt 5.1a)

o Anwendung der Methoden auf Einzelstoffe aus Epoxidharzsystemen
(Teilprojekt 5.2)

. Sensibilisierungshaufigkeiten und Haufigkeiten kombinierter Reaktionen auf
Basis von Erkenntnissen des Informationsverbunds Dermatologischer Kliniken

o Literaturstudie (Teilprojekt 5.4.3)

o Prospektive Studie an Epoxidharz-exponierten Patienten im [VDK
(Teilprojekt 5.4.2)

o0 Expertise zu Bestandteilen von Epoxidharzsystemen auf der Basis
einer vertieften Datenanalyse (IVDK-Daten; Teilprojekt 5.4.1)

o Aussagen zu Kreuzreaktivitdten (aus Teilprojekten 5.3, 5.4.1, 5.4.3; integriert in
Teilprojekte 5.5-5.10)

o Aussagen zum Einfluss der Reizung (Teilprojekte 5.5-5.10)
o Aussagen zu Dosis-/Wirkungszusammenhangen (Teilprojekte 5.5-5.10)

o Andere Stoffeigenschaften von Epoxidharzinhaltsstoffen auf3er Sensibilisierung/
Allergie und deren Bewertung (Teilprojekte 5.5-5.10)

. Integration in Ranking-System (Teilprojekt 5.3)

o Aussagekraft und Grenzen der Bewertung; Schlussfolgerungen fir
Modifikationen des Ranking-Systems (Teilprojekte 5.5-5.10)

Teilprojekt 5.1a wurde in Kooperation durchgefthrt:



TEST 1: h-CLAT

Bayer HealthCare, Prof. Dr. H.-W. Vohr, Immunotoxicology (Geb.: 514), 42096
Wuppertal

TEST 2: KeratinoSens™

Givaudan Schweiz AG, Dr. A. Natsch, Uberlandstrasse 138, 8600 Diibendorf,
Schweiz

5.5 Ergebnisse des Vorhabens

Von ursprunglich 51 zu bewertenden Inhaltsstoffen wurden nach Prifung noch 46
Einzelbewertungen durchgefuhrt. Etwas mehr als die Halfte der Inhaltsstoffe konnten
keiner sensibilisierenden Wirkstarkekategorie zugeordnet werden (Kategorie U, 21
Einzelstoffe, entsprechen 45,7 %). Bei diesen Inhaltsstoffen muss per Default
Vorgehen im Projekt von einer hohen Sensibilisierungsstarke ausgegangen werden
Kategorie HS). 16 Inhaltsstoffe konnten in die Wirkstarkekategorie HS (hohe
Sensibilisierungsstéarke) eingeordnet werden, insgesamt 9 Inhaltsstoffe mit geringer
bis maliger sensibilisierungsstarke wurden identifiziert (entspricht 34,8 bzw. 19,6 %).

Fur acht Inhaltsstoffe ist eine Registrierung unter REACH bis spatestens Juni 2013
vorgesehen (Produktions-/Importmengen von bis zu 100 Tonnen pro Jahr). In dieser
Registrierungsphase werden die folgende flunf Hartern und drei Reaktivverdinnern
bewertet.

— Triethylentetramin (TETA; CAS Nr. 112-24-3)
— Tetraethylenpentamin (TEPA; CAS Nr. 112-57-2)

— Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3-methylcyclo-hexyl)methan
(CAS Nr. 136210-32-7)

- 1,2-Diaminocyclohexan (DCH; CAS Nr. 694-83-7)

— N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan (CAS Nr. 1760-24-3)
— 2-Ethylhexylglycidylether (CAS Nr. 2461-15-6).

— p-tert.-Butylphenol-monoglycidylether (CAS Nr. 3101-60-8)

— o-Kresylglycidylether (CAS Nr. 2210-79-9)

Auf Basis der Erfahrung mit Inhaltsstoffen, die bereits wahrend der ersten
Registrierungsphase von REACH registriert wurden, gehen wir davon aus, dass
bisher unverdffentlichte Industriestudien flr die wenig untersuchten Inhaltsstoffe der
zweiten Registrierungsphase zu erwarten sind.

Es ergeben sich vier zentrale Schlussfolgerungen fiur die Umsetzung der
Erkenntnisse dieses Projekts:

1. In erster Prioritat sollten Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen, die
sensibilisierende Eigenschaften haben, grundsatzlich (und mengenunabhangig)
dahingehend geprtft werden, ob eine Substitution durch Substanzen mdglich
ist, die keine Einstufung als ,hautsensibilisierend” (H317; R43) besitzen. Dabei
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5.6

ist zu beachten, dass keine Stoffe als Substitut vorgeschlagen werden, die
anderweitige Einstufungen aufgrund gesundheitlich gravierender Eigenschaften
besitzen (z.B. keine Stoffe mit Atemwegssensibilisierung (H334; R42). Eine
solche Prufverpflichtung (entweder als freiwillige Selbstverpflichtung oder als
Auflage) sollte in Erwagung gezogen werden.

Innerhalb der als hautsensibilisierend eingestuften Substanzen (H317; R43)
sollten solche Substanzen bevorzugt angewendet werden, die eine geringere
sensibilisierende Wirkstarke besitzen. Dabei kann als pragmatisches
Abschneidekriterium dort eine Prioritat gesetzt werden, wo mehr als 25 % ,HS"-
Stoffe in einer Komponente auftreten. Solche Inhaltsstoffe sind in hohem
AusmalRe unerwinscht und sollten nach Méglichkeit vermieden oder in ihrer
Menge reduziert werden. Eine solche Prufverpflichtung (entweder als freiwillige
Selbstverpflichtung oder als Auflage) sollte in Erwagung gezogen werden.

Zahlreiche Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen sind bisher unzureichend
hinsichtlich ihrer Wirkstarke einzuordnen. Es werden in dem Projekt jedoch
systematische Testreihen vorgeschlagen, die es erméglichen sollten, zahlreiche
derzeit unzureichend charakterisierte Inhaltsstoffe eindeutig in eine der
Kategorien ,GMS" oder ,HS* (oder in seltenen Féllen moglicherweise auch
~SHS") zu Uberfihren. Hierfur bedarf es einer gemeinsamen Testung mit einer
Reihe von hier vorgeschlagenen in vitro-Untersuchungen, die fur eine Wirk-
starkenbestimmung genutzt werden kdnnen. Dieses Instrument scheint dann
wirksam, wenn chemisch verwandte Substanzgruppen zusammen analysiert
werden, da dies die erforderlichen Relativaussagen (Rangreihen) bereitstellt. Es
ware zu begrtf3en, wenn entsprechende Testinitiativen ergriffen werden, um die
Anzahl der ,,U“ Stoffe deutlich zu reduzieren.

Fur Neuentwicklungen von Epoxidharzsystemen unter (teilweiser) Nutzung
bestehender und neuer Inhaltsstoffe konnen die bereitgestellten Informationen
Zu geeigneten Testsystemen und zu den derzeit bekannten Eigenschaften von
auf dem Markt befindlichen Epoxidharzinhaltsstoffen genutzt werden, um
gezielter auch fur kinftige Gemische die sensibilisierende Wirkstarke bei der
Produktentwicklung angemessener einordnen zu konnen.

Auflistung der fir das Vorhaben relevanten Ergebnisse von nicht am
Vorhaben beteiligten Forschungsstellen

Innerhalb des Projektrahmens konnte eine erste ,proof-of-principle® Testung in
Kooperation mit Auftragslaboratorien (Givaudan Schweiz AG und Bayer Health Care)
erstellt werden. Die Ergebnisse konnten genutzt werden,

um getroffenen Wirkstarkenbewertungen zu verifizieren,

um Reaktivverdinner miteinander relativ zu vergleichen (Rangreihenfolge, die
die relative Wirkstarke wiedergibt), durch diese relative Bewertung konnten
Tendenz-Aussagen getroffen werden,

und um einen Inhaltsstoff (1,6-HDDGE) anhand der zusatzlichen Hinweise aus
den in vitro-Tests final der Kategorie HS zuzuordnen.

In drei anderen Fallen widersprachen sich die Tests und es konnte keine
weiterfihrende Bewertung anhand der Ergebnisse getroffen werden.
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Bei einer zuvor als ,U* markierte Substanz (Trimethylolpropan-TGE) konnte in beiden
durchgefuhrten Tests eine Tendenz in Richtung der Kategorie HS ausgemacht
werden. Bei zwei weiteren Inhaltsstoffen (Neopentylglykol-DGE, Polypropylenglykol-
DGE) ware anhand der Ergebnisse aus dem KeratinoSens™ eine Tendenz in
Richtung der Kategorie GMS denkbar. Die Ergebnisse aus dem h-CLAT sind jedoch
fraglich.

Insgesamt wird deutlich, dass die Testung an einer kleinen Auswahl der
Reaktivverdinner geholfen hat, die Datenlage zu verbessern, bereits durchgefuhrte
Bewertungen zu stitzen und Neubewertungen mdglich zu machen. Die in vitro-
Testung wird als erfolgreich eingeordnet.

Die Testberichte sind als Anhange 2 und 3 dem Bericht angefugt. Eine ausfihrliche
Einordnung der Testergebnisse wird in Teilbericht 5.3 gegeben.

5.7 Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels

Im Rahmen dieses Projekts konnte nur eine sehr grobe Einteilung in Wirkstarken
erfolgen, was die Anwendung des Rankingtools beschrankt. Ebenfalls stark
einschradnkend auf die Anwendbarkeit der Projektergebnisse wirkt sich die sehr
begrenzte Datenlage zu ungefahr der Halfte der Substanzen aus. Hier ist mit
Verbesserungen (im Zuge der zweiten Registrierungsphase unter REACH) zu
rechnen. Zusétzlich sind jedoch weitere Aktivitaten erforderlich, um die noch
bestehenden Licken zu schlieBen. Weiterhin wird es als sehr bedauerlich
eingeschatzt, dass die prospektive Studie an Epoxidharz-exponierten Patienten im
IVDK aus Beteiligungsmangel nur ansatzweise umgesetzt werden konnte. Die als
Projektergdnzung intergierten in vitro-Untersuchungen konnten im Rahmen der
finanziellen und zeitlichen Begrenzung nur in kleinem Umfang zur Verbesserung des
Ranking beitragen. Aul3erdem liegen derzeit noch keine geeigneten in vitro-Tests mit
abschlieRender Validierung vor, was eine Unsicherheit in der Bewertung bedeutet.

Uber dieses DGUV-Projekt konnte jedoch die Informationsbasis hinsichtlich
hautsensibilisierender Eigenschaften von Inhaltsstoffen in Epoxidharzsystemen
wesentlich verbessert werden. Erstmalig wurde fur eine umfangreiche Liste von
Inhaltsstoffen die fachlich relevante Information entsprechend aufbereitet und
aggregiert dargestellt. Die systematische Analyse von in vitro-Testsystemen
ermdglicht es, jeweilige Teilinformationen in Zusammenschau zu bewerten, was im
Falle von in vitro-Daten (im Unterschied zu in vivo-Befunden) unabdingbar ist. Etwa
die Halfte der gepriften Substanzen konnten so einer eindeutigen
Wirkstarkenkategorie zugefuhrt werden (GMS oder HS).

Die ergdnzend im Rahmen des Projekts durchgefuhrten in vitro-Tests werden im
Saldo als erfolgreich eingeordnet und zeigen als ,proof of prinicple”, dass auf diese
Weise Informationslicken geschlossen werden kénnen.

Umfangreiche Informationen konnten direkt aus Erfahrungen beim Menschen
gewonnen werden: die gute Ubereinstimmung der Einstufungen durch den IVDK und
auf Basis der tierexperimentellen und in vitro-/ in silico-Daten ist ein erfreuliches
Ergebnis, dass die Validitat des Ranking stitzt.

Es lassen sich eine Reihe konkreter Handlungsoptionen auf Basis der
Projektergebnisse ableiten.
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5.8

Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan

Es ist insbesondere geplant:

Publikation mit Projektergebnis in praxisrelevanter Zeitschrift (Arbeits-
schutzbereich)

Prasentation der Projektergebnisse auf internationaler Tagung: INRS
Occupational Health Research Conference 2013: OCCUPATIONAL
ALLERGIES (03.-05. April 2013, Nancy)

Prasentation der Projektergebnisse auf internationaler Tagung: 79.
Jahrestagung der DGPT in Halle (Saale) vom 05.-07. Marz 2013

Wahrend des Projekts wurden die Ergebnisse gegeniber dem Verband der
Bauchemie (Deutsche Bauchemie e.V.) prasentiert und diskutiert.
Entsprechende kiinftige Kooperationen sollen wahrend des Abschluss-
workshops konkretisiert werden.
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1 Ansétze zur quantitativen Erfassung der Wirkstarke von
sensibilisierenden Substanzen und deren Anwendbarkeit
auf Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen

1.1 Grundlagen Kontaktdermatitis/Sensibilisierung

Um hautsensibilisierend zu wirken, muss ein Kontaktallergen zuné&chst die Haut
durchdringen und dort entweder direkt oder nach seiner metabolischen bzw.
chemischen Aktivierung mit endogenen Porteinen reagieren (Hapten oder Pro-—
Hapten oder Pre—Hapten). Nachfolgende Ereignisse beinhalten die Aktivierung von
dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs), die Hochregulation von verschiedenen
Zelloberflachenmarkern und Adhasionsmolekilen (z.B. CD86, CD54) und die
Sekretion von bestimmten Zytokinen (z.B. Interleukin—18) als stimulierende Signale.
Die aktivierten DCs wandern in die Lymphknoten, aktivieren die dortigen T—
Effektorzellen und regen diese zur antigenspezifischen Proliferation an (siehe
Abbildung 1).

Sensibilisierungsphase Auslosephase

u
vg" Allergen " "

e
v
. 5 T s

IL-1a

pidermis

,g
;

Lymphgefal

Naive T-Zelle

{3 Aktivierte T-Zelle
L Leukozyten

Arterielles Blutgefal

Abbildung 1. Mechanistische Grundlagen der allergischen Kontaktdermatitis

Schematische Darstellung der im Text aufgeflhrten mechanistischen Schritte, welche
zunéachst zur Kontakthypersensibilitat fuhren. Nach erneutem Hautkontakt kommt es unter
Beteiligung von Langerhans-Zellen (LC), Keratinozyten (KC), aktivierten T-Zellen und
Leukozyten in der sogenannten Auslosephase zur Ausbildung des Kontaktekzems.
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Nach einer Vielzahl von Publikationen (z.B. Aeby et al., 2007; Vandebriel und van
Loveren, 2010) sind folgende funf Ereignisse fur die sensibilisierende Eigenschaft
Substanz entscheidend (siehe auch Abbildung 1):

1. Bioverfugbarkeit/ Hautdurchdringung

2. Haptenisierung (Proteinreaktion)

3. Keratinozytenreaktion (Entziindungsmediatoren)

4. Reifung und Migration der dendritischen Zellen

5. T-Zellaktivierung/ Proliferation allergenspezifischer T-Zellen

Der symptomlose Zustand (Syndrom) wird als Kontakthypersensibilitat bezeichnet
(englisch: contact allergy, oder auch Reaktion verzdgerter Typ, oder Typ 1V).

Die Erkrankung wird allergische Kontaktdermatitis genannt (englisch: allergic contact
dermatitis (ACD), zu unterscheiden von der irritativen Form (ICD)). Das klinische
Erscheinungsbild ist das sogenanntes Kontaktekzem, das typischerweise 24-48
Stunden nach Exposition gegeniuber dem Kontaktallergen sichtbar wird. Damit das
Krankheitsbild in Erscheinung tritt, miissen sowohl die Phase der Sensibilisierung als
auch die Auslésungs-/Elizitationsphase durchlaufen  werden (erstmalige
Beschreibung einer Auslésereaktion durch Richet und Portier, 1902;
Zusammenfassungen siehe Basketter und Kimber, 2010a; Nosbaum et al., 2009).

Im vorgelegten Teilbericht des Projekts sollen Testsysteme gefunden und vorgestellt
werden, anhand derer versucht werden soll, die sensibilisierenden Wirkstarke
einzelner Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen zu bewerten. Generell ist allergene
Wirkstarke definiert als die relative Fahigkeit einer Chemikalie, eine Hautsensibilisie-
rung herbeizufuhren. Diese wird beschrieben durch die Menge einer Chemikalie pro
Flacheneinheit, die ben6tigt wird, um Hautsensibilisierung in einem vormals naiven
Lebewesen auszulésen (van Loveren et al., 2008).

1.2 In vivo Methoden*

Verschiedene in vivo Methoden zur Prifung hautsensibilisierender Eigenschaften
wurden in einem anderen Rahmen bereits beschrieben (Akkan et al., 2004) und
werden hier der Vollstandigkeit halber nochmals in Kiirze prasentiert.

121 Guinea pig maximization test (GPMT)

— Versuchsvorschrift
OECD, 406 (entspricht EU Methode B.6 gemald VO 2008/440)

! Abschluss der Literatursuche fur Teilprojekt 5.1 November 2011
A5



Kennziffer FP-0324, Teilprojekt 5.1 ,Beschreibung von Ansétzen zur Charakterisierung der sensibilisierenden
Wirkstarke und Priifung von deren Eignung“, FOBIG, Freiburg, Dezember 2012

— Beschreibung, Vorgehen

.Beim Maximierungstest am Meerschweinchen (GPMT) nach Magnusson und
Kligman (1969) wird die Sensibilisierung induziert durch intradermale Injektion von
Prifsubstanz und Adjuvans (FCA) am Tag 0 sowie epidermale Applikation der
Testsubstanz (48h Okklusivverband) am Tag 7 in die Schulterregion. Fir die
Induktion wird die hochste Dosis empfohlen, die noch eine leichte bis mittelgradige
Hautreizung hervorruft. Nach einer Ruhephase von zwei Wochen, die fur die
Proliferation von immunkompetenten Zellen veranschlagt wird, wird die
Immunreaktion am Tag 21 durch epidermale Applikation der Testsubstanz (24h
Okklusivverband) auf die nichtbehandelte Flanke des Versuchstieres provoziert. Fur
diese Auslésung wird die maximale, nicht mehr reizende Dosis empfohlen.

Fur die Testgruppe werden mindestens 10 Tiere eingesetzt, die Kontrollgruppe
besteht aus mindestens 5 Tieren.? AusmaR und Grad der Hautreaktion bei den
Versuchstieren wird verglichen mit der Reaktion bei Kontrolltieren, die keine
Induktionsdosis, aber eine Auslosedosis erhielten. Hautreaktionen werden
entsprechend der Bewertungsskala nach Magnusson und Kligman (1969)
dokumentiert (0 ,keine sichtbare Veranderung* bis 3 ,starkes Erythem und
Schwellung®). Bewertet wird die Anzahl der Tiere mit positiver Hautreaktion. Sind
mindestens 30 % der Tiere im GPMT (generell bei Adjuvans-Tests) sensibilisiert,
wird der Stoff nach den Einstufungskriterien der EU als sensibilisierend eingestuft.*®

Quelle: Akkan et al., 2004

— Validierung

Die Testdurchfihrung ist innerhalb einer Testvorschrift (OECD bzw. Verordnung
(EG) Nr. 440/2008) festgelegt. Bis zur Einfihrung des LLNA, war der GPM-Test,
neben dem Buhler-Test, das Mittel der Wahl zur Bestimmung sensibilisierender
Eigenschaften von Substanzen (OECD, 1992).

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Der Test ist vielfaltig einsetzbar und in der Richtlinie wurden bisher keine
Einschrankungen beziglich zu testender Chemikalien vermerkt (OECD, 1992). In
Basketter und Kimber finden sich jedoch Beispiele fir Substanzen, die im GPMT
falsch positive (z.B. Ethanol, Sulfanilsaure) bzw. falsch negative (z.B. Geraniol,
Methyldibromoglutaronitril) Ergebnisse erzielten (2010b).

% Praxistipp: Im Falle eines negativen Ergebnisses misste der Test mit wiederholt werden, um eine
Mindestanzahl von 20 Test- bzw. 10 Kontrolltieren zu erhalten. Deswegen wird bei unbekannten
Substanzen oft von Beginn an 20 und 10 Tiere eingesetzt.

® Einstufung innerhalb der Verordnung (EU) Nr. 286/2011 (EU, 2011) in Unterkategorie 1A
(entspricht hoher Sensibilisierungsstarke) und Unterkategorie 1B (entspricht geringer bis maRiger
Sensibilisierungsstarke; siehe auch Tabelle 1)
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— Vorteile

Aufgrund der langjahrigen Verwendung des Tests sind viele Daten verfuigbar (OECD,
1992). Daraus ergibt sich eine grol3e historische Datenbasis und auch langjahrige
Erfahrung mit getesteten Produkten am Markt. Ausgehend vom Versuchsdesign
erhalt man Informationen sowohl Uber die Sensibilisierungsphase als auch tber die
Auslosephase. Ausgelost durch die hohe Sensitivitat des Tests beinhaltet ein
negatives Ergebnis eine groRe Sicherheitsspanne (weiter Details hierzu siehe unter
Einschrankungen).

— Einschrankungen

.Der GPMT wird als ein sehr empfindliches Prufverfahren eingestuft. In
vergleichenden Studien ergab der GPMT eine hodhere Sensibilisierungsrate und
korrelierte besser mit Ergebnissen aus Humantests als der Buehler—Test.”
~Wegen seiner hohen Empfindlichkeit besteht allerdings die Gefahr, dass in einigen
Fallen falsch positive Resultate erzielt werden und das Sensibilisierungspotenzial
einer Substanz Uberschatzt wird. Auf der anderen Seite beinhaltet ein negatives
Ergebnis im GPMT eine grol3e Sicherheitsspanne.*

Quelle: Akkan et al., 2004

Weiterhin ist der Versuch zeitintensiver als beispielsweise der LLNA, wobei beim
LLNA eben nur Informationen Uber die Induktionsphase und nicht wie beim GPMT
auch Uber die Auslosephase gesammelt werden. Es erfolgt keine objektive Messung
der Sensibilisierungsreaktion und es kbnnen kaum Aussagen bezuglich einer Dosis—
Wirkungsbeziehung gemacht werden (Garcia et al., 2010). Fur die Induktion und
auch fur die Auslosung werden Dosisfindungsstudien durchgefuhrt. Weiterhin kann
eine zweite Ausldésebehandlung mit niedrigerer Dosierung durchgefuhrt werden, um
den NOEL zu bestimmen. Bedingt sind so Aussagen uber Dosis-Wirkungs-
zusammenhange mdoglich  (personliche Kommunikation: H.-W.Vohr, Bayer
HealthCare).

Insgesamt besitzt der GPMT als Test mit Adjuvans die Tendenz, die Wirkstéarke vieler
schwach, gering oder moderat humansensibilisierender Substanzen zu liberschatzen
(Klecak, 2004). Der Test wurde nur als ,Hazard“-Test eingefuhrt. Er ist nicht
wesentlich empfindlicher durch die unterschiedliche Positivgrenze von 30 % positiven
Tieren gegenuber den 15 % beim Bihler (persdnliche Kommunikation: H.-W.Vohr,
Bayer HealthCare).

— Einfluss Reizung

Durch die intradermale Injektion der ersten Induktionsdosis wird die Hautbarriere
umgangen und somit auch zytotoxische Effekte ausgelost durch Reizwirkung. Fur die
zweite, epidermale Applikation wahrend der Sensibilisierungsphase wird die
Verwendung der héchstmdglichen Dosis vorgesehen, die eine leichte Hautreizung
hervorruft. Dies wird als Grundvoraussetzung fir eine valide Testdurchfihrung
gesehen. Zur Auslésung der Kontaktallergie sollten nicht—irritierend wirkende
Konzentrationen angewendet, um den Einfluss der Reizung auf das nachfolgende
Ablesen der Hautreaktion zu reduzieren und die Abschatzung der Wirkstarke zu
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vereinfachen. Zudem ist eine Wirkungsverstarkung des sensibilisierenden Agens zu
erwarten, wenn zusatzlich eine Reizwirkung hervorgerufen wird. Dabei ist es
gleichgultig, ob dies durch die Testsubstanz, durch mdglicherweise vorhandenen
Verunreinigungen oder das Vehikel ausgelost wird (Basketter et al., 2008; OECD,
1992).

— Einfluss Vehikel
Bisher liegen keine Informationen vor.

— Bewertung der Wirkstarke

Fur die Wirkstarkenbewertung der vorhandenen Daten aus dem Maximierungstest an
Meerschweinchen wurde auf die neueste Bewertung, die im Rahmen der 2.
Anpassung der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europaischen Parlaments und
des Rates uber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und
Gemischen (EU, 2011) die Einstufungsgrenzen neu definiert, zurickgegriffen.
Selbstverstandlich gibt es auch andere Wirkstarkeneinschéatzungen, die ahnliche
Annahmen zugrunde legen. Im Gegensatz zur neuesten Bewertung nach GHS
finden sich bei ECETOC (2003) vier Wirkstarkekategorien. Ein wesentlicher
Unterschied stellt allerdings die Tatsache dar, dass ECETOC zur Starkenbewertung
die topisch verabreichte Konzentration heranzieht, wahrend nach GHS die
intradermal verabreichte Induktionskonzentration entscheiden ist.

Tabelle 1. Neueste Wirkstarkenbeurteilung GHS/CLP bzw. ECETOC Einstufung
Wer Kriterium Kategorie
GHS/CLP 2 30% Pos bei id Induktion mit < 0,1% oder hohe
(EU, 2011) | =60% Pos bei id Induktion mit > 0,1% bis < 1% Sensibilisierungsstérke
= 30% bis < 60% Pos bei id Induktion mit > 0,1% bis | geringe bis maRige
< 1% oder Sensibilisierungsstérke
= 30% Pos bei id Induktion mit > 1%
ECETOC = 60% Pos bei top Induktion mit < 0,1% sehr stark
(2003) sensibilisierend
(Kimber et (,extreme")
al., 2003) 2 30% < 60% Pos bei top Induktion mit < 0,1% oder | stark sensibilisierend
= 60% Pos bei top Induktion mit = 0,1% bis < 1% (,Strong")
= 30% < 60% Pos bei top Induktion mit 2 0,1% bis < | maRige
1% oder sensibilisierend
= 60% Pos bei top Induktion mit = 1% bis < 10% (,moderate®)
= 30% < 60% Pos bei top Induktion mit = 1% bis < schwach
100% oder sensibilisierend
= 60% Pos bei top Induktion mit = 10% bis < 100% (“weak")

Id: intradermal, top: topisch
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1.2.2 Buehler—Test

— Versuchsvorschrift
OECD 406 (entspricht EU Methode B.6 gemaf VO 2008/440)

— Beschreibung, Vorgehen

.In dem von Buehler (1965) entwickelten Test am Meerschweinchen wird die
Sensibilisierung  durch  drei  kurzfristige epidermale  Applikationen  (6h
Okklusivverband) im Zeitraum von zwei Wochen in die Schulterregion ohne Einsatz
von Adjuvans ausgeldst. Empfohlen wird, den Stoff in der hochstmdglichen Dosis,
die noch eine leichte, aber nicht zu starke Hautreizung hervorruft, einzusetzen. Nach
einer Ruhephase von zwei Wochen wird die Prifsubstanz zur Auslésung der
Immunreaktion einmal in der hdchsten, nicht mehr reizenden Konzentration auf die
Flanke des Versuchstieres epidermal appliziert (6h okklusiv).

Fur die Testgruppe werden mindestens 20 Tiere eingesetzt, die Kontrollgruppe
besteht aus mindestens 10 Tieren. Ausmald und Grad der Hautreaktion bei den
Versuchstieren wird verglichen mit der Reaktion bei Kontrolltieren, die keine
Induktionsdosis, aber eine Auslosedosis erhielten. Hautreaktionen werden
entsprechend der Bewertungsskala nach Magnusson und Kligman (1969)
dokumentiert. Bewertet wird die Anzahl der Tiere mit positiver Hautreaktion. Sind
mindestens 15% der Tiere im Buehler—Test (generell bei Nichtadjuvanstests)
sensibilisiert, wird der Stoff nach den Einstufungskriterien der EU als sensibilisierend
eingestuft.“

Quelle: Akkan et al., 2004

— Validierung

Die Testdurchfuhrung ist innerhalb einer Testvorschrift (OECD bzw. Verordnung
(EG) Nr. 440/2008) festgelegt. Bis zur Einfihrung des LLNA, war der Buhler-Test,
neben dem GPMT, das Mittel der Wahl zur Bestimmung sensibilisierender
Eigenschaften von Substanzen (OECD, 1992).

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Der Test ist vielfaltig einsetzbar und in der Richtlinie wurden bisher keine
Einschrankungen beziglich zu testender Chemikalien vermerkt (OECD, 1992). In
Basketter und Kimber (2010b) finden sich jedoch Beispiele fiir Substanzen, die im
Buehler—Test falsch positive (z.B. Ethanol) bzw. falsch negative (z.B. Eugenol,
Abietinsdure) Ergebnisse erzielten.

* Einstufung innerhalb der Verordnung (EU) Nr. 286/2011 (EU, 2011) in Unterkategorie 1A
(entspricht hoher Sensibilisierungsstarke) und Unterkategorie 1B (entspricht geringer bis maRiger
Sensibilisierungsstarke; siehe auch Tabelle 2)
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— Vorteile

Aufgrund der langjahrigen Verwendung des Tests sind viele Daten verfuigbar (OECD,
1992). Daraus ergibt sich eine grol3e historische Datenbasis und auch langjahrige
Erfahrung mit getesteten Produkten am Markt. Ausgehend vom Versuchsdesign
erhalt man Information sowohl Uber die Sensibilisierungsphase, als auch tber die
Auslosephase.

.Der Buehler-Test hat gegentiber dem GPMT den Vorteil, dass er weniger Storpara-
meter enthalt. Mit dem Verzicht auf intradermale Applikation der Testsubstanz und
Verwendung eines Adjuvans, die beide auf maximale Sensitivitdt zielen, werden
Fehlerquellen durch zusatzliche Hautirritationen bei der Interpretation vermieden.
Hinsichtlich quantitativer Aspekte ist der Buehler—Test aussagekraftiger als der
GPMT, da die naturliche Hautbarriere nicht durch intradermale Exposition umgangen
und die Immunantwort nicht von zusétzlichen Stimuli durch Adjuvantien Uberlagert
wird.”

Quelle: Akkan et al., 2004

— Einschrankungen

sverglichen mit dem GPMT besteht beim Buehler—Test eher die Gefahr, dass das
Sensibilisierungspotenzial einer Substanz unterschatzt wird.”

Quelle: Akkan et al., 2004

Weitere Einschrankungen sind ahnlich denen des GPMTs. Der Zeitaufwand ist hGher
als beim LLNA, wobei beim LLNA nur Informationen Uber die Induktionsphase und
nicht wie beim Buehler-Test auch Uber die Auslésephase gesammelt werden. Es
erfolgt keine objektive Messung der Sensibilisierungsreaktion und es kénnen keine
Aussagen beziiglich einer Dosis—Wirkungsbeziehung gemacht werden (Garcia et al.,
2010).

— Einfluss Reizung

Fur die Sensibilisierungsphase wird die Verwendung der héchstmdglichen Dosis
vorgesehen, die eine leichte Hautreizung hervorruft. Dies wird als Grundvoraus-
setzung fur eine valide Testdurchfihrung gesehen. Um den Einfluss der Reizwirkung
auf das Ablesen der Hautreaktion zu minimieren, sollen zur Auslosung der
Kontaktallergie nicht—irritierend wirkende Konzentrationen angewendet werden.
Zudem ist eine Wirkungsverstarkung des sensibilisierenden Agens zu erwarten,
wenn zusatzlich eine Reizwirkung hervorgerufen wird, dabei ist es gleichgultig ob
dies durch die Testsubstanz, durch moglichweise vorhandenen Verunreinigungen
oder das Vehikel ausgeltst wird (Basketter et al., 2008; OECD, 1992).

— Einfluss Vehikel
Bisher liegen keine Informationen vor.
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— Bewertung der Wirkstarke

Fur die Wirkstarkenbewertung der vorhandenen Daten aus dem Buehler—Test wurde,
wie bereits beim GPMT, auf die neueste Bewertung, die im Rahmen der 2.
Anpassung der européaischen Verordnung Nr. 1272/2008 uber die Einstufung,
Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (EU, 2011) die
Einstufungsgrenzen neu definiert, zuriickgegriffen. Ahnlich wie fir den GPMT findet
sich auch fur den Buehler-Test eine Wirkstarkenbewertung in 4 Wirkstarkekategorien
im technischen Bericht von ECETOC (2003).

Tabelle 2. Neueste Wirkstarkenbeurteilung GHS/CLP bzw. ECETOC Einstufung

Wer Kriterium Kategorie

GHS/CLP = 15% positive bei top. Induktion mit < 0,2% oder hohe

(EU, 2011) | = 60% positive bei top. Induktion mit > 0,2% bis Sensibilisierungsstérke
<20%

= 15% bis < 60% Pos bei top. Induktion mit > 0,2% geringe bis maRige
bis < 20% oder | Sensibilisierungsstéarke
= 15% Pos bei top. Induktion mit > 20%

ECETOC 2 60% Pos bei top Induktion mit < 0,1% sehr stark
(2003) sensibilisierend
(Kimber et (,extreme")

al., 2003) 2 15% < 60% Pos bei top Induktion mit < 0,1% oder | stark sensibilisierend
= 60% Pos bei top Induktion mit =2 0,1% bis < 1% (,Strong*)

= 15% < 60% Pos bei top Induktion mit = 0,1% bis < | maRige

1% oder sensibilisierend
= 60% Pos bei top Induktion mit = 1% bis < 10% (,moderate®)

= 15% < 60% Pos bei top Induktion mit = 1% bis < schwach

100% oder sensibilisierend

= 60% Pos bei top Induktion mit = 10% bis < 100% (“weak")

Top.: topisch

1.2.3 Local Lymph node assay (LLNA)

— Versuchsvorschrift

OECD 429 (entspricht EU Methode B.42 gemafR VO 2008/440, Varianten siehe
OECD 442A und OECD 442B)

— Beschreibung, Vorgehen

Beim klassischen ,LLNA an der Maus (Stamm CBA/Ca oder CBA/J) wird der Einbau
von Tritium-markiertem Thymidin in den Lymphknoten wahrend der Induktionsphase
ermittelt (Kimber et al., 1986). Dieser Einbau dient als Mal3 fur die Lymphozyten-
proliferation und die korrespondierende Immunantwort. Zur Induktion werden 25 ul
der Testsubstanz epidermal an drei aufeinander folgenden Tagen auf das Ohr
appliziert. Es werden nach dem Standardprotokoll mindestens 3 Dosisgruppen
(zusatzlich zur Negativ- und Positiv-Kontrolle) mit jeweils mindestens” 4 ,Tieren

All
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verwendet. An Tag 6 wird den Tieren Tritium-markiertes Thymidin in die
Schwanzvene injiziert. Nach 5 h werden die Tiere getotet, die Ohr-Lymphknoten
isoliert, eine Einzelzell-Suspension der Lymphknotenzellen hergestellt und in dieser
der Einbau von markiertem Thymidin Uber B-Szintillationszahlung bestimmt. Nach
dem Standardprotokoll des LLNA werden die Lymphknoten der einzelnen Tiere* bzw.
pro Dosisgruppe gepoolt ,ausgewertet und anschliel3end die mittlere Zellproliferation
der Dosisgruppe angegeben. Testsubstanzen, die gegeniber der Kontrolle eine
Proliferationsrate [Anmerkung des Autors: d.h. Stimulationsindex (SI)] > Faktor 3
auslosen, werden als sensibilisierend eingestuft. Die Konzentration, die eine
Verdreifachung der Proliferationsrate verursacht, wird als EC3 bezeichnet.

Im Unterschied zu den anderen Testverfahren, bei denen die Ablaufe wahrend der
Auslosephase der Immunantwort betrachtet werden, steht beim LLNA ausschliel3lich
die Induktionsphase der Sensibilisierungsreaktion im Blickpunkt der Bewertung.”

Quelle: Akkan et al., 2004

Die entsprechende OECD-Richtlinie (OECD 429) wurde 2002 erstmals verab-
schiedet (OECD, 2002) und 2010 bereits Uberarbeitet. Enthalten sind nun beispiels-
weise Hinweise zu den Durchfihrungsstandards oder eine ausfihrlichere
Beschreibung der Chemikalien, fir die der Test anzuwenden ist bzw. solchen, fur die
der Test moglicherweise falsche Ergebnisse produziert (ICCVAM, 2010; siehe auch
Kreiling et al., 2008; OECD, 2010b). Mittlerweile wurden neben der Standard-
testausfuhrung weitere Varianten des LLNA validiert und sind als OECD-Richtlinien
442A und 442B erhaltlich (OECD, 2010c; d). Beim LLNA:BrdU (442B) wird den
Tieren anstelle des radioaktiv-markierten Thymidins das Thymidinanalogon 5-Bromo-
2-desoxyuridin injiziert. Mittels eines Antikdrpers gegen BrdU wird der Einbau in die
DNA nachgewiesen und somit Auskunft Uber die Lymphozytenproliferation
gewonnen. Aufgrund anderer Indexbereiche der Testmethode gilt ein Stoff bereits ab
einem SI-Wert = 1,6 als potenziell hautsensibilisierend. Der sogenannten LLNA:DA
(entwickelt von Daicel Chemical Industries, Ltd.) bestimmt Gber Biolumineszenz den
ATP Gehalt der Lymphknotenzellen, dieser wird als Indikator fir die
Lymphozytenproliferation gewertet. Hierbei gilt der zu testende Stoff ab einem SI 2
1,8 als potenziell hautsensibilisierend. Folglich wird die Konzentration, welche zur
Uberschreitung des jeweiligen Schwellenwertes benétigt wird, allgemein als EC Wert
bezeichnet und nicht wie beim Test mit Tritium-markiertem Thymidin als EC3.

— Validierung
Die Testdurchfihrung ist innerhalb einer Testvorschrift (OECD bzw. Verordnung
(EG) Nr. 440/2008) festgelegt.

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Vorsichtig zu bewerten sind Ergebnisse fir Natriumlaurylsulfat (NLS), andere
oberflachenaktive Substanzen oder auch Fettsauren, Fettalkohole und Siloxane
(siehe auch "Einfluss Reizung"; Ball et al., 2011; Garcia et al., 2010). Generell sollten
keine wassrigen Losungen getestet werden, die sofort vom Ohr abtropfen wirden
(OECD, 2010b).

A1l12



Kennziffer FP-0324, Teilprojekt 5.1 ,Beschreibung von Ansétzen zur Charakterisierung der sensibilisierenden
Wirkstarke und Priifung von deren Eignung“, FOBIG, Freiburg, Dezember 2012

— Vorteile

In Bezug auf den GPM- oder den Buehler-Test stellt der LLNA ein verbessertes
Verfahren im Sinne des 3R-Prinzips von Russel und Burch® dar. Die Anforderungen
.Reduce“ und ,Refine” sind ausgehend von den bis dahin verwendeten
Standardmethoden erfillt, d.h. er reduziert die Anzahl der zu verwendenden Tiere
und durch das Wegfallen der Auslosephase wird Stress und Schmerz der Tiere
verringert. Bei Verwendung verschiedener Konzentrationen ist ein quantitativer
Read-out moglich und man erhalt Informationen zur Dosis—-Wirkungsbeziehung. Der
Test ist formal validiert und wird beispielsweise in der REACH-Verordnung als Mittel
der Wahl zur Uberprufung hautsensibilisierender Stoffeigenschaften genannt. Es ist
davon auszugehen, dass die Zahl verfligbarer Daten sich schnell vergro3ert.

— Einschrankungen

Eine Uberempfindlichkeit gegentiber Tensiden wurde beispielsweise in der Arbeit
von Ball und Kollegen (2011) bestatigt.

Details zu Einschrankungen des Tests, die sich aus der Uberempfindlichkeit
gegenuber reizenden Substanzen ergeben, werden spéater (unter ,Einfluss Reizung®)
aufgefuhrt.

Das im Versuch verwendete Vehikel oder der Mausestamm kdnnen den erzielten
EC3 Wert in seiner Hohe beeinflussen (Anzai et al., 2010). Ein Vergleich von EC3
Werten aus unterschiedlichen Studien kann sich auf dieser Basis als schwierig
herausstellen (Details siehe ,Einfluss Vehikel).

Ein genereller Nachteil ist, dass der Test eine in vivo Testung darstellt. Der Test
liefert nur Information Uber die Sensibilisierungsreaktion (Induktionstest). Im
Vergleich zu den Meerschweinchentests liegt nur eine begrenzte historische
Datenbasis vor (Garcia et al., 2010).

— Einfluss Reizung

Im klassischen LLNA erzielen Natriumlaurylsulfat (NLS) und andere oberflachen-
aktive Substanzen (oder auch Fettséduren, Fettalkohole und Siloxane) meist positive
Ergebnisse. Diese sind nach Meinung vieler jedoch als falsch Positive zu werten.
Falsch positiv ist eine Substanz in einem Test dann, wenn die Mehrzahl aller
erzielten Ergebnisse mit anderen Tests und vor allem klinische Erfahrungen mit der
Testsubstanz darauf hinweisen, dass kein sensibilisierendes Potential von der
Substanz ausgeht. Als Grund fir das Auftreten falsch Positiver im LLNA kann ein
hautreizendes Potential einer Substanz angesehen werden. Ausgelost durch den
Kontakt mit Irritanzien, wird von den Keratinozyten vermehrt IL-1a produziert. Dies
kann zu einer Aktivierung und Wanderung der Langerhans—Zellen in die
Lymphknoten und zur unspezifischen Proliferation von T—Zellen fihren, die dann im
LLNA als Ausleseparameter fungieren (Ball et al., 2011). Durch die Reizwirkung
einer Substanz und den oben genannten unspezifischen Mechanismus der zur T-
Zellproliferation fahrt, lasst sich auch die erwartete Wirkungsverstarkung eines

® Russel W, Burch R. The principles of humane experimentation technique. London: Methuen; 1959
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sensibilisierenden Agens erklaren. Dabei ist es gleichgultig ob dies durch die
Testsubstanz, durch mdglichweise vorhandenen Verunreinigungen oder das Vehikel
ausgelost wird (personliche Kommunikation: H.-W.Vohr, Bayer HealthCare).

Bei der Entwicklung der neuen OECD-Richtlinien wurde diesem Problem Rechnung
getragen und neben der T-Zellproliferation als Mal3 fur die Sensibilisierung werden
nun auch das Gewicht der Lymphknoten und die Ohrendicke erfasst. Diese
Parameter lassen somit zeitgleich eine Aussage uUber die akut, reizende Wirkung
einer Testsubstanz zu (Ehling et al., 2005a; b; Vohr und Ahr, 2005). Andere Autoren
fordern beispielsweise die zusatzliche Messung des Oberflachenmarkers B220, der
Ruckschlisse auf eine Reizwirkung der Testsubstanz zulasst (Dearman et al., 2011).

Mittlerweile wird die These, dass eine Hautirritanz im LLNA zwingend ein falsch
positives Resultat erzielt angefochten. Zudem zieht die Beschréankung auf nicht—
reizend wirkende Konzentrationen als Maximalkonzentration im Test zu verwenden
eher falsch negative Ergebnisse nach sich. Dies kann beispielsweise auf Substanzen
zutreffen, die neben einem sensibilisierenden Potential ein stark reizendes Potential
besitzen (Basketter und Kimber, 2011).

— Einfluss Vehikel

Der Einfluss des Vehikels (siehe auch allgemein unter 1.2.7) kann an verschiedenen
Beispielen deutlich gemacht werden.

Ergebnisse fur ein und dieselbe Substanz in unterschiedlichem Vehikel getestet
belegen, dass die im LLNA erzielten EC3 Werte bedenklich grof3e Unsicherheit
bergen. So ergibt sich fur Bisphenol-A—diglycidylether getestet in Aceton/Olivendl
(4:1) ein EC3 Wert von 1,5 (Warbrick et al., 2001), wohingegen nur ein Wert von 0,1
erhalten wurde wenn das Vehikel Aceton allein war (Gamer et al., 2008). In diesem
speziellen Fall ergibt sich ein Faktor von 15 zwischen den Werten. Basketter (2008)
schlussfolgert, wenn immer Aceton/Olivendl als Standardvehikel genommen wird, ist
die Unsicherheit kleiner als der Faktor 5. Werden unterschiedliche Vehikel
verwendet, sollten fir eine quantitative Risikobewertung Faktoren bis hin zu 10
verwendet werden (siehe auch Basketter et al., 2008). Diese Faktoren werden in
verschiedenen Arbeiten bestatigt (Fukuyama et al., 2008; Jowsey et al., 2008). Fur
die quantitative Sicherheitsbewertung sieht Jowsey et al. (2008) auf Basis der
beobachteten Vehikeleffekte und der Tatsache, dass eine Chemikalie meist in einer
anderen Matrix als dem im Tierversuch getesteten Vehikel auf die Haut auftrifft,
einen zusatzlichen Faktor in Hohe von 10 vor.

Ein Beispiel fur Vehikeleffekte aus der hier zu bewertenden Liste der Inhaltsstoffe ist
das N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan (CAS: 109-55-7). In der Originalarbeit wird die
Substanz in 7 unterschiedlichen Vehikeln getestet und EC3 Werte von 1,7 % in
Dimethylformamid (DMF) bis > 10% in Polyethylenglykol berichtet (fur die
Substanzbewertung wird der Wert mit dem Standardvehikel Aceton/Olivendl
herangezogen; Wright et al., 2001).

Eine weitere Studie stellt jedoch fest, dass fur das unterschiedliche Verhalten in den
Vehikeln nicht nur die Substanzldslichkeit im jeweiligen Vehikel ein Rolle spielt,
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sondern zusatzliche noch ungeklarte Faktoren beeinflussend wirken (Anzai et al.,
2010).

DMSO wirkt bekanntermaf3en verstarkend auf die Hautpenetration einer Substanz.
Dementsprechend erhoht sich meist auch die gefundene Wirkstarke einer in diesem
Vehikel getesteten sensibilisierenden Substanz (z.B. gezeigt in Fukuyama et al.,
2008).

Wang-Fan und Ullmann (2008) finden dasselbe Ergebnis fir DMSO. Das Vehikel
fuhrt zu Lymphozytenproliferation (unspezifisch) und ist deshalb insbesondere bei
schwachen Allergenen weniger geeignet. Dimethylformamid ist bei schwachen
Allergenen ebenfalls nicht gut geeignet, da es als ein bekannter Penetrations-
beschleuniger die Sensitivitat des Tests erhoht und zudem reizend wirkt. Aber auch
das Standardvehikel Aceton/Olivendl kann in unterschiedlichen Laboren durch die
Verwendung von Olivendl, das in seiner Zusammensetzung sehr unterschiedlich sein
kann, zu stark schwankenden Ergebnissen fuhren, Und mit Propylenglykol als
Vehikel werden fir bekannte Kontaktallergene meist sehr niedrige Werte fur den
Ausleseparameter erzielt.

Allerdings bleibt zu beachten, dass aufgrund der geringen Volumina, die beim LLNA
appliziert werden, sowie der Tatsache, dass offen appliziert wird, das Vehikel die
Aufgabe hat die Substanz mdglichst schnell in die Haut zu treiben bzw. die
Penetration zu erh6hen. Zunachst soll nur die von der Substanz ausgehende Gefahr
bewertet werden. Die Risikobewertung (Wirkstarke) steht an zweiter Stelle.
Deswegen ist eigentlich nur ein Ranking unter gleichen Bedingungen angebracht
(personliche Kommunikation mit H.-W.Vohr, Bayer HealthCare).

— Bewertung der Wirkstarke

Karzlich aufgestellte Regelwerke besagen, dass Substanzen als stark
sensibilisierend gelten sollen, wenn mindestens ein EC3 < 2 % vorliegt (d.h. ca. 500
pg/cm? aus Akkan et al., 2004 bzw. Roberts, 2011; Wirkstarkenbewertung siehe EU,
2011). Der LLNA sollte aber nicht als ,Stand-alone” Methode zur Wirkstarkenbe-
wertung verwendet werden, da nur ca. 50 % der als stark human-sensibilisierend
geltenden Substanzen dieses Kriterium erfillen. Die Empfehlung eines Experten-
gremium lautet, dass Substanzen, die im LLNA einen EC3 Wert zwischen 2 % und
10 % ausweisen, zunachst als stark sensibilisierende Substanzen betrachtet werden
sollten, aul3er es gibt aus anderen Versuchen Hinweise, dass die Substanzen beim
Menschen nur gering bis maRig stark sensibilisierend wirken (ICCVAM, 2011).
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Tabelle 3. Wirkstarkenbeurteilung anhand der Daten aus dem LLNA (Basketter
et al., 2005; van Loveren et al., 2008)

Wer Welcher EC3 | Kategorie
GHS/CLP (EU, 2011) <2% hohe Sensibilisierungsstarke

>2% geringe bis mafige Sensibilisierungsstarke
(ICCVAM, 2011) <10 % hohe Sensibilisierungsstarke, aber mit der

Mdoglichkeit, Substanzen mit EC3 zwischen >
2 % und 10 % und bei Hinweisen aus anderen
Testsystemen auf geringere Wirkstarke eine
Umstufung vorzunehmen

>10% geringe bis mafige Sensibilisierungsstarke
ECETOC (2003) <0,1% sehr stark sensibilisierend (,extreme")
(Kimber et al., 2003) 201-<1% stark sensibilisierend (,strong®)

21-<10% mafRige sensibilisierend (,moderate*)

210 - <100 % | schwach sensibilisierend (“weak®)

Loveless und Mitarbeiter (2010) werten in einer Ubersichtsarbeit den LLNA
hinsichtlich seiner Aussagekraft fir Wirkstarkelberlegungen aus. Sie beziehen sich
dabei weiterhin auf die 2003 veroffentlichte Einordnung in vier Wirkstarkekategorien
(ECETOC, 2003). Aus den oben genannten Grunden wird im vorliegenden Projekt
die Wirkstarkenbewertung, wie sie vom ICCVAM vorgestellt wurde, Ubernommen.
Die von ECETOC vorgeschlagenen Grenzen (< 0,1 % und 20,1 - <1 %) werden
jedoch als Anhaltspunkt genommen, um eine Substanz eventuell aus der Gruppe
-hohe Sensibilisierungsstarke” in die Gruppe ,sehr hohe Sensibilisierungsstarke
umzugruppieren“, wenn zudem weitere Hinweise auf eine sehr hohe Wirkstarke
vorliegen.

— Anmerkung

Zur besseren Vergleichbarkeit mit anderweitig generierten in vivo Daten bietet
Roberts einen kurzen Uberblick, wie die meist verwendete Einheit des klassischen
LLNA, nadmlich EC3 in Gewichtsprozent, in weitere relevante Einheiten wie z.B.
png/cm? oder pEC3 (molarer EC3) umgerechnet werden kann. Es gilt: je kleiner ein
EC3 Wert ist, desto hoher die Wirkstarke der bewerteten Substanz. Dies verhélt sich
umgekehrt bei pEC3 Werten. Diese liegen zwischen 0 und 10 und es gilt: je grof3er
ein pEC3 Wert ist, desto wirkstéarker ist das sensibilisierende Agens (Roberts, 2011).

1.24 Mouse ear swelling test (MEST)

— Versuchsvorschrift
(Gad et al., 1986)

— Beschreibung, Vorgehen

.Beim MEST an der Maus wird als Endpunkt der Immunantwort die Zunahme der
Mausohrdicke ermittelt. Am Tag 0 wird intradermal Adjuvans (FCA) injiziert (Gad et
al., 1986). Die Sensibilisierung wird durch vier epidermale Applikationen der
Testsubstanz an den Tagen 0 bis 3 auf der Bauchseite der Tiere induziert. Ausgeldst
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wird am Tag 10 mit einer epidermalen Applikation der Testsubstanz am Ohr. Die
Immunantwort wird an Tag 11 und 12 als Ausmal der Ohrschwellung bestimmt.”

Quelle: Akkan et al., 2004

— Einschrankung, Validierung

Die Methodik des Tests wird hier nicht vertieft analysiert, da nur 3 Inhaltsstoffe der zu
bewertenden Liste Daten aus dem MEST aufweisen. Diese Tests wurden zudem
abweichend vom Standardprotokoll durchgefiihrt. AuRerdem ist die in vivo Datenlage
fur die drei Inhaltsstoffe bereits gut und eine qualitative Auswertung von MEST Daten
schwierig. Obwohl in einer frihen Phase vermehrt Versuche unternommen wurden,
beispielsweise die Sensitivitdt des Tests gegenuber schwach wirksamen Allergenen
zu erhéhen (Dunn et al., 1990; Garrigue et al., 1994) und der MEST, neben dem
LLNA, in der OECD Richtlinie 406 (1992) als Alternativmethode fur Meerschwein-
chentests erwahnt wird, ist bisher keine formale Validierung erfolgt.

1.25 Human Repeat Insult Patch Test (HRIPT)

— Versuchsvorschrift

(Draize et al., 1944; Draize, 1959; Marzulli und Maibach, 1973; 1974; Shelanski,
1951; Shelanski und Shelanski, 1953; Voss, 1958)

— Beschreibung, Vorgehen

.Bei den HRIPT sind Verfahren mit Intervall-Exposition (Draize-Test, Shelanski-
Shelanski-Test und Voss-Griffith-Test) von solchen mit kontinuierlicher Exposition
(modifizierter Draize-Test) zu unterscheiden. Bei allen HRIPT betragt die
Probandenzahl 200.

Bei Intervall-Exposition wird 3 Mal pro Woche Uber 24h exponiert. Die Anzahl der
Expositionen betragt 9 (Voss-Griffith-Test), 10 (Draize-Test) oder 15 (Shelanski-
Shelanski-Test). Die Auslésung erfolgt 10-14 Tage nach der letzten Induktionsappli-
kation mit einer weiteren Patch-Applikation Uber 24-48h.

Bei der kontinuierlichen Exposition im modifizierten Draize-Test (Marzulli und
Maibach, 1973; 1974) werden Pflaster 3 mal pro Woche bis zu einer Gesamtzahl von
10 auf einer Hautpartie aufgebracht. Die Pflaster werden 48h belassen, auf
Hautreaktionen gesichtet und im Anschluss erneut aufgebracht. Die Auslésung
erfolgt 14 Tage nach der letzten Applikation mit einer Patch-Applikation Uber 72h auf
der originaren und einer anderen Hautstelle.”

Quelle: Akkan et al., 2004

— Vorteile

.im Hinblick auf quantitative Aussagen ist der HRIPT dem humanen
Maximierungstest (HMT) gegenlber zu bevorzugen, da die Aussagekraft des HMT
durch die Verwendung von Natriumlaurylsulfat eingeschrankt ist.”

Quelle: Akkan et al., 2004
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— Einschrankungen
Es ist eine grof3e Probandenzahl erforderlich verglichen mit dem HMT.

Die letztgenannten Testungen am Menschen liefern nur wenige Daten, die
Epoxidharzinhaltsstoffe betreffen, und werden aus ethischen Grinden nur mit
historischen Daten berlcksichtigt.

— Anmerkung

Der Test wird an dieser Stelle nicht weiter erlautert, da insgesamt nur drei
Humantests fur zwei der Inhaltsstoffe vorliegen. Die jeweilige Versuchsvorschrift und
deren Bewertung werden im Teil der Humanbefunde (siehe Teilprojekt 5.4.3 des
IVDK) beschrieben.

1.2.6 Human maximization test (HMT)

— Versuchsvorschrift
(Kligman, 1966)

— Beschreibung, Vorgehen

.Beim humanen Maximierungstest nach Kligman (1966) wird die Applikationsstelle
vor der Induktion mit 5% Natriumlaurylsulfat (SLS) (24 h, Patch-Applikation)
vorbehandelt. Als anionischer oberflachenaktiver Stoff erhdht SLS die Permeabilitat
der Hornschicht und damit analog einer Konzentrationserhbhung die prasentierte
Haptenmenge. Dartber hinaus fihrt die lokale Irritationswirkung von SLS zu einer
starkeren Haptenresponse. Die Testsubstanz wird 5-mal auf immer die gleiche Stelle
appliziert (48 h, Okklusivverband) mit expositionsfreien Intervallen von 24 h. Vor
jeder Exposition wird die Applikationsstelle mit SLS in der beschriebenen Weise
vorbehandelt. Die Auslésung erfolgt 14 Tage nach der letzten Induktionsapplikation
mit der maximalen, nicht mehr reizenden Dosis auf einer leicht gereizten Haut (48 h,
Patch-Applikation). Auch vor der Auslosung wird die Haut mit Natriumlaurylsulfat
vorbehandelt. Abgelesen wird nach 72 und 96 h.”

Quelle: Akkan et al., 2004

— Vorteile

.Der Vorteil des HMT gegeniber dem HRIPT liegt in der geringen Anzahl an
Probanden (25 verglichen mit 200)."

Quelle: Akkan et al., 2004

— Einschrankungen

.Der Nachteil* des HMT gegeniber dem HRIPT liegt ,im Einsatz von
Natriumlaurylsulfat ist, dass neben der Belastung der Testperson durch starke lokale
Wirkungen auch die Interpretation des Testergebnisses erschwert sein kann.”

Quelle: Akkan et al., 2004
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Die letztgenannten Testungen am Menschen liefern nur wenige Daten, die
Epoxidharzinhaltsstoffe betreffen, und werden aus ethischen Grinden nur mit
historischen Daten berlcksichtigt.

— Anmerkung

Der Test wird an dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt, da insgesamt nur drei
Humantests fur zwei der Inhaltsstoffe vorliegen. Die jeweilige Versuchsvorschrift und
deren Bewertung werden im Teil der Humanbefunde (siehe Teilprojekt 5.4.3 des
IVDK) beschrieben.

1.2.7 Ubergreifende Diskussion der Einflussfaktoren

— Allgemein

.In der Praxis werden die einzelnen Prifverfahren mit zahlreichen Abwandlungen
durchgefuihrt. Wegen der variablen Testkonzentrationen, Vehikel, Tierarten und
Tierstamme, die in Versuchen eingesetzt werden, kann sich ein Vergleich der
Testergebnisse aus verschiedenen Studien als sehr schwierig gestalten. Bei
Methoden, in welchen die Wirkungen auf die Haut durch Ablesen bewertet werden,
kbnnen zudem Abweichungen aufgrund verschiedener Ablesemodi eintreten.
Daneben besteht eine generelle Unsicherheit, die eingetretenen Hautreaktionen auf
visuellem Wege objektiv und eindeutig zu beurteilen.”

Quelle: Akkan et al., 2004

— Vehikel

Manche Vehikel kdnnen verdampfen und beeinflussen so die angewendete
Substanzkonzentration (z.B. Aceton).

Hydrophilie (z.B. Wasser, DMSO) bzw. Lipophilie (z.B. Olivendl) des Vehikels
konnen die Bioverfugbarkeit/Hautpenetration negativ oder positiv beeinflussen. So
migrieren hydrophobe Substanzen verstarkt durch die Epidermis wenn sie in einem
hydrophilen Medium aufgebracht werden. Daraus ergibt sich, dass eine hydrophobe
Substanz eine bessere Bioverfiigbarkeit hat, wenn sie im Test mit Wasser verdinnt
aufgebracht wird, anstelle des Gebrauchs von Oliven6l als Vehikel. Da
hautsensibilisierende Substanzen meist stark lipophil sind, wird beispielsweise im
EE-Test von dos Santos (2011) entsprechend eine Reihenfolge fir die zu
verwendenden Vehikel von Wasser, DMSO und erst zum Schluss Aceton/Olivendl
aufgestellt und je nach Loslichkeit der Testsubstanz verwendet (siehe auch 1.3.1.3).

1.3 Mechanistische Stufen und in vitro Tests

Im Sinne von Russel und Burch, die 1959° erstmals das sogenannte 3R-Prinzip
beschrieben (Replacement (Vermeidung), Refinement (Verfeinerung), Reduction
(Verringerung)), wird die Entwicklung von mechanistischen in vitro Tests in der

® Russel W, Burch R. The principles of humane experimentation technique. London: Methuen; 1959
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Vergangenheit unter anderem durch die immer grof3er werdenden Bedenken der
breiten Offentlichkeit gegeniiber Tierversuchen im Bereich der Chemikalien— und
Wirkstofftestung getrieben. Ein zusatzlicher Ausloser war die 7. Anderung der
europaischen Kosmetikrichtlinie 76/768/EEC’, die ab 2013 den Einsatz von
Tierversuchen zur Risikoabschéatzung von Kosmetikinhaltstoffen verbietet.

Bereits existierende Initiativen im Bereich der Behdrden und der Industrie (z.B.
Verband der kosmetischen Industrie, COLIPA) bindelten ihre Energie, um innerhalb
relativ kurzer Zeit zuverlassige, valide und robuste Testungen fur den regulatorischen
Einsatz prasentieren zu kénnen.

Verschiedene OECD-Richtlinien wurden verabschiedet, so z.B. die OECD 428 zur
Abschatzung der Hautpenetration®.  Versuchsvorschriften zur  Beurteilung
hautirritierender Eigenschaften von Substanzen wurden optimiert und validiert (z.B.
Hoffmann, 2006; OECD, 2010a; Spielmann et al., 2007)°. Speziell um das Thema
Sensibilisierung wurde sich innerhalb des sechsten EU Rahmenprogramms in einem
grollen Forschungskonsortium, zusammengesetzt aus 28 Testlaboratorien,
gekimmert (,Novel Testing Strategies for In Vitro Assessment of Allergens®
Akronym: Sens-it-iv).

Mittlerweile sind so fur die mechanistischen Stufen der Hautsensibilisierung, welche
bereits zu Anfang geschildert wurden (siehe 1.1), in chemico oder in vitro Tests, mit
denen jeweils mindestens eines der Ereignisse abgeprift werden kann, entstanden.

Vorgestellt und diskutiert werden sie z.B. in

o Bericht der Exekutivagentur fur Gesundheit und Verbraucher (EAHC, 2011),
o Bauch et al. (2011b)

o Vandebriel et al. (2010),

o Schultz et al. (2009),

o Gerberick et al.(2008),

o Basketter und Kimber (2009),

o Aptula und Roberts (2006),

wobei die dort eingehenden mechanistischen Aspekte auch in Verknipfung mit den
spater vorgestellten (Q)SAR-Modellen betrachtet werden sollten. So geht die Art der
Proteinbindungsreaktion (vgl. Haptenisierung) auch in Ahnlichkeitskriterien einiger
(Q)SAR-Modelle und in deren Anwendungsdomane (,applicability domain“; AD) ein
(Aptula und Roberts, 2006; siehe auch 1.1.3).

’ Richtlinie 2003/15/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 27. Februar 2003 zur
Anderung der Richtlinie 76/768/EWG des Rates zur Angleichung der Rechtsvorschriften der
Mitgliedstaaten Uber kosmetische Mittel

8 Siehe fir OECD-Richtlinien: http://www.oecd-ilibrary.org/

° Siehe fiir OECD-Richtlinien: http://www.oecd-ilibrary.org/
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Das generelle Problem der in vitro Testung ist: um zur Hautsensibilisierung zu
fuhren, muss jeder der genannten Teilschritte durchlaufen werden, jedoch ist immer
noch weitestgehend unklar, welcher dieser Schritte relevant fur die Stérke der
Sensibilisierungsreaktion ist. Eine Beobachtung aus jungerer Zeit besagt, dass fur
die Auslosung einer Antwort im LLNA bei schwachen Allergenen der Expositionspfad
und die Antigenprasentation weniger wichtig sind als die epidermale Aktivierung und
reizende Effekte. Bei starken Allergenen scheinen diese Schritte alle gleich
bedeutsam (Maxwell und Mackay, 2008).

In den nachsten Abschnitten findet sich eine Auswabhl vielversprechender Methoden,
die zur Bewertung der Sensibilisierungspotenz einer Substanz verwendet werden
konnten. Dabei wird von einige Gruppen vorgeschlagen, mindestens drei Tests
parallel durchzufiihren und daraus das Risiko zu bestimmen (siehe beispielsweise
Bauch et al., 2011b; personliche Kommunikation: H.-W.Vohr, Bayer HealthCare).

1.3.1 Bioverfugbarkeit/Hautdurchdringung

Generell sind Kontaktallergene eher lipophil und von geringem Molekulargewicht
(<500 Da: Haut wird gut durchdrungen (Golla et al., 2009)). Substanzen, die eher
hydrophob sind, ein hohes Molekulargewicht haben oder eine Ladung besitzen,
werden eher nicht die Barrierefunktion der Haut durchdringen kdnnen und
dementsprechend ein weniger hautsensibilisierendes Agens darstellen. Der
Verteilungskoeffizient (log Kow) konnte somit fur die Bioverfugbarkeit ein wichtiges
Mald sein (Basketter und Kimber, 2009).

Neben den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanz ist zusatzlich
wichtig, in welcher Form die Substanz auf die Haut appliziert wird. Dies tragt
malgeblich zur Wirkstarke bei (siehe auch Vehikeleffekte bei der Wirkstéarken-
betrachtung des LLNA unter 1.2.3). Nicht sensibilisierende Substanzen in einer
Formulierung kbnnen die Barrierefunktion der Haut verandern oder einen Einfluss auf
die nachfolgenden Prozesse (Metabolismus, Immunreaktion) austuben.

Generell sind zwei Annahmen zu treffen (siehe auch Basketter und Kimber, 2010a):
o Eine Null-Penetration in die Epidermis ist unwahrscheinlich und

o Die Messung der Hautpenetration spiegelt nicht die tats&chlich in der Haut
verfligbare Menge an Substanz wider.

Die Hautpenetration bezeichnet dabei den Unterschied der topisch (auf die Stratum
corneum Schicht) applizierten Dosis im Gegensatz zur Dosis, die die ersten
lebenden Zellschichten der Epidermis erreicht. Neben der Hautdurchdringung spielen
fur die Bioverfugbarkeit aber unter anderem auch Verdampfung, Metabolismus
(Aktivierung/Inaktivierung) und Sequestrierung im Stratum corneum eine Rolle (van
Loveren et al., 2008; Appendix A. Abstracts: Griem P.). Kimber und Kollegen (2008)
sehen Anhaltspunkte dafiir, dass die Dosis einer Substanz pro Flache die
entscheidende Einheit und eine wichtige Eingangsgrof3e bei der Sensibilisierungs-
phase darstellt.

Der dermale Permeabilitatskoeffizient (Kp) kann ermittelt und zur Bewertung der
Substanz herangezogen werden. Dies ist jedoch nur ein Mal3 fir den Eintrag der
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Substanz Uber die Zeit [cm/h]. Der Kp eréffnet jedoch die Mdoglichkeit, die zu
bewertenden Substanzen relativ zueinander in Bezug zu setzen.

1.3.1.1 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten

Der Verteilungskoeffizient (log Kow; englisch: log P, partition constant, partition ratio,
distribution ratio) kann als einfaches Mal3 fur die Bioverfugbarkeit einer Substanz
herangezogen werden (Babu et al., 2004; Brand et al., 2004; Moss et al., 2002).

— Beschreibung, Vorgehen

Zur Abschéatzung des log Kow wird ein Modell, das in der EPI Suite (Estimation
Programs Interface Suite™; EPIWEB 4.0) der US-amerikanischen Umweltbehérde
(US EPA) enthalten ist (EPA, 2011), verwendet. Anhand der CAS-Nummern bzw. der
SMILES Codes kann das Modell KOWWIN v1.67 zur Berechnung genutzt werden.
Enthaltene experimentelle Daten werden dabei bevorzugt berichtet.

— Vorteile

Dieses Vorgehen ist sehr einfach im vorliegenden Projekt durchzufihren. Die
erzielten Daten konnen direkt genutzt werden, um die Inhaltsstoffbewertung
voranzutreiben. Das dazu verwendete Modell wurde von der amerikanischen
Umweltbehérde entwickelt und findet innerhalb unterschiedlicher Regelwerke
Anwendung (z.B. REACH; EC, 2006).

— Einschrankungen

Die Aufnahme in die Haut ist per se nicht mit der sensibilisierenden Wirkstarke
gleichzusetzen. Deswegen erfolgt, wie unter ,Bewertung der Wirkstarke*
besprochen, nur ein binarer, qualitativer Read—out des Parameters (Gould und
Taylor, 2011).

— Bewertung der Wirkstarke

Die Beurteilung der Bioverfugbarkeit, ausgehend vom Wissen um den log Kow, kann
laut Natsch et al. (2009) entsprechend erfolgen. Bei einem Wert des log Kow von 2
wird eine maximale Absorption angenommen. Entfernt sich der berechnete Wert von
diesem Maximalwert, so vermindert sich ebenfalls die Bioverfiigbarkeit der Substanz.
Inhaltsstoffe, die einen log Kon im Bereich zwischen —2 und 5 aufweisen, werden
immer noch als gut bioverfugbar bewertet. Substanzen, deren log Kow aul3erhalb
des angegebenen Bereichs liegt, wird eine schlechtere Bioverfligbarkeit unterstellt.
Der Endpunkt wird folglich nur qualitativ ausgewertet (d.h. grobe Einteilung der
Bioverfugbarkeit in ,gut versus ,weniger gut* moéglich). Eine quantitative Betrachtung
ist nicht moglich, da es keine Korrelation zwischen dem ermittelten log Kow und der
Wirkstarke bei den untersuchten Substanzen, die im LLNA EC3 Werte von <1 %
zeigten, gibt (Gould und Taylor, 2011).
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1.3.1.2 Berechnung Permeabilitatskoeffizient (Kp)

— Versuchsvorschrift

Die zu verwendenden Berechnungen finden sich beispielsweise in Dotson et al. oder
in Gould und Tylor (2011).

log Kp = —2,72 + 0,71*log Kow — 0,006 1*MW
Die Basis fur oben genannte Gleichung lieferten Potts und Guy (1993; 1992).

Mit Hilfe des Programms DERMWIN (v.1.43a von September 2008), welches in der
frei verfigbaren EPI Suite™ der US EPA zur Verfugung steht, kann die Berechnung
des Kp ebenfalls automatisiert erfolgen.

— Beschreibung, Vorgehen

Der dermale Permeabilitatskoeffizient (Kp) kann auf Basis von wenigen
Eingangsgrof’en, wie dem Molekulargewicht und dem Oktanol-Wasser—
Verteilungskoeffizienten (log Kow) errechnet werden. Die Berechnung kann handisch
(siehe Versuchsvorschrift) oder automatisiert mit Hilfe des Programms DERMWIN
aus der frei verfugbaren EPI Suite™ der US EPA erfolgen.

— Vorteile

Dieses Vorgehen ist sehr einfach im vorliegenden Projekt durchzufuhren. Die
erzielten Daten konnen direkt genutzt werden, um die Inhaltsstoffbewertung
voranzutreiben. Das dazu verwendete Modell wurde von der amerikanischen
Umweltbehérde entwickelt und findet innerhalb unterschiedlicher Regelwerke
Anwendung (z.B. REACH; EC, 2006).

— Einschrankungen

Die Aufnahme in die Haut ist per se nicht mit der sensibilisierenden Wirkstarke
gleichzusetzen. Deswegen erfolgt, wie unter ,Bewertung der Wirkstarke*
besprochen, nur eine qualitative Bewertung (Gould und Taylor, 2011).

— Bewertung der Wirkstarke

Gould und Taylor (2011) berichten, dass in DEREK (QSAR—-Anwendung siehe 1.4.1)
die oben gezeigte Gleichung von Potts und Guy (1993; 1992) Anwendung findet, um
hautsensibilisierende Eigenschaften einer Substanz vorherzusagen. Wird fir eine
untersuchte Substanz ein Wert von kleiner — 5 als log Kp ermittelt wird die Substanz
vom Programm als nicht kontaktsensibilisierend angezeigt (Anmerkung H.-W.Vohr,
Bayer HealthCare: in-house Bewertungen bei Bayer HealthCare lieferten eine
Zuverlassigkeit von nur knapp 60%). Im vorliegenden Projekt wird dieser Cut—off
Wert Ubernommen, als Hinweis fir schlechte Hautpenetration und somit einer
wahrscheinlich geringeren sensibilisierenden Wirkstarke. Es kann jedoch keine
weitere Differenzierung in Bezug zur Wirkstarke gemacht werden. Der Kp Wert in
cm/h kann aber verwendet werden, um verschiedene Substanzen relativ miteinander
in Bezug auf ihre Hautpenetrationsfahigkeit zu vergleichen.
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1.3.1.3 3D Hautmodelle — speziell: EST-1000™

Neben der Abschatzung obiger Parameter besteht eine weitere Mdglichkeit, diesen
so wichtigen ersten mechanistischen Schritt abzupriufen unter zu Hilfenahme von
sogenannten ,3D reconstructed skin models® oder ,3D reconstructed human
epidermal (RHE) models®, die die biochemischen und physiologischen Eigenschaften
der oberen Hautschichten (d.h. der Epidermis) nachbilden.

Bei der Betrachtung der sensibilisierenden Wirkstarke wird zugrunde gelegt, dass
diese in direktem Zusammenhang mit dem Schweregrad einer Reizwirkung steht.

Ein hautreizendes Potential steht in Zusammenhang mit eingeschrankter
Zytotoxizitdt. Dies wird deutlich nach Beurteilung der mit hautirritierenden
Substanzen behandelten Stellen im Tierversuch und auch durch Beobachtungen am
Menschen (Nosbaum et al.,, 2009; Wanner et al., 2010). Wirkt eine Substanz
irritierend auf die Haut, so wird deren Barrierefunktion gestort. Ein potentielles
Hautallergen kann dementsprechend vermehrt aufgenommen werden. Die
Bewertung des irritierenden Potentials einer Substanz kann somit ebenfalls
entscheidend flr deren Hautpenetrationsrate und schlussendlich fir deren
sensibilisierende Wirkstarke sein, falls ein allergenes Potential vorhanden ist.

— Versuchsvorschrift
(dos Santos et al., 2011); Standardarbeitsanweisung (SOP) fiir Préavalidierung™®

— Beschreibung, Vorgehen

Das Epidermis Aquivalenzmodell (,epidermal equivalent*; EE—Kultur) wird von der
CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH zur Verfigung gestellt. Innerhalb des
Sens-it-iv Projekts, welches im Rahmen der EU FP6 finanziell gefordert wurde,
entstand die oben genannte Versuchsvorschrift, die veroffentlicht wurde. Eine
Standardarbeitsanweisung (SOP) liegt zudem online vor.

Das kommerziell erhaltliche rekonstruierte, epidermale Aquivalenzmodell besteht aus
primaren (d.h. nicht transformierten), epidermalen Humankeratinozyten. Es stellt eine
vollstandig ausdifferenzierte Epidermis mit lebenden und verhornten Zellschichten
dar. Diese bilden in vitro eine Barriere &hnlich der Barrierefunktion von normaler
menschlicher Haut. Generell sind so gewonnene Versuchsvorrichtungen ideal, um
transdermale Substanzgangigkeit zu priufen oder perkutane Absorptionsstudien
durchzufiihren. Das Modell wird im 24-Lochplattenformat ausgeliefert. Die Exposition
gegenuber Chemikalien erfolgt durch topische Applikation eines mit der
Testsubstanz getrankten Filterpapiers fur 24 Stunden. Die zu untersuchenden
Chemikalien werden in mindestens drei unabhangigen Experimenten jeweils im
Duplikat in vier verschiedenen Konzentrationen (plus Vehikelkontrolle) gepruft und
folgende Parameter bestimmit:

e A) primarer Endpunkt: EE-ECs, dies ist die Konzentration, die die Anzahl
lebender Zellen der humanen EE—Kultur um 50% reduziert (d.h. je kleiner

10 http://sensitive-learning.eu/mod/resource/view.php?id=30
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desto starker sensibilisierend). Gemessen wird diese im colorimetrischen
Nachweisverfahren (MTT—Test) nach 24 stindiger Substanzinkubation.

* B) Zusatzinformation: Konzentration, die zur Induktion einer 10 bzw. 2fach
erhohten IL-1a Sekretion benodtigt wird (IL-100x bzw. IL-1ay (bei
Verwendung von EST-1000™); je kleiner die bendtigte Konzentration, desto
starker irritierend bzw. sensibilisierend). Die Interleukin—Konzentration wird
mit Hilfe eines antikdrperbasierten Nachweisverfahrens bestimmt (ELISA,
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Die Reizwirkung (gemessen als
IL-1a Sekretion) stellt ein sogenanntes ,danger signal“ (Matzinger, 1994;
2007) dar und tragt ebenfalls zur Sensibilisierungsstarke bei.

Mit diesen Parametern konnen laut den Autoren bekannte kontaktsensibilisierende
Substanzen gemal ihrer Wirkstarke in Gruppen eingeteilt werden. Auf Basis der
durchgefiihrten Korrelationsbetrachtung zwischen den erzielten Studienergebnissen
und bekannten Tier- und Humandaten (LLNA und/oder HRIPT) wurde die EE-ECsg
als ergebnisbestimmende Maldzahl identifiziert, wohingegen die ermittelte IL-1axy
aufgrund einer schlechteren Korrelation nur als stlitzende Information gewertet wird.

— Validierung

Zusammen mit dem ebenfalls im Sens—it—iv Projekt entwickelten NCTC2544 |L-18
Test (siehe 1.3.3.1) befindet sich der EST-1000™ Test in einem Ringversuch fir die
Pravalidierung (Seidle und Spielmann, 2011)*.

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Von den Testentwicklern wurde bisher keine Anwendungsdomane spezifiziert.
Aufgrund der mechanistischen Ausrichtung des Tests ist jedoch klar, dass nur
hautsensibilisierende Substanzen, die zugleich eine hautreizende Wirkung besitzen,
richtig erfasst werden kdnnen (dos Santos et al., 2011).

— Vorteile

Sehr geringe Intra— und Intervariabilitat der Experimente deuten darauf hin, dass die
EE—ECs, ein robustes Mal3 darstellt (dos Santos et al., 2011). Unter der Annahme,
dass die sensibilisierende Wirkstarke in direktem Zusammenhang mit dem
Schweregrad einer Reizwirkung steht, ist auch eine quantitative Aussage beziiglich
der Sensibilisierungsstarke eines bekannten Kontaktallergens mdglich.

Dem EST-1000™ Modell wird hier gegenliber anderen Hautirritationstest Vorrang
gewahrt, da es zusammen mit dem NCTC2544 IL-18 Test (siehe 1.3.3.1), bereits in
der Pravalidierung inbegriffen ist, um als Ersatz fir in vivo Sensibilisierungsversuche
zu fungieren.

Generelle Vorteile von Epidermis Aquivalenzmodellen sind, dass sie eine Luft-
Flissigkeitsgrenzschicht besitzen. Diese erlaubt einerseits die Nutzung nicht
wasserloslicher Testsubstanzen und andererseits liegen sie durch die Ausbildung

1 Siehe auch Sens—it—iv Newsletter Nr. 44: http://www.sens-it-iv.eu/content/newsletter.php
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einer Stratum corneum &hnlichen Schicht naher an der in vivo Situation als
beispielsweise Einzelzellschicht—Modelle.

AulRerdem kann das Erkennen eines hautreizenden Potentials einer Substanz
dartuiber entscheiden, welche weiteren Tests durchgefuhrt werden sollten und die
Interpretation der Testergebnisse entscheidend beeinflussen.

— Einschrankungen

Durch das Testdesign (Ausleseparameter) besteht eine Limitierung auf
Testchemikalien, die auch ein hautreizendes Potential besitzen.

Nur positive Ergebnisse kénnen gewertet werden, da bekannte sensibilisierende
Substanzen teilweise zu schwach reagierten, sodass angenommen wird, dass neben
diesen Warnsignalen (,danger signals®) auch andere Eigenschaften fur die
Wirkstéarke von sensibilisierenden Chemikalien eine Rolle spielen. D.h. es gibt einen
Trend, dass stark sensibilisierende Substanzen ebenfalls stark irritierend wirken.
Dies kann im vorliegenden Test gepruft werden. Jedoch gibt es Ausnahmen der
Regel, d.h. ein negatives Ergebnis bzw. eine geringe gemessenen Zytotoxizitéat
oder/und eine geringe Potenz die Induktion von IL-1a anzuregen bedeutet nicht
gleichzeitig, dass die Substanz nicht in der Lage ist, eine stark sensibilisierende
Wirkung auf den betroffenen Organismus auszuiben.

Da bisher zu wenige Chemikalien getestet wurden, konnte noch kein Cut-off Wert
bestimmt werden, der die EE-ECs,, mit einer Wirkstarke in Verbindung bringen
wirde. D.h. die Wirkstarkenbewertung ist potentiell moglich, aber momentan noch
nicht validiert. Es lohnt sich die Entwicklung des Tests weiterhin zu verfolgen. Fur
den Moment sind Trendanalysen bzw. relative Betrachtungen mdglich. Die ahnliche
Reihe der Glycidylether kodnnte beispielsweise getestet werden, um deren
Unterschiede herauszuarbeiten.

Epidermis Aquivalenzmodelle bestehen meist nur aus Keratinozyten. Wie spéter
deutlich wird, sind aber auch die Langerhans—Zellen der Epidermis oft maf3geblich
an einer Kontaktsensibilisierung beteiligt. Eventuell kann so die Sensibilisierung nicht
richtig abgebildet werden (siehe dazu auch die Anmerkung bei den Tests bezlglich
der Abschnitt 4 Migration und Reifung; Kissenpfennig und Malissen, 2006). Regnier
et al. (1997) und Fransson et al. (1998) unternahmen ebenfalls den Versuch,
Langerhans—Zellen in solche 3D-Modelle zu integrieren. Im vorliegenden Test wurde
dies jedoch nicht bertcksichtigt.

Eine schlechte Loslichkeit der Chemikalien kann dazu fiihren, dass die maximal
[6sliche Konzentratiqn einer Substanz immer noch keine Reduktion der metaboli-
schen Aktivitat (d.h. Uberlebensmalieinheit) der EE—Kultur nach sich zieht.

Weiterhin kann es — verursacht durch schlechte Ldslichkeit — zu Interferenzen mit
dem Auslesesystem, dem colorimetrischen MTT Assay, kommen. Eventuell ist kein
Ablesen des Endpunktes méglich (dos Santos et al., 2011).
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— Einfluss Reizung

Der Test misst verschiedene Parameter zur Bestimmung der Reizwirkung, deswegen
stellt diese keinen Storfaktor dar. Bei der Betrachtung der sensibilisierenden
Wirkstarke wird zugrunde gelegt, dass die sensibilisierende Wirkstarke in direktem
Zusammenhang mit dem Schweregrad einer Reizwirkung steht.

— Einfluss Vehikel

Wie in zellbasierten Tests Ublich, beschranken die Autoren die Verwendung von
DMSO als Vehikel. Die Grenze von 1 % sollte nicht Uberschritten werden, da sonst
zytotoxische Effekte und unspezifische IL-1a Sekretion auftreten. Aus diesem Grund
wird immer die Anzahl der relativ zur Vehikelkontrolle Utberlebenden Zellen
gemessen und nicht die absoluten Werte bestimmt (siehe auch allgemein zutreffende
Einflussfaktoren — Vehikel unter 1.2.7).

1.3.1.4 Nicht verwendete dhnliche Tests

Sogenannte in vitro Hautirritationstest (SIT — skin in vitro test) beinhalten die
Verwendung verschiedener Hautmodelle. Fir EpiDerm™ (MatTek Corporation) und
EpiSkin™  (SkinEthic  Laboratories) liegen verschiedene Pravalidierungs,
Optimierungs- sowie Validierunsgstudien vor. Alle genannten Modelle sind in der
OECD 439 (entspricht EU Methode B.46 gemalR VO 2008/440) genannt. EpiSkin™
gilt dabei als vollstandige Ersatzmethode um das hautreizende Potential einer
Substanz zu bestimmen, wahrend EpiDerm™ bisher nur als Screeningtest oder Tell
einer schrittweisen Teststrategie gilt. Ein modifizierter EpiDerm™ Test, wie von
Kandéarova (2009) publiziert, erfillt jedoch die von der OECD vorgeschriebenen
Anforderungen (,Sensitivity: 280%; Specificity: =270%; Overall Accuracy: =75%").
Diese werden auch von dem SkinEthicRHE™ (ebenfalls SkinEthic Laboratories)
erfullt.

Die Hautmodelle werden weiterhin verwendet um in vitro Korrosivitat von Substanzen
(OECD Richtlinie 431) oder auch deren Phototoxizitat zu bestimmen.

Insgesamt liegt eine langjahrige Erfahrung mit den Hautmodellen aus dem Bereich
der Kosmetikindustrie vor. Getestet wurden Substanzen, deren Eigenschaften im
Bereich der pharmakologischen oder kosmetischen Anwendung lagen oder auch die
in Bezug auf dermale Exposition als relevant erscheinen.

Die Testung an dem Hautmodell EST-1000™ wurde von uns bevorzugt behandelt,
da es im Rahmen des Sens—it—iv Projekts in die Pravalidierung fir eine Testbatterie
zum Ersatz des in vivo Versuchs zur Charakterisierung sensibilisierender
Substanzeigenschaften eingeschlossen ist. Zwar liegen bereits seit langerem die
Ergebnisse einer Validierungsstudie fur den sekundaren Endpunkt (IL—1a) mit dem
EpiSkin™ Modell vor (Hoffmann, 2006), der Ausleseparameter ist jedoch noch nicht
validiert und in die OECD—-Richtlinie tbernommen.
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1.3.1.5 Bewertung Bioverfuigbarkeit generell:

Obwohl sie an fur sich nicht als eigenes quantitatives Mal3 dienen kann, ist die
Bewertung der Bioverfugbarkeit essentiell, um die Ergebnisse aus in vitro Tests fur
die nachgeschalteten mechanistischen Schritte richtig zu interpretieren. Ein Beispiel
aus Aeby et al. (2004): Die Autoren berichten, dass Hyrdoxyethyl-p-Phenyldiamin
(HE-PPD) und der strukturdhnliche Aromat p-Toluoldiamin (PTD) in einem in vitro
Test mit Messung von spezifischen Sensibilisierungsmarkern (CD86, zellulare
Oberflachenmarker; IL-18 m-RNA, Zytokinexpression) vergleichbare Ergebnisse
erzielen. HE-PPD ist jedoch im Gegensatz zu PTD nicht als humanes Hautallergen
bekannt und auch im LLNA (Aceton/Olivenél) zeigen sich deutliche Unterschiede
(EC3 von PTD = 0,31 %; HE-PPD keine positive Reaktion). Zur Erklarung: HE-PPD
besitzt eine sehr viel geringere Hautpenetrationsrate als PTD. Im Tierversuch konnte
nur durch den Einsatz des Vehikels DMSO die Hautpenetration in einem Malde
erhoht werden, dass eine positive Reaktion im LLNA erzielt wurde (EC3 = 0,62;
Uberschatzung des sensibilisierenden Potentials). Im in vitro Versuch werden
ahnliche Ergebnisse erzielt, die sich aufgrund der unterschiedlichen Bioverfligbarkeit
in vivo nicht finden.

Zukunftig wird auch versucht, die metabolische Kapazitdt der rekonstruierten
Hautmodelle genauer zu beleuchtet, um das Wissen in die Risikobewertung
einbeziehen zu kdnnen. Es werden vergleichende Studien zur Charakterisierung der
Expression von Cytochrom P450 Monooxidasen (CYPs) oder der Aktivitat wichtiger
Phase 1l Enzyme (wie GST oder UGT) zwischen humanen Hautpraparaten,
Epidermis Aquivalenten oder HaCaT-Zellen durchgefiihrt (Aeby et al., 2010).

1.3.2 Haptenisierung

Neben der Hautpermeabilitdt spielt die chemische Reaktivitat einer Substanz eine
entscheidende Rolle fur deren kontaktallergene Wirkung (Basketter und Kimber,
2010a). Dabei wirken die humanen Proteine als Nukleophile und das Kontaktallergen
als Elektrophil (van Loveren et al., 2008; Appendix A. Abstracts: Patlewicz G.). Die
Reaktivitat einer Chemikalie kann meist nach den mechanistischen Domanen wie
beispielsweise nukleophile Substitutionsreaktion (Sy2 oder SyAr) oder Michael
Addition eingeordnet werden. Einen ersten Eindruck Uber das Ausmal} der
chemischen Reaktivitdt von Substanzen kann im folgenden Test gewonnen werden.

1.3.2.1  Optimierter “Direct Peptide Reactivity Assay” (DPRA)

— Versuchsvorschrift
(Gerberick et al., 2004; Gerberick et al., 2007)
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— Beschreibung, Vorgehen

Im Test erfolgt die Messung der chemischen Reaktivitdt Uber Bindungsraten an
nukleophile Ziele (Glutathion (GSH), Cystein und Lysin in Peptiden'?). Dazu werden
GSH oder kinstlich hergestellte Peptide im 1:100, 1:50 bzw. 1:10 Verhaltnis mit der
Testchemikalie gemischt (pH bei 7,4; 10,5 bzw. 7,5). Uber chromatographische
Methoden (HPLC) wird nach 15 mindtiger (GSH) bzw. 24 stundiger (Peptide)
Substanzinkubation die GSH- bzw. Peptid—Depletion im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen gemessen und in Prozent ausgewiesen.

In spateren Veroffentlichungen wird nur doch die Reaktivitat der Substanzen mit
Lysin (Verhéltnis 1:50) und Cystein (Verhaltnis 1:10) in Betracht gezogen und die
sensibilisierende Eigenschaft mit Hilfe eines ,Entscheidungsbaumes” analysiert
(rekursive Partitionierungsmethode; Strobl et al.,, 2009). Die Reaktivitat wird als
minimal, gering, moderat und hoch eingestuft, wobei minimale Reaktivitat fir nicht
sensibilisierenden Substanzen steht und die anderen Stufen fur sensibilisierende
Substanzen (Endpunkt: Einstufung Cut-off > 6,4 % der mittleren Depletion beider
getesteten Peptide). Es ergibt sich eine Sensitivitat von 88 %, eine Spezifitat von
90 %, eine positive Pradiktivitdt von 94 % und eine negative Pradiktivitat von 81 %.
Die Systemgenauigkeit betragt 89 % auf Basis der 81 gepriften Substanzen
(Gerberick et al., 2007). In einem Beitrag® zum ICCVAM Workshop uber die
Fortschritte der in vitro Chemikalienprifung wurde aufgefuhrt, dass bis 2011
mittlerweile 157 Chemikalien mit diesem Verfahren bewertet wurden und die
Systemgenauigkeit bei 85 % sowohl im Vergleich zu Humandaten, als auch den
tierexperimentellen Daten aus dem LLNA, liegt (Bauch et al., 2011a).

Die hier beschriebene Messung der Amin- bzw. Thiol-Reaktivitat wird von Neves et
al. (2011) neben dem Endpunkt des KEAP/Nrf2/ARE-Toxizitdtspfades (siehe
KeratinoSens™ unter 1.3.3.2) als vielversprechendste Methode genannt, um den
Tierversuch zur Charakterisierung sensibilisierender Chemikalieneigenschaften
durch mechanistisch basierte in vitro Versuche zu ersetzen.

— Validierung

Der DPRA wurde inklusive anderer Tests im Rahmen einer Testbatterie
vorgeschlagen als Ersatz fur in vivo Versuche zur Einstufung bezuglich
hautsensibilisierender Substanzeigenschaften. Es wurden von der COLIPA
Ringversuche durchgefiihrt und der Test befindet sich im europaischen Zentrum zur
Validierung von Alternativmethoden (ECVAM) in der Pravalidierungsphase 1l (Aeby
et al., 2010; Bauch et al., 2011b; Maxwell et al., 2011).

2 Fur die Entwicklung von verschiedenen QSAR Modellen (siehe auch 1.4) ist es beispielsweise
wichtig, dass auf molekularer Ebene sogenannte ,mechanistic applicability domains" etabliert wurden
((Aptula und Roberts, 2006); Zusammenfassung siehe (Basketter und Kimber, 2010a)).

¥ Joanna Matheson: New Models in the Validation Pipeline for ACD Hazard

Testinghttp://iccvam.niehs.nih.gov/meetings/Implement-2011/ACDWKksp-present.htm

4 Siehe http://ecvam.jrc.it/
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— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Es wurde bisher noch keine definitive Anwendungsdomane (AD) prasentiert. Die AD
durfte jedoch aufgrund der einfachen, mechanistischen Basis des Tests recht weit
gefasst sein. Definitiv abgepruft werden konnen jedoch Sultone und Methyliso-
thiazolonederivate (Lysin), sowie a/p ungesattigte Aldehyde (Bauch et al., 2011b). Je
nach verwendetem Peptid wird auch erwartet, dass sich die Anwendungsdomane
leicht verandert (siehe auch ,Einschrédnkungen®). So dient beispielsweise GSH als
weiches Nukleophil mit hoherer Selektivitat einem weichen Elektrophil (z.B. o/
ungesattigten Aldehyden, Ketonen oder Estern) als Reaktionspartner, wohingegen
Lysin als hartes Nukleophil selektiver auf harte Elektrophile (wie z.B. Phthal-
saureanhydrid, CAS 85-44-9) reagieren sollte. Die Prifung stark lipophiler
Substanzen kann moglicherweise Probleme bereiten, da der in vitro Test in
wassriger Losung stattfindet (Gerberick et al., 2008).

— Vorteile

Mittlerweile gibt es bereits eine breite Datenbasis und es besteht eine langjahrige
Erfahrung mit dem Test. Vergleicht man die erzielten Reaktivitatsdaten mit den EC3
Werten aus dem LLNA und wendet auf diese die Einteilung nach Kimber et al. (2003;
siehe auch Tabelle 3) an, so ergibt sich eine gute Korrelation. Dies wird bei
Korrelation mit Humandaten bestatigt (Bauch et al., 2011b; Gerberick et al., 2007;
Niklasson et al., 2009).

Der Test mit Cystein und Lysin ist robust, im Sinne von einfacher Handhabung und
guter Ubertragbarkeit in andere Laboratorien (im Vergleich zum GSH Test) und man
hat gute Chancen mittlere bis stark oder extrem sensibilisierende Substanzen in
entsprechende Reaktivitatskategorien einzuteilen (moderate bis hohe Reaktivitat;
Gerberick et al., 2007).

Anhand des Ableseparameters (Bestimmung der Depletion des Nukleophils; d.h.
Indikatortest) wird zwar keine Information Gber den chemischen Mechanismus der
Adduktbildung gewonnen, jedoch wird die Sensitivitdt des Tests positiv beeinflusst
durch den Ausschluss eines aus technischen Grinden nicht-nachweisbaren Addukts.
Der Read—out ist somit sehr geradlinig und zielorientiert (mit Ziel der Quantifizierung
der Reaktivitat; Gerberick et al., 2008).

Der Test wurde fur das vorliegenden Projekt ausgewahlt, da verschiedene Arbeiten
(Bergstrom et al., 2006; Niklasson et al., 2009; Niklasson et al., 2011) anhand des
ausgewahlten Parameters einen guten Uberblick tiber die relative Sensibilisierungs-
starke einiger Epoxidharzinhaltsstoffe bieten.

— Einschrankungen

Obwohl beziglich des Rankings der Reaktivitat eine gute Ubereinstimmung mit
Tierdaten gefunden wurde (siehe Vorteile oben und Bauch et al., 2011b; Gerberick et
al., 2004; Gerberick et al., 2007), widerrufen die Testentwickler ihr friiheres Vorgehen
und bestatigen, dass die chemische Reaktivitat nicht direkt mit den Sensibilisierungs-
klassen aus dem LLNA zu vergleichen sind. Ein Grund daflr ist, dass immer noch
nicht klar ist, welcher mechanistische Schritt innerhalb der Proteinreaktivitats-
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betrachtung, wie beispielsweise die Aminosaurenselektivitit, die Reaktionsrate oder
die Stabilitat des Proteinkonjugats, fur die Wirkstarkenbeurteilung spezifisch ist
(Gerberick et al., 2008). Andere Autoren bestatigen dies, so ist nicht die
Geschwindigkeit bzw. das Ausmald der Peptidreaktivitat malf3geblich far die
sensibilisierende Wirkstarke einer Substanz, sondern eher die Proteinbindungsstelle
(ausgearbeitet von Lepoittevin und Kollegen am Beispiel der Sultone; Basketter und
Kimber, 2009; Meschkat et al., 2001a; b). Auch Schultz und Kollegen (2009) stimmen
mit dieser Aussage Uberein und begriinden dies damit,

o dass Faktoren wie Metabolismus und abiotische Transformation nicht in den
Test der chemischen Reaktivitdt miteinbezogen werden,

o dass die Durchfihrungslange des Tests die Ergebnisse beeinflussen, dass nur
eine asymmetrische Datenmatrix (d.h. zu wenig unterschiedliche Chemikalien)
verfugbar ist und

o dass diese ,schiefe” Datenlage die Aussagekraft verfalscht.

Hauptkritikpunkt am Test ist, dass Pro—Haptene durch ein fehlendes metabolisches
System nicht ausreichend in diesem Test Uberprift werden (Gerberick et al., 2007).
Schatzungsweise sind dies ca. 1/; der bekannten sensibilisierenden Substanzen.
Hinzu kommen noch die Pre—Haptene, die durch chemische Aktivierung zum aktiven
Hapten umformiert werden (Gerberick et al., 2008). Diese Einschrankungen sind
Gegenstand der aktuellen Forschung (Maxwell et al., 2011).

Obwohl die Entstehung kovalenter Bindungen, als ein elementarer Schritt einer
Sensibilisierung, experimentell gut abgesichert ist, sind potentiell andere Mechanis-
men zur Haptenbildung mdglich, diese sind jedoch eher von untergeordneter
Bedeutung (z.B. nicht kovalente (reversible) Interaktionen, Divkovic, 2006).

Aufgrund des Testdesigns (wassrige Losung) kann es moglicherweise zu Problemen
bei der Testung stark lipophiler Substanzen kommen (Gerberick et al., 2008) und die
Wahl des Mediums kann auch einen Einfluss auf die Reaktionsstarke haben
(beispielsweise werden in polarem Medium, die Transitionsstadien bei einer SN2
Reaktion starker stabilisiert als im apolaren; Aptula und Roberts, 2006).

Weiterhin wird deutlich, dass die in chemico Ansatze nicht die physiologischen
Verhéltnisse widerspiegeln (z.B. pH 10,5 bei Lysinreaktivitatspriufung; Gerberick et
al., 2007). Es ist jedoch auch noch nicht klar, welche Proteine in der Haut als
Nukleophile fir die elektrophilen Substanzen agieren (entweder l6sliche oder
membrangebundene Proteine, in Lymphflissigkeit d.h. eher wéssrige Umgebung
oder in hydrophobem Milieu, z.B. Zellmembran einer Langerhans—Zelle). Die Wabhl
des in chemico getesteten Nucleophils und des Medium beeinflussen das Ergebnis
stark, ohne dass die Auswirkung auf die in vivo Situation vollstandig klar ist (Aptula
und Roberts, 2006)

Bei Fokusierung auf Lysin und Cystein als abzupriufende Peptide kann das
Sensibilisierungspotential mancher Substanzen nicht erfasst werden, wenn eine
andere Aminosaureselektivitat der Testsubstanz vorliegt, die bei obigen Standard-
verfahren nicht erfasst wird (siehe auch ,Testsubstanzen/Anwendungsdomane®).
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Zudem konnen schwach sensibilisierende Substanzen kaum von nicht
sensibilisierenden Substanzen unterschieden werden (Gerberick et al., 2007).

— Einfluss Reizung
Bisher liegt noch keine Information vor.

— Einfluss Vehikel
Bisher liegt noch keine Information vor.

1.3.3 Keratinozytenreaktion

Nach Kontakt mit einem Allergen wird die Mobilisierung/Aktivierung der in der
Epidermis sitzenden dendritischen Zellen (sog. Langerhans—Zellen, LZ) durch
Freisetzung von verschiedenen Cytokinen eingeleitet.

Keratinozyten setzen Interleukin (IL) 1B frei. Dieses wirkt einerseits parakrin auf LZ,
aber auch autokrin auf die Keratinozyten und veranlasst die Freisetzung des Tumor-
nekrosefaktors a (TNF-a), der wiederum positiv (parakrin) auf die Aktivierung der LZs
wirkt. Ein weiteres in diesem Zusammenhang bekanntes Cytokin ist das IL-18, das
upstream von IL-13 und TNF-a seine Funktion ausubt. Insgesamt werden nicht mehr
als ca. 30% des gesamten Pools an epidermalen LZs bei einer Sensibilisierung akti-
viert. Neben den LZs sind aber auch dermale dendritische Zellen fiir die Ausrichtung
einer Immunantwort der Haut verantwortlich (Basketter und Kimber, 2010a).

Ausgehend von diesem Wissen wurden verschiedene auf Keratinozyten basierende
Tests entwickelt, wobei sich herausgestellt hat, dass die IL-13 mRNA Expression
wegen der nur geringen Sensitivitat und der signifikanten Intraspeziesunterschiede
nicht als Read—out geeignet ist (Jowsey et al., 2006).

1.3.3.1 NCTC2544 IL-18 Test

— Versuchsvorschrift
(Corsini et al., 2009); Standardarbeitsanweisung (SOP) fiir Pravalidierung™

— Beschreibung, Vorgehen

Innerhalb des Sens-it-iv Projekts, welches durch das sechste EU Forderprogram (EU
FP6) finanziell unterstitzt wurde, entstanden verschiedene in vitro Tests mit der
Absicht, Tierversuche zur Bestimmung hautsensibilisierender Eigenschaften von
Chemikalien zu ersetzen. In diesem Rahmen wurde eine Standardarbeitsanweisung
entwickelt und der Test 2009 von Corsini et al. in einer Veroffentlichung dargestellt.
Der neu etablierte in vitro Test soll vor allem dazu dienen, Kontaktallergene von
respiratorischen Allergenen und hautreizenden Substanzen zu unterscheiden. Die
humane Keratinozytenzelllinie NCTC2544 (Istituto Zooprofilattico di Brescia: BS CL
143) wird dabei normalerweise im 24-Lochplattenformat ausgeséat. Die

15 http://sensitive-learning.eu/mod/resource/view.php?id=30
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Substanzexposition erfolgt in einem angemessenen Vehikel fir 24 Stunden. In einem
Vorversuch wird die Zytotoxizitat der Substanz ermittelt (MTT-Test). Die im
NCTC2544 IL-18 Test maximal zu anzuwendende Konzentration sollte weniger als
20 % Zytotoxizitat relativ zur Vehikelkontrolle induzieren und darf den Wert von 1
mg/ml nicht Uberschreiten. Insgesamt sollen jeweils vier Konzentrationen jeder
Substanz vierfach an drei unterschiedlichen Versuchstagen getestet werden. Eine
Positivkontrolle ist einzuschlieBen. Als Endpunkt wird nach 24 stundiger
Substanzexposition die fir Kontaktallergene spezifische Hochregulation des
intrazellularen Interleukin (IL) — 18 Spiegels gemessen. IL-18 wird dabei durch ein
antikorperbasiertes ~ Nachweisverfahren  ermittelt  (ELISA; Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Als Endergebnis wird die relative Veranderung der IL-18
Spiegel im Vergleich zur IL-18 Konzentration der Vehikelkontrollen dargestellt. Ist
eine Erhdéhung in drei unabhangigen Wiederholungen jeweils um mindestens 1,2fach
ersichtlich (d.h. =2 1,2) so gilt die getestete Substanz als kontaktsensibilisierend
(Quelle SOP gemalR FuRRnote 13). Fur die Wirkstarkenbetrachtung wird von den
Autoren in einer ersten Betrachtung das Mal3 1,4facher IL-18 Induktionen
herangezogen. Fir die getesteten Chemikalien ergab sich dabei eine gute
Korrelation mit den entsprechenden Ergebnissen aus dem LLNA (R = 0,754; p =
0,0098). Fur eine gultige Aussage mussen jedoch noch weitere Chemikalien dem
Test unterzogen werden (Corsini et al., 2009).

— Validierung

Zusammen mit dem ebenfalls im Sens-it-iv Projekt entwickelten EST-1000™ Test
(siehe 1.3.1.3) befindet sich der NCTC2544 IL-18 Test in einem Ringversuch fur die
Pravalidierung (Seidle und Spielmann, 2011)*.

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane
Von den Testentwicklern wurde bisher keine Anwendungsdomane spezifiziert.

— Vorteile

In Zusammenschau mit dem ebenfalls im Sens-it-iv Projekt entwickelten EST-1000™
Test (siehe 1.3.1.3) soll eine qualitative und quantitative Betrachtung der
hautsensibilisierenden Eigenschaften von Chemikalien mdglich sein (siehe Ful3note
14).

Der gewahlte Parameter, IL-18 Induktion, nimmt eine zentrale Position oberhalb der
IL-1B und TNF-a Expression, fur die Aktivierung von Langerhans—Zellen zur
Migration ausgehend von Keratinozyten ein (Antonopoulos et al., 2008).

— Einschrankungen

Fur die Wirkstarkenbewertung ausgehend von den Ergebnissen aus dem NCTC2544
IL-18 Test missen zunachst weitere Chemikalien getestet und mit relevanten in vivo
Daten verglichen werden.

'8 Siehe auch Sens—it—iv Newsletter Nr. 44: http://www.sens-it-iv.eu/content/newsletter.php
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Die Loslichkeit der Substanz, deren chemische Reaktivitat, sowie eine metabolische
Aktivierung spielen im in vitro Versuch eine wesentliche Rolle. In Keratinozyten findet
nur begrenzt ein Fremdstoffmetabolismus statt, speziell bei den NCTC2544 Zellen
finden sich aber verschiedene Enzyme des Phase | und Il Metabolismus. Es konnte
die Aktivitat folgender Enzyme nachgewiesen werden: 7-Ethoxycoumarin O-
Deethylase @ (ECOD), 7-Ethoxyresorufin  O-Deethylase (EROD) und 7-
Pentoxyresorufin O-Depenthylase (PROD; alle Phase I), Glutathion—S-Transferase,
Aldehyddehydrogenase und Quinonreduktase (Phase II).

Um ein hochstmdgliches MalR an Standardisierung zu erreichen, sollte der Test mit
einem Zellrasen, der 80 % Konfluenz erreicht hat, Zellen durchgefuhrt werden. Die
Anzahl lebender Zellen unter Substanzexposition darf nie unter 80 % im Vergleich
zur Kontrolle liegen. Als akzeptabel gilt ein Test, wenn die Variation der Ergebnisse
zwischen den Replikaten unter 20 % liegt und der intrazellulare Anstieg an 1L-18
(pg/mg) im Dunnett’s Test statistisches Signifikanzniveau erreicht.

Die Verwendung verschiedener Seren fur das Zellkulturmedium (unterschiedliche
Aufreinigungen des Kalberserums etc.) kann zu verandertem Verhalten der
NCTC2544 Zellen fihren und sollte beim Vergleich von Testergebnissen aus ver-
schiedenen Quellen bedacht werden (SOP gemald Fuflinote 13 und Corsini et al.,
2009).

— Einfluss Reizung

Durch die Messung von spezifisch fur Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inharente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen.

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wéahlen, dass ein Ubermaf an vehikelbedingten zytotoxischen
Effekten Vehikel ausbleibt (Beispiel aus der SOP: max. 0,2 % DMSO).

1.3.3.2 KeratinoSens™

— Versuchsvorschrift

Nach Erstbeschreibung in (Natsch und Emter, 2008), optimierter Assay prasentiert in
(Emter et al., 2010)

— Beschreibung, Vorgehen

Der KeratinoSens™ Assay ist ein sogenannter Reportergenassay basierend auf
einer Veranderung der humanen Keratinozytenzelllinie (HaCaT; Boukamp et al.,
1988). Diese enthalt ein Reporterkonstrukt. Dem antioxidativen, responsiven Element
(ARE) ist dabei das Luziferasegen nachgeschaltet. Im Ruhezustand liegt der
Transkriptionsfaktor Nrf2 gebunden an das Repressorprotein Keapl vor. Durch die
kovalente Bindung, beispielsweise eines elektrophilen Allergens an Cysteinreste von
Keapl, wird der nachfolgende Signalweg aktiviert. Der Transkriptionsfaktor Nrf2
dissoziiert ab und wandert in den Zellkern. Hier bindet er an das erwahnte
responsive Element und l6st somit die Transkription des Luziferasegens aus. Nach
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erfolgreicher Translation kann die Aktivitait des Luziferaseenzyms als
Lichtentwicklung gemessen werden (Natsch, 2010; Natsch und Emter, 2008). Eine
Vorlauferversion dieses Tests (mit humanen Brustkrebszelllinie MCf-7, die die Ratten
GST A2 ARE Sequenz 8mal upstream des Luziferasegens codiert) wurde bereits
2008 (Natsch und Emter) prasentiert und 2010 unter Verwendung der humanen
Keratinozytenzelllinie und mit optimiertem Versuchsdesign vertffentlicht. In den
HaCaT Zellen unterliegt das Luziferasegen der Kontrolle einer Kopie des ARE aus
dem humanen Aldo-Keto-Reduktase (AKR1C2) Gen (Emter et al., 2010). Fur den
Test werden die Keratinozyten im 96-Lochplattenformat ausgesat. Gemessen
werden sollen dabei 12 Konzentrationen jeweils in dreifacher Ausfertigung. Die
Substanzexposition erfolgt fir 48 Stunden. Danach werden die Zellen lysiert und der
Umsatz des Luziferasesubstrats kann als Lichtentwicklung in einem Luminometer
gemessen werden. Fir jede Chemikalie wird dabei die durchschnittlich, maximale
Induktion (Imax; X—fach im Vergleich zur Kontrolle), sowie die durchschnittliche
Konzentration, bei der die Luziferase Aktivitat nach Substanzexposition im Vergleich
zur Vehikelkontrolle auf den 1,5fachen Wert ansteigt (EC1,5), bestimmt. Zytotoxische
Eigenschaften einer Testsubstanz werden parallel dazu mit Hilfe des MTT-Assays
bestimmt (Emter et al., 2010). Eine Substanz wird dabei als positiv gewertet, wenn
die Schwelle des EC1,5 in mindestens drei von vier unabhangigen Testungen
Uberstiegen wird, wobei die Zytotoxizitat einen Wert von 30 % nicht Uberschreiten
darf (Bauch et al., 2011b; Emter et al., 2010; Natsch et al., 2011). Mit diesem
Schwellenwert wurde fur die Einstufung als sensibilisierend eine Treffgenauigkeit von
85,1 % im Vergleich mit den tierexperimentellen Daten aus dem LLNA ermittelt
(Sensitivitat jeweils: 88,4 %; Spezifitdt jeweils: 79,2 %; n = 67) (Emter et al., 2010).
Eine ahnliche Treffgenauigkeit (85 %) wurde auch sowohl im Vergleich zu
Humandaten und den tierexperimentellen Daten aus dem LLNA berichtet (n = 46)
(Bauch et al., 2011a).
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SH
SH Elektrophiles Abbildung 2. Keapl1-Nrf2-ARE-Signalweg
N2 @ Allergen ® Der Transkriptionsfaktor Nrf2 liegt im
. / Ruhezustand gebunden an das
S SH  Repressorprotein  Keapl vor. 1) Ein
Ruhezustand ®) elektrophiles Allergen bindet kovalent an den
@ Repressor. 2.) Nrf2 dissoziiert von Keapl ab
, und wandert in den Zellkern. 3.) Im Zellkern
@ bindet es an das antioxidative, responsive
NrE2 Element (ARE) in der Promotorregion des
Luziferasegens. 4.) Nach erfolgter Induktion
1 V" kann die Aktivitat des Luziferaseenzyms als
\x7/ Lichtentwicklung gemessen werden.
N2 | 6 S| Adaptiert aus (Natsch, 2010).
— &

[— ARE ] [ Luziferase ]

Die KeratinoSens Assay wird neben der beschriebene Messung der Amin- bzw.
Thiol-Reaktivitdt (siehe DPRA unter 1.3.2.1) von Neves et al. (2011) als
vielversprechendste Methode genannt, um den Tierversuch zur Charakterisierung
sensibilisierender Chemikalieneigenschaften durch mechanistisch basierte in vitro
Versuche zu ersetzen.

— Validierung

Der KeratinoSens™ Assay wurde inklusive anderer Tests im Rahmen einer
Testbatterie vorgeschlagen als Ersatz fur in vivo Versuche zur Einstufung bezlglich
hautsensibilisierender  Substanzeigenschaften. Es wurden von COLIPA
Ringversuche durchgefiihrt und der Test befindet sich im europaischen Zentrum zur
Validierung von Alternativmethoden (ECVAM') in der Pravalidierungsphase Il (Aeby
et al., 2010; Bauch et al., 2011b; Natsch et al., 2011).

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Bisher wurde keine definitive Anwendungsdomane ausgewiesen (Bauch et al.,
2011b). Vor dem Hintergrund der hier relevanten Signalwege finden sich die
verlasslichsten Ergebnisse flr hautsensibilisierende Substanzen mit elektrophilen
Eigenschaften. Metalle oder nukleophile Allergene werden(, Thiol-Allergene®) weniger
gut erkannt werden (Natsch, 2010). Insgesamt wird die Anwendungsdoméne jedoch
als relativ breit von den Testentwicklern angesehen, mit der Einschrankung
gegenuber einigen Pro—Haptenen und Chemikalien, die ausschlief3lich mit Amin-
Resten interagieren (z.B. Anhydride; Emter et al., 2010; Natsch und Emter, 2008;
Neves et al., 2011).

" Siehe http://ecvam.jrc.it/
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— Vorteile

Die Relevanz des untersuchten Signalwegs bezuglich Sensibilisierung konnte bereits
in vivo mit Hilfe von Nrf2—defizienten Mausen nachgewiesen werden (Natsch et al.,
2009).

Die Daten (hauptsachlich EC1,5, aber auch Inax) zeigen eine gute Korrelation mit den
Ergebnissen aus dem LLNA und Humandaten Die Wirkstarkenbetrachtung scheint
demnach maoglich, steckt aber immer noch in einer Entwicklungsphase (Bauch et al.,
2011a; Bauch et al., 2011b; Natsch und Emter, 2008).

Von den Autoren des ARE—Assays (dem Vorlaufertest des KeratinoSens; Natsch et
al., 2009) wurde folgende Zuordnung, basierend auf der Einteilung zur
Wirkstarkenbetrachtung der LLNA-Daten nach Kimber et al. (2003), vorgeschlagen:

Vorliegendes EC1,5im ARE | I.x, Im ARE | DPRA LLNA

Projekt Assay [UM] Assay [xfach | , . o
Induktion] [% Depletion] [EC3in %)]

Kategorie GMS | 21000 <1,5 <15 = 30 (schwach)

geringe BIS | 100 _ 1000 1,5-<3 15 — <40 10 — <30

malfiige hohe

Sensibilisierungs- (schwach)

starke

Kategorie HS | 25 - <100 3-<6 40 — <65 1-<10

hohe

Sensibilisierungs- (moderat)

starke 6.25 — <25 6—<12 65 —-90 0,1 — <1 (stark)

<6,25 212 >90 < 0,1 (extrem)

Diese Einteilung kann nicht generell auf das optimierte Protokoll des KeratinoSens™
Assays (Emter et al.,, 2010) Ubertragen werden. Jedoch ist im Test mit dem
Keratinozytenhintergrund ebenfalls ein Trend zu erkennen: starke Allergene
induzieren die Luziferaseaktivitat bei geringeren Konzentrationen als schwéachere.
Um die Aussagekraft zu verbessern sollte den Testentwicklern zufolge die Dosis—
Wirkungsbeziehung (d.h. EC1,5; EC2 wund EC3) zusammen mit den
Peptidreaktivitdtsdaten, Daten zur Bioverfugbarkeit und Strukturhinweisen auf
verschiedene Eigenschaften (z.B. Kapazitat, Proteine quer zu vernetzen (cross-
linking), Pro—Haptene) beurteilt werden. Zudem sollten zun&chst innerhalb von einer
Substanzklasse (Struktur—&hnliche) Vergleiche der Wirkstéarke angestellt werden.

Die hohe Spezifitat des Assay (d.h. wenig ,true false positives®) stellt einen Vorteil
dar, da bei Integration in eine Testbatterie dieses ein essentielles Kriterium sein
sollte. Bei Verwendung mehrerer Tests mit geringer Spezifitdt wirde sonst quasi jede
getestete Chemikalie als Allergen identifiziert werden (Natsch und Emter, 2008). Die
Spezifitat kann durch Auswéhlen eines héher angesiedelten Schwellenwertes, z.B.
EC2 oder EC3 anstelle von EC1,5, auf Kosten der Sensitivitdt, jedoch bei
gleichbleibender Treffgenauigkeit, verbessert werden. Dies wird von den Autoren im
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Falle der Inklusion des Testes in eine Testbatterie vorgeschlagen (Emter et al.,
2010).

— Einschrankungen

Nur Substanzen, die eine signifikante Luziferase-Induktion bei nicht zytotoxischen
Konzentrationen zeigen, sollten als positiv gewertet werden, da eventuell auch eine
reizende Substanz im Bereich der Zytotoxizitat ein Signal auslésen kann (siehe auch
Anwendungsdomane; Ball et al., 2011; Emter et al., 2010).

Die erzielten Ergebnisse sollten dabei auch immer in Zusammenhang mit den
erzielten Resultaten aus anderen Untersuchungen gesehen werden. So zeigt das
starke Allergen Phthalsdureanhydrid keine Aktivierung des KEAP1-Nrf2-ARE
Signalwegs und wird im KeratinoSens™ Test nicht erkannt. Der Grund wird aus den
Ergebnissen des DPRA deutlich. Das Phthalsaureanhydrid zeigt eine Substrat-
spezifitdt und reagiert nur mit Lysinresten (Gerberick et al., 2007) und nicht mit den
Keapl-Cysteinresten (Natsch et al., 2009). Die substanzspezifische Reaktivitat sollte
demnach immer betrachtet werden, wenn der KeratinoSens™ Assay bewertet wird.
Keapl ist sozusagen ein zellularer ,Reaktivitdtssensor”, spezifisch fur die Reaktivitat
einer Chemikalie gegenuber Cysteinresten. Chemikalien, die ausschlief3lich Lysin—
Reaktiv sind, kdnnen nicht bewertet werden (Natsch, 2010).

Ethylendiamin zeigt beispielsweise eine ahnliche Dosis—Wirkungsbeziehung wie das
wahrscheinlich entstehende Glyoxal. Ethylenediamin (starkes Allergen) wirde
wahrscheinlich im KeratinoSens™ Assay allein unterschétzt, da nicht allein die
Aktivierung des Signalweges zur Wirkstarke beitragt, sondern eventuell auch dessen
potentielle Eigenschaft, Proteine mit einander zu vernetzen (cross—linking). Dies stellt
laut Enoch et al. (2009) ein wesentliches Charakteristikum starker Allergene dar.

Im Vorgangertest des KeratinoSens™, dem ARec32 Test, werden Michael
Akzeptoren als besonders stark sensibilisierende Substanzen vorhergesagt. Werden
alle Chemikalien miteinander verglichen, so erfolgt ein spezifischer Bias in Richtung
der Michael Akzeptoren. Die sensibilisierende Wirkstarke von Substanzen anderer
chemischer Reaktivitatsgruppen wird womaglich unterschétzt. Die Bewertung sollte,
falls mdoglich, immer relativ innerhalb einer Gruppe mit &ahnlicher chemischer
Reaktivitdat/mechanistischen Domanen durchgefiihrt werden. Die Wirkstarkenbe-
trachtung ist durchaus madglich, sollte aber nicht nur auf diesem Test beruhen
(Natsch und Emter, 2008). Substanzen, die zur Klasse der Michael Akzeptoren
zahlen, werden im KeratinoSens™ Assay in ihrer Wirkstarke meist Uberschatzt
(Emter et al., 2010).

Die Zellen besitzen zwar eine metabolische Aktivitat, diese ist aber potenziell fur
verschiedene Pro—Haptene nicht ausreichend zur Aktivierung. Dadurch kann es
maoglicherweise zu falsch negativen Aussagen kommen (Natsch und Emter, 2008).

— Einfluss Reizung

Das reizend wirkende Natriumdodecylsulfat (NDS) zeigt im KeratinoSens™ ein
negatives Ergebnis. Dies verdeutlicht an einem Beispiel, dass durch die Messung
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von spezifisch fir Sensibilisierung gewahlten Endpunkten eine inharente
Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen ist (Natsch und Emter, 2008).

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wéahlen, dass ein Ubermaf an vehikelbedingten zytotoxischen
Effekten ausbleibt (Beispiel aus Natsch et al., 2008: max. 0,25-1 % DMSO oder
Methylcyanid; Emter et al., 2010: max. 1 % DMSO).

— Nicht verwendete dhnliche Tests

Von Ade und Kollegen (2009) wurde ein Test an primédren dendritischen Zellen,
sowie an THP-1 Zellen (Details zum Zelltyp siehe 1.3.4.2) vorgestellt. Innerhalb
deren Versuchsvorschrift wird ebenfalls die Aktivierung des Keapl-Nrf2-ARE-
Signalweges untersucht. Es wird jedoch kein Reportergen zur Bestimmung
herangezogen, sondern das Mafl} der Genexpression von ARE abh&ngigen Genen
(hmox1 und ngol) mit Hilfe der real-time PCR Methode (mRNA), sowie die
Akkumulation von freiem Nrf2-Protein mittels Western Blot Analyse, gemessen. Ein
ahnlicher Ansatz wird auch von Arkusz und Kollegen (2010) verfolgt. Im vorliegenden
Projekt werden dieser Ansatze jedoch nicht weiter beobachtet, da mit dem
KeratinoSens™ Assay bereits ein Test zur Verfugung steht, der diesen Signalweg
abpruft und fir den es bereits Ergebnisse fir relevante Substanzen aus diesem
Projekt gibt (z.B. Butyl-glycidylether). Zudem ist die Validierung des KeratinoSens™
Assay bereits in einem fortgeschrittenen Stadium.

1.34 Reifung und Migration der dendritischen Zellen

Wahrend der Migration aus der Epidermis in die peripheren Lymphknoten
unterlaufen die LZs einen funktionalen Reifeprozess. Sie verlieren die Fahigkeit zur
Antigenprozessierung, werden jedoch zu vollig ausdifferenzierten dendritischen
Zellen (DCs) die Antigen prasentieren. Verschiedenen Cytokine spielen auch hierbei
eine Rolle, v.a. IL-13 und der ,granulocyte/macrophage colony stimulating factor®
(GM-CSF). Zudem veréndert sich die Expression spezifischer Zelloberflachenmarker
der Zellen (unterschiedliches Set an Chemokin Rezeptoren; z.B. steigen CDA40,
CD83, CD86, MHCI/Il und CCR7 an). Dies ist beispielsweise fur die zielgerichtete
Wanderung in die peripheren Lymphknoten wichtig (Basketter und Kimber, 2010a).

Zellbasierte Tests, die die Reifung der dendritischen Zellpopulation messen, werden
in den folgenden Abschnitten vorgestellt.
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1.3.4.1 MUSST (Myeloid U937 Skin Sensitisation Test)

— Versuchsvorschrift
(Python et al., 2007)

— Beschreibung, Vorgehen

Zellen der humanen Monozytenzelllinie U937 (ATCC® Nummer: CRL-1593.27™:
humane myeloische Leukamiezelllinie)®® differenzieren unter bestimmten
Kulturbedingungen (Vorhandensein von IL-4, etc.) zu Phanotyp, der dendritischen
Zellen ahnlich ist aus (,dentritic cell-like*). So ausdifferenzierte Zellen werden im 12-
Lochplattenformat ausgesat und mit der zu testenden Chemikalie fur 24, 48 und 72
Stunden behandelt (jeweils ohne das Zellkulturmedium zu wechseln). Der
durchflusszytometrisch erfasste Endpunkt der Wahl ist die Expression des
Oberflachenmarkers CD86. Eine Induktion von > 50 % gegenuber den Kontrollzellen,
bei einer nicht zytotoxischen Konzentration, wird als positives Testergebnis gewertet
(d.h. 1,5fach erhéht; Schwellenwert fur Zytotoxizitat: 85 % lebende Zellen). Im
ursprunglichen Testverfahren wird parallel dazu die IL-18 sowie die IL-8
Genexpression  mittels quantitativer real time reverser Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ermittelt. Die Ergebnisse einer Testchemikalie
zu den drei Aktivierungsmarker werden zu allen Zeitpunkten bestimmt und
verglichen. Zeigen mindestens zwei der drei Marker eine entsprechende, biologische
Antwort, wird die Chemikalie als potentiell hautsensibilisierend angesehen (Python et
al., 2007). Fur die Validierung des Tests innerhalb einer Testbatterie, die als Ersatz
fur die zur Einstufung notwendigen Tierversuche dienen soll, wird nur noch die
Expression von CD86 nach 48 stindiger Substanzexposition gemessen und eine
Substanz als positiv, d.h. sensibilisierend, bewertet, wenn die Expression im
Vergleich zur Kontrolle mindestens 1,2fach erhoht ist (Bauch et al., 2011b). Mit
diesem Schwellenwert wurde fur die Einstufung als sensibilisierend eine
Treffgenauigkeit von 83 % im Vergleich zu Humandaten ermittelt (Sensitivitat: 75 %;
Spezifitat: 100 %; n = 46), bezogen auf experimentelle Daten aus dem LLNA lag die
Treffgenauigkeit bei 78 % (Sensitivitat: 72 %; Spezifitat: 93 %; n = 46) (Bauch et al.,
2011a).

— Validierung

Der MUSST wurde inklusive anderer Tests im Rahmen einer Testbatterie
vorgeschlagen als Ersatz fur in vivo Versuche zur Einstufung bezuglich
hautsensibilisierender  Substanzeigenschaften. Es wurden von COLIPA
Ringversuche durchgefiihrt und der Test befindet sich im europaischen Zentrum zur
Validierung von Alternativmethoden (ECVAM™®) in der Pravalidierungsphase 1l (Aeby
et al., 2010; Bauch et al., 2011b; Maxwell et al., 2011).

18 http://www.lgcstandards-atcc.org/

19 Siehe http://ecvam.jrc.it/
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— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Es wurde bisher noch keine definitive Anwendungsdomane prasentiert (Bauch et al.,
2011b).

— Vorteile

Im Gegensatz zu Messung oben genannter Parameter an Monozyten aus
menschlichem Blut (hPBMC; im Einsatz zur Messung der Aktivierung von
nativen/unreifen  dendritischen Zellen) bietet der Einsatz von humanen
Monozytenzelllinien verschiedene Vorteile. Die relativ teure Préparation der primaren
Monozyten kann umgangen werden und die Unterschiede, welche verschiedene
Spender mit sich bringen, sind minimiert. Durch die Standardisierung kann ein
hdochstmdgliches MalR an Reproduzierbarkeit erreicht werden (Aeby et al., 2007,
Aeby et al., 2004).

Die Messung des Oberflachenmarkers CD86 und der Genexpression von IL-1
stellen ein robustes Mald dar. Dies sind zwei signifikante Parameter in der
Aktivierung von dendritischen Zellen, die sowohl im Tierversuch (Maus) als auch
beim Menschen anerkannt sind. Die langjahrige Bekanntheit fihrt dazu, dass sie sich
zu einem beliebten Endpunkt in der Entwicklung von in vitro Tests entwickelten.
Somit erschlief3t sich eine Vielzahl von Publikationen, sowie die Mdglichkeit des
Vergleichs der damit erzielten Ergebnisse (Aeby et al., 2004).

Die Daten zeigen eine gute Korrelation mit den Ergebnissen aus dem LLNA und
Humandaten, die Wirkstarkenbetrachtung ist also prinzipiell moglich, befindet sich
aber noch in der Entwicklung (Bauch et al., 2011a; Bauch et al., 2011b).

— Einschrankungen

Generell muss bei den in wassrigem Milieu angesiedelten zell-basierten Tests die
Wasserloslichkeit der Testsubstanz betrachtet werden. Substanzen mit geringer
Wasserldslichkeit konnen nur eingeschrankt getestet werden (Python et al., 2007).

Die isolierte Testbetrachtung ermdglicht keine schlussendliche Bewertung des
sensibilisierenden Potentials einer Testsubstanz, da die Barriere-freie Testmethode
die in vivo Situation nur unzureichend genau widergibt. Die Bioverfugbarkeit muss
betrachtet werden (Aeby et al., 2004; Python et al., 2007).

Letztlich dient der Test bisher nur zur Identifikation der sensibilisierenden
Eigenschaft einer Chemikalie, jedoch bisher nicht zur Wirkstarkenbeurteilung. Dies
wird ahnlich wie bei anderen Tests versucht Uber eine Korrelation mit Daten aus dem
LLNA oder dem GPMT zu erreichen, birgt jedoch die Unsicherheit, dass fur den
Menschen falsche Annahmen zu bestimmten Substanzen aus dem Tierversuch
Ubernommen werden.

— Einfluss Reizung

Durch die Messung von spezifisch fir Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inhérente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen. Jedoch
wurde beispielsweise fur Natriumlaurylsulfats (NLS), das oft als Modell fir die
Reizwirkung verwendet wird, eine unerwartete Hochregulation der CD86 Expression
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gefunden. Diese wurde auf die oberflachenaktive Wirkung zurtickgefuhrt, konnte
aber nicht ganzlich geklart werden. Bei der 72 h Messung wird ein leichter Anstieg
der IL-8 Expression bei den als reizend geltenden Substanzen gefunden. Dies wird
als Hinweis auf eine Limitierung der maximalen Testdauer auf 72 h fur den Endpunkt
IL-8 als sensibilisierungsspezifischer Marker gewertet (Python et al., 2007).

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wahlen, dass ein UbermaR an zytotoxischen Effekten ausgeldst
durch das Vehikel ausbleibt (Beispiel aus Python et al., 2007: max. 0,25 % DMSO).

1.3.4.2 h—CLAT (Human Cell Line Activation Test)

Die Oberflachenmarker CD86 und CD54 sind spezifisch fur die Aktivierung
dendritischer Zellen (z.B. Langerhans-Zellen der Haut; Aeby et al., 2010).

— Versuchsvorschrift
(Ashikaga et al., 2006; Sakaguchi et al., 2009; Sakaguchi et al., 2006)

— Beschreibung, Vorgehen

THP-1 Zellen sind humane Monozyten (ATCC® Nummer: TIB-202™; Ursprung: akute
Monozyten-Leukamie)?°, bei denen eine Ausdifferenzierung in dendritische Zellen
maoglich ist (,dentritic cell-like*). Die Zellen werden zunachst fur 48 bis 72 Stunden
kultiviert. Nach einer 24-stiindigen Substanzbehandlung werden die aus Monozyten
gereiften dendritischen Zellen fur kurze Zeit mit einem FcR Blocking Reagenz
inkubiert. Dieser Schritt erhdht die Spezifitdt der anschlieBenden Immunfarbung (er
ist notwendig, um die unerwinschte Bindung der Antikérper an den Fc-Rezeptor, der
von Monozyten etc. exprimiert wird, zu minimieren). Die behandelten Zellen werden
dann in drei Aliquots aufgeteilt und es folgt jeweils eine Farbung fur die
Isotypenkontrolle (mouse-IgG1), oder fur die Oberflachenmarker CD86 (ein Co-
stimulierendes Protein) oder CD54 (ein Adhasionsprotein). Im Durchflusszytometer
wird neben der relativen Intensitat der Markerproteine behandelter Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen, ebenfalls die Anzahl lebender Zellen bestimmt (mittels
Propidiumiodid Ausschluss). Als ursprunglicher Read—out um eine Testchemikalie
als positiv zu werten, wird eine Induktion von = 50 % der Expression des
Oberflachenmarkers CD86 (d.h. EC150) und/oder eine Induktion von = 100 % (d.h.
EC200) von CD54 jeweils relativ zu Kontrollzellen in mindestens zwei von drei
unabhangigen Experimenten herangezogen. Die Zytotoxizitat darf dabei die Grenze
von 50 % nicht Uberschreiten. Getestet an 21 Chemikalien ergibt sich eine
Treffgenauigkeit von 93 % verglichen mit den Ergebnissen aus dem LLNA. Die
Studienautoren beschreiben zudem eine gute Korrelation der Ergebnisse aus dem
h—CLAT mit den Wirkpotenzdaten aus dem LLNA (EC3 Werte), die eine Einstufung
in verschiedene Wirkstarkeklassen erlauben wirden (Sakaguchi et al., 2009). Eine
spatere Verdffentlichung nennt unter Verwendung von 100 zu bewertenden

20 http://www.lgcstandards-atcc.org/
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Chemikalien noch eine Treffergenauigkeit von 84 % im Vergleich zu LLNA Daten
(Ashikaga et al., 2010). Eine weitere Veroffentlichung derselben Autorengruppe zeigt
bei Vergleich der vorhergesagten sensibilisierenden Wirkung im h—CLAT mit
Humandaten eine Treffgenauigkeit von 83 % (Nukada et al., 2011).

Die Bewertung bei Bauch (2011a; 2011b) folgt einem anderen Schema. Hier wird
eine Testchemikalie positiv gewertet bei mindestens 1,5facher Induktion der
Expression von CD86 und/oder CD54. Mit diesem Schwellenwert wurde fir die
Einstufung als sensibilisierend eine Treffgenauigkeit von 83 % sowohl im Vergleich
zu Humandaten als auch den tierexperimentellen Daten aus dem LLNA ermittelt
(Sensitivitat jeweils: 81 %,; Spezifitat jeweils: 86 %; n = 46).

— Validierung

Der h—CLAT wurde inklusive anderer Tests im Rahmen einer Testbatterie
vorgeschlagen als Ersatz fur in vivo Versuche zur Einstufung bezuglich
hautsensibilisierender  Substanzeigenschaften. Es wurden von  COLIPA
Ringversuche durchgefiihrt und der Test befindet sich im europaischen Zentrum zur
Validierung von Alternativmethoden (ECVAM?Y) in der Pravalidierungsphase 1l (Aeby
et al., 2010; Bauch et al., 2011b; Maxwell et al., 2011).

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Bisher wurde keine Anwendungsdomane ausgewiesen (Bauch et al., 2011b). Es
liegen jedoch Hinweise vor, dass schwache Allergene eventuell schlechter erkannt
werden (Nukada et al., 2011; Sakaguchi et al., 2010). Ebenfalls kritisch sind starke
Allergene mit einer hohen Zytotoxizitat (Beispiel DNBF; personliche Kommunikation
mit H.-W.Vohr, Bayer HealthCare).

— Vorteile

Generell bietet der h—CLAT &hnliche Vorteile wie der MUSST. Durch die
Verwendung von etablierten Zelllinien wird ein hohes Mall an Standardisierung
innerhalb des Tests erreicht und gegeniber der Verwendung von priméren
dendritischen Zellen die Kosten verringert. Die verwendeten Marker sind gelaufig und
somit wird die Aussage des Tests generell akzeptiert (Sakaguchi et al., 2009).

Die Daten zeigen eine gute Korrelation mit den Ergebnissen aus dem LLNA und
Humandaten, die Wirkstarkenbewertung ist demnach prinzipiell méglich, befindet
sich momentan noch in der Entwicklung (Ashikaga et al., 2010; Bauch et al., 2011a;
Bauch et al., 2011b; Nukada et al., 2011)

— Einschrankungen

Wie in allen zell-basierten Systemen wirkt sich eine geringe Lo&slichkeit der
Testsubtanz auf die Anwendbarkeit des Tests aus. Wie bereits oben erwahnt gibt es
im h—CLAT Tendenzen, dass schwache Allergene nicht mit Sicherheit erfasst werden
(Sakaguchi et al., 2010). Falsch negative Testergebnisse kdnnen sich durch das zu

L Siehe http://ecvam.jrc.it/
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geringe Ausmald an metabolischer Aktivitdt in den THP-1 Zellen und die oben
erwéhnte schlechte Loslichkeit der Testchemikalie ergeben (Sakaguchi et al., 2009).

Die isolierte Testbetrachtung ermdglicht keine abschlieRende Bewertung des
sensibilisierenden Potentials einer Testsubstanz, da die Barriere-freie Testmethode
die in vivo Situation nur unzureichend genau widergibt. Die Bioverfugbarkeit muss
betrachtet werden (Aeby et al., 2004).

Letztlich dient der Test bisher nur zur Identifikation der sensibilisierenden
Eigenschaft einer Chemikalie. Die Wirkstarkenbeurteilung anhand der Korrelation mit
Daten aus dem LLNA liefert erste Ergebnisse mit einer positiven Tendenz. Die
Studienautoren beurteilen die Ergebnisse jedoch noch vorsichtig, da noch weitere
Chemikalien getestet und verglichen werden mussen und auch andere Variablen
(wie z.B. Bioverfiigbarkeit etc.) in die Betrachtung miteinbezogen werden muissen
(Sakaguchi et al., 2009). Zudem birgt dieses Vorgehen die Unsicherheit, dass fur den
Menschen falsche Annahmen zu bestimmten Substanzen aus dem LLNA in die
Interpretation der in vitro Tests Ubernommen werden. Mittlerweile wurden weitere
Testungen durchgefuhrt und Vergleiche mit LLNA und Humandaten angestellt. Die
positive Tendenz wird darin bestétigt (Ashikaga et al., 2010; Nukada et al., 2011).

Die Beurteilung ,falsch Positiver®* im h—-CLAT beim Vergleich mit LLNA und
Humandaten mussgenau betrachtet werden, da im LLNA und bei humanen
Versuchen eventuelle nicht alle sensibilisierenden Substanzen erkannt werden und
nur zusatzliche Daten und Humanerfahrungen solche Fehleinschatzungen aufdecken
konnen (Nukada et al., 2011).

— Einfluss Reizung
Durch die Messung von spezifisch fir Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inharente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen.

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wahlen, dass ein UbermaR an zytotoxischen Effekten ausgeldst
durch das Vehikel ausbleibt (Beispiel aus Sakaguchi et al.,, 2009: max. < 0,2 %
DMSO).

1.3.4.3 VITOSENS®

— Versuchsvorschrift
(Hooyberghs et al., 2008; Lambrechts et al., 2010)%

— Beschreibung, Vorgehen

Neben den beschriebenen Messungen spezifischer Oberflachenmarker (siehe
1.3.4.1 und 1.3.4.2) bietet sich auch die Mdglichkeit, mittels Microarray-Analyse das

2 Fur weitere Information: N. Lambrechts, Flemish Institute Technology Research VITO NV,

Environmental Risk & Health Unit, Boeretang 200, B-2400 Molecular, BELGIUM.
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Genexpressionsprofil von dendritischen Zellen nach Aktivierung durch ein Allergen
zu charakterisieren und spezifische Markergene zu bestimmen. Dieser Ansatz wird
von vielen verfolgt (z.B. Gildea et al.,, 2006; Ryan et al., 2004; Schoeters et al.,
2007). Im vorgestellten Test wird die Genexpression zweier identifizierter
Markergene gemessen, sowie die Beurteilung des zytotoxischen Potentials
kombiniert und gezielt genutzt, um die Wirkstarke identifizierter Kontaktallergene zu
beurteilen. Dazu werden aus humanem Nabelschnurblut tber Dichtegradienten-
zentrifugation Monozyten prapariert. Daraus werden CD34" Vorlauferzellen mit
immunmagnetischen Methoden selektiert. Diese Vorlauferzellen differenzieren unter
bestimmten Kulturbedingungen (Vorhandensein von IL-4, etc.) zu einem Phanotyp
aus, der dendritischen Zellen ahnlich ist. Die so gewonnenen unreifen dendritischen
Zellen werden fur 6 Stunden mit der Testchemikalie inkubiert. Die verwendete
Konzentration wird dabei anhand des zytotoxischen Potentials der Testchemikalie
bemessen. In einem Vorversuch wird diejenige Konzentration bestimmt, die nach 24
stindiger Inkubation eine 20%ige Reduktion lebender Zellen im Vergleich zu
Vehikelkontrollzellen induziert (IC 20). Bei diesem Mal3 an Zytotoxizitat, die ebenfalls
aktivierend auf die DCs einwirkt, besteht laut den Studienautoren die beste
Vorhersagekraft zur Wirkstarke der Testsubstanz (Lambrechts et al., 2010). Aus der
Vorgangerstudie ist bekannt, dass die Genexpression von CREM (,cyclic adenosine
monophosphate-responsive element modulator”; codiert fir einen Transkriptions-
faktor) und CCR2 (,chemotactic protein—1 receptor“; Oberflachenrezeptor) die beste
Moglichkeit darstellt, um sensibilisierende von nicht sensibilisierenden Agenzien zu
unterscheiden. Man fand eine Treffgenauigkeit von 89 % (Spezifitat: 97 %;
Sensitivitat: 82 %; n = 21; Hooyberghs et al., 2008). Im vorliegenden Test wird also
deren Expression bei der IC20 der Testsubstanz mittels real-time RT—gPCR
gemessen. Um dabei die Donorvariabilitdt zu minimieren, werden die Messungen an
Zellen von mindestens drei unterschiedlichen Quellen gemessen und die Ergebnisse
gemittelt. Mittels linearer Regression, unter Verwendung von M-Schatzern, wurde
eine eindeutige Korrelation zwischen den bestimmten Endpunkten im VITOSENS®
und der beobachteten Wirkstarke im LLNA gefunden.

— Validierung

Der VITOSENS® Test wurde im belgischen ,Centre for Advanced Research &
Development on Alternative Methods” (CARDAM) entwickelt?® und soll im Bereich
R&D der kosmetischen und pharmazeutischen Industrie zun&chst als Screening-Test
auf sensibilisierende Eigenschaften neuer Substanzen angewandt werden. Der Test
wurde bereits 2008 zur Validierung bei ECVAM eingereicht (Spielmann et al., 2010;
Zuang et al., 2010).

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane

Von den Testentwicklern wurde bisher keine Anwendungsdomane spezifiziert. Die
Entwicklung wurde jedoch fiur den R&D Bereich der kosmetischen und
pharmazeutischen Industrie durchgefuhrt(Lambrechts et al., 2010).

2% Mit finanzieller Unterstitzung durch das EU geférderte Sens—it—iv Programm
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— Vorteile

Fur 13 der 15 bisher untersuchten Chemikalien konnte eine klare lineare Korrelation
zwischen den gemessenen Parametern (x—fache Induktion CREM/CCR2
Genexpression und 1C20) und der sensibilisierenden Wirkstarke im LLNA gefunden
werden (Lambrechts et al., 2010). Die identifizierten Marker unterliegen intensiver
mechanistischer Untersuchung, um deren Rolle in der Aktivierung dendritischer
Zellen besser zu verstehen (Lambrechts et al., 2011).

— Einschrankungen

Bei der Bewertung von Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit kann es zu einer
Unterschéatzung der in vivo Wirkstarke kommen, da die in vitro Testung im wassrigem
Milieu stattfindet. Weiterhin kdénnen Substanzen, die eine sehr geringe 1C20
aufweisen (d.h. extrem zytotoxisch; Beispiel aus der Publikation Bis(dimethyl-
thiocarbamoyl)-disulfid mit 0,024 pg/ml), eventuell nicht bewertet werden. Bisher
wurde nur eine geringe Anzahl an Substanzen getestet, daher ist die Robustheit des
Systems, sowie die Anwendungsdoméne fraglich (siehe auch Validierung;
Lambrechts et al., 2010).

— Einfluss Reizung

Durch die Messung von spezifisch fir Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inharente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen. Zudem
werden im vorliegenden Test zytotoxische Effekte nur eingeschrankt erlaubt (1C20),
sodass keine unspezifischen Effekte ausgeldst werden sollten.

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wahlen, dass ein UbermaR an zytotoxischen Effekten ausgeldst
durch das Vehikel ausbleibt (die Experimentatoren verwenden beispielsweise max.
0,05 % DMSO).

1.3.4.4 Loose-fit coculture sensitisation assay (LCSA)

— Versuchsvorschrift
(Schreiner et al., 2007; 2008; Wanner et al., 2010)

— Beschreibung, Vorgehen

Der LSCA beruht auf der Kokultur sich nicht—ausdifferenzierender Keratinozyten und
Monozyten, die sich zu einem Phanotyp ahnlich dendritischer Zellen ausdifferen-
zieren (sog. ,dendritic cell-related cells* (DCrc); CD11c"; HLA-DR™; CD86"; CD14’;
CDla; CDic; Langerin). Die Keratinozyten bilden eine Einzelzellschicht,
wohingegen die dendritischen Zellen frei schwebend im Medium vorliegen. Dieses
zellulare System tragt den Namen ,Loose—fit coculture—based Sensitization assay*
(LCSA; Schreiner et al., 2007; Schreiner et al., 2008). Die Keratinozyten werden aus
humaner Spenderhaut gewonnen und die Monozyten Uber Dichtegradienzentrifu-
gation aus Humanblut isoliert. Zunachst werden die praparierten Keratinozyten im
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12-Lochplattenformat ausgesat. Nach Erreichen einer 50%igen Konfluenz des
Zellrasens werden die Monozyten zugegeben. Nach 2 stiindiger Adhasionsphase
beginnt die Inkubation mit exogenen Faktoren, die zur Ausdifferenzierung der
Monozyten zu den DC—Ahnlichen fiihren (IL-4, TGF-R.). Nach insgesamt 2 Tagen
beginnt die Substanzexposition (5-7 Konzentrationen). Nach 48 stindiger
Expositionsphase werden die frei im Uberstand schwimmenden Zellen abgenommen
und auf die Expression des Oberflachenzellmarkers CD86 hin untersucht. Die
Bestimmung erfolgt im Durchflusszytometer, angegeben wird die relative mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI; d.h. MFI behandelter Zellen / MFI der Vehikelkontrolle).
Ebenfalls durchflusszytometrisch ermittelt wird parallel die Anzahl lebender Zellen
(7-Amino—-Actinnomycin Aufnahme). Zusatzlich werden im Uberstand die Spiegel
von IL-6 und MIP-1P (,macrophage inflammatory protein 1-3; CCL4) bestimmt. Das
Ausgabeformat fur die CD86 Expression ist dabei die Konzentration, die zur
halbmaximalen Markerinduktion benétigt wird. Dieses Mald kann zur Bewertung der
Wirkstarke herangezogen werden. Um als Hautallergen zu gelten, muss eine
Substanz zudem eine konzentrationsabhangige Erh6hung der CD86 Expression
zeigen (Schreiner et al., 2008; Wanner et al., 2010).

— Validierung

Der Test findet international bereits Anerkennung (Martin et al., 2010). Laut einer
Prasentation von Peiser?* (BfR, gehalten im Rahmen einer Fortbildungsveranstaltung
fur den Offentlichen Gesundheitsdienst am 23.3.2011 zur Sensibilisierungstestung
und Regulation) soll die Préavalidierung des ZEBET—geforderten Tests zwischen
2009 und 2012 beginnen. Uber den Validierungsstatus liegt keine weitere Information
vor.

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane
Von den Testentwicklern wurde bisher keine Anwendungsdomane spezifiziert.

— Vorteile

Ein Vorteil gegenuber den bisher beschriebenen DC-Aktivierungstests (siehe
1.3.4.1-1.3.4.3) ist, dass im hier vorgestellten System eine Kokultur zwischen den
die Migration beeinflussenden Keratinozyten und den zu untersuchenden
dendritischen Zellen vorliegt. Dies stellt die in vivo Situation besser dar. Die DCrc
besitzen zudem metabolische Kapazitat und erzielen fur verschiedene Pro—Haptene
adaquate Ergebnisse.

Die bisher untersuchten Allergenen (n = 8) wurden nach Erweiterung der
Ausleseparameter durch den Anstieg mindestens eines Markers (MIP-1B, IL-6
und/oder CD86) korrekt als positiv getestet. Trotz einer Vielzahl von Spendern
(Keratinozyten und Monozyten) erweist sich der Test dabei bisher als robust
(Schreiner, 2010; Schreiner et al., 2008).

24 http://www.bfr.bund.de/cm/343/sensibilisierungstestung _und reqgulation.pdf
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Der Vergleich der Konzentration zur halomaximalen CD86 Expression mit den Daten
aus dem LLNA (EC3 Werte) zeigt teilweise eine gute Korrelation. Eine Einstufung in
verschiedene Wirkstarkekategorien kann anhand der bendétigten Konzentration [uM]
zur Induktion der halbmaximalen CD86 Expression folgendermaf3en durchgefiihrt
werden (Wanner et al., 2010):

Kategorie | Kategorie der Sensibilisierungsstarke: Irritationsstarke: Konz., die
im Projekt | Testentwickler | Konz. zur halbmaximalen | zu 50 % Zytotoxizit&t im
CD86 Expression [uM] Vgl. zur Kontrolle fuhrt [uM]
HS Extrem <10
Stark 10-<50 <50
GMS MaRig 50 — < 100 50 — 1000
Schwach =100 > 1000

— Einschrankungen

Die Barriere-freie Testmethode spiegelt die in vivo Situation nur unzureichend genau.
Es kann zu einer Uberschatzung des allergenen Potentials von Substanzen mit
geringer Hautdurchlassigkeit kommen. Die Bioverfligbarkeit sollte dementsprechend
immer in Kombination betrachtet werden (Schreiner, 2010).

Fur CD86 durfen dabei nur Werte bei geringer Zytotoxizitat bewertet werden,
wohingegen dies keinen Einfluss auf den Ausleseparameter IL-6 besitzt.

Der Ausleseparameter MIP-1B wurde verwendet, um die Sensitivitat des Tests zu
erhohen, fur Allergene mit niedrigem Molekulargewicht scheint er jedoch nicht
spezifisch (Schreiner et al., 2008).

— Einfluss Reizung

Durch die Messung von spezifisch fur Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inh&rente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen.
Getestete Irritanzien (SDS; Zinkchlorid) konnten im vorliegenden Test in keinem der
Ausleseparameter einen Anstieg bewirken (Schreiner et al., 2007; 2008).

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wahlen, dass ein UbermaR an zytotoxischen Effekten ausgeldst
durch das Vehikel ausbleibt (die Experimentatoren verwenden beispielsweise max.
0,1 % DMSO).

1.345 Nicht verwendete dhnliche Tests

Die Interaktion zwischen Keratinozyten und dendritischen Zellen beschaftigt weitere
Wissenschaftler. Hennen et al. (2011) beschreibt beispielsweise einen Test unter
Verwendung zweier Zelllinien. Die Keratinozytenzelllinie HaCaT wird dabei in
Kokultur mit den denritischen Zellen der THP-1 Linie gehalten. Nach Substanzbe-
handlung waren die Ausleseparameter die Veranderung der Expression der
Oberflachenmarker CD86, CD40 und CD54 auf den THP-1 Zellen. Der Test wurde
nicht im Detail dargestellt und fur die Bewertung im vorliegenden Projekt
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herangezogen, da das Hauptaugenmerk der Entwickler auf der Unterscheidung
zwischen Irritanzien und Allergenen, sowie dem Erkennen und Unterscheiden von
Pre— und Pro—Haptenen liegen soll. Weiter soll der Test in der Forschung zum
besseren Verstandnis der Interaktion zwischen Keratinozyten und dendritischen
Zellen und deren Rolle in der allergischen Kontaktdermatitis einsetzt werden. Eine
Einschéatzung der sensibilisierenden Wirkstarke ist in diesem Entwicklungsstadium
bisher nicht moglich.

1.3.4.6 Generelle Anmerkung zur Aktivierung und Migration

Obwohl eine Vielzahl der Tests auf der Testung der Aktivierung von Langerhans—
Zellen beruhen, scheint das bislang geltende Paradigma, dass LZ essentiell fur die
Sensibilisierung sind durch eine neuere Studie mit transgenen Mausen aufgelost
(Kissenpfennig und Malissen, 2006). Neben den LZ (dendritische Zellen in der
Epidermis) sind unter bestimmten Umstanden auch DC-Subpopulationen aus der
Dermis an der Hypersensibilisierungsreaktion beteiligt (Basketter und Kimber,
2010a). Dementsprechende ist ein negatives Ergebnis dieser Tests nicht
zwangslaufig als Hinweis auf ein fehlendes Sensibilisierungspotential zu deuten.
Jedoch sind LZ, wenn vorhanden, ein bestatigt wichtiger Parameter, um die
Sensibilisierungsreaktion zu vermitteln (Gerberick et al., 2008). Deswegen sind die
hier vorgestellten Tests relevant fir das vorliegende Projekt, die Interpretation
negativer Testergebnisse sollte aber mit der entsprechenden Vorsicht durchgefuhrt
werden.

1.35 T-Zellen-Aktivierung/Proliferation Allergen-spezifischer T-Zellen

1.35.1 CAATC Assay (Contact allergen activated T-cell assay; BMBF-
Projekt)

— Versuchsvorschrift
(Aliahmadi et al., 2009)

— Beschreibung, Vorgehen

Mit dem CAATC Assay konnen die im Projekt als mechanistischer Schritt 4 und 5
markierten Teilprozesse abgeprift werden. Zunéchst wird die Aktivierung, sowie die
Migration von dendritischen Zellen beobachtet und zusatzlich deren anschlie3ende
Auswirkung auf  kokultivierte = T—Zell-Subpopulationen  (wichtig fur die
Hypersensibilitatsreaktion sind T-Helfer(Th)-Zellen (CD4") und zytotoxische T-Zellen
(CTLs; CD8") untersucht. Dazu werden "Monocyte-derived Langerhans Cell-like
Cells" (MoLCs; primére Humanzellen) im oberen Teil einer sogenannten Transwell—
Platte mit den zu untersuchenden Testchemikalien inkubiert. Wirkt die Testsubstanz
aktivierend, kann eine chemotaktische Migration der MoLCs durch die 8 um Poren
des Tragers im Transwell-System quantitativ erfasst werden. Nach erfolgter
Migration kann es in Kokultur mit den T—Zellen (CD4"; CD8") zu einer zellularen
Interaktion beider Zelltypen kommen, die T-Zellen werden dabei in Richtung
spezifischer Effektor—T—Zellen polarisiert (v.a. Tyl— und Tyl7-Zellen). Neben der
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Migration der MoLCs wird im ,Contact Allergen Activated T—Cell (CAATC)-Assay*
auch eine Oberflachenmarker—Charakterisierung der MoLCs durchflusszytometrisch
durchgefuhrt. Als wichtigste Ausleseparameter werden mittels gRT-PCR die
Expression von Effektor-T—Zellsubpopulationsspezifischen Transkriptionsfaktoren (T-
bet, RORvt) und mit Hilfe eines antikorperbasierten Nachweisverfahrens (ELISA) die
Zytokin—Konzentration (IFN-v; IL-17, IL-22) bestimmt (Aliahmadi et al., 2009). Die
Ergebnisse werden voraussichtlich als Rate der Anzahl positiver Zellen (%) in ng/ml
zwischen substanzbehandelten Zellen und Kontrollzellen ausgegeben®.

Stimulation
durch Allergen

Mikroporen- __ e

=" Co-Kult
membran LC/DCs s T-Zellen
AAT!
Analyse
Transkriptionsfaktoren
Zytokine

Abbildung 3. Schematischer Versuchsaufbau des CAATC Assays

— Validierung

Der Test findet international bereits Anerkennung (Martin et al., 2010). Laut einer
Prasentation von Peiser®® (BfR) soll die Pravalidierung des im BfR entwickelten Tests
im Zeitraum zwischen 2015 und 2017 stattfinden. Uber den Validierungsstatus liegt
keine weitere Information vor.

— Testsubstanzen/Anwendungsdomane
Von den Testentwicklern wurde bisher keine Anwendungsdomane spezifiziert.

— Vorteile

Nach der geplanten Anpassung des Systems (Verwendung der LC-&hnlichen
Zelllinie MUTZ-3) stinde ein robustes und tierversuchsfreies in vitro Testsystem zur
Verfigung, um die Reaktion der tatsachlichen Effektorzellen zu erfassen.

Dem Wissen um die Beteiligung der Tyl7—Effektorzellen (Larsen et al., 2009) wird
Rechnung getragen durch die Messung der Zytokine IL-17 und IL-22. Dies stellt

*  prasentiert beim LRI  Workshop in  Brissel am  2.2.2010 http://www.cefic-
Iri.org/uploads/Events%202010/LRI LLNA-Workshop 100202-Peiser.pdf
% http://www.bfr.bund.de/cm/343/sensibilisierungstestung_und regulation.pdf
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einen guten Ausgangspunkt dar, um eine Allergie Typ IV-Reaktion der Haut in vitro
nachzubilden®’.

— Einschrankungen

Der Test befindet sich noch in der Entwicklungsphase. Anderungen im
Versuchsprotokoll sind sehr wahrscheinlich. So ist beispielsweise eine Anpassung
auf eine direkt verfigbare, LC-ahnliche Zelllinie (MUTZ-3) anstelle der priméren
Humanzellen vorgesehen. Dies birgt die bekannten Vor—, sowie Nachteile der
Benutzung immortalisierter Zelllinien im Vergleich zur Primarzellanalyse.

Nach der Identifikation von spezifischen Markern auf den stimulierenden LCs sollen
die Ergebnisse aus der gRT-PCR-Analyse der Effektor-T-Zellen zukinftig als Malf3 flr
die Aktivierungsstarke der LCs herangezogen werden. Bisher wurde jedoch noch
keine Aussage Uber die Mdglichkeit der generellen Wirkstarkenbewertung von
Testsubstanzen gemacht.

— Einfluss Reizung

Durch die Messung von spezifisch fur Sensibilisierung gewahlten Endpunkten ist
eine potentiell inharente Reizwirkung der Testchemikalie zu vernachlassigen.

— Einfluss Vehikel

Das Vehikel ist so zu wahlen, dass ein UbermaR an zytotoxischen Effekten ausgeldst
durch das Vehikel ausbleibt. Es werden jedoch keine spezifischen Angaben von den
Studienautoren gemacht.

1.35.2 Nicht verwendete dhnliche Tests

Innerhalb des bereits erwahnten europaischen Programms Sens-it-iv wurde ein in
vitro T—Zell Priming Assay (TCPA) vorgestellt. Aus Monozyten werden nach in vitro
Differenzierung unreife dendritische Zellen. Diese werden mit der Chemikalie sowie
naiven T—Zellen inkubiert. Nach 5 und 10 Tagen wird die Proliferation der T—Zellen
(CD4" bzw. CD8") gemessen. An Tag 10 wird die Kultur nochmals mit frischen
dendritischen Zellen und der Testchemikalie stimuliert und als Ausleseparameter fir
die Antigenspezifische Immunantwort die Zytokinexpression (IFN-v; TNF-a)
gemessen bzw. Zytokine intrazellular angefarbt (Dietz et al., 2010; Martin et al.,
2010; Seidle und Spielmann, 2011; Spielmann et al., 2010).

Der Ansatz, der von der COLIPA (europaische Kosmetikindustrie) geférdert wird,
stellt eine weitere Verfeinerung des Standard T-Zell Proliferationstests dar. Wie oben
beschrieben werden primare Lymphozyten (T—Zellen) aus Humanblut gewonnen und
mit bereits zuvor gegenuber einem Allergen exponierten dendritischen Zellen (d.h.

2 Beitrag von Dr. Rustemeyer beim ,Informal Brainstorming meeting on skin allergies and research

Needs” in Brussel am 9.2.2011 der Europaischen Kommission;
http://ec.europa.eu/health/scientific_committees/docs/ev_20110209 co03 en.pdf
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Haptenisierung ist bereits erfolgt) inkubiert. Die Ausleseparameter sind die T-Zell
Proliferation, sowie Zytokinproduktion (IFN-v.). Nur wenige starke Allergene sind in
der Lage, ein positives Ergebnis unter diesen Versuchsbedingungen zu erzielen.
Dies liegt einerseits daran, dass spezifische T-Zellen fur das untersuchte Hapten mit
sehr geringer Wahrscheinlichkeit im untersuchten Individuum vorhanden sind.
Andererseits ist bekannt, dass die beobachtete T-Zellproliferation durch CD4*CD25"
T—Zellen (regulatorische T—Zellen; nTreg) negativ beeinflusst wird. Dieser Zelltyp
macht bis zu 5% der CD4" T-Zellen im peripheren Blut aus, sodass deren
Ausschluss vom untersuchten Zellpool durchaus vielversprechend scheint. Parallel
wurden zwei Ansétze durchgefiihrt. A) Kokultur unbehandelter oder behandelter DCs
mit CD4" Zellen (Gesamtpool) aus dem peripheren Blut oder B) Kokultur
unbehandelter oder behandelter DCs mit CD4" Zellen aus dem peripheren Blut, die
zuvor gegen CD4'CD25" selektiert wurden (normalerweise Depletion von bis zu
90 % der CD25%). Die Ausleseparameter werden jeweils als Stimulationsindex
ausgedruckt. Dieser entspricht dem Wert der Kultur mit exponierten DCs geteilt
durch den erzielten Wert mit zuvor unbehandelten DCs. In der Tat konnten die
Experimentatoren einen Sensitivitdtsunterschied in den Ausleseparametern zwischen
den Ansatzen A und B erkennen (Matrtin et al., 2010; Vocanson et al., 2008).

Beide Tests befinden sich &hnlich wie der CAATC Test noch in der
Entwicklungsphase, wobei bereits erste Versuche in Richtung Pravalidierung
unternommen wurden. Es scheint ungewiss, inwiefern neben der Erforschung
grundlegend notwendiger Mechanismen, die zur T-Zellproliferation nach
Allergenkontakt fihren, in Zukunft Aussagen in Verbindung mit der sensibilisierenden
Wirkstarke einer untersuchten Chemikalie gemacht werden kdnnen. Erste Analysen
zur Wirkstarkenbewertung gemessen an der Zytokinexpression in vivo liegen vor
(Lass et al., 2010), wurden aber noch nicht auf den in vitro Ansatz tbertragen.

1.3.6 Generelle Vorteile von in vitro Methoden
Es bestehen kontrollierte Testbedingungen.

Ein hoher Grad an Standardisierung kann erreicht werden, welcher zur Reduktion
von Variabilitat zwischen den Experimenten fuhrt.

Die Testung ist schnell, meist kostengtinstig und erfordert nur wenig Testmaterial.

Durch die Testung entsteht nur in geringem Umfang toxikologisch bedenklicher
Abfall.

Durch gezielte in vitro Testung kommt es zur Reduktion von in vivo Tests.

1.3.7 Generelle Einschrankungen von in vitro Methoden

Die Interaktion verschiedener Zell- und Gewebsarten bzw. Organen kann nicht
getestet werden.

Es ist schwierig, Dosis—Wirkungsbeziehungen zu beschreiben und pharmako-
kinetische Effekte sind nur teilweise abprifbar.
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Auf der technischen Seite gibt es Limitierungen durch Léslichkeit und Effekte
ausgelost durch Interaktion mit dem Reaktionsgefald/ der experimentellen Umgebung
(Plastik). Neben der Loslichkeit der Substanz spielen zudem ihre chemische
Reaktivitat sowie eine metabolische Aktivierung im in vitro Versuch eine wesentliche
Rolle. Auf Basis der Anfalligkeit der zellbasierten Systeme fur zytotoxische Effekte,
besteht die Tendenz der Uberschatzung, deswegen miissen zytotoxische Effekte
immer parallel GUberwacht werden.

Alle Systeme bilden jeweils immer nur einen Teil der Wirklichkeit ab. Es muss daher
mit einer Testbatterie gearbeitet werden. Die Kombination verschiedener Tests kann
eventuell zu einer Uberschatzung des von einer Testsubstanz ausgehenden Risikos
bzw. der Einschatzung ihrer Wirkstarke fuhren.

Eine Testbatterie sollte aus Tests, die eine hohe Spezifitat (d.h. wenig ,true false
positives”) besitzen, bestehen. Bei Integration verschiedener Tests in eine
Testbatterie sollte dies ein essentielles Kriterium sein, da bei Verwendung mehrerer
Tests mit geringer Spezifitdt sonst quasi jede getestete Chemikalie als Allergen
identifiziert werden wurde.

Wie bereits mehrfach erwahnt, besteht die Gefahr der Ubernahme fiir den Menschen
falscher Annahmen beziglich der sensibilisierenden Eigenschaften einer Substanz
auf Basis der Validierung der in vitro Testmethoden gegenlber Ergebnissen aus dem
LLNA und den Meerschweinchentests (Basketter und Kimber, 2010b).

1.4 in silico-Methoden/Expertensysteme

Es wird vermehrt versucht Modelle zur Erkennung von  Struktur—
Wirkungsbeziehungen (SAR, englisch: structur activity relationship) bzw. Modelle
quantitativer Struktur—Wirkungsbeziehungen (QSAR) einzusetzen, um Aussagen
Uber das sensibilisierende Wirkpotential ein Substanz zu treffen.

Um die Qualitdt von (Q)SAR Modellen zu gewahrleisten und um diese auch
regulatorisch verwerten zu kénnen, wurden von der OECD funf Validitatskriterien
aufgestellt (OECD, 2004; 2007). Diese besagen:

Es muss ein definierter Endpunkt betrachtet werden.

Dem Modell soll ein eindeutiger Algorithmus zugeordnet sein.

Die Anwendungsdomé&ne (AD) muss klar definiert werden.

Das Modell muss gentigend gute Ergebnisse bei interner (Anpassungsgiite,
Robustheit) und externer Validierung (Pradiktivitat) erzielen.

e Es sollte, falls mdglich, eine mechanistische Erklarung gegeben werden.

Expertensysteme beinhalten SARs, QSARs oder beides und sind entweder wissens-
basiert (Zuordnung zu chemischer Klasse mit bekanntem Wirkmechanismus (lokales
Modell)) oder aber empirisch, statistisch fundiert (globales Modell). Manchmal findet
sich eine Hybridversion beider Herangehensweisen (Patlewicz und Worth, 2008; van
Loveren et al., 2008; Appendix A. Abstracts: Patlewicz G.).

Die Basis fur viele solcher Modelle bietet der mechanistische Schritt der
Haptenisierung, dieser wird auch durch die chemische Reaktivitdt einer Substanz
beeinflusst (siehe auch 1.3.2.1). Laut Aptula und Roberts (2006) kann eine Substanz
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auf Basis ihres chemischen Reaktionsmechanismus in eine der folgenden flnf
Grundklassen eingeteilt werden: Michael Akzeptoren, SyAr Elektrophile, Sy2
Elektrophile, Schiff Basenbildner und acylierende Agenzien. Falls keine der
genannten funktionellen Gruppen innerhalb einer Substanz identifiziert werden kann,
wird sie meist als nicht sensibilisierend angesehen. So wichtig diese Zuordnung zu
solch mechanistischen Domanen ist, anhand ihrer kann keine Aussage beziiglich der
sensibilisierenden Wirkstarke der Substanz getroffen werden (Aptula und Roberts,
2006). Insgesamt ist die Zuordnung zu mechanistischen Doménen jedoch
grundsatzlich zur Entwicklung von QSAR Modellen anwendbar (Validitatskriterium:
definierter Mechanismus) bzw. erlaubt die Gruppierung von Chemikalien anhand
ihres Mechanismus, um die Méglichkeit einer Datenlibertragung zu prifen. Dies wird
beispielsweise in der OECD-Toolbox angewandt (Gerberick et al., 2008).

Die Zuordnung zu einer der mechanistischen Domanen bedeutet jedoch noch nicht
zwangslaufig, dass die Substanz ein hautsensibilisierendes Potential besitzt. Die
Hyrophobizitat tragt dartber hinaus dazu bei. Ein Beispiel: Primare Alkylbromide
(Sn2 Elektrophil) mit Kettenlangen von 11 und mehr Kohlenstoffatomen wirken im
Tierversuch (LLNA) sensibilisierend wohingegen die C4-homologe Substanz dies
nicht tut.

Fur das vorliegende Projekt wurden verschiedene (Q)SAR Modelle bzw.
Expertensysteme auf ihre Eignung Uberprift und die Ergebnisse in einer kurzen
Ubersicht wiedergegeben. Einen Uberblick Gber QSAR-Modelle liefern auch z.B.
Patlewicz und Worth (2008) sowie Vandebriel und van Loveren (2010).

1.4.1 DEREK (fur Windows; QMRF Nummer: Q13-34-36-315)

DEREK (,Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge*; LHASA Ltd, UK) ist
ein wissens-basiertes (Q)SAR System. Die beinhalteten 65 SARs beschreiben
Regeln in Bezug auf chemische Reaktivitat (ausgehend von der Zuordnung der zu
untersuchenden Chemikalie in mechanistische Domanen, sowie empirische Daten).
Die chemische Reaktivitat wird, wie zuvor bei den in vitro Testungen, als Mal} fur die
Haptenbildung angesehen und bildet nach der Hautpenetration den nachsten
mechanistisch wichtigen Schritt einer Hypersensibilisierungsreaktion ab. Werden
innerhalb der zu untersuchenden Substanz keine der hinterlegten Strukturmerkmale
identifiziert, wird als Ergebnis ,nothing to report” festgehalten. Dies bedeutet jedoch
nicht zwangslaufig, dass die Substanz kein sensibilisierendes Potential besitzt.

Die Hauptkritikpunkte des Modells sind neben den Kosten und der fehlenden
Transparenz (siehe OECD-Validitatskriterien fir QSAR-Modelle; AD nicht genligend
charakterisiert; Trainingsset nicht zuganglich), dass nur wenige Regeln fir Pro—
Haptene enthalten sind und, dass keine Aussagen zur relativen Wirkstarke gemacht
werden konnen (Dimitrov et al., 2005; Patlewicz und Worth, 2008).

1.4.2 TOPKAT

TOPKAT (TOxicity Prediction by K(C)omputer Assisted Technology*; Accelrys Corp.,
USA) ist ein statistisch ermitteltes Modell auf Basis von veroéffentlichten GPMT-Daten
(ca. 300 Substanzen), welches Kategorien des Sensibilisierungspotentials ermittelt
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(,non/ weak/ moderat/ strong sensitiser®) und aussagt, ob die zu untersuchende
Chemikalie in dem Anwendungsbereich der zugrunde liegenden Datenbasis
enthalten ist.

Einer der Hauptkritikpunkte ist, neben dem Kostenpunkt, dass auf Basis der
Verwendung von Meerschweinchendaten, die bekannte Tendenz der Uberschatzung
einer sensibilisierenden Wirkung im Vergleich zur realen Situation im Menschen
vorliegt (Dimitrov et al., 2005). Uberdies ist laut Patlewicz und Worth mindestens
eines der OECD-Validitatskriterien, das des eindeutigen Algorithmus, nicht erfullt
und auch eine mechanistische Erklarung der verwendeten Deskriptoren fehlt (2008).

143 CAESAR

CAESAR (Computer assissted evaluation of industrial chemical substances
according to regulation), eine frei verfugbare Web Applikation (fuzzy partitioning
model; sieben Deskriptoren), enthalt unterschiedliche statistisch basierte
Vorhersagemodelle auf Basis der Publikation von Gerberick et al. (2005). Diese
Modelle aus dem EU geforderten Projekt wurden alle gemald den OECD-
Validitatskriterien entwickelt, um regulatorische Anwendbarkeit zu gewéhrleisten
(Chaudhry et al., 2010). Im vorliegenden Projekt wird dieses Hautsensibilisierungs-
modell nicht weiter verwendet, da das primare, regulatorische Augenmerk auf die
qualitative Einschatzung der Sensibilisierungsgefahr gelegt wurde und keine
guantitativen Aussagen getroffen werden konnen. Das System ermdoglicht flr den
Endpunkt dementsprechend nur bindr Aussagen: sensibilisierend versus nicht-
sensibilisierend. Das Modell ist somit zunachst nicht fur die hier durchzufiihrende
Wirkstarkenbewertung der Inhaltsstoffe verwendbar, findet jedoch Anwendung z.B. in
einem Weight-of—evidence Ansatz bei Ellison et al. (2010) um eine Einstufung als
hautsensibilisierend durchzufihren.

— Vermerk

Durch ein lokales QSAR ist es jedoch mdglich, auch quantitative Aussagen zu
treffen. Allerdings nur fir Stoffe, deren vorhergesagter Reaktionsmechanismus die
Michael Addition darstellt (QSAR baisert auf Enoch et al., 2008a). Die Anwendung im
vorliegenden Projekt (innerhalb TOXTREE siehe 1.4.4)) ist nicht praktikabel, da nur
zwei Inhaltsstoffen identifiziert wurden, von denen jeweils ein Metabolit Uber die
Michael Addition proteinreaktiv ist (OECD-Toolbox 1.4.8)). Die Bewertung dieser
Inhaltsstoffe konnte bereits ohne Berlcksichtigung dieser Zusatzinformation
durchgefuhrt werden (siehe FP-0324, Teilprojekt 5.3).

1.4.4 TOXTREE (SMARTs Raster nach Enoch et al., 2008b)

TOXTREE ist eine flexible und sehr benutzerfreundliche Open—Source Anwendung.
Es ist ein Hybrid System und beinhaltet sowohl wissens-basierte als auch statistisch
fundierte SARs (Gatnik und Worth, 2010). Die aktuelle Version (v2.1.0; vonEC, 2011)
enthalt in Bezug auf Hautsensibilisierung eine Sammlung von Strukturhinweisen
(Enoch et al., 2008b), welche Substanzen (&hnlich wie in der OECD-Toolbox) auf
Basis vorgefertigter zweidimensionaler Strukturregeln (SMARTs Raster; SMiles
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Arbitrary Target Specification), ihrer sogenannten mechanistischen Doméne zuweist
und somit eine Kategorienbildung auf Basis des gleichen Wirkmechanismus ihrer
vorhergesagten Proteinreaktivitatt moglich macht. Das Fehlen einer solchen
Zuordnung kann noch nicht als Fehlen eines Sensibilisierungspotentials gewertet
werden sondern wird nur als pseudo—negatives Ergebnis (Ellison et al., 2010; kein
bekannter sensibilisierender Wirkmechanismus auf Basis der Struktur erkannt, d.h.
die Wabhrscheinlichkeit, dass die Substanz sensibilisierend wirkt ist reduziert,
Sensibilisierung kann aber tUber einen nicht abgepruften Mechanismus eintreten). Es
ist dementsprechend wichtig, solche Proteinbindungsergebnisse mit Ergebnissen
anderer Modelle zu vergleichen, um die gréftmdgliche Ausschopfung des
momentanen Kenntnisstandes zur Hautsensibilisierung zu gewahrleisten (Ellison et
al., 2010).

Im vorliegenden Projekt wurde so fur die zu bewertenden Inhaltsstoffe deren
potentieller Mechanismus der Proteinreaktivitat ermittelt. Dieser wird bei der
substanzspezifischen Bewertung berichtet und mit Ergebnissen anderer in silico
Systemen verglichen.

145 TIMES-SS

TIMES-SS ("Tlssue MEtabolism Simulator platform used for predicting Skin
Sensitization”; Mekenyan et al., 2004) ist ein Hybrid System. Das Expertensystem
versucht, Struktur-Toxizitatsbeziehungen aufzuzeigen, sowie von der Struktur auf
maogliche Metabolite zu schliel3en. Die Basis des Systems bildet die Gesamtschau an
Daten zu circa 800 Substanzen aus dem LLNA, dem GPMT und der BgVV (letzteres
bezieht sich auf Humandaten aus Kayser und Schlede, 2001). Das System
ermdglicht eine Abschatzung der Sensibilisierungsgefahr der zu untersuchenden
Substanz, sowie deren potentieller Metaboliten. Die beinhalteten QSAR-Modelle,
welche auf der Identifizierung der mechanistischen Domane beruhen, beziehen sich
zudem nur auf bestimmte Substanzgruppen, wie z.B. auf Ketone, Schwefel-,
Sulphon- und Phosphonséaureester, Aldehyde und konjugierte Doppelbindungen die
O, S oder N beinhalten, und treffen somit nicht die Zielgruppe der Inhaltsstoffe von
Epoxidharzkomponenten (Dimitrov et al., 2005). TIMES-SS entspricht allen OECD-
Validitatskriterien.

Die Plattform ist in der ursprunglichen Form nicht frei verfugbar, sodass
Kostengrinde zunéchst dafir verantwortlich sind, dass keine ausfuhrlichen
Ergebnisse fur die zu bewertenden Inhaltsstoffe berichtet werden. Zudem sind Teile
der Plattform (der Metabolismus Simulator) ebenfalls in der 6ffentlich zugénglichen
OECD-Toolbox enthalten, sodass zunachst deren Moglichkeiten fir das vorliegende
Projekt ausgeschopft wurden (1.4.8).

1.4.6 Golla et al., 2009

Die Autoren haben auf Basis grof3er Datensammlungen drei unterschiedliche globale
Modelle mit statistisch basierten SARs flr die Vorhersage von hautsensibilisierenden
Eigenschaften, so wie sie im LLNA oder im GPMT erzielt wirden bzw. von Kayser
und Schlede in der BgVV Datensammlung (2001) berichtet wirden, aufgestellt.
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Mit Hilfe der Modelle kann laut den Autoren ebenfalls eine Aussage uUber die
Sensibilisierungsstarke der Uberpruften Chemikalien getroffen werden.

Tabelle 4. Wirkstarkenbewertung in den unterschiedlichen Modelldatensatzen
nach Golla et al., 2009
LLNA GPMT BgVvVv
Kategorie Score Kategorie Score Kategorie Score

Nicht 0 Nicht 0 C 0

sensibilisierend sensibilisierend (unbedeutendes
Kontaktallergen)

Schwach 0,25 Schwach 0,33 B (Hinweis auf 0,5
Kontaktallergene
Wirkung)

Moderat 0,5 Moderat 0,66 A (stark, 1
bedeutendes
Kontaktallergen)

Sensibilisierend 0,625 Stark 0,83

(nicht eingestuft) (nach Unilever)

Stark 0,75 Stark 1

Extrem 1

Die oben dargestellte Skala erlaubt eine quantitative Wirkstarkenbewertung
durchzufiihren. Durch die getrennte Verwendung der unterschiedlichen Daten in den
Modellen (Ergebnisse erzielt durch unterschiedliche Methoden, d.h. Maus versus
Meerschweinchen versus Human Daten; im Gegensatz zur Entwicklung von TIMES—
SS siehe 1.4.5) und das unterschiedliche Ranking sind Vergleiche moglich. Die
Genauigkeit der Modelle liegt laut den Modellentwicklern bei mindestens 90 %
(Accuracy of internal validation). Durch die Verwendung von weiteren Deskriptoren
und nicht nur mechanistischer Domanen liefern sie gréfR3ere Sicherheit in der
Modellvorhersage (Golla et al., 2009).

Es gibt die Veroffentlichung, jedoch ist nicht klar, wie die Modelle anzuwenden sind.
Es wurde keine Anwenderplattform geschaffen. Bisher wurden nur Daten fir die
Chemikalien des Tainingssets veroéffentlicht und es ist zudem nicht geklart, in wie
fern eine externe Validierung durchgefuhrt wurde. Die Gesamtheit dieser
Unklarheiten fuhrt dazu, dass die Modelle im Projekt keine Anwendung finden.

1.4.7 Molcode (QMRF Nr.: Q17-10-1-241)

Die lettische Firma MOLCODE entwickelte ein System, ahnlich dem von Golla.
Dieser sogenannte neuronale Netzwerk Algorithmus wurde jedoch anhand anderer
statistischer Methoden entwickelt und letztlich wurden weniger Deskriptoren
verwendet als im obigen Modell (siehe 1.4.6).

Vorteile dieses Systems ist einerseits, dass durch die Verwendung weniger
Deskriptoren das System insgesamt stabiler ist (die Vorhersagequalitat leidet in
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diesem Fall anscheinend nicht). Andererseits werden die OECD-Validitatskriterien
fur QSAR Systeme eindeutig erfillt, dies ist auch anhand des sogenannten ,QSAR
Modell Reporting Format* (QMRF), welches beim europaischen Forschungszentrum
in Ispra (JRC) hinterlegt ist, zu sehen®. Aus diesem geht auBerdem hervor, dass die
Zuordnung zu einer sensibilisierenden Wirkstarkekategorie Uber den Vergleich mit
LLNA-Daten maglich ist (Endpunkt: LLNA Score Index; S).

Dem LLNA Score Index werden dabei folgende Klassen zugeordnet (aus QMRF:
Q17-10-1-241): extreme (1), strong (0,75); moderate (0,5); weak (0,25) oder non
sensitising (0).

Negativ zu erwahnen ist, dass die Entwicklung allein auf Basis von Daten aus dem
LLNA geschah. Die umfassende, vergleichende Bewertung, wie sie im System von
Golla moglich scheint, kann somit nicht durchgefuhrt werden. Wiederum ist das
System kostenpflichtig und die Berechnung der sensibilisierenden Wirkstarke, wie sie
im LLNA zu erwarten ware, wird fur eine Substanz mit 550 € veranschlagt.

Fur das vorliegende Projekt wurde Kontakt mit den Entwicklern aufgenommen und
im Rahmen dieser Kommunikation konnten erste Ergebnisse fur finf der hier zu
bewertenden  Substanzen erhalten werden. Jedoch wurden nur die
Wirkstarkeklassen mitgeteilt und die Tatsache, dass die Chemikalien innerhalb der
Anwendungsdomane des Systems liegt. Eine Dokumentierung und ausfthrliche
Beschreibung der Ergebnisse bedarf jedoch wiederum einer Kostentibernahme.

148 OECD QSAR Toolbox

Die OECD Toolbox bietet fur den Endpunkt Sensibilisierung verschiedene
Herangehensweisen an.

- In vivo Datenrecherche

Beispielsweise ist es moglich, vorhandene in vivo Daten zu recherchieren. Die
folgenden Datenbanken wurden fur das vorliegende Projekt durchsucht:

e Skin sensitisation (1290 Chemikalien gesammelt aus funf unterschiedlichen
Quellen, hauptsachlich LLNA und GPMT Daten; teilweise quantitative
Auswertung durchgefuhrt; Stand Juli 2010)

e Skin sensitisation ECETOC (39 Chemikalien, Stand 2008)

Insgesamt  wurde die vertffentlichte  Primarliteratur  bereits  Uber die
substanzspezifische Literatursuche identifiziert, und bis auf wenige unverdéffentlichte
Industrieergebnisse konnten dadurch keine zuséatzlichen Erkenntnisse gewonnen
werden.

- In chemico Datenrecherche

Weiterhin kann eine Datenbank, in der Messungen der Thiol-Reaktivitat hinterlegt
sind (in chemico Test zur chemischen Reaktivitat, welche wichtig ist fir den

28 http://gqsardb.jrc.ec.europa.eu/gmrf/search catalogs.jsp
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wichtigen, mechanistischen Teilschritt der Haptenisierung; siehe auch Abschnitt 1.1
und 1.3.2.1), durchsucht werden:

e GSH Experimental RCsy (424 Chemikalien, Stand Januar 2011; Messung der
Thiol-Reaktivitat)

Es lagen jedoch keine Ergebnisse fur Inhaltsstoffe von Epoxidharzkomponenten vor.
— Profiling auf Basis der chemischen Reaktivitat

Zur Einschatzung der chemischen Reaktivitat wurden zudem Module zur
Abschatzung des voraussichtlichen Mechanismus, welcher zur Proteinbindung (siehe
auch Haptenisierung unter Abschnitt 1.1) fuhrt, herangezogen (d.h. Strukturhinweise,
die zu einer Zuordnung in eine mechanistische Reaktivitditsdomane fiihren und somit
den Prozess der Proteinreaktivitat naher beschreiben):

e Protein Binding by OASIS (67 Kategorien)
e Protein binding by OECD (122 Kategorien)
e Protein binding potency (104 Kategorien)

Innerhalb der Toolbox ist es mdglich, einen Simulator des potentiellen Metabolismus
in der Haut auf die zu untersuchenden Substanzen anzuwenden. Die Basis des
Simulators wurde von Dimitrov und Kollegen (2005) publiziert und liefert ebenfalls die
Basis fur das kommerziell anzuwendende TIMES-SS System (siehe 1.4.5). Prinzipiell
liegen dem Modell 203 mogliche Transformationen zugrunde, die auf Basis der
Literatur und Experteneinschétzung in zwei Klassen eingeteilt werden kénnen —
geschwindigkeitsbestimmende und nicht-geschwindigkeitsbestimmende Reaktionen.
Letztgenannte wurden verwendet, um beispielsweise die Hydrolyse von Salzen zu
modellieren oder auch die Bindung an zelluléres Protein von hochreaktiven Gruppen,
wie z.B. Thiocarbonsduren. Phase | und Phase Il Metabolismusreaktionen wurden
meist als geschwindigkeitsbestimmende Reaktionen dargestellt. Diese beinhalten
z.B. C-Hydroxylierung, Esterhydrolyse, Oxidationsreaktionen, Deaminierung,
Oxiranhydratation. Im vorliegenden Projekt wurden die voreingestellten Optionen
belassen und eine Aktivierung mittels Phase I, Phase Il Metabolismus tberprift.
Weitere Punkte waren Auto-Oxidation sowie Polymerisation. Zudem wurde die
Voreinstellung ,Strong Active®, ,Model* und ,Midle Active* belassen.

- Kategoriebildung und Datentbertragung (Read—across)

Insgesamt ist die ldentifikation verschiedener mechanistischer oder struktureller
Einheiten einer Substanz und ihrer Metaboliten dazu gedacht, dem Anwender die
Moglichkeit zu geben, anhand dieser Merkmale eine Kategorie zu bilden. Mit der
generellen Absicht, fir eine Zielsubstanz den Endpunkt Sensibilisierung uber
sogenannten ,Read Across* (Ubertragung der Daten von vielen Substanzen auf eine
Zielsubstanz) zunéchst qualitativ zu fillen. Finden sich in der gebildeten Kategorie
Uberwiegend Hinweise, dass die Substanzen kein sensibilisierendes Potential
besitzen, so wird diese Schlussfolgerung ,negativ* (d.h. nicht sensibilisierend) auf die
Zielsubstanz Ubertragen. Liegen innerhalb einer so gebildeten Kategorie genltgend
experimentelle Daten vor, kann eventuell ebenfalls ein quantitativer Ubertrag der
sensibilisierenden Wirkstérke erfolgen. Laut Ellison et al. (2010) wird der Read-out in
standardisierter Form, wie in Tabelle 5 gezeigt, dargestellit.
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Tabelle 5.

Standardisierte Werte der hautsensibilisierenden Wirkstéarke aus der

OECD-Toolbox mit den dazugehorigen tierexperimentellen Daten
aus dem LLNA und dem GPMT, sowie die Verbindung zur
Bewertung im vorliegenden Projekt

Vorliegendes Standardisierter | entspricht EC3 entspricht Wert (%) an positiv

Projekt Wert aus der Wert (%) aus getesteten Tieren im GPMT
Toolbox LLNA

Kategorie HS 2 <10 >30

hohe

Sensibilisierungs-

starke

Kategorie GMS 1 10>x<100 1>x<30

geringe bis

maiige  hohe |7 > 100 0

Sensibilisierungs-

starke

Wird fur eine Substanz kein Mechanismus zur Proteinbindung bestatigt, so kann
keine Kategoriebildung erfolgen und schliel3lich keine quantitative Bewertung
getroffen werden.

Der gesamte Prozess der Substanzcharakterisierung dient jedoch immer auch zur
Uberprifung, ob die zu bewertende Substanz in die Anwendungsdomane eines
bestimmten quantitativen QSAR Modells fallt. So gibt es beispielsweise
weiterfihrende Anwendungen fir SyAr-Elektrophile (Roberts et al.,, 2011) oder
Michael Akzeptoren (Enoch et al., 2008a). Diese kommen jedoch im vorliegenden
Projekt nicht zum Einsatz, da keine Inhaltsstoffe identifiziert wurden, die diese Art der
chemischen Reaktivitat gegentber Nukleophilen aufzeigen (SnAr-Elektrophile) bzw.
eine Auswertung keinen Vorteil fir deren Wirkstarkenbewertung bringt (Michael
Akzeptoren; betrifft nur zwei Inhaltsstoffe: CAS Nr. 11070-44-3 und CAS Nr. 101-77-
9; siehe FP-0324, Teilprojekt 5.3).

Ein Vorteil der Verwendung der Toolbox ist, dass die enthaltenen Systeme den
Standards fir die Validitat gemanr den OECD Kriterien geniigen.

Ein Problem wie bei allen globalen Modellen ist, dass die Vorhersage nicht korrekt
wird, wenn es nicht gelingt, die richtige mechanistische Doméne zuzuordnen (Golla
et al., 2009). Die Bewertung kann zudem nur erfolgen, wenn eine mechanistische
Doméane innerhalb der Struktur des zu bewertenden Inhaltsstoffes gefunden wird.
Generell unterliegt die Bewertung anhand solcher mechanistischer Domé&nen und
dem daraus resultierenden Reaktivitditsmechanismus einem stéandigen Wechsel.
Durch die Erweiterung des Kenntnisstandes auf dem Gebiet der Wirkmechanismen
missen die Doménen ,standig“ Uberarbeitet werden, da neue Wirkmechanismen
identifiziert werden und andere als nicht adaquat bzw. nicht korrekt identifiziert
werden. Zudem ergibt sich beim Erkennen mehrerer funktionalen Einheiten die
Schwierigkeit, den ,richtigen® Mechanismus zuzuordnen (Enoch et al., 2008b). Eine
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kritische Uberprifung der Zuordnungen ist demnach erforderlich und kann teilweise
nur mit hohem Zeitaufwand durchgefiihrt werden.

— QSAR Danish EPA Model A33

Die von MCASE (Multiple Computer Automates Structure Evolution program)
entwickelten QSAR Modelle sind innerhalb der Danisch EPA QSAR Datenbank
enthalten. Diese wiederum ist Teil der OECD-Toolbox. Fir den Endpunkt
Hautsensibilisierung ist das Modul A33 (QMRF Nummer: noch nicht vergeben)®.
Das Modell wurde auf Basis der GPMT-Daten und humanen Erfahrungen zu 1034
Substanzen entwickelt. Es beruht auf der Kombination von Biophoren bzw.
Biophoben (strukturelle Fragmente, denen eine bestimmte biologische Aktivitat
zugeordnet wird, in unserem Fall also eine sensibilisierende bzw. nicht—
sensibilisierende Wirkung; d.h. es handelt sich um SARs, die nicht auf den
mechanistischen Domé&nen basieren) und bertcksichtigt ebenfalls physikalisch
chemische Eigenschaften (Modulatoren), die sowohl positiv als auch negativ auf die
vorhergesagte sensibilisierende Aktivitdit der Substanz einwirken kdnnen. Die
biophore/biophoben Fragmente wurden auf Basis der hinterlegten Substanzdaten
computergestiutzt entwickelt. Zu bewertende Chemikalien werden anhand des
Vorhandenseins von bekannten Biophoren/Biophoben und Modulatoren bewertet.
Unbekannte Fragmente werden mit Warnungen und somit Unsicherheit in der
Vorhersage bezeichnet. Chemikalien, die keine bekannten Biophore beinhalten,
werden als inaktiv angesehen. Im System werden den Biophoren und Modulatoren
spezielle Koeffizienten zugeordnet. Die in der Substanz enthaltenen Strukturmerk-
male und physiko-chemischen Eigenschaften werden charakterisiert und diese Werte
miteinander multipliziert. Es ergibt sich ein Endergebnis fir die Aktivitat in
sogenannten MultiCase Units. Diese Units (im Bereich von 0 bis 100) kénnen dann
einer Wirkstarke zugeordnet werden (Gatnik und Worth, 2010; Graham et al., 1996).

Generell qgilt fur das MCASE Modell jedoch auch, dass nicht alle Validitatskriterien
der OECD erflllt sind. Es fehlt der eindeutige Algorithmus und die ausfihrliche
Darstellung des verwendeten Trainingssets (Patlewicz und Worth, 2008). Die Aus-
lesegréRe der CASE Units fur die Biophore und Modulatoren sind nicht transparent.
Ausgeschlossen von der Bewertung sind bedingt durch das Modeldesign (bewertet
wird ein Fragment mit mindestens zwei C—Atomen), Molekile, die nur ein C—-Atom
besitzen, sowie Metalle.

Die Anwendung dieser Applikation in der OECD-Toolbox bedarf einer genauen
Einarbeitung, um die korrekte Anwendung aller Funktionsparameter zu gewahr-
leisten. Da die Aussagekraft des Modells nicht eindeutig zu bestimmen ist, wird
zunachst auf die Verwendung im vorliegenden Projekt verzichtet. Dies kann bei
Bedarf in einem spéteren Bearbeitungszeitpunkt jedoch nachgeholt werden.

?® Das QMREF ist nur tiber die OECD-Toolbox einsehbar und wird deswegen zur Vollstandigkeit als
Anhang zur Vollstandigkeit prasentiert.
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149 Generelle Vorteile von in silico Methoden

Im regulatorischen Kontext wird oft empfohlen mehr Gebrauch von in silico Modellen
zu machen, jedoch wird meist nicht ausgefihrt, wie Modelle anzuwenden sind. In der
Publikation von Ellison et al. (2010) wird ein ,Weight—of—evidence® (WoE) —Ansatz
erprobt, der vier in silico Modellen enthélt, die ebenfalls hier vorgestellt wurden
(OECD-Toolbox, DfW, CHAESAR, SMARTS Regeln inkludiert in TOXTREE). Die
damit getroffenen Vorhersagen sind jedoch nur binarer Natur (sensibilisierend und
nicht sensibilisierend), sodass die Auswertung nicht direkt ibernommen werden
kann. Das System zeigt jedoch deutlich, dass durch eine Kombination verschiedener
Systeme eine qualitativ hochwertigere Aussage maglich ist. Im vorliegenden Projekt
wird Gebrauch von der OECD-Toolbox und den in TOXTREE implementierten
SMARTS Regeln gemacht (Begriindung fiur Auswahl/nicht Auswahl siehe
Beschreibung des jeweiligen Modells).

Ellison et al. (2010) fuhrt aus, dass ein WoE—Ansatz in Kombination mit Ergebnissen
aus in chemico und in vitro Assays gentgend gute Vorhersagen beziiglich positiv
getesteter Inhaltsstoffe machen kann. Die Kombination verschiedener Tests erhéht
die Anzahl an korrekten Vorhersagen und minimiert die Zahl der falschen, jedoch nur
unter der Bedingung, dass eine Kategorie ,uneindeutig® geschaffen wird. Die
Inhaltsstoffe dieser Kategorie bedirfen genauer Analyse in Bezug auf weiterfihrende
Tests.

Aptula und Roberts (2006) gehen weiter und sagen, dass die Wirkstarke einer
Chemikalie, die ihrer mechanistischen Domé&ne zugeordnet werden konnte und
deren weitere physiko-chemische Eigenschaften beachtet werden (z.B. Hydro-
phobizitat), nur relativ zu der Wirkstarke von bekannten Kontaktallergenen aus
derselben mechanistischen Domé&ne und mit ahnlichen Eigenschaften abgeleitet
werden soll.

1.4.10 Generelle Einschrankungen von in silico Methoden

Ein Problem aller globalen Modelle ist, dass, wenn es nicht gelingt, die richtige
mechanistische Doméane zuzuordnen, die Vorhersage ebenfalls nicht korrekt sein
kann (Golla et al., 2009). Aus den obigen Beschreibungen wurde deutlich, dass die
Anwendbarkeit und der Nutzen der computergestitzten Systeme sehr stark
beeinflusst wird von ihrer Transparenz bei der Entwicklung, dem Erfillen der
Validitatskriterien gemaR OECD und dem Vorhandensein von benutzerfreundlichen
Softwareoberflachen. Auch Patlewicz und Worth nennen ahnliche Griunde (limitierter
Zugang zu den Trainingssets, Anwendungsdoméne nicht definiert, mechanistische
Interpretation unklar) und sagen, dass Expertensysteme in ihrer Vielfalt von
unschatzbarem Wert zur Bewertung sensibilisierender Eigenschaften von
Chemikalien sind, dass ihre Verwendung jedoch auf die Bereitstellung von
Zusatzinformation begrenzt sein sollte. Die Daten sollen, wie hier vorgesehen, in
einem sogenannten Weight—of—evidence Ansatz angewandt werden (2008).
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1.4.11 Anmerkung

Mekenyan et al. (2010) Uberpriften den Zusammenhang zwischen einem
Strukturverdacht auf Gentoxizitat und dem Strukturverdacht auf hautsensibilisierende
Wirkung und kommen zu dem Schluss, dass hier eine hohe Ubereinstimmung
besteht. Die mechanistische Erklarung liegt wiederum in der Elektrophilie der
untersuchten Substanze und somit deren chemischer Reaktivitdt gegenuber
nukleophilen Zielen innerhalb des Organismus (DNA, Proteine). Kurze Zeit spater
verotffentlichte dieselbe Gruppe eine Publikation die besagt, dass praktisch alle in
SAR-Modellen identifizierten positiven Mutagene (AMES—Test und Chromosomen-
aberration) ebenfalls hautsensibilisierendes Potential besitzen, dass der
Umkehrschluss jedoch nicht zulassig ist. Nicht alle hautsensibilisierenden
Substanzen sind demnach ebenfalls mutagen wirksam. Hauptverantwortlich werden
von den Autoren die Unterschiede zwischen Haut- und Lebermetabolismus gemacht.
Fur die Bewertung der Wirkstarke von Epoxidharzinhaltsstoffe ist diese Information
jedoch nicht hilfreich, da die Autoren eindeutig darauf hinweisen, dass diese
Ergebnisse qualitativ regulatorisch verwertbar sind, jedoch keine quantitative
Aussagekraft besitzen (Patlewicz et al., 2010).
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2 Glossar

Accuracy

ACD
AD
Autokrin

Biophob

Biophor

COLIPA

Concordance

Dendritische Zelle
DSAgs

“The closeness of agreement between test method results
and accepted reference values. It is a measure of test
method performance and one aspect of relevance. The
term is often used interchangeably with “concordance” to
mean the proportion of correct outcomes of a test
method.” (enthommen aus OECD, 2010a)

d.h. Treffgenauigkeit eines Schatzers
allergic contact dermatitis; Allergische Kontaktdermatitis
Applicability domain, Anwendungsdoméne

Freisetzung eines Signalmolekils wirkt auf die
produzierende Zelle, sowie benachbarte Zellen vom
gleichen Typ

In MCASE identifiziertes Strukturfragment, dass statistisch
mit einer biologischen Aktivitat assoziiert ist und auf diese
inaktivierend wirkt.

In MCASE identifiziertes Strukturfragment, dass statistisch
mit einer biologischen Aktivitat assoziiert ist und auf diese
aktivierend wirkt.

Dachverband der europaischen Kosmetikhersteller
(Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association)

"This is a measure of test method performance for test
methods that give a categorical result, and is one aspect
of relevance. The term is sometimes used interchangeably
with accuracy, and is defined as the proportion of all
chemicals tested that are correctly classified as positive or
negative. Concordance is highly dependent on the
prevalence of positives in the types of test chemicals
being examined.” (entnommen aus OECD, 2010a)

im Text abgekirzt als DZ oder DC (,dendritic cell”)

"lduction dose per skin area (DSA) that produced a
positive response in 5% of the tested population”
(Flachendosis/Induktionsdosis pro Hautbereich)

EE—Kultur Epidermis  Aquivalenzmodell (,epidermal equivalent)
vertrieben von der CellSystems Biotechnologie Vertrieb
GmbH

FCA .Freund‘'s Complete Adjuvant* im Gegensatz zu ,Freund’s

Incomplete Adjuvant”
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Freund—Adjuvans

GPMT

Hapten

ICCVAM
In chemico

In silico
In vitro
In vivo

Keapl

Komponente

Langerhans—Zelle

LLNA
MTT-Test

NICEATM

Nrf2

Inhaltsstoffe

durch Hitze abgetdtete Mykobakterien in Mineral6l, zur
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems, dadurch
erhohte Empfindlichkeit der Testmethode (entspricht FCA)

Guinea pig maximisation test (Maximierungstest am
Meerschweinchen)

reaktive (d.h. elektrophile) Substanz mit geringem
Molekulargewicht, die nach kovalenter Bindung an ein
Tragerprotein immunologisch wirksam ist

Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods

Testmethode, die im abiotischen System die chemische
Reaktivitat misst

Computerbasierte Vorhersage
Bioassay auf zellularer Ebene
Tierversuche und Humanbefunde

Sensor-/Repressorprotein v.a. anti-oxidative Stressantwort
und Entziindung; Kelch—like ECH—associated protein 1

Benennung einer einzelnen Zubereitungen eines
Mehrkomponentensystems (oder Epoxidharzproduktes,
z.B. Harter, Harz, ggf. Fullstoff)

im Text abgekirzt als LZ oder LC (Langerhans cell);
dendritische Zellen in der Epidermis; machen 2-5 % der
Zellen der Epidermis aus

Local lymph node assay

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT); Colorimetrischer Test zur Bestimmung des Anteils
lebender Zellen im Vergleich zu einer Kontrollprobe von
Zellen. Der enzyminduzierte Farbumschlag des gelben
Tetrazoliumsalzes nach violett wird gemessen (Mosmann,
1983).

National Toxicology Program Interagency Center for the
Evaluation of Alternative Toxicological Methods

Transkriptionsfaktor v.a. anti-oxidative Stressantwort und
Entzindung, induziert Gene, die im Promotor das ARE
besitzen, dies sind v.a. Phase Il Metabolismus
detoxifizierende Gene; nuclear factor-erythroid 2-related
factor 2

Einzelstoffe  innerhalb  einer Komponente (einer
Zubereitung), z.B. Benzylalkohol etc.
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Parakrin

Pre—Hapten

Pro—Hapten

QMRF
QSAR
Relevance

Reliability

real-time RT—-qPCR

SAR

Sensitivitat

Spezifitat

Eine Zelle produziert und sezerniert ein Signalmolekail,
dass durch Diffusion direkt auf eine benachbarte Zelle
einwirkt

ein nicht-reaktives Agens, das erst nach chemischer
Transformation (z.B. Oxidation an Luft) zu einem Hapten
wird und eine sensibilisierende Wirkung entfaltet

ein nicht-reaktives Agens, das erst nach metabolischer
Aktivierung (spezifische oder unspezifische enzymatische
Transformation) zu einem Hapten wird und seine
sensibilisierende Wirkung entfaltet

QSAR Model Reporting Format
quantitative Struktur—Wirkungsbeziehung (QSAR)

“Description of relationship of the test to the effect of
interest and whether it is meaningful and useful for a
particular purpose. It is the extent to which the test
correctly measures or predicts the biological effect of
interest. Relevance incorporates consideration of the
accuracy (concordance) of a test method.” (enthommen
aus OECD, 2010a)

“Measures of the extent that a test method can be
performed reproducibly within and between laboratories
over time, when performed using the same protocol. It is
assessed by calculating intra- and inter-laboratory
reproducibility.” (entnommen aus OECD, 2010a)

Mittels der sogenannten real time reverser Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion kann die Genexpression eines
zu untersuchenden Gens quantitative bestimmt werden.

Struktur—Wirkungsbeziehungen (SAR, englisch: structur
activity relationship)

“The proportion of all positive/active test chemicals that
are correctly classified by the test. It is a measure of
accuracy for a test method that produces categorical
results, and is an important consideration in assessing the
relevance of a test method.” (enthommen aus OECD,
2010a)

“The proportion of all negative/inactive test chemicals that
are correctly classified by the test. It is a measure of
accuracy for a test method that produces categorical
results and is an important consideration in assessing the
relevance of a test method.” (enthommen aus OECD,
2010a)
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3 Anhang
3.1 QSAR Danish EPA Model A33
ji i :
QMRF identifier (JRC Inventory):To be entered by ECB -~

QMRF Title: ) MultiCASE commercial model A33 for skin
m sensitization, Danish National Food Institute. m
w Printing Date:16-12-2009 QMRF

1.0SAR identifier |
1.1.QSAR identifier (title):

MultiCASE commercial model A33 for skin sensitization,
Danish NationalFood Institute.

1.2.0ther related models:

1.3.Software coding the model:
MultiCASE MC4PC
www.multicase.com

|2.General information
2.1.Date of QMRF:

15. December 2007.
2.2.QMRF author(s) and contact details:
[1]Tine Ringsted; Danish National Food Institute; Mgrkhgj Bygade 19, 2860
Seborg, Denmark; tiri@food.dtu.dk
[2]Gunde Egeskov Jensen; National Food Institute; Mgrkhgj Bygade
19, 2860 Sgborg, Denmark; gunje@food.dtu.dk
[3]Eva Bay Wedebye; National Food Institute; Mgrkhgj Bygade 19, 2860
Sgborg, Denmark; ebawe@food.dtu.dk
[4]Jay Russel Niemela; National Food Institute; Mgrkhgj Bygade 19, 2860
Sgborg, Denmark; jarn@food.dtu.dk
[5]Nikolai Nikolov; National Food Institute; Mgrkhgj Bygade 19, 2860
Sgborg, Denmark; nign@food.dtu.dk

2.3.Date of QMRF update(s):
December 2009

2.4.QMRF update(s):

Eva Bay Wedebye, Tine Ringsted and others listed in 2.2.
Many sectionsupdated.
2.5.Model developer(s) and contact details:
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MultiCASE Inc. 23811 Chagrin Blvd Ste 305, Beachwood, OH, 44122,
USA www.multicase.com

2.6.Date of model development and/or publication:
Commercial model bought in 1999.

2.7.Reference(s) to main scientific papers and/or software package:
[1]Software: MC4PC from MultiCASE Inc., commercial model A33
[2]Graham C, Gealy R,Macina OT,Karol MH, Rosenkranz HS. QSAR for
allergic contact dermatitis. Quant.Struct.Act.Relat (1996) 15:224-229
[3]Gealy,R.; Graham,C.; Sussman,N.B.; Macina,O.T.; Rosenkranz,H.S.;
Karol,M.H. Evaluating clinical case report data for SAR modeling of allergic
contact dermatitis Hum.Exp.Toxicol. (1996) 15(6):489-493
[4]Rosenkranz,H.S.; Klopman,G.; Zhang,Y.P.; Graham,C.;
Karol,M.H.
Relationship between allergic contact dermatitis and electrophilicity
Environ.Health Perspect. (1999) 107(2):129-132
2.8.Availability of information about the model:

The data set is commercially available from MultiCASE Inc.
2.9.Availability of another QMRF for exactly the same model:

3.Defining the endpoint - OECD Principle 1

3.1.Species:
Humans or guinea pigs.
3.2.Endpoint:
4.Human health effects 4.6.Skin sensitisation

3.3.Comment on endpoint:
GPMT tests or allergic contact dermatitis (ACD) in
humans.

3.4.Endpoint units:
MultiCASE CASE units

3.5.Dependent variable:
Skin sensitisation, positive or negative
3.6.Experimental protocol:
OECD guideline 406 Skin sensitisation
3.7.Endpoint data quality and variability:
n/a

4.Defining the algorithm - OECD Principle 2

4.1.Type of model:

Al system: Fragment based statistical system which creates a nhumber of
sub models derived by multiple linear regression.
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4.2.Explicit algorithm:

Multiple explicit algorithms operate within the MultiCASE model
4.3.Descriptors in the model:

[1]Fragment descriptors,

[2]Distance descriptors,

[3]Physical descriptors,
[4]Electronic descriptors,

[5]Quantum mechanical descriptors

4.4.Descriptor selection:
Automated selection.

4.5.Algorithm and descriptor generation:

MC4PC is a fragment-based statistical model system. The methodology
involves breaking down the structures of the training set into all
possible fragments from 2 to 10 heavy (non-hydrogen) atoms in length.
Two-dimensional distances between heavy atoms are also included in
the analysis. Fragments from the entire training set are combined into
gross activity categories. A structural fragment is considered as a
biophore if it has a statistical significant association with chemicals in the
active category. It is considered a biophobe if it has a statistically
significant relation with the inactive category. Within each biophore
modulators of the activity, such as substructures, molecular orbital
energies and two-dimensional distance descriptors, of the biophores
are identified. Statistical equations based on relevant descriptors are
established within each statistical significant biophore. The program was
set to maximum specificity (details available upon request).

4.6.Software name and version for descriptor generation:
MC4PC v. 2005

4.7.Descriptors/Chemicals ratio:

The model uses primarily fragment descriptors, specific to a group of
structurally related chemicals from the training set, therefore
estimations of the number of used descriptors may be difficult.

In general, we estimate that the model uses an order of magnitude less
descriptors than there are observations. It should be noted that due to
MultiCASE's complex decision making scheme, overfitting is rare,
compared to simpler linear models. Warnings are issued in case of
statistically insufficient number of observations, which is not the case
in the present model.

5.Defining the applicability domain - OECD Principle 3

5.1.Description of the applicability domain of the model:
Applicability domain of MultiCASE models is expressed in terms of
fragments unknown to the system and statistical significance of the

A 69



Kennziffer FP-0324, Teilprojekt 5.1 ,Beschreibung von Ansétzen zur Charakterisierung der sensibilisierenden
Wirkstarke und Priifung von deren Eignung“, FOBIG, Freiburg, Dezember 2012

known biophores and biophobes. Descriptors may also be taken
into account. Failure to comply with the model domain is not absolute
but may be graded, depending on the number and nature of the
involved fragments. Thus, different applications may define the
applicability domain in different ways. The Danish QSAR group has
accepted the strictest possible definition of applicability domain for its
MultiCASE models, namely, only chemicals without any unknown
fragments are accepted. This applicability domain definition was
applied when determining the validation result.

5.2.Method used to assess the applicability domain:

Only chemicals with no warnings when predicted are within the domain.
Warnings are given to chemicals with unknown fragments or/and
statistical insignificance.

5.3.Software name and version for applicability domain

assessment:

MultiCASE v. 2005.

5.4.Limits of applicability:
Discrete organics as defined by the model. See 5.2

6.Internal validation - OECD Principle 4

6.1.Availability of the training set:
No

6.2.Available information for the training set:
CAS RN:No

Chemical Name:No
Smiles:No
Formula:No
INChI:No

MOL file:No

6.3.Data for each descriptor variable for the training set:
No

6.4.Data for the dependent variable for the training set:
No

6.5.0ther information about the training set::
1033 chemicals are in the training set: 316 positive (active), 22
marginals and 695 negative (inactive).
6.6.Pre-processing of data before modelling:
n/a
6.7.Statistics for goodness-of-fit:
98-100% concordance.
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6.8.Robustness - Statistics obtained by leave-one-out cross-validation:
Not performed. (It is not a preferred measurement for evaluating large
models).

6.9.Robustness - Statistics obtained by leave-many-out cross-validation:

MC4PC five-fold 2 * 50 % cross-validation performed by DK National
Food Institute gave:

Sensitivity: 69.9%

Specificity: 95.4%

Concordance: 90.7%
The cross-validation is done by randomly removing 50% of the training
set, where the 50% contains the same ratio of positive and negatives as
the training set. Then creating a model on the remaining 50% and use it
to predict the removed 50%. After making a model on remaining 50% of
the training set a new model is made on the removed 50% of the
training set and this model is used to predict the other 50%. Repeating
this five times.

6.10.Robustness - Statistics obtained by Y-scrambling:
Not performed.

6.11.Robustness - Statistics obtained by bootstrap:
Not performed.

6.12.Robustness - Statistics obtained by other methods:
Not performed.

7.External validation - OECD Principle 4

7.1.Availability of the external validation set:

No

7.2.Available information for the external validation
set: CAS RN:No

Chemical Name:No

Smiles:No

Formula:No

INChI:No

MOL file:No

7.3.Data for each descriptor variable for the external validation set:
No

7.4.Data for the dependent variable for the external validation set:

No
7.5.0ther information about the external validation set:

Not available.
7.6.Experimental design of test
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set:
Not performed.

7.7.Predictivity - Statistics obtained by external validation:
Not available.

7.8.Predictivity - Assessment of the external validation set:
Not available.

7.9.Comments on the external validation of the model:

Not available.

8.Providing a mechanistic interpretation - OECD Principle 5

8.1.Mechanistic basis of the model:

The model identifies substructures (fragments) and for each set of
molecules containing a specific fragment further identifies additional
parameters (modulators e.g. logP and molecular orbital energies). Many
predictions may indicate modes of action that are obvious for
persons with expert knowledge for the endpoint.

8.2.A priori or a posteriori mechanistic interpretatio:

A posteriori mechanistic interpretation. The information in 8.1 may provide
mechanistic interpretation.

8.3.0ther information about the mechanistic interpretation:

| 9.Miscellaneous information

9.1.Comments:

'I(;he m)odel can be used to predict sensitizing effect (ACD humans or
PMT).

9.2.Bibliography:
OECD Guidelines

9.3.Supporting information:

Training set(s)

Test set(s)

Supporting information

10.Summary (ECB Inventory)

10.1.QMRF
number: To be
entered by ECB
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10.2.Publication
date: To be entered
by ECB
10.3.Keywords:

To be entered by
ECB
10.4.Comments:

To be entered by ECB
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1 Einleitung

1.1 Projektbezogene in vitro Testung
Beim vorlaufigen Ranking der Epoxidharzinhaltstoffe wurden wesentliche

Datenlucken identifiziert (Zwischenbericht Februar 2012), so dass eine Bewertung
der sensibilisierenden Wirkstarke in vielen Fallen nicht moglich war. Eine
andiskutierte Moglichkeit, diese Datenliicken zu schliel3en, war die Durchfihrung
verschiedener in vitro Testungen. Im Rahmen der finanziellen Mdglichkeiten des
Projekts wurden einige in vitro Tests initiiert (2. Begleitkreistreffen). Es sollte versucht
werden, die Datenlage so verbessern zu kbnnen, dass zumindest eine relative
Bewertung innerhalb einer technisch vergleichbaren Gruppe machbar ist. Folgende
Maglichkeiten fur eine gezielte in vitro Testung zur Verbesserung der Datenlage
wurden gesehen (3 Testreihen siehe Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3; weitere
Details beziglich der Eignung der vorgeschlagenen Testungen, sowie
Begriindungen sind in Teilbericht 5.3 ,Bewertung“ bei den gruppenspezifischen
Zusammenfassungen dokumentiert):
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Tabelle 1.  Aliphatische, cycloaliphatische und sonstige Harter

Substanz CAS-Nr. Gruppe (Subgruppe) | Kategorie® | Relevanz? Anmerkung | Vorhandene in vitro Tests

TESTREIHE 1: Testvorschlag KeratinoSens™ und h-CLAT DPRA KeratinoSens™ | h-CLAT

Ethylendiamin (EDA) 107-15-3 | Harter (aliphatisch) HS 2/1/n=9 Referenz’ Emter 2010 Emter 2010 Bauch 2011*

Bauch 2011 | Bauch 2011 Skaguchi, 2009

Natsch 2009

Diethylentriamin 111-40-0 | Harter (aliphatisch) HS 2/1/n=65 Emter 2010 Emter 2010

(DETA)

Dipropylentriamin 56-18-8 Harter (aliphatisch) U -2 GMS 2/1/n=2

Trimethylhexa- 25620-58- | Harter (aliphatisch) HS 1/1/n=320

methylendiamin 0

Triethylentetramin 112-24-3 | Harter (aliphatisch) HS 1/1/n=138

N,N-Dimethyl-1,3- 109-55-7 | Harter (aliphatisch) U -2 GMS 2/1/n=18 Gerberick, Nukada 2011

diaminopropan 2004b

Tetraethylenpentamin 112-57-2 | Harter (aliphatisch) GMS 2/1/n=94 REACH 2013

Pentaethylenhexamin 4067-16-7 | Harter (aliphatisch) GMS 2/1/n=24

! Stand Zuordnung 3.12.2012

% Das Relevanzkriterium wurde durch unterschiedliche Quellen befiillt. Einerseits die Einschatzung der BG ETEM und der Deutschen Bauchemie aus der
Expertenbefragung zur Relevanzabschatzung (durchgefuhrt September/Oktober 2011; Kategorie 1: relevant/Haufig verwendet, Kategorie 2: maRig
relevant/selten verwendet; Kategorie 3: nicht relevant/nicht verwendet) und andererseits die im IVDK Bericht enthaltene Auswertung zur Anzahl der Nennungen
von der GISBAU ausgewerteten Datenblattern zu Epoxidharzsystemen (N=x). Basis dieser Auswertung waren 3.692 bei GISBAU erfasste
Sicherheitsdatenblatter, von denen 635 nach 2005 erstellt worden waren (Auswertung durch Kersting, 2011).

3 Beispiel: EDA und DETA: Beide Inhaltsstoffe wurden anhand der jeweils verfigbaren Daten in die Kategorie HS eingeordnet. Die Gesamtheit der Ergebnisse
verdeutlicht jedoch auch, dass die Wirkstarke von DETA im Vergleich zu EDA als geringer anzusehen ist, trotzdem mussen beide der Kategorie HS zugeordnet
werden. Letztlich heil3t dies, dass es sehr wahrscheinlich auch innerhalb der Kategorien noch Wirkstarkenunterschiede gibt. Diese Unterschiede fuhren dazu,
dass ahnliche Inhaltsstoffe jeweils relativ zueinander in Bezug gesetzt werden sollten.

* Zusatzlich Ergebnisse aus dem MUSST
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Substanz CAS-Nr. Gruppe (Subgruppe) Kategorie1 Relevanz Anmerkung | Vorhandene in vitro Tests
N-Aminoethyl-piperazin | 140-31-8 | Harter (cycloaliph.) u 2/1/n=65
(AEP)

3-Cyclohexyl- 3312-60-5 | Harter (cycloaliph.) u 2/1/n=65
aminopropylamin

N-cyanethyliertes 93941-62- | Harter (sonstige) u 2/1/n=65
Trimethylhexa- 9

methylendiamin

m-Xylylendiamin 73050-11- | Harter (sonstige) u 2/1/n=65
/Acrylonitril Adduct 0

1,10-Diamino- 2997-01-5 | Harter (sonstige) u 2/1/n=65
4,7,dioxadecan

2,4,6-Tris(dimethyl- 90-72-2 Harter (Phenole) u 2/1/n=65

aminomethyl)phenol

B5S




Kennziffer FP-0324, Teilprojekt 5.1a ,Beschreibung der durchgefiihrten in vitro Testung“, FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

Tabelle 2.  Phthalsdureanhydride (Harter, heil3hartender Epoxidharzsysteme)
Substanz CAS-Nr. Gruppe Kategorie | Relevanz® | Anmerkung | Vorhandene in vitro Tests
(Subgruppe) >
TESTREIHE 2: Testvorschlag DPRA und h-CLAT DPRA KeratinoSens™ | h-CLAT & MUSST
Phthalsdureanhydrid | 85-44-9 Sdureanhydride | HS = SHS | 3/3 Referenz Gerberick, Bauch 2011 Bauch 2011
2004b Natsch 2009
Tetrahydro- 85-43-9 Saureanhydride | HS 1/3
phthalsaureanhydrid
Hexahydro- 85-42-7 Saureanhydride | HS 1/3
phthalsaureanhydrid
Methyltetrahydro- 11070-44-3 | Saureanhydride | U 1/3
phthalsaureanhydrid
Methylhexahydro- 25550-51-0 | Sdureanhydride | U 1/3
phthalsaureanhydrid

® Stand Zuordnung 3.12.2012

® Siehe FuRnote 2. Jedoch keine GISBAU Auswertung, da die Saureanhydride als Harter heil3hartender Systeme im Baugewerbe praktisch nicht vorkommen.
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Tabelle 3.  Reaktivverdinner
Substanz CAS-Nr. Gruppe Kategorie’ | Relevanz® Anmerkung Vorhandene in vitro Tests
(Subgruppe)
TESTREIHE 3: Testvorschlag DPRA und KeratinoSens™ DPRA KeratinoSens™ | h-CLAT
Butyl-GE 2426-08-6 RV (GE) GMS 3/1/n=0 Referenz Emter, 2010 Delaine 2009 Nukada
Niklasson, 2009 | Natsch 2009 2009;
Natsch 2009 Emter 2010 FP-0324
(2Ethylhexyl-GE) | 2461156 |RV(GE) | v 3/1/n=33 | REACH2013
p-tert-Butylphenol-GE 3101-60-8 | RV (GE) u 2/1/n=54 REACH2013
C12/C14-Mono-GE | 68609-97-2 | RV (GE) | Usems |1ammass | FP-0324 FP-0324
Phenyl-GE 122-60-1 RV (GE) HS 2/1/n=0 Referenz Niklasson, 2009 | Delaine 2009 FP-0324
FP-0324
Isomerengemisch 26447-14-3 | RV (GE) HS 3/3/n=24 Referenz
Kresyl-GE
o-Kreslyglycidylether® 2210-79-9 RV (GE) HS FP-0324
1,4-Butanol-DGE 2425-79-8 RV (DGE) HS 1/1/n=29 Referenz FP-0324 FP-0324
Neopentylglykol-DGE 17557-23-2 | RV (DGE) u 3/1/n=26 FP-0324 FP-0324
1,6-Hexandiol-DGE 16096-31-4 | RV (DGE) HS 1/1/n=321 FP-0324 FP-0324
Dipropylenglykol-DGE 41638-13-5 | RV (DGE) u 3/1/n=15
Polypropylenglykol- 26142-30-3 | RV (DGE) u - FP-0324 FP-0324
DGE3

" Stand Zuordnung 3.12.2012; Detaillierte Besprechung der Ergebnisse der projektspezifischen in vitro Testung siehe Teilbericht 5.3.

8 Siehe FuRnote 2.

o Urspriinglich nicht fur die Testung vorgesehen (Details siehe unten)
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Substanz CAS-Nr. Gruppe Kategorie’ | Relevanz® Anmerkung Vorhandene in vitro Tests
(Subgruppe)
Trimethylolpropan-TGE | 30499-70-8 | RV (TGE) U—> HS 3/1/n=26 FP-0324 FP-0324
Cyclohexandimethanol- | 17351-75-6 | RV (sonstige) | U 3/3/n=0 In
divinylether Ursprungsliste
Cyclohexandimethanol- | 14228-73-0 | RV (DGE) u Nicht nicht eindeutig FP-0324 FP-0324
S benannt
diglycidylether bewertet

FP-0324: diese Inhaltsstoffe sind Teil der in diesem Projekt durchgefihrten in vitro Testung, siehe auch
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Wadrden fur alle aufgefuhrten Epoxidharzinhaltsstoffe jeweils zwei Tests durchgefihrt
werden, ergdben sich insgesamt 64 in vitro Testungen. Dies war im vorliegenden
Rahmen des Projekts nicht umsetzbar.

Nach Einbezug der Angaben zur Verwendungshéaufigkeit der Deutschen Bauchemie
(September 2011 und Juni 2012; siehe auch Teilbericht 5.2, Abschnitt 1) wurde die
Testung als ,proof-of-principle® zunachst nur an Inhaltsstoffen aus der Gruppe der
Reaktivverdinner durchgefihrt. Die im Vergleich zu oben leicht verdnderte Testreihe

ist in Tabelle 4 zu sehen.

Tabelle 4. Finale Liste der fur die in vitro Testung vorgesehenen
Epoxidharzinhaltsstoffe
Substanz CAS-Nr. Gruppe KeratinoSens | h-CLAT Kategorie1 Anmerkung
(Subgruppe) | sypstanz Nr. Substanz Nr.
Butyl-GE 2426-08-6 RV (GE) - 1 GMS Referenz
(2-Ethylhexyl-GE) 2461-15-6 | RV (GE) - - U REACH2013
p-tert-Butylphenol-GE | 3101-60-8 RV (GE) - - U REACH2013
C12/C14-Mono-GE 68609-97-2 RV (GE) 1 2 U -> GMS
Phenyl-GE 122-60-1 RV (GE) 2 3 HS Referenz
o-Kresylglycidylether 2210-79-9 RV (GE) - 4 HS Referenz
1,4-Butanol-DGE 2425-79-8 RV (DGE) 3 5 HS Referenz
Neopentylglykol-DGE 17557-23-2 | RV (DGE) 4 6 U
1,6-Hexandiol-DGE 16096-31-4 RV (DGE) 5 7 U—>HS
Polypropylenglykol- 26142-30-3 | RV (DGE) 6 8 U Nachdem Di-
DGE PG-DGE
nicht erhalt-
lich war
Trimethylolpropan- 30499-70-8 | RV (TGE) 7 9 U
TGE
Cyclohexandimethanol | 17351-75-6 | RV (sonstige) | - - u In
-divinylether Ursprungs-
liste nicht
Cyclohexandimethanol | 14228-73-0 | RV (DGE) 8 10 U I_S € nlc'
L eindeutig
-diglycidylether
benannt

1: Stand der Zuordnung vor Durchfiihrung der in vitro Testung
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Die Veranderungen ergaben sich, da die vorgesehenen Testsubstanzen teilweise
nicht kauflich zu erwerben waren und dementsprechend auf andere Inhaltsstoffe
zuruckgegriffen wurde. Zudem wurde aufgrund von Beschrankungen im verfligbaren
Testrahmen nur eine Auswahl der Reaktivverdiinner tiberpriift.’® Die erzielten
Ergebnisse sind jeweils bei dem betreffenden Inhaltsstoff aufgefiihrt und werden im
Teilbericht 5.3 ,Bewertung”, Abschnitt 1.4 diskutiert.

2 Beschreibung der angewandten Tests

2.1 KeratinoSens™

Die grundsatzliche Beschreibung der Testmethode findet sich in Teilprojekt 5.1,
Abschnitt 1.3.3.2. Das Testprotokoll und der finale Bericht des Testlabors sind im
Anhang 1 und Anhang 2 abgelegt.

2.2 h-CLAT

Die grundsatzliche Beschreibung der Testmethode findet sich in Teilprojekt 5.1,
Abschnitt 1.3.4.2. Der finale Bericht des Testlabors ist im Anhang 3 abgelegt.

% Unser Dank gilt dem Kooperationspartner Prof. Dr. Geier und Herrn Prof. Dr. Vohr, die bei der
Beschaffung der Testmaterialien behilflich waren, sowie Herrn Prof. Dr. Vohr (h-CLAT) und Dr. Natsch
(KeratinoSens™) fir die Durchfiihrung der Testung als nicht kommerziell kalkulierter
Forschungsaufwand.

B 10



CAD:/
1 VI

Forschungs- und Beratungsinstitut
Gefahrstoffe GmbH

Forschungsvorhaben

Ranking von Stoffen in Epoxidharzsystemen
aufgrund ihrer sensibilisierenden Wirkstarke

gefordert aus Mitteln des Forschungsfonds der Deutschen Gesetzlichen
Unfallversicherung (DGUV)

Kennziffer FP-0324

Teilprojekt 5.2

Datenanalyse zur sensibilisierenden Wirkstarke von Einzelstoffen
aus Epoxidharzsystemen

Dezember 2012

Endbericht

Bearbeitung:

Dr. Karin Heine, Dr. Fritz Kalberlah, Dr. Martin Hassauer
Forschungs- und Beratungsinstitut Gefahrstoffe GmbH (FoBIiG)
Klarastr. 63, 79106 Freiburg



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

Inhaltsverzeichnis
1 Expertenbefragung beziiglich Relevanz der einzelnen Inhaltsstoffe ....... C3
3 I o {101 =] o 1] o SRR C3
1.2 EFQEDINIS .ot eeaaaaaa C4
1.3 Diskussion und Schlussfolgerung........cccccevvvveeiiiiiiii e C 10
1.3.1 Neue INhaltSStoffe .......oouuueeiiiiiie e C 10
1.3.2 Widerspruchliche Ergebnisse aus unterschiedlichen
INAUSTIEZWEIGEN ... c1
1.3.3 Mengenangaben der Deutschen Bauchemie zur Verwendung
bestimmter InhaltsStoffe ... C1l1
2 StoffdatenanalySe .......ooveeiiiiii e C15
2.1 HINEIrgrUNG ... oot e e e e e e e e eeanenns C15
2.2 EFQEDNIS ..o C15
2.2.1 EP-HAIZE.....ce s C 16
2.2.2 Harter, aromatische AMINe ..., C 27
2.2.3 Harter, aliphatische AMINe: ..........uviiiii i C 28
2.2.4 Harter, cycloaliphatische Polyamine: ..........cccccoovveeeeiiiieeiiiieennn. C 45
2.2.5 HAIMEr, SONSUJE ...cciiiiiiiiiiee e Ch1
2.2.6 SAUreannYdride..........uuuiiiiee i C55
2.2.7 TertiAre AMINE....coiiiiiiiiiiie et C 62
2.2.8 Phenole.........oooo C 62
2.2.9 ReaKUiVVerdUNNEr ..........iiiiiiiiieiiiiiee e C 64
2.2.10 Neue Substanzen aus Expertenbefragung ...........ccccevvvvvvvvnnnnnnn. c81
2.3 Diskussion und Schlussfolgerung.........ooooeuuiiiiiiniieiieeeceee e c84
2.3.1 DaAtenlage.....cceceeeeeeeeeiiee e C 84
3 ADKUrZUNGEN/GIOSSA ... C 90
4 Proteinbindungsreaktion — mechanistische Domanen............................ C 92
5 LT = LU PSPPI C94

c2



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

1 Expertenbefragung bezlglich Relevanz der einzelnen
Inhaltsstoffe

1.1 Hintergrund
- Datenherkunft

Die zu bewertenden Substanzen entstammen aus einer Liste des Gefahrstoff-
informationssystems der Berufsgenossenschaft der Bauwirtschaft (GISBAU) fur
Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen. Zunachst wurden solche Substanzen fir eine
Bewertung vorgesehen, fir die eine Hersteller-Einstufung als hautsensibilisierendes
Agens vorliegt (d.h. der R43 vergeben ist). Genannt waren zunéchst 50 Inhaltsstoffe
(vgl. Tabelle 1).

2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol* war bisher nicht als sensibilisierend
gekennzeichnet. Die Substanz wurde aber innerhalb der Registrierung gemaf
Verordnung EG Nr. 1907/2006 (REACH) von der herstellenden Industrie in die
Kategorie 1B fur hautsensibilisierende Eigenschaften eingeordnet und der
Gefahrenhinweis H317 vergeben.

Die letzten 7 Substanzen? der generierten Gesamtliste wurden innerhalb der Abfrage
bezuglich der Relevanz von Inhaltsstoffen fir die Industrie neu genannt (Details
siehe Tabelle 2).

Insgesamt stehen nun 58 identifizierte Inhaltsstoffe zur Bewertung. Bei der Auswabhl
ist zu bedenken, dass diese zunadchst nur auf Grund der Relevanz in der
Bauwirtschaft erfolgte und andere Branchen nicht explizit einbezieht.

— Expertenbefragung

Deshalb wurde eine Abfrage bei Fachleuten aus Industrie und Behérden mit dem Ziel
durchgefiuhrt, Inhaltsstoffe von Epoxidharzkomponenten zu identifizieren, die
entweder von grol3er Bedeutung fur die jeweiligen Industriezweige (inkl. anderer
Branchen aufler der Bauwirtschaft) sind oder aber deren Verwendung
zurickgegangen ist, sodass kaum noch Exposition gegentber den jeweiligen
Inhaltsstoffen anzunehmen ist. Eine grobe Abschétzung der Verbreitung eines
bestimmten Inhaltsstoffes kann auch anhand der Anzahl der Nennungen eines
Inhaltsstoffes in Sicherheitsdatenblattern von Epoxidharzprodukten erfolgen (ersicht-
lich in GISBAU Gesamtliste der Epoxidharzinhaltsstoffe). Diese grobe Schatzung
sollte durch die Expertise der verschiedenen Fachbereiche erweitert werden, um die
relevanten Stoffe zu identifizieren. Zur Durchfihrung dieser Bewertung wurden drei
Relevanzkategorien eingefiihrt. Diese decken den Bereich von ,relevant/sehr héaufig
verwendet® (Kategorie 1), Uber ,maRig relevant/selten verwendet* (Kategorie 2) bis
hin zu ,nicht relevant/nicht verwendet” (Kategorie 3) ab. Auf dieser Grundlage sollten
Substanzen ohne relevante Verwendung (d.h. Kategorie 3) von der Gesamtliste
gestrichen werden, um den Fokus auf die Inhaltsstoffe von Belang zu richten.

! Substanz unterhalb der einfach gezackten Linie in Tabelle 1.
? Substanzen unterhalb der doppelten gezackten Linie in Tabelle 1.

C3



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

- Zusatzinformation der Deutschen Bauchemie

In der zweiten Begleitkreissitzung wurde von den Auftragnehmern nochmals darauf
hingewiesen, dass ein Hinweis auf die industriell und gewerblich angewandten
Inhaltsstoffmengen wichtig ware, um die Pravalenz (Haufigkeit der humanen
Beobachtungen) besser in Relation mit der sensibilisierenden Wirkstarke des
jeweiligen Inhaltsstoffes zu setzen. Die Vertretung der Deutschen Bauchemie sagte
zu, nochmals einen Versuch zu unternehmen, die gewlnschte Mengenzuordnung
durchzufiihren (Ergebnis siehe Tabelle 2).

1.2 Ergebnis

Ausgehend von der zu bearbeitenden Liste wurde den unterschiedlichen Vertretern
der Industrie, deren Verbanden und Berufsgenossenschaften, sowie einer
Arbeitsgruppe des Bundesministeriums fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)
und der Osterreichischen Allgemeinen Unfallversicherungsanstalt (AUVA), eine
Stoffliste mit Namen und CAS Nr. der jeweiligen Inhaltsstoffe zur Verfiigung gestellt.
Dies war verbunden mit der Bitte, die Relevanz und die sensibilisierende Wirkstarke
der aufgefuhrten Substanzen, zu beurteilen. Bis Anfang November 2011 gingen
insgesamt acht Meldungen ein. Die erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Die Vertreter der Berufsgenossenschaft Rohstoffe und chemische Industrie (BG RCI)
berichteten nach Auswertung der MEGA-Datenbank, dass keine Messwerte fur die
fraglichen Listenstoffe gefunden wurden und schlussfolgerten, dass diese Stoffe im
Bereich der Chemischen Industrie bisher keine Rolle gespielt haben.

In der Spalte mit dem Titel ,Gesamtauswertung” ist eine Relevanzkategorie
aufgefuhrt, wenn alle Bewerter dieses Inhaltsstoffes eine einheitliche Meinung
aulRerten. Auf diese Weise konnten 12 Inhaltsstoffe identifiziert werden, die von allen
als relevant (Kategorie 1) angesehen wurde. Eine (1) Substanz wurde durchgangig
nur als mafig relevant betrachtet. Jedoch konnte auf Basis dieser Betrachtung kein
Konsens beziglich irrelevanter Inhaltsstoffe gefunden werden, sodass eine
Eingrenzung der zu bewertenden Liste nicht moglich war. Die Kategorie 3 (nicht
relevant) wurde von den unterschiedlichen Bewertern zwischen 0 und 39-mal
genannt. Die Nennung der Kategorie 2 erfolgte in den unterschiedlichen
Bewertungen zwischen 0 und 17-mal. Und die Kategorie 1 wurde von den 5
Bewertern, die die Inhaltsstoffliste durchgangig eingestuft haben, zwischen 10 und
42-mal vergeben.
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Tabelle 1. Relevanz von Inhaltsstoffen aus Epoxidharzkomponenten (Zusammenfassung — Ergebnisse der Expertenbefragung)

Substanz CAS Nr. BAuA | Honeywell | Huntsman | AUVA BGETEM | Henkel Deutsche Gesamt-
(Flooring) | Bauchemie | guswertung

EP-Harze

Bisphenol A-Harze 025068-38-6 1 1 1 1

Reaktionsprodukt Bisphenol A 25085-99-8 1 1 1

Epichlorhydrin

Bisphenol A-Epichlorhydrin MW 340 | 001675-54-3 1 1 3

Bisphenol F-Harze 009003-36-5 1 1 1 1

Bisphenol-F-Epichlorhydrin 028064-14-4 1 1 1

Harter

Harter, aromatische Amine 1

4,4'-Diaminodiphenylmethan 000101-77-9 1 3 3 3

Harter, aliphatische Amine:

Ethylendiamin (1,2-Diamonethan, 000107-15-3 1 2 3

auch als Hydrochlorid)

Diethylentriamin (2,2'- 000111-40-0 1 2 3

iminodi(ethylamine))

Dipropylentriamin 000056-18-8 1 2 3

Trimethylhexamethylendiamin (TMD, | 025620-58-0 1 1 3

TMDA)

Triethylentetramin 000112-24-3 1 3

N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan 000109-55-7 2 3

(Dimethylaminopropylamine)

Tetraethylenpentamin 000112-57-2 2 3

Pentaethylenhexamin (3,6,9,12- 004067-16-7 2 3

tetraazatetradecamethylenediamine)

Polyethylenpolyamin 068131-73-7 1 3 3

Polyethylenamine 026336-38-9 1 2 3
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Substanz CAS Nr. BAuA | Honeywell | Huntsman | AUVA BGETEM | Henkel Deutsche Gesamt-
(Flooring) | Bauchemie | guswertung

Harter, cycloaliphatische

Polyamine:

4,4'-Diaminocyclohexylmethan (4,4'- | 001761-71-3 1 2 3

Methylen-bis(cyclohexylamin))

Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)- 136210-32-7 1 2 3

ethylamino)-3-methyl-

cyclohexyl)methane

N-Aminoethylpiperazin, 2-Piperazin- | 000140-31-8 1 1 1 1

1-ylamin

Isophorondiamin (IPD), 3- 002855-13-2 1 1 1 1

Aminomethyl-3,5,5-

trimethylcyclohexylamin

3-Cyclohexyl-aminopropylamin 003312-60-5 1 3 3

1,2-Diaminocyclohexan (DCH) 000694-83-7 2 2 2

Harter, sonstige

N-cyanethyliertes 093941-62-9 2 3 3

Trimethylhexamethylendiamin

m-Xylidendiamin (Xylylendiamin, 001477-55-0 1 1 1 1

MXDA)

m-Xylylendiamin / Acrylonitril Adduct | 73050-11-0 2 3 3

N-(2-Aminoethyl)-3-amino- 001760-24-3 2 2 3

propyltrimethoxysilan

1,10-Diamino-4,7,dioxadecan 002997-01-5 2 3 3

(Polyoxyalkylenamin)

Harter, Polyaminaddukte:

Harter, Polyaminoamide: 2

Harter, Mannichbasen: 2

Saureanhydride 2
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Substanz CAS Nr. BAuA | Honeywell | Huntsman | AUVA BGETEM | Henkel Deutsche Gesamt-
(Flooring) | Bauchemie | guswertung

Phthalsdureanhydrid 000085-44-9 1 2 3 3 3

Tetrahydrophthalsdureanhydrid 000085-43-8 1 2 1 3 3

Hexahydophthalsaureanhydrid 000085-42-7 1 2 1 3 3

Methyltetrahydrophthalsaureanhydrid | 011070-44-3 1 2 1 3 3

Methylhexahydrophthalsédureanhydrid | 025550-51-0 1 1 3 3

tertidre Amine

3-((6-Aminotrimethyl- 093941-62-9 | siehe siehe siehe siehe siehe siehe oben siehe oben

hexyl)amino)propionitril oben oben oben oben oben

Phenole

tert-Butylphenol 000098-54-4 1 1 1 2 1

Bispenol A 000080-05-7 1 1 1 2 1

Sauren

Reaktivverdinner

Butyl-glycidylether 002426-08-6 1 1 3 3 1

1,4-Butandiol-diglycidylether 002425-79-8 1 1 1 3 1

Neopentylglykol-diglycidylether 017557-23-2 2 1 3 3 1

2-Ethylhexylglycidylether 002461-15-6 1 1 3 3 1

1,6-Hexandiol-diglycidylether 016096-31-4 1 1 1 1 1 1

Versaticsaureglycidylester (z.B. 026761-45-5 1 1 2 3 1

Cardura E 10) 2,3-Epoxypropyl

neodecanoat

Trimethylolpropan-triglycidylether 030499-70-8 1 1 1

C12/C14-Monoglycidylether 068609-97-2 1 1 1 1 1 1

Polypropylenglykoldiglycidylether (= 1 1 2 3 1

Polyoxy-propylen-diglycidylether) 026142-30-3
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Substanz CAS Nr. BAuA | Honeywell | Huntsman | AUVA BGETEM | Henkel Deutsche Gesamt-
(Flooring) | Bauchemie | guswertung

Polypropylene glycol 1 2 3

chloromethyloxirane polymer 009072-62-2

Dipropylene glycol diglycidyl ether 041638-13-5 1 3 3

Cyclohexandimethanol- 017351-75-6 1 3 3 3

diglycidyl(divinyl)ether

p-tert.-Butylphenol-monoglycidylether | 003101-60-8 1 2 3

(p-tert-Butylphenylglycidylether)

Phenylglycidylether 000122-60-1 1 2 3

o-Kresylglycidylether 002210-79-9 1 2 3 3

Kresylglycidylether, 026447-14-3 1 3 3 3

Isomerengemisch

2,4,6-Tris(dimethyl- 000090-72-2 1 1 3

aminomethyl)phenol

Poly[oxy(methyl-I,2-ethanediyl)], ?-(2- 9046-10-0 1

aminomethylethyl)-?-(2-

aminomethylethoxy)-

PolyPropylenEthyleneDiamin

,12-Octadecadienoic acid (9Z,127)-, 1

dimer, polymer with N-(2-

aminoethyl)-1,2-ethanediamine 37189-83-6

2,2'-dimethyl- 6864-37-5 1

4,4’'methylenebis(cyclohexylamine)

Polyaminoamido- imidazolines 1

Asparaginsaureester 2

Bisphenol-F-Epoxidharz 55492-52-9 1 1

Kategorie 1 (hellblaue Markierung): relevant/Haufig verwendet; Kategorie 2 (hellrote Markierung): mafig relevant/selten verwendet; Kategorie 3 (hellorange Markierung): nicht

relevant/nicht verwendet; graue Markierung: Hinweis auf Doppelnennung desselben Inhaltsstoffes
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Tabelle 2. Eingesetzte Mengen einzelner Epoxidharzinhaltsstoffe laut
Deutscher Bauchemie
%_ DEUTSCHE
I~IBAUCHEMIE
Ifd. Nr. |Substanz Oberflachenschutz
(Bau)
1 Epoxidharz (Bisphenol A) +
2 |Cycioaliphatisches Epoxidharz -
3 Ethylendiamin-di-HCI -
4 | Diethylentriamin 0
5 | Trethylentetramin 8]
6 |Hexamethylentetramin 0
7 |4 4 Diaminodiphenylimethan -
8 |Isophorondiamin +
9 | Phenyiglycidylether -
10 | Butylglycidylether -
11 | Epoxidharz (Bisphenol F) +
12 | m-Rylilendiamin +
Trimethylhexan-1,6-diamin
13 |(Isomerengemisch) 0
14 | N-Aminoethylpiperazin 0
15 | Dipropylentriamin -
16 | Trethylenglycoldiamin 0
17 |2 4 6-Tri-{(dimethylaminomethyl)phenol 0
18 | Aminoethylethanolamin -
19 |4.4-Methylenbis{cyclohexylamin) D
20 |1.4-Butandioldiglycidylether +
21 |1,6-Hexandioldiglycidylether +
22 | C12/C14-Alkylglycidylether +
23 | Versaticsaureglycidylester +
24 | Taimethylolpropantrighycidylether 8]
25 |p-tert-Butylphenylglycidylether 0
26 | 1,2-Diaminocyclohexan (isomerengemisch) 0

Agenda: eingesetzie Menge += viel

0 =wenig
— = sehr wenig/gar nicht
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1.3 Diskussion und Schlussfolgerung

1.3.1 Neue Inhaltsstoffe

Fur die letzten 7 Substanzen der Liste (unterhalb der doppelten gezackten Linie in
Tabelle 1)

o Poly[oxy(methyl-1,2-ethanediyl)], ?-(2-aminomethylethyl)-?-(2-aminomethyl-
ethoxy), CAS Nr.: 9046-10-0 (Jeffamine D xxx. Polyoxyproylendiamin)

o PolyPropylenEthyleneDiamin (Jeffamine ED);

o 12-Octadecadienoic acid (92,12Z7)-, dimer, polymer with N-(2-aminoethyl)-1,2-
ethanediamine, CAS Nr.: 37189-83-6 (Polyamidoamine Versamid Xxxx);

o 2,2’-dimethyl-4,4'methylenebis(cyclohexylamine), CAS Nr.: 6864-37-5 (Laromin
C260);

. Polyaminoamido- imidazolines (Versamid 140. Untergruppe);
o Asparaginsaureester und

o Bisphenol-F-Epoxidharz, CAS Nr.: 55492-52-9

wurde zunachst keine systematische Datenerhebung durchgefihrt.

Die genannten Substanzen wurden nicht von Anfang an in der zu bewertenden
Ausgangsliste aufgefuhrt, da sie das Kriterium der Einstufung als sensibilisierend
nicht erfullen. Diese Substanzen spielen jedoch teilweise durchaus eine Rolle in
Epoxidharzsystemen. Dies geht aus der Anzahl der Nennung in
Sicherheitsdatenblattern hervor (z.B. Jeffamin D230). Es kdnnte allerdings sein, dass
wie im Fall des Laromin C260 eine korrosive Wirkung dazu fuhrte, eine
sensibilisierende Wirkung nicht ndher zu untersuchen und die Substanz auch nicht
als hautsensibilisierend einzustufen. Funf der sieben neuen Stoffe wurden von der
BAUA genannt und auch die Deutsche Bauchemie nennt einen der ,BAuA“-Stoffe
(CAS Nr. 9046-10-0). Die Firma Henkel (Bereich Flooring) nennt ein weiteres
Bisphenol-F-Epoxidharz mit CAS Nr. 55492-52-9. Nach Informationen von Herrn
Prof. Geier und Herrn Dr. Lessmann bezeichnet dies ein bestimmtes Isomer des
Bisphenol-F-diglycidylethers, namlich 0,0'-DGEBF. Die bereits bertcksichtigte CAS
Nr. 9003-36-5 (ohne nadhere Definition) steht flir Epoxidharze "aus der Umsetzung
von Phenol, Formaldehyd und Epichlorhydrin®. Laut Dr. Lessmann kann, je nach
Reaktionsbedingungen, durchaus ein Anteil an o0,0'-Isomer enthalten sein; dies ist
jedoch nicht zwingend der Fall. Es sollte in Betracht gezogen werden, die Suche
nach Literatur und die Bewertung auf beide CAS Nr. auszudehnen.

Die Bewertung der AUVA erfolgte schriftlich per E-Mail und wurde in die Relevanz-
kategorien ,Ubersetzt”. Nach Auswertung von 26 Sicherheitsdatenblattern wurde mit-
geteilt, dass Bisphenol A Harze (CAS Nr. 25068-38-6) und C12/C14 Monoglycidyl-
ether (CAS Nr. 68609-97-2) besonders haufig gefunden wurden. Zudem konnte in
einem Produkt eines Lackherstellers ein Asparaginsaureester als Bestandteil mit
sensibilisierender Wirkstarke identifiziert werden. Die zundchst verwendete CAS Nr.
123-86-4 steht jedoch fur n-Butylacetat. Die definitive Substanzidentitat konnte nicht
geklart werden.
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Die erganzten Substanzen wurden im Rahmen des 2. Begleitkreistreffens (April
2012) zum Projekt nochmals zur Diskussion gestellt und ein Beschluss uber das
Ausfuhren einer detaillierten Einzelstoffbewertung wurde getroffen.

Eine abschlieRende Stellungnahme fir die Bewertung der 7 fraglichen Substanzen
innerhalb des Projekts findet sich im Abschnitt 2.2.10.

1.3.2 Widersprichliche Ergebnisse aus unterschiedlichen
Industriezweigen

Die Bewertung von 4,4-Diaminophenylmethan (MDA) als ,sehr relevant® scheint
beispielsweise fraglich. Die Substanz ist auf der Kandidatenliste der ,substances of
very high concern* (SVHC; dies sind beispielsweise CMR-Stoffe oder Substanzen,
die die Umwelt maRR3geblich gefahrden (PBT/ vPvB)), die schrittweise in den Anhang
XIV, dem Verzeichnis der zulassungspflichtigen Stoffe, gemaf} der europaischen
Chemikaliengesetzgebung tbergeht. Eine weitere Verwendung des Inhaltsstoffes ist
nur mit einer Zulassung moglich (REACH; EC, 2006). Wahrend verschiedene
Industriezweige die Verwendung also aufgrund dieser erhéhten Anspriche in Zukunft
nicht mehr als relevant erachten, bleibt der Inhaltsstoff bei einzelnen
Industrieeinschatzungen immer noch im Bereich der obersten Relevanzkategorie.

Allgemein werden niedermolekulare, aliphatische Amine aus Hartern von der
BGETEM, Henkel und auch der BAUA als malig oder sogar gar nicht relevant
bezeichnet. Ein moglicher Grund dafir wurde von der BAUA genannt: die genannten
Amine werden nie als Stoff an sich verwendet, sondern immer als Addukt mit einem
Epoxidharz. Diese Harze konnen jedoch noch freies Amin enthalten. Der
Handschuhhersteller Honeywell und die Deutsche Bauchemie befiirworten dagegen
eine Einstufung in die hochste Relevanzkategorie als sehr relevant und haufig
verwendet.

1.3.3 Mengenangaben der Deutschen Bauchemie zur Verwendung
bestimmter Inhaltsstoffe

Die bereits erwahnt, ist die Abschatzung der eingesetzten Mengen der zu
bewertenden Inhaltsstoffe von groRer Bedeutung, um die Ergebnisse von
Reihentestungen am Menschen zumindest semi-quantitativ auszuwerten (siehe
Teilbericht 5.4.1). Neben dem Versuch zumindest einen grobe Abschatzung der
Verwendungshaufigkeit tber die Anzahl der Nennungen in Sicherheitsdatenblattern
zu erlangen, wurde deswegen auch grolen Wert auf die zusatzliche
Mengenabschéatzung aus dem Baugewerbe gelegt. Zunéchst wurden die Angaben
der deutschen Bauchemie aus Tabelle 2 (Juni 2012) mit dem Ergebnis aus der
ersten Expertenbefragung (September 2011) verglichen. Weiterhin wurde die
Auswertung des IVDKs anhand der GISBAU Datenblatter (decken ebenfalls
Verwendung im Baugewerbe ab) den Aussagen der Deutschen Bauchemie
gegenuber gestellt (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3. Relevanz- und Mengenbewertung der Deutschen Bauchemie und Vergleich mit der Bewertung des IVDK anhand der
Information aus der GISBAU Datenbank

Lfd. | Zugeordnete | Ergebnis der Deutschen IVDK Bewertung anhand | GISBAU-SiDaBs | Kommentar
Nr. | CASNr. Bauchemie’ GISBAU Datenblattern’ N =3.692/

erste Juni 2012 davon 635

Experten- (Oberflachenschutz, nach 2005

befragung Bau)
1 25068-38-6 1 + nb, da ,obligater” 1754/364

Bestandteil von ES
2 5493-45-8 nb - nb, da nicht Bestandteil = Hexahydrophthalsaurediglycidylester
(90014-99-6) von FP 324 (Araldite CY 184)
3 107-15-3 1 - sehr selten 9/0
4 111-40-0 1 0 selten 65/10
5 112-24-3 1 v) hautig 138/21 , aber weniger haufig als 25620-58-0
L % / 8 &
6 100-97-0 nb 0 nb, da nicht Bestandteil
von FP 324

7 101-77-9 3 - Keine Rolle 6/0
8 2855-13-2 1 + Weit verbreitet 1009/165
9 122-60-1 1 - Keine Rolle 0/0
10 2426-08-6 1 - Keine Rolle 0/0
11 9003-36-5 1 + nb, da fast ,,obligater” 591/155 plus 165/23 fiir CAS 28064-14-4
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13 ZZ;S_;_O i ///////////////////// %% 320/.:7
14 14?'3_1'8 1 /////////////////// ////////////// 1;5 =
. 90_7_2_2_ 1b } R
s /

1: relevant/hdufig verwendet, 3: nicht relevant/nicht verwendet, nb: nicht bewertungsrelevant, da nicht in Projektliste enthalten; eingesetzte Mengen: +: viel, 0: wenig, -: sehr
wenig/gar nicht

2: IVDK-Kategoriezuordnung: sehr weit verbreitet, sehr haufig = Nennung in > 350 SiDaBs; weit verbreitet, haufig = Nennung in 100-350 SiDaBs; selten = Nennung in 10-100
SiDaBs; sehr selten, spielt keine Rolle = Nennung in < 10 SiDaBs, nb: nicht bewertet
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Bei den Angaben von Juni 2012 sind einige Substanzen gelistet (Ifd Nr. 2, 6, 16, 18,
grau hinterlegt in Tabelle 3), die bisher nicht Gegenstand des vorliegenden Projekts
sind (d.h. diese Inhaltsstoffe waren nicht in der urspringlichen Bewertungsliste
aufgefuihrt und wurden nicht bis zur Frist vor dem zweiten Begleitkreistreffen
nachgemeldet). Fir diese Substanzen werden keine substanzspezifischen
Auswertungen bzw. Wirkstarkeneinordnungen getroffen.

Beim Vergleich der Aussage bezluglich der Relevanz einzelner Inhaltsstoffe
(Auswertung September 2011) und der mengenmaéalRigen Verwendung (Auswertung
Juni 2012) finden sich teilweise grof3e Unterschiede (Bsp. Substanz Nr. 15). Bei der
Gegentuberstellung der Daten zwischen der Auswertung im Juni 2012 und der IVDK
Auswertung zeigt sich insgesamt eine gute Ubereinstimmung der Daten.

Einzig bei den Nummern 5, 13, 14, 17 und 20 (straffiert hinterlegt) gibt es
Diskrepanzen zwischen den Angaben zur Haufigkeit von der Deutschen Bauchemie
und der Nennung in den GISBAU-Sicherheitsdatenblattern. Eine Erklarung hierfur
liegt nicht vor. Es bleibt anzumerken, dass sowohl die Einschatzungen aus dem
Baugewerbe, als auch die Auswertung der GISBAU Datenbank eher grobe
Schatzungen sind. Sie liefern kein exaktes Bild von der quantitativen Verbreitung der
einzelnen Komponenten, die Tonnagen der einzelnen Produkte auf dem Markt
bleiben weiter unbekannt. Diese semi-quantitativen Angaben werden mit grofer
Vorsicht im Teilbericht 5.4.1 angewandt, um die Haufigkeit des Nachweises in
Allergietests unter dem Blickwinkel der Relevanz am Markt einzuordnen.
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2 Stoffdatenanalyse

2.1 Hintergrund

Die Suche nach vorhandenen Daten fur die zu bewertenden Inhaltsstoffe war auf
zwei Saulen gestitzt. Die Suche nach veroéffentlichter Literatur wurde einerseits

o substanzspezifisch und andererseits
o methodenorientiert
durchgefuhrt.

Bei der substanzspezifischen Suche wurde im Literatursuchportal PubMed (NLM,
2012) zunachst nach Artikeln, die mit den Themen Allergie oder Sensibilisierung
verschlagwortet waren, gesucht (Suchworte: ,allergy OR allergic OR hypersensitiv*
OR sensitis* OR sensitiz*). Diese Suche wurde dann mit der jeweiligen
CAS-Nummer oder dem Namen der Substanz kombiniert. Aus den erzielten Treffern
wurde die relevante Literatur (d.h. Informationen zur sensibilisierenden Eigenschaft
der Substanz) bestellt und ausgewertet.

Bei der methodisch orientierten Suche wurde die einschlagige Literatur zur
Beschreibung der Testsysteme fiir sensibilisierende Substanzeigenschaften gesich-
tet und fur die Methodenbeschreibung ausgewertet. Wurden dabei Literaturstellen
identifiziert, die Daten zu den im vorliegenden Projekt zu bewertenden Substanzen
enthalten, so wurde diese in Bezug auf das mit dem jeweiligen Test erzielte Ergebnis
ausgewertet.

Neben der Literatursuche wurde ebenfalls die sogenannte ,Dissemination Database”
der Europaischen Chemikalienbehérde (ECHA) auf das Vorhandensein eines
Registrierungsdossiers fur den fraglichen Inhaltsstoff Gberpruft (ECHA, 2012). War
dies der Fall, wurden die darin berichteten Studienergebnisse mit Bezug zu
sensibilisierenden Eigenschaften einer Substanz gesichtet und ausgewertet.

Im Abschnitt 2.2 sind die gefundenen Daten jeweils pro Substanz aufgefihrt und mit
den entsprechenden Quellen versehen (Stand systematische Literatursuche
November 2011; bei einigen Substanzen updates bis November 2012).

Auf Ergebnisse aus der projektbezogenen in vitro Testung mit verschiedenen
Reaktivverdinnern wird an gegebener Stelle verwiesen.

2.2 Ergebnis

Anmerkung: Humanbefunde (,In vivo (Schritt A)*) werden hier nicht berichtet, da die
Bearbeitung durch den Informationsverbund Dermatologischer Kliniken (IVDK; Prof.
Geier) erfolgt (siehe eigenstandiger Teilbericht ,Literaturstudie Uber allergologische
Humanbefunde zu Inhaltsstoffen von Epoxidharzsystemen®; FP-0324, Teilprojekt
5.4.3).

Nachfolgend sind alle bisher ermittelten Ergebnisse aus in vivo (ohne Human-
befunde), in vitro oder in silico Experimenten jeweils substanzspezifisch in Kurzform
aufgelistet. Soweit mdglich, wurden, wie in Teilbericht 5.1 beschrieben, in silico
Anwendungen zur Bereitstellung von zusatzlichen Daten durchgefuhrt. Fiur alle
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Inhaltsstoffe mit verfigbarer Struktur (SMILES Code) wurden die Module TOXTREE,
sowie die QSAR Toolbox Modelle zur Proteinbindung (OECD und OASIS) und ggf.
der Metabolismus-Simulator angewandt. Letzteres nur, wenn keine direkte
Proteinreaktivitdt des Inhaltsstoffes gefunden wurde. Nicht jedes negative Ergebnis
(d.h. keine Aussage) wird substanzspezifisch explizit erwahnt. Steht fur einen
Inhaltsstoff ein SMILES zur Verfigung und in der Rubrik ,in silico (Schritt D)* wurde
.derzeit keine Information* vermerkt, so bedeutet dies, dass durch keines der oben
genannten Modelle eine Information tUber den moglichen Reaktivitatsmechanismus
bzw. moégliche Metaboliten des Inhaltsstoffes gefunden werden konnte.

2.2.1 EP-Harze

2.2.1.1 Generelle Anmerkung zu den genannten Epoxidharzen (als Inhalts-
stoffe)

Die zu bewertenden Epoxidharze im Projekt sind Reaktionsprodukte entweder aus
Bisphenol A oder Bisphenol F und Epichlorhydrin. Eine Ubersicht der jeweiligen
Grundstrukturen sind in Abbildung 1 bzw. Abbildung 2 gegeben und in Tabelle 4
finden sich unterschiedliche Testmaterialien, die den Harzen zugeordnet werden.

Abbildung 1.  Reaktionsprodukte aus Bisphenol A und Epichlorhydrin (Bisphenol A-
Harze)

Im einfachsten Fall liegt n=0 vor und somit der Bisphenol A Diglycidylether
(BADGE/DGEBA). Dessen Molekulargewicht liegt bei 340.

CH2 H2A

Abbildung 2.  Reaktionsprodukte aus Bisphenol F und Epichlorhydrin (Bisphenol F-
Harze)

Im einfachsten Fall liegt n=0 vor und somit der Bisphenol F Diglycidylether
(DGEBF). Das Molekulargewicht liegt bei 312.
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Tabelle 4. Ubersicht der als Testmaterial verwendeten Epoxidharze, deren
Handelsnamen und - soweit moglich - Aussagen zu deren
Molekulargewicht (MW)

Im Bericht Handelsname Generelle Substanzbeschreibung (teilweise

unter CAS Nr. aus SDS) und Schlussfolgerung
EPIKOTES828 Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und

25068-38-6 Epichlorhydrin; ,Liquid Epoxy resin®,

MW < 700
DER 331 = Bisphenol A-Diglycidylether Gemisch
verschiedener Langen
Destilliertes* DER 331 = Bisphenol A-Diglycidylether
DER 662 Festes Bisphenol A-Diglycidylether-Polymer
- da ,fest" ist MW >900 anzunehmen;
Quelle: Thorgeirsson und Fregert, 1977
EPON828 Flussiges Reaktionsprodukt aus Bisphenol A
und Epichlorhydrin
- da ,flussig” ist MW <900 anzunehmen;
Quelle: Thorgeirsson und Fregert, 1977
Epidian5 DGEBA-Polymer, keine weitere Information
Bisphenol A Harz = DGEBA Gemisch unterschiedlicher Langen
(,technisches Gemisch")
DGEBA Bisphenol A-Diglycidylether (MW 340)

1675-54-3 DGEBA destilliert* DGEBA
DER 332 ,High purity DGEBA"; Pures DGEBA hétte

~Epoxide equivalent weight* (EEW) von 170;
DER 332 hat EEW von max. 178
EPIKOTE862 Flussiges Reaktionsprodukt aus Bisphenol F

9003-36-5 und Epichlorhydrin
TK 12225/D (DGEBF- Keine weitere Information
Harz)

EPIKOTE 155 Polyglycidylether des Phenolformaldehyds
Novolac

Bisphenol F p,p‘-Di- Monomer (d.h. n = 0, CAS Nr. 2095-03-6) hat

glycidylether (DGEBF) MW 312

DER 354 Durchschnittlich n = 0,2 = d.h. MW ~ 345

DEN 438 Epoxy Novolac | Durchschnittlich n=1,6 < d.h. MW ~ 580

Resin

* Die Bedeutung der Aussage ,destilliert” ist aus Sicht der Autoren nicht eindeutig. Einerseits kdnnte sich dies auf
die Reduktion von Verunreinigungen in den untersuchten Reaktionsgemischen beziehen, andererseits eventuell
auch auf die Verwendung von DGEBA Gemischen kirzerer Lange.
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2.2.1.2 Bisphenol A-Harze 025068-38-6

Hersteller-Einstufung: 36/38-43-51/53

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH (EC, 2006) verfugbar.
— In vivo (Schritt B)

In einem Versuch an Hartley Meerschweinchen wurden die Tiere gemalR dem
GPMT-Protokoll mit Bisphenol A-Harzen unterschiedlichen Molekulargewichts (MW)
behandelt. Fiir einen schnellen Uberblick tiber die verwendeten Bedingungen und die
erzielten Ergebnisse sind diese nachfolgend tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 5. Bedingungen und Ergebnisse des GPMT nach Thorgeirsson und
Fregert, 1977

MW des Vehikel Intradermale | Topische | Ausldse- Ergebnis
untersuchten Induktion [% | Induktion | behandlung

; Anzahl | %
Epoxidharz (w/iv)]* [% (wWiv)]* | [% (wiv)]*
340 Aceton 5 5 1 20 100
350 Aceton 5 5 1 20 100
480 Aceton 7 7 1,4 17 85
900 Aceton 12,9 12,9 2,6 11 55
1280 Aceton 18,3 18,3 3,7 6 30
1850 MEK 26,4 26,4 53 0 0

MW: Molekulargewicht; MEK: Methylethylketon
* Es wurden jeweils &guimolare Konzentrationen der Epoxidharze mit unterschiedlichem MW verwendet.

Zusatzlich sind Ergebnisse Uber Kreuzreaktionen der unterschiedlichen Epoxidharze
berichtet (Thorgeirsson und Fregert, 1977; Ergebnisse sekundar zitiert in Wahlberg
und Boman, 1985; siehe ESR.006).

In einer Folgepublikation der Autorengruppe um Thorgeirsson wurden weitere
Ergebnisse, die mit dem GPMT fur die Bisphenol A-Harze unterschiedlichen
Molekulargewichts durchgefihrt wurden, berichtet.

Tabelle 6. Bedingungen und Ergebnisse des GPMT nach Thorgeirsson et al.,
1978

MW des Vehikel | Id. Topische | Auslose- Ergebnis

untersuchten Induktion | Induktion | behandlung Anzahl pos. | %
H 0, * 0, * 0, * .

Epoxidharz [% (wWiv)]* | [% (WIV)]* | [ (wiv)] / gesamt

340 Aceton 5 5 1&5 56/61 92

340 Aceton 0,5 0,5 1&5 10/15 67

624 Aceton 9,2 9,2 1,8&9,2 16/28 57

908 Aceton 13,5 13,5 2,7& 135 0/30 0

1192 Aceton 17,5 17,5 3,7&17,5 0/15 0

MW: Molekulargewicht; Id: intradermal; pos.: positive

* Ausgehend von der bekannten Eignung der intradermalen Induktion mit 5 % und der Auslésebehandlung mit 1
bzw. 5 % des MW340 Epoxidharzes wurden jeweils aquimolare Konzentrationen der Epoxidharze mit héheren
Molekulargewichten verwendet.
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Neben dem Standard-GPMT wurden von Thorgeirsson et al. (1978) die
sensibilisierenden Eigenschaften des Epoxidharzoligomers mit dem MW 340 in
Meerschweinchen mit Hilfe anderer Versuchsprotokolle untersucht. In der ersten
Versuchsserie wurden 10 Tiere durch topische Substanzapplikation sensibilisiert.
Hierzu erfolgte die Induktion durch zweimalige Patchapplikation (Tag O und Tag 3,
jeweils 24 h, okklusive) mit 20 % (w/v) der unverdinnten Testsubstanz. Die
Auslosebehandlung erfolgte nach zweiwdchiger Ruhephase auf die zuvor
unbehandelte Flanke wie im GPM Test beschrieben. Keines der so behandelten
Tiere zeigte eine positive Hautreaktion.

Die geschorenen Flanken der 17 Tiere aus der zweiten Serie wurden zundchst mit
10 % Natriumlaurylsulfat in Vaseline eingerieben. 24 Stunden spater erfolgte eine
Patchapplikation (20 % (w/v), 48 h, okklusive). Die Auslosebehandlung erfolgte wie
oben. Hier zeigte sich in 3 der 17 Tiere eine positive Reaktion (17,5 %). Wurde das
Sensibilisierungsprotokoll in denselben Tieren nochmals wiederholt, zeigte sich zum
Schluss bei 8 der 17 Tiere eine positive Hautreaktion (47 %).

Das dritte Sensibilisierungsprotokoll innerhalb der Publikation sah eine Induktion
durch eine einmalige intradermale Injektion vor. Es wurde 20 % (w/v) der
Testsubstanz in Aceton und mit Freund-Adjuvans injiziert. Die Auslosebehandlung
erfolgte nach einer zweiwdchigen Ruhephase wie im GPM Test beschrieben. Zum
Studienende zeigten 3 der 10 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion (30 %).

Zusatzlich wurden Ergebnisse Uber die Kreuzreaktivitdt der verschiedenen
Epoxidharzproben berichtet (GPMT -Protokoll; Thorgeirsson et al., 1978; Ergebnisse
sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985; siehe ESR.013).

Ein weiterer GPMT wurde unter Verwendung von mannlichen und weiblichen
Meerschweinchen des ,P“-Stammes durchgefiihrt. Die intradermale Induktions-
konzentration betrug 5 % der Prifsubstanz (zwei unterschiedliche Chargen von
EPIKOTES828, einem Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und Epichlorhydrin) in
Mais6l. Die topische Induktion wurde mit dem unverdinnten Testmaterial
durchgefiihrt und die epidermale Auslésebehandlung erfolgte mit 50 %. Es wurden
jeweils 20 Tiere in den Testgruppen verwendet. Im ersten Test starb nach
Applikation der Prufsubstanz ein Weibchen, im zweiten Test waren es sogar zwei
weibliche Tiere. Die Hautreaktionen wurden direkt nach dem Entfernen des
Okklusivverbandes bis hin zu 48 h danach bewertet. Die positiven Hautreaktionen
schwankten zwischen den Chargen und uber die Zeit zwischen 80 bis hin zu 100 %
(unveroffentlichter Studienbericht, 1978; siehe ESR.012).

In einem “Repeated Insult Patch Test” (RIPT) nach Maguire, der die
sensibilisierenden Eigenschaften von Ethylendiamin untersuchen sollte, wurde
DER 331 (Diglycidylether von 2,2-Di(p,p‘-hydroxyphenyl)propan, CAS Nr. 25085-99-8
bzw. 25068-38-6) als Positivkontrolle mitgefiihrt. An den untersuchten Hartley
Meerschweinchen erfolgte die intradermale Induktion 4-mal in 10 Tagen mit 10 %
DER 331 in einer 9:1 Lo6sung aus Dipropylenglykolmethylether (Dowanol-50B;
Dowanol DPM; CAS Nr. 34590-94-8) und Polyoxyethylen(20)- sorbitan- monooleat
(Tween® 80; CAS Nr. 9005-65-6). Bei der dritten Induktionsapplikation wurde
zusatzlich 0,2 ml Freund—Adjuvans appliziert. Nach 14-tdgiger Ruhepause erfolgte
die Auslosebehandlung. 9 der 10 getesteten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion
(Henck et al., 1980).
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In einem Meerschweinchentest nach Maguire wurde DER 331 untersucht. Die
verwendeten Hartley Meerschweinchen wurden zunachst intradermal und epikutan
4-mal innerhalb von 10 Tagen mit 10 % DER 331 in einer 9:1 Lésung aus Dowanol
DPM und Tween® 80 behandelt. Eine Induktionsapplikation mit Freund—Adjuvans
wird nicht erwahnt. Nach 14-tdgiger Ruhepause erfolgte die Auslosebehandlung. 11
der 17 getesteten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion (d.h. 65 %;
unverdoffentlichter Studienbericht, 1979; siehe ESR.008).

Ein anderer Studienbericht liefert nur wenige Details zur Versuchsdurchfiihrung. Die
gegebene Zusammenfassung besagt jedoch, dass die Prufsubstanz (10 % von
destilliertem DER 331) Meerschweinchen gemald dem Maguire-Protokoll verabreicht
wurde. Die Induktionsapplikationen wurden intradermal und epikutan verabreicht, die
spatere Auslosebehandlung erfolgte epikutan unter okklusiven Bedingungen. Das
verwendete Vehikel war eine 9:1 Lésung aus Dowanol DPM und Tween® 80. Eine
Induktionsapplikation mit Freund—Adjuvans wird nicht erwahnt. Zu Studienende
zeigten 11 der 14 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion (d.h. 78,5 %;
unveroffentlichter Studienbericht, 1979; siehe ESR.015).

Nach einem ahnlichen Versuchsschema wurde ein anderes kommerzielles Bisphenol
A-Epoxidharzprodukt gepruft. Bei 10 Hartley Meerschweinchen erfolgte die
epidermale Induktion unter okklusiven Bedingungen 4-mal in 10 Tagen mit 10 %
DER 662 (Bisphenol A-Diglycidylether-Polymer, festes Epoxidharz, CAS Nr. 25036-
25-3) in einer 9:1 Lésung aus Dowanol DPM und Tween® 80. Nach 14-tagiger
Ruhepause erfolgte die Auslésebehandlung. Keines der 10 Tiere zeigte eine positive
Reaktion. DER 331 wurde als Positivkontrolle verwendet. Hier konnten leichte bis
mittelschwere Hautreaktionen verzeichnet werden (unverdoffentlichter Studienbericht,
1987, siehe ESR.004).

In verschiedenen Meerschweinchentest nach dem Buehler-Protokoll wurde DER 331
ebenfalls als Positivkontrolle verwendet. In einem ersten Versuch wurde die
Induktion mit 15 % (w/v) in einer 9:1 Lésung aus Dowanol DPM und Tween® 80
durchgefiihrt. Die Auslésebehandlung erfolgte sehr wahrscheinlich mit derselben
Konzentration. Zum Ablesezeitpunkt zeigten alle der 8 getesteten Tiere eine positive
Hautreaktion. Es wurden keine Negativkontrolle mitgefuhrt (sieche ESR.002 zu CAS
Nr.68609-97-2).

In einem weiteren Buehler Test wurde 10 % DER 331 in Diglykolmonoethylether
wurde als Positivkontrolle verwendet, dabei fand sich in 8 der 10 verwendeten Tiere
eine positive Hautreaktion. Die Tiere der Negativkontrolle zeigten keine Effekte
(unveroffentlichter Studienbericht, 1993; siehe ESR.003 zu CAS Nr. 9003-36-5).

Ein weiterer Versuch mit Meerschweinchen (ménnliche und weibliche Tieren, Rasse
Dunkin Hartley) wurde gemafl dem Buehler-Protokoll durchgefiihrt. Die topische
Induktionsbehandlung erfolgte an Tag 0, 8 und 15 jeweils fir 6 h unter okklusiven
Bedingungen mit 50 % der Testsubstanz (Handelsname EPONS828, Reaktions-
produkt aus Bisphenol A und Epichlorhydrin) in Diethylether. An Versuchstag 30
wurden die Tiere abermals epikutan unter okklusiven Bedingungen behandelt. Unter
diesen Bedingungen wurden 24 h nach dem Ende der Auslésebehandlung keine
Hautreaktionen, verursacht durch die Testsubstanz, gefunden. Alle Tiere der
Positivkontrolle zeigten deutliche Hautreaktionen (unveréffentlichter Studienbericht,
1986; ESR.005).
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Bei Rudzki und Krajewska (1979) wurden ebenfalls Meerschweinchen als
Versuchstiere verwendet. In diesem nicht standardisierten Test wurden 10 Tiere
durch insgesamt 34-maliges Aufbringen (an 6 Tagen pro Woche) des Bisphenol A-
Harzes (20 % in Aceton, Handelsname Epidian 5) auf die geschorene Haut
sensibilisiert. Die Auslésebehandlung erfolgte spater mit 5 % des Harzes in Aceton. 7
der 10 sensibilisierten Tiere reagierten positiv auf die Auslésebehandlung. Wurden
Meerschweinchen, die gegentber Bisphenol A-Harz sensibilisiert wurden, mit
Phenylglycidylether behandelt (1 % in Ethanol; siehe 0) so reagierte 1 der 10 Tiere
positiv (Kreuzreaktivitét).

Die sensibilisierende Wirkung von verschiedenen Bisphenol A-Harzen wurde
ebenfalls im LLNA gemessen. Eine erste Prifung wurde unter Verwendung von 0,3;
1 oder 3 % (w/w) der Testsubstanz in Aceton durchgefuihrt und ein EC3 von 0,1 %
ermittelt (EC1,5 nicht bestimmt; Testsubstanz 1: Bisphenol A-Diglycidylether
(technisch); Testsubstanz 2: Bisphenol A-Diglycidylether (destilliert) entspricht CAS
Nr. 1675-54-3, es war kein EC3 bestimmbar). In einer zweiten, unabhangigen
Testung in Aceton mit 0,3; 1 oder 3 % der Prufsubstanz (DGEBA (technisch)) in
Aceton wurde ein EC1,5 von 1,19 % bestimmt. Wurde anstelle von Aceton jedoch
Aceton/Oliventl verwendet, so wurde ein Stimulationsindex von 1,5 nicht tber-
schritten (Gamer et al., 2008).

Im Registrierungsdossier sind die Ergebnisse eines weiteren Standard-LLNA
zusammenfassend dargestellt. Die weiblichen CBA/J Mause wurden mit unter-
schiedlichen Konzentrationen der Priufsubstanz (DER 331) in Aceton/Olivendl (4:1)
behandelt (verwendete Konzentrationen: 0,3 %, 1 %, 3 %, 10 % oder 30 %). Unter
den gepriften Bedingungen wurden Stimulationsindices zwischen 0,9 und 11,8
ermittelt. Daraus wurde ein EC3 Wert von 5,7 % errechnet (unveroffentlichter
Studienbericht, 2006; siehe ESR.001).

Folgende Studienberichte werden der Vollstéandigkeit halber erwahnt, sind jedoch
aufgrund ihrer mangelhaften Detailtiefe bzw. Aussagekraft nicht relevant fur die
Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke der Bisphenol A-Harze.

In einem Studienbericht aus dem Registrierungsdossier, werden die Tiere 8-malig
intradermal mit 0,1 ml einer ,verdinnten Epoxidharzmischung“ (keine Angaben zu
Vehikel oder Konzentration) induziert. Und nach dreiwtchiger Ruhephase wurde die
Auslésebehandlung durchgefuhrt. Zu den Ablesezeitpunkten (24 und 48 h nach dem
Ende der Auslésebehandlung) zeigten 19 der 20 untersuchten Tiere eine positive
Hautreaktion (unveréffentlichter Studienbericht, 1963; siehe ESR.009).

Mannliche Albinomeerschweinchen wurden gemald dem Draize-Protokoll behandelt.
Die 10 intradermalen Induktionen wurden mit einer 0,1%igen DER 331 L&sung in
physiologischem Kochsalz durchgefiihrt. Nach einer zweiwdchigen Ruhephase
schloss sich die intradermale Auslosebehandlung mit der gleichen Substanz-
konzentration an. 24 Stunden nach der letzten Injektion zeigten 7 der 8 Tiere aus der
Testgruppe eine positive Hautreaktion. In der Kontrollgruppe (erhielten nur die
Auslosekonzentration) zeigten 4 der 8 Tiere eine positive Reaktion. Dies entspricht
der beobachteten Hautreaktion einen Tag nach der ersten Induktionsbehandlung mit
DER 331 (unverdffentlichter Studienbericht, 1977; siehe ESR.010).
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Ahnlich obigem Versuch (Draize-Protokoll) wurden weitere Albinomeerschweinchen
zunachst 10-mal innerhalb von 22 Tagen intradermal mit 0,1 % der DER 331 in
10%igem Ethanol behandelt. Nach zweiwdchiger Ruhephase wurde die Auslose-
behandlung ebenfalls mit einer intradermalen Injektion durchgefuhrt. 24 Stunden
spater wurden die Hautreaktionen bewertet. In den 8 Versuchstieren wurde eine
positive Reaktion gefunden. Jedoch war dies ebenfalls bei den 8 Kontrolltieren
(Induktionsbehandlung mit Vehikel und nur Auslésebehandlung mit Testsubstanz)
der Fall (unveroffentlichter Studienbericht, 1978; siehe ESR.016).

In einem nicht naher beschriebenen Test an Meerschweinchen wurde mit einem
technischen Gemisch (wahrscheinlich DER 331), sowie verschiedenen aufge-
reinigten Proben jeweils in positives Ergebnis erzielt (Vehikel: 9:1 Ldésung aus
Dowanol DPM und Tween® 80; unverdffentlichter Studienbericht, 1978; siehe
ESR.011).

10 Hartley Meerscheinchen wurden einmalig topisch gegenuber DER 331
sensibilisiert (24 h, okklusiv, keine Angabe Uber die verwendete Konzentration oder
das Vehikel). Nach einer zweiwdchigen Ruhephase wurde die Auslosebehandlung
an einer zuvor unbehandelten Stelle durchgefiihrt (epikutan, okklusiv). Mit den
gegebenen Bedingungen wurde ein positives Ergebnis erzielt (unveréffentlichter
Studienbericht, 1968; siehe ESR.014).

- In vitro (Schritt C)

Aus dem Registrierungsdossier wurde fir den log Koy €in Bereich von = 2.64 bis
< 3.78 entnommen. Die Werte wurden experimentell bestimmt.

— In silico (Schritt D)

Der von TOXTREE identifizierte Mechanismus fur die Proteinbindung lautet Sy2.
Dieser Reaktivitatsmechanismus wurde durch das Modelle ,Protein binding by
OECD" der OECD Toolbox 2.2 bestatigt. Das Modell ,Protein binding by OASIS*
beschreibt fir den Inhaltsstoff folgenden Mechanismus: ,Protein alkylation by active
cyclic agents” (entspricht einem Sy2 Mechanismus; siehe 2.2.1.4).

2.2.1.3 Reaktionsprodukt Bisphenol A Epichlorhydrin 25085-99-8
Hersteller-Einstufung: 36/38-43-51/53

Die im obigen Abschnitt verwendete CAS Nummer 25068-38-6 bezeichnet den
identischen Stoff wie die hier aufgefihrte CAS Nummer 25085-99-8. Die Herstellern
und Importeuren von Bisphenol A-Harzen kamen ihrer Registrierungspflicht unter
REACH unter erstgenannter CAS Nummer nach. Die zu den Bisphenol A-Harzen
vorliegenden Informationen sind unter den entsprechenden Uberschriften im
Abschnitt 0 aufgefihrt.

2.2.1.4 Bisphenol A-Epichlorhydrin MW 340  001675-54-3
Hersteller-Einstufung: 36/38-43

Die obige CS Nr. 1675-54-3 wird fur die reinen Diglycidylether von Bisphenol A
(DGEBA / BADGE; d.h. Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und Epichlorhydrin mit
dem MW 340) verwendet. Kommerziell wird dieses Produkt in Europa nicht oder nur
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in sehr speziellen Nichenanwendungen verwendet. Der Name des kommerziellen
Produkts, das in den USA zur Verfigung steht, lautet DER 332. Die CAS Nr. wird
jedoch fir Recherchen verwendet (personliche Kommunikation mit Dr. Rouw,
Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin).

- In vivo (Schritt B)

Die im GPMT und weiteren Protokollen erzielten Ergebnisse der Autoren um
Thorgeirsson fur das niedermolekulare Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und
Epichlorhydrin wurden bereits unter O beschrieben (Thorgeirsson und Fregert, 1977,
Thorgeirsson et al., 1978).

In einem GPMT wurden die Tiere (weiblich, Rasse Dunkin Hartley) zunachst mit 5 %
(w/v) DGEBA intradermal behandelt. An Tag 6 wurde eine leichte Hautreizung durch
die topische Applikation von 10 % Natriumlaurylsulfat ausgelost (Vehikel:
Dimethylacetamid/Aceton/Ethanol 4:3:3 (v/v/v)). An Versuchstag 7 erfolgte die
epidermale Induktion mit 10 % (w/v). Die Auslosebehandlung erfolgte mit 15 % (w/v).
Das verwendete Vehikel fur die Prifsubstanz war Propylenglykol. 24 h nach dem
Entfernen des Okklusivverbandes zeigten 18 der 24 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion (75 %). In dieser Studie und einer Nachfolgerstudie wurde zudem eine
Kreuzreaktivitat mit verschiedenen Epoxidharzoligomeren und Phenylglycidylether
belegt (Pontén et al., 2009; Pontén et al., 2002).

In einem weiteren GPMT wurden die Tiere intradermal mit 5 % DGEBA und topisch
mit 50 % DGEBA induziert. Die topische Auslosebehandlung erfolgte nach einer
zweiwdchigen Ruhephase ebenfalls mit 50 % DGEBA. Das verwendete Vehikel war
Mais6l. Unter den getesteten Bedingungen zeigten alle der 20 behandelten Tiere
eine positive Hautreaktion. Dies war bei keinem der Kontrolltiere der Fall
(unveroffentlichter Studienbericht, 1999, siehe ESR.007 zu CAS Nr. 25068-38-6).

Méannliche und weibliche Meerschweinchen des ,P“-Stammes wurden in einem
Versuch, dem Buehler-Protokoll ahnlich, mit DGEBA (,aufgereinigt”) behandelt. Die
Induktion erfolgte durch 3-malige Patchapplikation mit 51,4 % der Prufsubstanz in
Vaseline (24 h, okklusiv, 1Patch/Woche). Die Auslésebehandlung erfolgte nach einer
zweiwdchigen Ruhephase mit einer nicht-reizenden Konzentration der Prifsubstanz
(25 %, 24 h). Die Hautreaktionen wurden direkt nach dem Entfernen des OKkklusiv-
verbandes Uberpriift, sowie 24 und 48 h spater. Uber die Zeit wurden in der
Testgruppe zwischen 44 und 56 % der Tiere mit positiven Hautreaktionen befundet.
Die Schwere der ausgeldsten Reaktion erstreckte sich dabei von leicht* bis
.deutlich, klar* (Bewertungsskala 1 bis 3). Bei den Kontrolltieren war bis auf eine
leichte Hautreaktion zum 24 h Ablesezeitpunkt in einem der 10 untersuchten Tiere
keine Hautreaktion zu vermerken (unverdffentlichter Studienbericht, 1978; siehe
ESR.002 zu CAS Nr. 25068-38-6).

Die sensibilisierende Wirkung von DGEBA (,Bisphenol A-diglycidylether destilliert®)
wurde ebenfalls im LLNA gemessen. Die Prifung wurde unter Verwendung von 0,3;
1 oder 3 % (w/w) der Testsubstanz in Aceton durchgefthrt. Es konnte jedoch kein
EC3 ermittelt werden. Aus derselben Publikation findet sich fur das technische
Gemisch ein Ergebnis unter 0 (Gamer et al., 2008).

In einem LLNA mit weiblichen CBA/Ca Mausen wurde DGEBA (DER 332,
»hochreiner Bisphenol A-diglycidylether* in Aceton/Olivendl (4:1)) in Konzentrationen
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von 1, 3 und 10 % eingesetzt. Ab einer Versuchskonzentration von 3 % wurde der
Grenzwert fur ein positives Ergebnis (d.h. Stimulationsindex > 3) tberschritten. Der
daraus berechnete EC3 war 1,5% (Warbrick et al., 2001; sekundar zitiert in
Gerberick et al., 2005).

Weibliche Balb/c Mause wurden gemdall dem LLNA-Protokoll behandelt. Die
gepruften Konzentrationen waren 0,003; 0,03; 0,1 und 0,3 % der Testsubstanz
(DGEBA) in Diemthylformamid. Pro Konzentration wurden 6 Tiere eingesetzt. Neben
der Lymphoproliferation wurde ebenfalls die Mausohrdicke bestimmt. Unter den
gegebenen Bedingungen war in den Tieren, die mit 0,3 % behandelt worden waren,
ein Anstieg der Schwellung von weniger als 10 % zu vermerken (im Screeningtest
mit 3 bzw. 1%iger Testlésung waren es 289 % bzw. 26 %). Die verwendeten
Konzentrationen der Hauptstudie I6sten in keinem Fall eine Lymphozytenproliferation
groRer dem Schwellenwert fir ein positives Ergebnis von 3 aus (Sl bei 0.003%: 1,6;
0,03%: 1,4; 0,1%: 1,4 und 0,3 %: 0,9; unverdffentlichter Studienbericht, 2001; siehe
ESR.003 zu CAS Nr. 25068-38-6).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 3,84
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~340 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,00857 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,07.

Weiterhin  wurden Untersuchungen an Keratinozyten im KeratinoSens™
durchgeftihrt. Die bestimmte In»x lag bei 13puM und die EC15=5pM
(Testdurchfihrung geméaf Standardprotokoll). Die IC50 lag bei 22 uM (Marker der
Zytotoxizitat). Die mindestens 1,5fache Induktion der Luziferaseaktivitat war bei
nicht-zytotoxischen Konzentrationen bereits signifikant (Delaine et al., 2011).

- In silico (Schritt D)

Die vorliegende Substanz war im Trainingsset der Entwicklung der SMARTS Muster
enthalten (Enoch et al.,, 2008). Die identifizierte Reaktionsdomane war ein Sy2
Mechanismus (d.h. die Reaktivititsdomane wurde bereits durch Experten bestatigt,
dies wird durch die Verwendung im Trainingsset deutlich). Folgerichtig wurde bei der
Evaluierung potentieller Reaktivitittsmechanismen durch TOXTREE (hier sind die
SMARTs Muster implementiert) wiederum der Sy2 Mechanismus fur die
Proteinbindung des Inhaltsstoffes vorhergesagt. Dieser Reaktivitditsmechanismus
wurde durch das Modelle ,Protein binding by OECD“ der OECD Toolbox 2.2
bestétigt. Das Modell ,Protein binding by OASIS* beschreibt fur den Inhaltsstoff
folgenden Mechanismus: ,Protein alkylation by active cyclic agents (entspricht
einem Sy2 Mechanismus).

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fir die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jewelils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS
von 0,5 (d.h. Kategorie moderat; SS >0,25 bis 0,5; Daten aus Gerberick et al., 2005).
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Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,37. Auf Basis der
Humanbefunde (BgVV) wurde ein SS von 1 (d.h. bedeutendes Humanallergen,
Kategorie A; SS: >0,5 bis 1) vergeben und ein PSS von 0,92 gefunden.

Die vorlaufige Wirkstarkenbewertung durch die Firma MOLCODE, auf Basis der
ermittelten QSAR-Ergebnisse (QMRF: Q17-10-1-241; Endpunkt LNA Score Index)
stufte den Inhaltsstoff in die schwéachste Wirkkategorie ein (,weak"). Fir die Substanz
liegt der numerische Wert des LLNA Score Index im Bereich zwischen 0,11 und 0,22.
Die Ergebnisse wurden aufgrund des eigentlich kostenpflichtigen Service nicht
detaillierter aufgefiihrt bzw. beschrieben (persdnliche Kommunikation mit PhD Eneli
Hark, REACH and Regulative Affairs, MOLCODE).

2.2.1.5 Bisphenol F-Harze 009003-36-5

Hersteller-Einstufung: 36/38-43-51/53

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH (EC, 2006) verfugbar.
— In vivo (Schritt B)

In einem Meerschweinchentest (mannliche und weibliche Tiere, Rasse Dunkin
Hartley) nach dem GPMT-Protokoll wurde ein Reaktionsprodukt aus Bisphenol F und
Epichlorhydrin (Handelsname: EPIKOTE 862) als Testmaterial verwendet. Die
intradermale Induktionskonzentration betrug dabei 0,5 % in Maisdl. Die topische
Induktion erfolgt mit der unverdinnten Testsubstanz (48 h, okklusiv) und nach einer
zweiwdchigen Ruhephase wurde die Auslésebehandlung unter Verwendung einer
50%igen Losung in Maisol durchgefuhrt (24 h, semiokklusiv). Unter den gegebenen
Bedingungen wurde bei allen der 19 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion
gefunden. Wahrend des Versuches starb ein Tier und am Versuchsende war an den
Applikationsstellen bei 18 der 19 Tiere mindestens leichte bis hin zu sehr schweren
Nekrosen zu sehen (unveréffentlichter Studienbericht, 1988; siehe ESR.004).

In einer Zusammenfassung eines Studienberichts aus dem Jahr 1985 werden die
Meerschweinchen ebenfalls nach dem GPM Testprotokoll behandelt. Die
Prufsubstanz wurde als ,TK 12225/D* bezeichnet und stellt ein DGEBF-Harz dar.
Den mannlichen und weiblichen Pirbright-Hartley Meerschweinchen wurde zunachst
1 % der Testsubstanz in Sesamdl injiziert. Nach einer Woche folgte die topische
Induktion mit 10 % in Vaseline (48 h, okklusiv), gefolgt von der Auslésebehandlung
zwei Wochen spater mit 0,3 % in Vaseline (24 h). Die Bewertung der Haut erfolgte 24
und 48 h nach Abnahme des Okklusivverbandes. Zu beiden Zeitpunkten zeigten 15
der 20 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion (75 %). Bei den Kontrolltieren
wurde Kkein Effekt verzeichnet (unveréffentlichter Studienbericht, 1985; siehe
ESR.006).

Ein weiterer Bericht liefert die Ergebnisse eines dritten GPMT mit der Testsubstanz
EPIKOTE 155 (Handelsname, Polyglycidylether des Phenolformaldehyds Novolac).
Die verwendeten Versuchstiere waren mannliche, sowie weibliche Dunkin Hartley
Meerschweinchen. Zur intradermalen Induktion wurde eine 0,05%ige L6sung
verwendet. Die 48-stiindige topische Induktion erfolgte mit 10 % der Prifsubstanz in
Vaseline (okklusiv). Nach einer Behandlungspause von zwei Wochen wurde versucht
die Hautreaktion durch Patchapplikation (5%, 24 h, okklusiv) auszulésen. Das
verwendete Vehikel der intradermalen Induktionsapplikation und der Auslésebe-
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handlung ist unklar. Unter diesen Versuchsbedingungen wurde in keinem der
untersuchten Tiere eine positive Hautreaktion gefunden (unveroffentlichter
Studienbericht, 1981; siehe ESR.005).

In einem GPMT wurden die Tiere (weiblich, Rasse Dunkin Hartley) zunachst mit
4,6 % (w/v) DGEBF (Bisphenol F p,p*-Diglycidylether) intradermal behandelt. An Tag
6 wurde zunéchst eine leichte Hautreizung durch die topische Applikation von 10 %
Natriumlaurylsulfat ausgelést (Vehikel: Dimethylacetamid/Aceton/Ethanol 4:3:3
(v/viv)). An Versuchstag 7 erfolgte die epidermale Induktion mit 9,2 % (w/v). Die
Auslésebehandlung erfolgte mit 15% (w/v). Das verwendete Vehikel war
Propylenglykol. 24 Stunden nach dem Entfernen des Okklusivverbandes zeigten alle
der 24 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion. In dieser Studie und einer
Nachfolgerstudie wurde zudem eine Kreuzreaktivitdtt mit verschiedenen
Epoxidharzoligomeren und Phenylglycidylether belegt (Pontén et al., 2009; Pontén et
al., 2002).

Ein Versuch mit Meerschweinchen (mannliche und weibliche Tieren, Rasse Dunkin
Hartley) wurde gemald dem Buehler-Protokoll durchgefihrt. Die topische
Induktionsbehandlung erfolgte an Tag 0, 7 und 14 jeweils fir 6 h unter okklusiven
Bedingungen mit der unverdinnten Testsubstanz (Handelsname ,DEN 438 Epoxy
Novolac Resin“). An Versuchstag 28 wurden die Tiere abermals epikutan unter
okklusiven Bedingungen behandelt (75 % in Polyethylenglykol 200). Unter diesen
Bedingungen wurden 24 und 48 h nach dem Ende der Auslésebehandlung die Haut
beurteilt. Bei drei der 20 behandelten Tiere konnte eine positive Hautreaktion
verzeichnet werden (15 %), nach 48 h war es nur noch ein Tier. Alle Tiere der
Negativkontrolle waren ohne Hautreaktionen (unveroffentlichter Studienbericht, 1991,
siehe ESR.002).

In einem Meerschweinchentest (mannlichen Tiere, Rasse Hartley) nach dem
Buehler-Protokoll wurde DER 354 (ein Reaktionsprodukt aus Bisphenol F und
Epichlorhydrin) verwendet. Die Testsubstanz wurde 3-mal innerhalb von 3 Wochen
unverdinnt auf die Haut aufgetragen (okklusiv). Die Auslésebehandlung erfolgte
nach einer zweiwdchigen Ruhephase ebenfalls mit einer Patchapplikation der
unverdiunnten Testsubstanz. 48 Stunden nach Abnahme des Okklusivverbandes war
bei 4 der 10 getesteten Tiere eine positive Hautreaktion zu sehen. 10 % DER 331 in
Diglykolmonoethylether wurde als Positivkontrolle verwendet, dabei fand sich in 8 der
10 verwendeten Tiere eine positive Hautreaktion (Ergebnisse zu DER 331 auch unter
0 berichtet). Die Tiere der Negativkontrolle zeigten keine Effekte (unveroffentlichter
Studienbericht, 1993; siehe ESR.003).

Die sensibilisierende Wirkung von Bisphenol F-Harz wurde auch an CBA/Ca Mausen
im LLNA untersucht. Die Prifung wurde unter Verwendung von 0,1; 0,3 oder 1 %
(w/w) der Testsubstanz (DGEBF) in Aceton durchgefuihrt und ein EC3 von 0,7 %
ermittelt (EC1,5 = 0,6). In einer zweiten, unabhangigen Testung in Aceton mit 0,3; 1
oder 3 % der Prifsubstanz in Aceton wurde ein EC1,5 von 2,33 bestimmt. Wurde
anstelle von Aceton jedoch Aceton/Oliven6él verwendet, so wurde ein
Stimulationsindex von 1,5 nicht Uberschritten (Gamer et al., 2008; Teilergebnisse
ebenfalls in ESR.001 berichtet).
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- In vitro (Schritt C)

Aus dem Registrierungsdossier wurde fur den log Kow €in Bereich von = 2,7 bis <
3,6 entnommen. Die Werte wurden experimentell bestimmt.

Weiterhin  wurden Untersuchungen an Keratinozyten im KeratinoSens™
durchgeftihrt. Die bestimmte Inx lag bei 5pM und die EC15=7puM
(Testdurchfihrung gemaly Standardprotokoll). Die IC50 lag bei 23 uM (Marker der
Zytotoxizitat). Die mindestens 1,5fache Induktion der Luziferaseaktivitat war bei
nicht-zytotoxischen Konzentrationen bereits signifikant (Delaine et al., 2011).

— In silico (Schritt D)

Wie auch fur die DGEBA-Harze wurde von TOXTREE, dem OECD und dem OASIS
Reaktivitditsmodell aus der QSAR Toolbox funktionelle Gruppen innerhalb der
DGEBF-Harze gefunden, die auf einen Sy2 Mechanismus als mogliche Erklarung fur
die Proteinreaktivitat deuten (Anmerkung: Hinweis auf Bildung einer Schiff'schen
Base scheint falsch; siehe auch Kapitel 2.3, Abschnitt 2. OECD QSAR Toolbox).

2.2.1.6 Bisphenol-F-Epichlorhydrin 028064-14-4
Hersteller-Einstufung: 36/38-43-51/53

Die vorhandenen Informationen zu allen Bisphenol F-Harzen und auch dem DGEBF-
Monomer sind unter der CAS Nr. 9003-36-5 in Abschnitt 2.2.1.5 aufgefuhrt.

2.2.2 Harter, aromatische Amine

2.2.2.1 4,4-Diaminodiphenylmethan 000101-77-9
Hersteller-Einstufung: 45-39/23/24/25-43-48/20/21/22-68-51/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

In einem GPMT mit einer intradermalen und topischen Induktionsdosis von 5 % (w/v)
der Testsubstanz in Aceton reagierten 3 von 15 getesteten Tieren (d.h. 20 %) nach
Applikation der Ausldsedosis von 2 % (w/v) positiv (Thorgeirsson, 1978b; siehe
ESR.003, ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

Im Registrierungsdossier unter REACH liegt fur die Substanz das Ergebnis eines
weiteren Tests an mannlichen Meerschweinchen vor. Die Tiere wurden innerhalb von
14 Tagen insgesamt 9-mal mit der 1% der Testsubstanz im Vehikel
Dipropylenglykolmethylether (Dowanol-50B; CAS Nr. 34590-94-8) epikutan am
Rumpf unter nicht-okklusiven Bedingungen behandelt. Nach dreiwdchiger
Behandlungspause erfolgte eine einmalige Auslésebehandlung ebenfalls mit 1 % der
Testsubstanz in Dowanol-50B in der Schulterregion. Nach 24 bzw. 48 Stunden zeigte
sich bei keinem der 9 Versuchstiere eine positive Reaktion (unveroffentlichter
Studienbericht, 1954; siehe auch ESR.002).
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- In vitro (Schritt C)

Daten Uber die dermale Absorption des zu untersuchenden Harters sind im
Registrierungsdossier berichtet.

In einer Studie von 1993 (&hnlich einer OECD 428 in vitro Studie) wird berichtet,
dass nach 72 Stunden die Substanz von Hautproben (,full-thickness”; d.h. gesamte
Epidermis und Dermis ohne Subcutis) des Menschen bzw. der Ratte absorbiert
wurde (d.h. Aufnahme durch die Haut in die dahinterliegende Rezeptorflissigkeit;
unter nicht-okklusive Bedingungen Ratte: ~6 %; Mensch: ~ 13 %; okklusive
Bedingungen Ratte: ~ 13 %; Mensch: ~ 33 %). Bei Ende der Experimente wurde
deutlich, dass zudem Stoffmengen in den Hautschichten verblieben (d.h. Aufnahme
in die Haut; unter nicht-okklusive Bedingungen Ratte: ~57 %; Mensch: ~ 24 %;
okklusive Bedingungen Ratte: ~ 53 %; Mensch: ~ 37 %). Somit wurden wesentliche
Mengen der Substanz in die Haut aufgenommen, die Absorption wurde aber von den
Studienautoren als gering bezeichnet. Das Ausmald der Absorption war bei
menschlicher Haut groer als bei der Ratte. Okklusive Expositionsbedingungen
erhohten ebenfalls die absorbierte Menge (siehe ESR.001, ESR.002; Hotchkiss et
al., 1993).

Weitere Eintrage berichten eine dermale Aufnahme von 4,4'-Diaminodiphenylmethan
in Hautproben haarloser Mause, Katzen, Beagle-Hunden oder Ratten (ESR.003 bis
ESR.007, Quelle beispielsweise Hinz et al., 1991).

Weiterhin konnte im Programm KOWWIN der EPI Suite™ ein experimentelles
Ergebnis fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) von 1,59 ermittelt werden. Auf
Basis dieses Wertes und des Molekulargewichts von 198 g/mol schatzt das
DERMWIN Modell (ebenfalls aus der EPI Suite™) fur den Permeabilitatskoeffizienten
(Kp) einen Wert von 0,00158 cm/h ab. Daraus resultiert ein log Kp von -2,8.

— In silico (Schritt D)

Fiur diesen Inhaltsstoff wurde weder in TOXTREE, noch in der OECD Toolbox eine
Struktur ermittelt, die auf die bekannten Proteinreaktivititsdomanen hinweist.
Daraufhin wurde der in der Toolbox enthaltene Metabolismus-Simulator angewandt.
Es wurden 6 potentielle Metabolite identifiziert. Das Toolbox Modell ,Protein binding
by OASIS* besagt weiterhin, dass fur 3 dieser 6 Metabolite des nicht-proteinreaktiven
Inhaltsstoffes die Reaktivitatsdomane ,Michael addition on quinone type structures”
gilt und fur einen der Metabolite wird ,Nitroso protein binding* vorhergesagt.

2.2.3 Harter, aliphatische Amine:

2.2.3.1 Ethylendiamin 000107-15-3
Hersteller-Einstufung: 10-21/22-34-42/43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 %,Ethylendiamin in Wasser zeigten 14 der 20 getesteten
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Tiere eine leichte bis mittelgradige positive Reaktionen (d.h. 70 %; Eriksen, 1979).
Ein weiterer GPM Test mit 0,5%iger Induktionsdosis (in Wasser) fand bei 9 von 15
Versuchstieren ein positives Ergebnis (d.h. 60 %; Thorgeirsson, 1978b).

Anderen Meerschweinchen wurden intradermal mit 0,3 % Ethylendiamin in
physiologischer Kochsalzlésung induziert (GPMT) und 9 von 10 Tieren zeigten nach
Applikation der Auslosedosis ein positives Ergebnis (d.h. 90 %; Goodwin et al.,
1981).

In einem “Repeated Insult Patch Test” (RIPT) nach Maguire an Meerschweinchen
erfolgte die intradermale Induktion 4-mal in 10 Tagen mit 10 % Ethylendiamin in einer
9:1 L6sung aus Dipropylenglykolmethylether (Dowanol-50B; CAS Nr. 34590-94-8)
und Tween® 80 (CAS Nr. 9005-65-6). Bei der dritten Induktionsapplikation wurde
zusatzlich 0,2 ml Freund—Adjuvans appliziert. Nach 14-tdgiger Ruhepause erfolgte
die Auslésebehandlung und alle der 10 getesteten Tiere zeigten eine Hautreaktion
an (Henck et al., 1980).

Im Registrierungsdossier zu Ethylendiamin wurde eine weitere Studie mit
Meerschweinchen genannt (GPMT). Die Tiere wurden intradermal mit 5% der
Prufsubstanz in Wasser behandelt. Die epikutane Induktion erfolgte mit einer je
10%igen Losung und die Auslésebehandlung wiederum mit 5 %. Mit Studienende
zeigten 9 von 20 Tieren ein positives Ergebnis (d.h. 45 9%). Um die relative
Wirkstarke der verschiedenen Testsubstanzen miteinander vergleichen zu kénnen
normalisierten die Autoren die erzielten Ergebnisse anhand der verwendeten
epikutanen Induktionsdosis, sowie der Ausldsedosis (die intradermale Induktion
wurde in allen Fallen mit 5% durchgefuhrt). Fir Ethylendiamin ergab sich ein
normalisiertes Ergebnis von 0,9 (Maximum 2; Leung und Auletta, 1997; siehe
ESR.001).

Modjtahedi et al. unterzogen Ethylendiamin-dihydrochlorid (CAS Nr. 333-18-6) einer
vergleichenden Untersuchung in verschiedenen Tests. In einem GPMT betrug die
intradermal und topische Induktionsdosis 25%. Drei der 15 behandelten Tiere zeigten
zum Studienende eine positive Hautreaktion. Im Buehler Test wurde nach
Applikation einer 30%igen Induktionsdosis zum Ablesezeitpunkt nur eines der 15
behandelten Tiere positiv bewertet. Im “Open epicutaneous Test” (OET, ein
Nicht-Adjuvans Test) wurde an 20 aufeinanderfolgenden Tagen durch Applikation
von jeweils 0,1 ml einer 30, 10 oder 3%igen Losung auf ein 8 cm? grol3e Stelle der
Flanke induziert. Nach zweimaliger Auslésebehandlung mit einer 5%igen
Substanzlésung reagierten bei der Gruppe, die mit der 3%igen Losung sensibilisiert
wurde, 4 der 15 Tiere positiv (d.h. 27 %; Modjtahedi et al., 2011).

Neben den Versuchen mit Meerschweinchen gibt es zusatzlich Untersuchungen an
Méausen. Die Laboratorien eines LLNA-Ringversuchs mit Ethylendiamin-
dihydrochlorid (CAS Nr. 333-18-6) in Aceton/Wasser (3:1) erzielten durchweg
negative Ergebnisse (Stimulationsindices von kleiner 3). Ein Labor verwendete als
Vehikel Aceton/Olivendl, erzielte jedoch auch damit keinen Sl von > 3. Ein EC3 Wert
konnte somit nicht abgeleitet werden. Da die hdchste getestete Konzentration 2,5 %
betrug, kann davon ausgegangen werden, dass ein potentieller EC3 Wert demnach
mindestens > 2,5 % ist. Wurde anstelle des Ethylendiamin-dihydrochlorid nur dessen
freie Base in Aceton/Olivendl (4:1; nur gering léslich) getestet, so wurde ein positives
Ergebnis erzielt und ein EC3 von 2,2% berichtet. Unter Verwendung von
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Aceton/Wasser zeigte die freie Base ein negatives Ergebnis (Kimber et al., 1998;
Ergebnis ebenfalls in ICCVAM, 2009, Gerberick et al., 2005 und Natsch et al., 2009).

Die sensibilisierende Eigenschaft von Ethylendiamin wurde in einem
Versuchsprotokoll dhnlich dem MEST untersucht (Anderungen: Tape Stripping der
Epidermis nur an Tag 0; Okklusion der epikutanen Applikationsstelle; Verwendung
radioaktiven Materials ([**°I]-lodo-desoxyuridin, ein synthetisches Nukleosidanalo-
gon) zur Messung proliferierender Zellen zusatzlich zur Bestimmung der Ohrdicke).
Fur die Induktion wurde eine 5%ige Ethylendiaminlésung in Aceton verwendet. Das
Ergebnis der Studie zeigte nach der Auslésebehandlung (1 % in Aceton) keine
Auswirkungen, es wurde weder eine Inkorporation von radioaktivem Material noch
die Schwellung des Mausohres beobachtet (Cornacoff et al., 1988).

— In vitro (Schritt C)
1.Bioverflgbarkeit:

Aus EPI Suite™ wurde ein experimentelles Ergebnis fir den Verteilungskoeffizient
(log Kow) von -2,04 entnommen. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von 60 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0000292 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,53.

2. Haptenisierung

In der Publikation von Bauch et al. (2011) wurde der optimierte DPRA® angewandt
und Ethylendiamin als positiv eingestuft. In der Publikation bedeutet dies, dass die
mittlere Depletion beider getesteten Peptide (Lysin und Cystein) > 6,4 % betragt. In
einer Nachfolgepublikation der selben Autorengruppe (Bauch et al., 2012) wurden
die Ergebnisse differenzierter berichtet. Im Versuch mit Lysin wurde eine
Peptiddepletion von 0,7 % gemessen, mit Cystein ergab sich eine Peptiddepletion
von 18,6 %. Die mittlere Peptiddepletion betrug demnach 9,7 %.

Unter Verwendung eines Cystein-haltigen Peptids konnte von Natsch und Kollegen
(2009) nur ein Riuckgang des Peptidvorkommens von ~ 15 % verzeichnet werden.
Die Studienautoren bewerten das Ergebnis als negativ. In einer Nachfolgearbeit
derselben Autorengruppe wurde zusatzlich zur Peptidreaktivitat (siehe vorherige
Methode) eine LC-MS Analyse durchgefuhrt, um eine eventuelle Adduktbildung zu
bestatigen (Emter et al., 2010). Im Fall von Ethylendiamin wurde ein 10,7%iger
Peptidrickgang gemessen, aber eine Adduktbildung konnte nicht nachgewiesen
werden.

3. Keratinozytenreaktion

Im ARE-Luciferase Test, dem Vorlaufertest des KeratinoSens™ wurde ein lphax VON
1,2 bestimmt und eine EC1,5 von > 1000 uM ermittelt (Natsch et al., 2009).

Bauch und Kollegen (2011) berichten im KeratinoSens™ ein positives Testergebnis
fur Ethylendiamin. In der genannten Publikation bedeutet dies, dass eine Inax von >
1,5 beobachtet wurde. In der Nachfolgepublikation (Bauch et al., 2012) wird die
EC1,5 im KeratinoSens™ bei 549 uM angegeben.

* DPRA: Direct Peptide Reactivity Assay
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Im KeratinoSens™ nach Emter et al. (2010) war die Inax = 13,2 und die EC1,5 = 99,9
MM, dabei zeigten die 4 durchgefihrten Test (Durchfihrung immer dreifach) jeweils
einen statistisch signifikanten EC1,5 Wert. Eine IC50 von > 2000 uM bewies die
geringe Zytotoxizitdt der Substanz im vorliegenden Test. Weiterhin konnte eine
deutliche Konzentrations-Wirkungsbeziehung festgestellt werden. Der ermittelte ARE
EC2 Wert lag bei 188,2 uM und der ARE EC3 Wert bei 453,4 uM.

4. Reifung und Migration von DCs

Die Reifung der humanen Monozyten U937 wird im MUSST erfasst. Ethylendiamin
wurde von Bauch (2011) auf Basis der erzielten Ergebnisse in diesem Test als
sensibilisierend eingestuft. Diese Einstufung erfolgte, wenn mindestens eine
1,2fache Induktion der Oberflachenexpression von CD86 vorlag. Die
Versuchsdurchfiihrung wich leicht von der Originaltestbeschreibung ab, die Induktion
von CD86 wurde nur zu einem Zeitpunkt gemessen und es wurden keine weiteren
Marker bestimmt. In der Nachfolgepublikation (Bauch et al., 2012) wird die EC1,2 im
MUSST bei 412 uM angegeben.

Dieselbe Autorengruppe untersuchte ebenfalls die Reifung von THP-1 Zellen (h—
CLAT). Das Studienergebnis fiur Ethylendiamin war positiv, d.h. es lag mindestens
eine 1,5fache Induktion der Oberflachenexpression von CD86 und/oder CD54.
Getestet wurden acht Konzentrationen ausgehend von einer 1,2fachen CV75
(Konzentration bei der noch 75% der Zellen leben; Bauch et al., 2011). In der
Nachfolgepublikation (Bauch et al., 2012) wird fir den h-CLAT die EC1,5 (CD86) bei
1818 uM angegeben, wahrend die Expressionsmarke von 2fach gegenuber der
Kontrolle fir CD54 nicht Uberschritten wurde.

Ethylendiamin wurde ebenfalls von den Testentwicklern des h—CLAT untersucht. Die
EC1,5 fur die Induktion des Oberflachenmarkers CD86 war 141,9 pg/ml, in diesem
Konzentrationsbereich wurde nur eine ca. 10%ige Zytotoxizitdt beobachtet. Die
Induktion des Oberflaichenmarkers CD54 wurde ebenfalls gemessen, Uberstieg
jedoch zu keinem Zeitpunkt den Schwellenwert einer mindestens 2fachen Induktion.
Die Substanz wird von den Studienautoren als positiv bewertet und als moderat
sensibilisierend eingestuft (Sakaguchi et al., 2009). Die Ergebnisse eines spateren
Ringversuchs bestatigen die gefundenen Ergebnisse. Der Schwellenwert der
mindestens 1,5fachen CD86 Induktion wird von allen 5 teilnehmenden Laboratorien
in mindestens 2 der 3 durchgefiihrten Tests Uberschritten, wohingegen der
Schwellenwert der CD54 Induktion (2fache Induktion) nur in einem der
Testlaboratorien erreicht wird (Sakaguchi et al., 2010).

— In silico (Schritt D)

In Natsch et al. (2009) ist fur diesen Inhaltsstoff das Ergebnis einer Vorhersage aus
dem TIMES-SS Systems beziiglich der sensibilisierenden Substanzeigenschaften
berichtet. In diesem Fall wird die Substanz als kontaktsensibilisierendes Agens
identifiziert.

In Fedorowicz et al. (2005) werden die Ergebnisse bezuglich der sensibilisierenden
Eigenschaften des Inhaltsstoffes aus zwei Softwareprodukten, sowie einer
Basismethode berichtet (TOPKAT und DEREK fur Windows, logistische
Regressionsanalyse). TOPKAT sagt ein positives Ergebnis des Inhaltsstoffes im
GPMT vorher (0,975). Mit Hilfe von DEREK und der logistischen Regression kdnnen
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Aussagen Uber den Ausgang der Sensibilisierungstestung in Meerschweinchen und
in Mausen gemacht werden. Die logistische Regressionsanalyse ergibt im Fall des
GPMT ein positives Ergebnis (0,921), besagt jedoch, dass der Inhaltsstoff in Mausen
nicht sensibilisierend wirkt (0,169 LLNA). In DEREK lautet das kategorisierte
Ergebnis ,certain“ im GPMT und ,probable* im LLNA.

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fir die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jewelils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS
von 0,5 (d.h. Kategorie moderat; SS >0,25 bis 0,5; Daten aus Gerberick et al., 2005).
Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,75 (d.h. Kategorie
stark; SS > 0,625 bis 0,75).

Die vorliegende Substanz war im Trainingsset der Entwicklung der SMARTS Muster
enthalten (Enoch et al., 2008). Die identifizierte Reaktionsdoméane war ein pro—SB
Mechanismus (d.h. ein Metabolit der Substanz kann Uber den Schiffbasen-
mechanismus als Hapten fungieren). Die in der OECD Toolbox enthaltenen
Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten ebenfalls keine
funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der Inhaltsstoff
wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach Anwendung des
Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 4 der 6 moglichen Metaboliten die
Proteinreaktivitat ebenfalls (ber einen Schiffbasenmechanismus vorhergesagt
(Modell ,Protein binding by OECD* fir Metabolite: (3/6) MA: Direct Acting Schiff Base
Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls, (1/6) 1-2-
Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base
Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite: (4/6) Schiff base
formation with aldehydes).

2.2.3.2  Diethylentriamin 000111-40-0
Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % Diethylentriamin in Wasser zeigten 14 der 15 getesteten
Tiere eine positive Reaktion (d.h. 90 %; Thorgeirsson, 1978b; siehe ESR.003,
ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985). In einem weiteren GPMT
zeigten 16 von 20 getesteten Tieren eine Hautreaktion (d.h. 80 % positiv). Im Test
betrug die intradermale Induktionsdosis 5 %, die epikutane Induktionsdosis 50 % und
die Ausldsedosis 25 %. Wasser wurde als Vehikel verwendet. Nach Normalisierung

* There is proof that the proposition is true.
® There is at least one strong argument that the proposition is true, and there are no arguments
against it.
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(Details siehe 2.2.3.1) ergab sich ein Ergebnis von 0,064 fir den Harter aus der
Gruppe der aliphatischen Amine (Maximum 2; Leung und Auletta, 1997; siehe
ESR.001).

Im LLNA, durchgefihrt von Basketter et al. (1994), wurde Diethylentriamin in
Konzentrationen von 5 und 10 % (w/v) in Aceton/Olivendl (4:1) auf die Haut von
Mausen aufgebracht. Es wurden Stimulationsindices von 6,4 bzw. 12,1 ermittelt. In
der Veroffentlichung von Gerberick et al. (2005) wird auf Basis dieser Ergebnisse ein
EC3 ,analoger” Wert von 5,8 % errechnet. Da beide SI-Werte oberhalb von 3 lagen,
war keine lineare Interpolation moéglich und die Berechnung eines ,wahren“ EC3
Wertes konnte nicht durchgefiihrt werden. Leider wurden von Gerberick et al. falsche
Testkonzentrationen zur Berechnung des EC3 analogen Wertes herangezogen (10
und 25 % (w/v)), sodass der errechnete Wert nicht dem wahren Wert entspricht. Ein
EC3 Wert lage ausgehend von den oben genannten Sl-Werten unter 5 %. Eine
Extrapolation mit Hilfe der in Gerberick et al. (2004a) enthaltenen Formel fuhrt zu
einem EC3 analogen Wert von 3,48 % auf Basis der berichteten Ergebnisse.

Im Registrierungsdossier Diethylentriamin ist eine unvertffentlichte Industriestudie
aufgefuihrt. Der LLNA wurde gemall der OECD-Richtlinie 429 durchgefiihrt und
erzielte einen EC3 Wert von 3,9 %. Es konnte eine klare
Konzentrations-Wirkungsbeziehung gesehen werden (bei 2,5 %: Sl = 2,6; bei 5 %: Sl
= 3,3; 10 %: SI = 3,5; aufgrund der lokalen Reizwirkung konnten keine héheren
Konzentrationen getestet werden). Das verwendete Vehikel war Aceton/Olivendl
(4:1; Studienbericht, 2001, siehe ESR.002).

- In vitro (Schritt C)
1.Bioverflgbarkeit:

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -2,13
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~103 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des Permeabilitats-
koeffizienten (Kp) von 0,0000137 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log Kp von -
4,86.

2. Haptenisierung

In einer Arbeit der Autorengruppe um Emter wurde zusatzlich zur Peptidreaktivitat
(Lysin und Cystein) eine LC-MS Analyse durchgefiuhrt, um eine eventuelle
Adduktbildung zu bestatigen (Emter et al., 2010). Im Fall von Diethylentriamin wurde
ein 7,8%iger Peptidrickgang gemessen, aber eine Adduktbildung konnte nicht
nachgewiesen werden.

3. Keratinozytenreaktion

Im KeratinoSens™ nach Emter et al. (2010) war die Ihax = 1,7 und die EC1,5 =
1259,4 uM. In zwei der vier durchgefihrten Tests (Durchfihrung immer dreifach) war
keine 1,5fache Induktion messbar (Imax = 1,46/1,43). Die Substanz wurde von den
Studienautoren als positiv bewertet, da die Induktion in allen Fallen statistisch
signifikant war und eine klare Konzentrations-Wirkungsbeziehung festgestellt werden
konnte. Eine IC50 von > 2000 pM bewies die geringe Zytotoxizitdt der Substanz im
vorliegenden Test.
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- In silico (Schritt D)

In Fedorowicz et al. (2005) werden die Ergebnisse bezuglich der sensibilisierenden
Eigenschaften des Inhaltsstoffes aus zwei Softwareprodukten, sowie einer
Basismethode berichtet (TOPKAT und DEREK fir Windows, logistische
Regressionsanalyse). TOPKAT sagt ein positives Ergebnis des Inhaltsstoffes im
GPMT vorher (0,994). Mit Hilfe von DEREK und der logistischen Regression kdnnen
Aussagen Uber den Ausgang der Sensibilisierungstestung in Meerschweinchen und
in Mausen gemacht werden. Die logistische Regressionsanalyse ergibt im Fall des
GPMT ein positives Ergebnis (0,958), besagt jedoch, dass der Inhaltsstoff in Mausen
nicht sensibilisierend wirkt (0,217 LLNA). In DEREK lautet das kategorisierte
Ergebnis im GPMT und im LLNA ,probable*®.

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fur die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS
von 0,5 (d.h. Kategorie moderat; SS >0,25 bis 0,5; Daten aus Gerberick et al., 2005).
Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,72 (d.h. Kategorie
stark; SS > 0,625 bis 0,75). Auf Basis der Humanbefunde (BgVV) wurde ein SS von
1 (d.h. bedeutendes Allergen, Kategorie A; SS: >0,5 bis 1) vergeben und ein PSS
von 0,90 gefunden.

Die vorliegende Substanz war im Trainingsset der Entwicklung der SMARTS Muster
enthalten (Enoch et al., 2008). Die identifizierte Reaktionsdomé&ne war ein pro—SB
Mechanismus (d.h. ein Metabolit der Substanz kann Uber den Schiffbasen-
mechanismus als Hapten fungieren). Die in der OECD Toolbox enthaltenen
Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten ebenfalls keine
funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der Inhaltsstoff
wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach Anwendung des
Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 7 der 17 moglichen Metaboliten die
Proteinreaktivitat ebenfalls (ber einen Schiffbasenmechanismus vorhergesagt
(Modell ,Protein binding by OECD" fir Metabolite: (6/17) MA: Direct Acting Schiff
Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls, (1/17) 1-2-
Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base
Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite: (7/17) Schiff base
formation with aldehydes).

2.2.3.3 Dipropylentriamin  000056-18-8
Hersteller-Einstufung: 22-24-26-35-43
- In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % Dipropylentriamin in Wasser zeigten 8 der 15 getesteten

® There is at least one strong argument that the proposition is true, and there are no arguments
against it.

C34



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

Tiere eine positive Reaktion (d.h. 55 %; Thorgeirsson, 1978b; ebenfalls sekundar
zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

Die sensibilisierende Wirkung von Dipropylentriamin wurde ebenfalls im LLNA
gemessen. Die Prufung wurde unter Verwendung von 0,3, 1 oder 3 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefuhrt und ein EC3 von 0,9 % ermittelt (Gamer et al.,
2008).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -1,15
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~131 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000046 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log KP von -4,34.

— In silico (Schritt D)

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fur die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der Humanbefunde (BgVV) einen SS von 0
(d.h. unbedeutendes Allergen, Kategorie C; SS: 0). Mit dem Modell wurde ein PSS
von 0,43 bestimmt (d.h. Hinweis auf Kontaktallergen, Kategorie B; SS: > 0 bis 0,5).

In TOXTREE, mit den implementierten SMARTs Rastern, wird als Protein-
reaktivitditsmechanismus des Inhaltsstoffes die Schiffbasenbildung vorhergesehen.
Auf Basis der erzielten Ergebnisse fur die strukturahnlichen aliphatischen Amine
Ethylendiamin und Diethylentriamin und dem Wissen der begrenzten Anzeige-
maoglichkeit im TOXTREE Modul (hier wird Pro-Haptenen der generelle Mechanismus
zugeordnet, ohne die Vorstellung der Silbe ,pro“, wie dies in der
Originalveroffentlichung der Fall war (Enoch et al., 2008)) gehen wir davon aus, dass
es sich im Fall von Dipropylentriamin ebenfalls um ein Pro-Hapten handelt und somit
um einen ,pro-SB“. Die in der OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle
der OECD und von OASIS konnten keine direkt proteinreaktive, funktionelle Gruppe
innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der Inhaltsstoff selbst wurde
entsprechend als nicht-proteinreaktiv  bezeichnet. Nach Anwendung des
Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 9 der 18 mdéglichen Metaboliten die
Proteinreaktivitdt ebenfalls Uber einen Schiffbasenmechanismus vorhergesagt
(Modell ,Protein binding by OECD" fur Metabolite: (8/18) MA: Direct Acting Schiff
Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls (1/18) 1-3-
Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base
Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite: (9/18) Schiff base
formation with aldehydes).
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2.2.3.4  Trimethylhexamethylendiamin (TMD) 025620-58-0
Hersteller-Einstufung: 22-34-43-52/53

Mit der CAS Nr. 25620-58-0 wird das Isomerengemisch aus 5,6-Dimethylheptan-1,6-
diamin und 4-5-Dimethylheptan-1,6-diamin bezeichnet. Im Nachgang zur zweiten
Begleitkreissitzung wurde von einem Hersteller der Substanz, der TMD 2010 unter
REACH registriert hat, darauf aufmerksam gemacht, dass fur die Registrierung die
CAS Nr. 25513-64-8 fur das 2,2,4- oder 2,4,4-Trimethylhexan-1,6-diamin verwendet
wurde. Somit ist ein kompletter IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH
(EC, 2006) fur den Inhaltsstoff verfigbar. Vom Hersteller wurde mitgeteilt, dass eine
Einstufung in die Kategorie 1A gemald den Anforderungen der Verordnung (EG) Nr.
1272/2008 zum Endpunkt Hautsensibilisierung vorgenommen wird.

— In vivo (Schritt B)

Im einem Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) wurden die weiblichen Tier
der Rasse Dunkin-Hartley mit einer intradermalen Induktionsdosis von 0,1 % der
Testsubstanz (>99,7 % reines 2,2,4(oder 2,4,4)-TMD) in Wasser bzw. mit Freund—
Adjuvans (FCA) oder im Falle der Kontrollgruppe nur mit dem Vehikel und Freund—
Adjuvans (FCA) behandelt. Eine Woche spéater erfolgte eine 48-stindige
Patchapplikation. Die Tiere erhielten dabei eine 10%ige Testsubstanzldsung. Die
Auslosereaktion erfolgte zwei Wochen darauf in der Testgruppe, sowie der
Kontrollgruppe durch Applikation (jeweils epikutan, okklusive Bedingungen) eines
Patches fur 24 Stunden mit 2%iger Testsubstanzldsung. Zu den Ablesezeitpunkten
24 und 48 Stunden nach der Ausléseapplikation konnte bei jeweils in 16 der 20
behandleten Tiere eine positive Hautreaktion verzeichnet werden. Zum
Ablesezeitpunt 72 h waren 8 von 20 Tieren positiv (d.h. 40 %; siehe ESR.001.

In einem weiteren GPMT mit einer intradermalen Induktionsdosis von 0,5 %
Trimethylhexamethylendiamin in Wasser zeigten 12 der 15 getesteten Tiere eine
positive Reaktion (d.h. 80 %; Thorgeirsson, 1978b; ebenfalls sekundar zitiert in
Wahlberg und Boman, 1985; siehe auch ESR.002).

Die sensibilisierende Wirkung von Trimethylhexamethylendiamin wurde ebenfalls im
LLNA gemessen. Die Prifung wurde unter Verwendung von 1, 3 oder 10 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefuhrt und ein EC3 von 1,9 % ermittelt (Gamer et al.,
2008).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Konw) ein Wert von 1,6
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~158 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des Permeabilitats-
koeffizienten (Kp) von 0,00282 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log Kp von -
2,55. Von einem Hersteller des TMDs wurden gemessene Werte flr die oben
genannten Parameter zur Verfugung gestellt. Der log Kow) hat ein Wert von -0,3.
Daraus ergibt sich unter Annahme eines Molekulargewichts von 158 g/mol ein log Kp
von -3,02.

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird fur die Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes die Schiffbasenbildung
vorgesehen (gemald den unter 2.2.3.3 getroffenen Annahmen und den unten
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genannten Metabolismusdaten, ist davon auszugehen, dass auch dieser Inhaltsstoff
eher ein Pro-Hapten darstellt). Der Inhaltsstoff selbst wird sowohl vom OECD, als
auch vom OASIS Modell fur Proteinbindung, als nicht-proteinreaktiv charakterisiert.
Nach Anwendung des Metabolismus-Simulators auf das Isomer 5,6-Dimethylheptan-
1,6-diamin wurde im Modell ,Protein binding by OASIS* firr einen der 5 potentiell
maoglichen Metabolite des nicht-proteinreaktiven Inhaltsstoffes eine Proteinbindung
vorhergesagt ((1/5) Nitroso protein binding). Fir das 4-5-Dimethylheptan-1,6-
diamin-lsomer wurden insgesamt 19 Metabolite identifiziert, davon wurde fir zwei der
Schiffbasenmechanismus fur die Proteinreaktivitat vorhergesagt (Modell ,Protein
binding by OECD* fur Metabolite: (2/19) MA: Direct Acting Schiff Base
Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls; Modell ,Protein
binding by OASIS* fur Metabolite: (9/18) Schiff base formation with aldehydes).

2.2.3.5 Triethylentetramin 000112-24-3
Hersteller-Einstufung: 21-34-43-52/53
- In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % Triethylentetramin in Wasser zeigten 12 der 15 getesteten
Tiere eine positive Reaktion (d.h. 80 %; Thorgeirsson, 1978b; ebenfalls sekundar
zitiert in Wahlberg und Boman, 1985). In einem weiteren GPMT zeigten 14 von 19
getesteten Tieren eine Hautreaktion (d.h. 74 % positiv). Im Test betrug die
intradermale Induktionsdosis 5 %, die epikutane Induktionsdosis 95 % und die
Auslésedosis 50 %. Wasser wurde als Vehikel verwendet. Nach Normalisierung
(Details siehe 2.2.3.1) ergab sich ein Ergebnis von 0,016 fir den Harter aus der
Gruppe der aliphatischen Amine (Maximum 2; Leung und Auletta, 1997).

Ein weiterer Test an Meerschweinchen wurde von Rudzki und Krajewska (1976)
durchgefthrt. In diesem nicht standardisierten Test wurden 10 Tiere durch insgesamt
34-maliges Aufbringen (an 6 Tagen pro Woche) von Triethylentetramin (15 % in
Wasser) auf die geschorene Haut sensibilisiert. Zwei der Tiere starben unter diesem
Behandlungsschema. Die Auslésebehandlung erfolgte spater entweder mit 1 %
Triethylentetramin oder 1 % Diethylentriamin in Wasser oder 1 % Ethylendiamin in
Paraffin (,yellow paraffin®). Von den 8 ulberlebenden und gegeniber Triethylen-
tetramin sensibilisierten Tieren reagierten alle positiv auf die Auslosebehandlung.
Wurde die Auslésebehandlung mit Diethylentriamin durchgefuhrt, reagierten 2 Tiere
positiv und bei Ethylendiamin fand man ein Tier mit positiven Hautreaktionen.

In den Registrierungsdossiers von Pentaethylenhexamin (CAS Nr. 4067-16-7) und
Polyethylenpolyamin  (CAS Nr. 68131-73-7) sind folgende Daten fur
Triethylentetramin enthalten.

Die Ergebnisse eines weiteren GPM Tests werden berichtet. Die intradermale, sowie
die topische Induktion fand dabei jeweils mit 0,5 % statt, wohingegen eine
Konzentration von 2 % in destilliertem Wasser als Auslésebehandlung verwendet
wurde. Am Studienende wurde bei 9 von 10 Tieren eine leichte Hautreaktion
berichtet (d.h. 90 %, Testsubstanz war die freie Base; Maisey et al., 1988; siehe
ESR.006 zu CAS Nr. 4067-16-7 und ESR.005 zu CAS Nr. 68131-73-7).
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In einem anderen GPMT wurden die Meerschweinchen intradermal mit 5 % (v/v)
Triethylentetramin in Wasser intradermal und mit 95 % epikutan induziert. Die
Auslésebehandlung erfolgte epikutan unter Verwendung einer 50%igen Lésung. 11
der 19 sensibilisierten Tiere zeigten nach der Auslésebehandlung eine positive
Hautreaktion (d.h. 58 %; unvero6ffentlichter Studienbericht von 1990; siehe ESR.005
zu CAS Nr. 4067-16-7 und ESR.003 zu CAS Nr. 68131-73-7). Sieben Tage nach der
ersten Auslosebehandlung wurde eine sogenannte ,Cross-Challenge* Behandlung
durchgefuhrt. Dabei wurden folgende, hier relevante Chemikalien (Abklrzung,
Konzentration in Wasser) auf eine zuvor unbehandelte Hautstelle der gegeniber
Triethylentetramin sensibilisierten Tiere aufgetragen: Ethylendiamin-UHP (EDA, 5 %;
CAS Nr. 107-15-3), Diethylentriamin-HP (DETA-HP, 25 %; CAS Nr. 111-40-0),
Aminoethylpiperazin (AEP; 25 %; CAS Nr. 140-31-8) und Tetraethylenpentamin
(TEPA; 50 %; CAS Nr. 112-57-2). Nach Auslésebehandlung der 19 Tiere mit EDA
zeigten 5 eine positive Reaktion, bei DETA-HP waren es 15 Tiere, mit AEP
behandelte Tieren zeigten 9-mal eine positive Hautreaktion und bei TEPA waren es
ebenfalls 9 Tiere.

Ein weiterer Studienbericht, fasst die Ergebnisse eines Meerschweinchentests nach
Buehler zusammen. Hier wurden die Tiere mit einer 70%igen Losung induziert
(Vehikel 80 % Ethanol, epikutan, okklusive Bedingungen) und spéter eine
Auslosebehandlung mit 50 % Triethylentetramin in Ethanol (89 %) durchgefiihrt
(epikutan, okklusiv). Beim Ablesen der Hautreaktionen, 48 h nach der
Auslosebehandlung, kam es bei 19 der zuvor 20 sensibilisierten Tiere zu einer
positiven Hautreaktion (d.h. 95 %). Die durchschnittliche Schwere der Reaktion aller
Tiere wurde mit 2,4 angegeben. In den Kontrolltieren wurden mit den verwendeten
Bedingungen keine Effekte beobachtet (unverdffentlichter Studienbericht, 1993;
siehe ESR.002 zu CAS Nr. 4067-16-7 und ESR.001 zu CAS Nr. 68131-73-7).

Im sogenannten “VAA (Vitamin A Acetat) Maus Test* nach Maisey und Miller (1986)
wurde ebenfalls die freie Base als Testsubstanz verwandt. In diesem Test wurden
Mausen mit Vitamin A supplementiertem Futter versorgt. Zur Sensibilisierung wurde
die Prufsubstanz 6-mal innerhalb von 11 Tagen in einer Konzentration von 10 % auf
die abdominale Haut der Tiere aufgetragen. Es wurde ein Vehikelgemisch aus
Ethanol, Wasser und Tween® 80 (CAS Nr. 9005-65-6) im Verhaltnis 4:3:1 verwendet.
An Studientag 15 wurde die Auslésebehandlung durchgefihrt (2,5 %; Applikation auf
die Ohren) und nach 0, 24 bzw. 48 Stunden die Dicke der Ohren bestimmt. Der Test
zeigte laut den Studienautoren ein positives Ergebnis. Bei 4 der getesteten 10 Tiere
war die Dicke der Ohren im Vergleich zur maximalen Dicke bei Kontrolltieren, um
mindestens 50 % erhéht (Maisey et al., 1988; siehe ESR.007 zu CAS Nr. 4067-16-7
und ESR.006 zu CAS Nr. 68131-73-7).

Daten Uber die dermale Absorption von Triethylentetramin sind von geringer Qualitat
und sehr allgemein gefasst. Ein Studienbericht aus dem Jahr 1953 (ESR.002 zu CAS
Nr. 68131-73-7 und CAS Nr. 4067-16-7) ergab bei Kaninchen nach dermaler
Applikation von Triethylentetramin keine akut toxischen Effekte (keine Nennung der
applizierten Dosis oder anderer Details).

C38



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -2,86
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~146 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00000323 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -5,49.

— In silico (Schritt D)

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fur die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Fur
den zu bewertenden Inhaltsstoff wurde auf Basis der der Humanbefunde (BgVV) ein
SS von 1 (d.h. bedeutendes Allergen, Kategorie A; SS: >0,5 bis 1) vergeben und ein
PSS von 0,18 gefunden (d.h. Hinweis auf Kontaktallergen; Kategorie B; SS: > 0 bis
0,5).

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (wahrscheinlich ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fur jeweils 12 der 20
maoglichen Metaboliten die Proteinreaktivitdt ebenfalls Uber einen Schiffbasen-
mechanismus vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fiur Metabolite:
(11/20) MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base
Formers|Mono-carbonyls, (1/20) 1-2-Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base
Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers; Modell ,Protein binding by
OASIS* fir Metabolite: (12/20) Schiff base formation with aldehydes).

2.2.3.6  N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan 000109-55-7
Hersteller-Einstufung: 10-22-34-43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

In einer Untersuchung, deren Ziel es war, Vehikeleffekte im LLNA aufzudecken,
wurde N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan in sieben unterschiedlichen Vehikeln auf
sensibilisierende Eigenschaften wberpruft (Vehikel: Aceton/Olivendl (4:1, AOO);
Dimethylsulphoxid (DMSO), Methylethylketon (MEK), Dimethylformamid (DMF),
Propylenglykol (PG), Ethanol Wasser Gemische (50:50 und 90:10; EtOH/Wasser)).
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Tabelle 7. Erzielte EC3 Werte mit unterschiedlichen Vehikeln
Vehikel EC3[% (v/V)]

DMF 1,7

MEK 1,8

AOO 2,2

DMSO 3,2

EtOH/Wasser (90:10) | 4,1

EtOH/Wasser (50:50) | 7,1

PG > 10

(Originalarbeit von Wright et al., 2001; Teilergebnisse werden sekundar in
verschiedenen Publikationen berichtet, beispielsweise Gerberick et al., 2004 a und b,
2005).

Im Registrierungsdossier des Inhaltsstoffes sind verschiedene Untersuchungen an
Meerschweinchen berichtet.

In einem GPMT wurden 15 Tiere zun&chst intradermal mit N,N-Dimethyl-1,3-
diaminopropan in Wasser (Konzentration zwischen 1-5% (v/v), nicht n&her
definierten) behandelt. Nach 7 Tagen wurde die epikutane Induktion mit 1 % N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan in Wasser durchgefuihrt und die Auslésebehandlung
erfolgte nach 21 Tagen mit 5%iger Stofflosung. 14 der 15 behandelten Tiere zeigten
eine positive Reaktion zum Ablesezeitpunkt 48 h (d.h. 93 %). Obwohl ein Vorversuch
durchgefuhrt wurde, um die maximale nicht reizend wirkende Dosis fur die
Auslésebehandlung zu finden, zeigte eines der 3 Tiere aus der Kontrollgruppe, die
keine Induktionsdosis, wohl aber eine Auslosedosis erhielten, Hautreaktionen
(Bewertungsskala: 2). Diese waren zum zweiten Ablesezeitpunkt (48 h nach
Auslosebehandlung) wieder abgeklungen (unbekannte Publikation, 1984; siehe
ESR.001)

In einem weiteren GPM Test erfolgte die intradermale Induktion mit 0,25 % N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan in Wasser, die epikutane Induktion nach 7 Tagen mit
einer 5%igen L6sung und die epikutane Auslésebehandlung nach insgesamt 21
Tagen mit einer 1%igen Losung. Keines der 20 behandelten Tiere zeigte unter
diesem Behandlungsschema eine Hautreaktion (unverotffentlichter Studienbericht,
1986; siehe ESR.002).

Ein weiterer Studienbericht, fasst die Ergebnisse eines Meerschweinchentests nach
Buehler zusammen. Hier wurden die Tiere mit einer 10%igen L&sung induziert
(Vehikel 80 % Ethanol, epikutan, okklusive Bedingungen) und spéater eine Auslose-
behandlung mit 3 % N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan in Aceton durchgefuhrt
(epikutan, okklusiv). Da es auch bei den nicht induzierten Kontrolltieren nach der
Auslosebehandlung zu Hautreaktionen kam (Reizwirkung der gepruften Substanz),
wurde 8 Tage nach der ersten Auslosebehandlung eine zweite Auslésebehandlung
bei allen Tieren der Kontroll- und Testgruppe, sowie 4 zuvor véllig unbehandelten
Tieren, mit einer geringeren Substanzdosis durchgefihrt (1 % in Aceton). Schlief3lich
zeigten 8 der zuvor 20 sensibilisierten Tiere 48 h nach der zweiten Ausldsebehand-
lung eine positive Hautreaktion (d.h. 40 %), wohingegen keines der 4 naiven Tiere
oder der 10 Kontrolltiere eine Hautreaktion offenbarte (unverdéffentlichter Studien-
bericht, 1992; siehe ESR.003).
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- In vitro (Schritt C)
1. Bioverfugbarkeit

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -0,45
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~102 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des Permeabilitats-
koeffizienten (Kp) von 0,000217 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log Kp von -
3,66.

2. Haptenisierung

Von den Entwicklern des DPRA wurden fur N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan unter
Verwendung eines Cystein-haltigen Polypeptids eine ca. 10%ige Peptiddepletion
gemessen (10,2 % + 3,4 SD). Wenn GSH als Substrat verwendet wurde, war eine
Depletion von 2,8 % (£ 5,2 SD) zu verzeichnen und bei einem Lysin-haltigen Substrat
konnte kein Peptidrickgang (-1,8 % + 1,9 SD) ermittelt werden (Gerberick et al.,
2004Db).

4. Reifung und Migration DCs

Bei Untersuchungen der humanen Monozytenzelllinie THP-1 fand man im
durchgefiihrten h-CLAT ein positives Ergebnis. Im vorliegenden Fall bedeutet dies,
dass mindestens in 2 von 3 Experimenten die Oberflachenmarker CD86 = 150 %
bzw. CD54 = 200 % der entsprechenden Kontrollzellen waren. Eine Aktivierung der
Monozyten ist somit nachgewiesen (Nukada et al., 2011).

— In silico (Schritt D)

In Fedorowicz et al. (2005) werden die Ergebnisse bezuglich der sensibilisierenden
Eigenschaften des Inhaltsstoffes aus zwei Softwareprodukten, sowie einer
Basismethode berichtet (TOPKAT und DEREK fur Windows, logistische
Regressionsanalyse). TOPKAT erzielt einen Wert von 0,452 als Ergebnis des
Inhaltsstoffes im GPMT. In einem Wertebereich von >0,3 bis 0,7 ist die
Vorhersagekraft von TOPKAT nicht gegeben — es wird keine Bewertung des
Inhaltsstoffes vorgenommen. Mit Hilfe von DEREK und der logistischen Regression
kbnnen Aussagen Uber den Ausgang der Sensibilisierungstestung in
Meerschweinchen und in  Mausen gemacht werden. Die logistische
Regressionsanalyse ergibt in beiden Fallen ein positives Ergebnis (0,960 GPMT;
0,685 LLNA). In DEREK lautet das kategorisierte Ergebnis im GPMT und im LLNA

,plausible*’.

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fur die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS
von 0,5 (d.h. Kategorie moderat; SS >0,25 bis 0,5; Daten aus Gerberick et al., 2005).
Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,62 (d.h. Kategorie
Sensibilisierend; SS > 0,5 bis 0,625).

"The weight of evidence supports the proposition.
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Die vorlaufige Wirkstarkenbewertung durch die Firma MOLCODE, auf Basis der
ermittelten QSAR-Ergebnisse (QMRF: Q17-10-1-241; Endpunkt LNA Score Index)
stufte den Inhaltsstoff, als einzigen der 5 bewerteten, in die mittlere Wirkkategorie ein
(,moderate). Fur die Substanz liegt der numerische Wert des LLNA Score Index bei
0,47, d.h. am oberen Ende der Skala fir diese Kategorie (Grenze fiir Kategorie
.Strong“: >0,5). Die Ergebnisse wurden aufgrund des eigentlich kostenpflichtigen
Service nicht detaillierter beschrieben (persdnliche Kommunikation mit PhD Eneli
Hark, REACH and Regulative Affairs, MOLCODE))

Die vorliegende Substanz war im Trainingsset der Entwicklung der SMARTS Muster
enthalten (Enoch et al., 2008). Die hier genannte Reaktionsdomane war ein Pro-
Schiffbasenbildner (d.h. die Reaktivititsdomane wurde bereits durch Experten
bestatigt; ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). In TOXTREE, mit den implementierten SMARTs
Rastern, wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die Schiffbasen-
bildung vorhergesehen. Mit dem Wissen der begrenzten Anzeigemoglichkeit im
TOXTREE Modul (hier wird Pro-Haptenen der generelle Mechanismus zugeordnet,
ohne die Vorstellung der Silbe ,pro* wie dies in der Originalverdffentlichung der Fall
war) gehen wir davon aus, dass es sich bei N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan um das
besagte Pro-Hapten handelt. Die, in der OECD Toolbox enthaltenen, Protein-
bindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten keine funktionelle Gruppe
innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der Inhaltsstoff selbst wurde
entsprechend als nicht-proteinreaktiv.  bezeichnet. Nach Anwendung des
Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 3 der 14 moglichen Metaboliten die
Proteinreaktivitat ebenfalls (ber einen Schiffbasenmechanismus vorhergesagt
(Modell ,Protein binding by OECD" fur Metabolite: (3/14) MA: Direct Acting Schiff
Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls; Modell
.Protein binding by OASIS* flir Metabolite: (3/14) Schiff base formation with
aldehydes).

2.2.3.7 Tetraethylenpentamin 000112-57-2
Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43-51/53
— In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % Tetraethylenpentamin in Wasser zeigten 11 der 15
getesteten Tiere eine positive Reaktion (d.h. 73 %; Thorgeirsson, 1978b; ebenfalls
sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985). In einem weiteren GPMT zeigte
eines der 18 getesteten Tieren eine Hautreaktion (d.h. 5 % positiv). Im Test betrug
die intradermale Induktionsdosis 5 %, die epikutane Induktionsdosis 60 % und die
Auslésedosis 50 %. Wasser wurde als Vehikel verwendet. Nach Normalisierung
(Details siehe 2.2.3.1) ergab sich ein Ergebnis von 0,002 fir den Harter aus der
Gruppe der aliphatischen Amine (Maximum 2; Leung und Auletta, 1997). In beiden
Untersuchungen wurden Meerschweinchen der Rasse Dunkin Hartley verwendet.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -3,16
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~189 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
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Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 7,610 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -6,12.

- In silico (Schritt D)

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fur die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Fur
den zu bewertende Inhaltsstoff wurde auf Basis der Humanbefunde (BgVV) ein SS
von 0,5 (d.h. Hinweis auf Allergen, Kategorie B; SS: >0 bis 0,5) vergeben und ein
PSS von 0,56 (d.h. bedeutendes Allergen; Kategorie A; SS: > 0,5 bis 1) gefunden.

In TOXTREE wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Auch
nach Anwendung des Metabolismus-Simulators wurden keine proteinreaktiven
Metabolite identifiziert.

2.2.3.8 Pentaethylenhexamin 004067-16-7
Hersteller-Einstufung: 34-43-50/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 5 % Pentaethylenhexamin in Wasser zeigten 19 der 19
getesteten Tiere eine positive Reaktion (d.h. 100 % positiv). Im Test betrug die
epikutane Induktionsdosis, sowie die Ausldsedosis 100 %. Wasser wurde immer als
Vehikel verwendet. Nach Normalisierung (Details siehe 2.2.3.1) ergab sich ein
Ergebnis von 0,01 fir den Harter aus der Gruppe der aliphatischen Amine (Maximum
2; Leung und Auletta, 1997; siehe ESR.001).

Alle weiteren im Registrierungsdossier aufgefihrten Daten zur Sensibilisierung und
zur dermalen Absorption beziehen sich auf Triethylentetramin und sind dort im Detail
dargestellt (6+1 ESR; siehe 2.2.3.5).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -3,67
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~232 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des Permeabilitats-
koeffizienten (Kp) von 1,8*107 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log Kp von -
6,74.
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Und
auch nach Anwendung des Metabolismus-Simulators wurden keine proteinreaktiven
Metabolite identifiziert.

2.2.3.9 Polyethylenpolyamin 068131-73-7
Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43-50/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Daten Uber dermale Absorption im Registrierungsdossier sind von geringer Qualitat
und beinhalten nur die folgenden allgemeinen Aussagen: wurde Kaninchen der
Inhaltsstoff dermal appliziert (maximale Dosis 2000 mg/kg), so zeigten sie
unspezifische akut toxische Effekte. Diese waren innerhalb kurzer Zeit reversibel. Die
Studienautoren sprechen von einer geringen dermalen Aufnahme (ESR.001 von
1983).

Alle weiteren im Registrierungsdossier aufgefihrten Daten zur Sensibilisierung und
zur dermalen Absorption beziehen sich auf Triethylentetramin und sind dort im Detail
dargestellt (6+1 ESR; siehe 2.2.3.5).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurden fur diese CAS-Nr. dieselben Annahmen wie fur das
Pentaethylenhexamin getroffen, dementsprechend wurden ebenfalls gleiche
Ergebnisse erzielt. Fur den Verteilungskoeffizient (log Konw) wurde ein Wert von -3,67
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~232 g/mol
konnte  anhand  des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 1,810 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -6,74.

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Und
auch nach Anwendung des Metabolismus-Simulators wurden keine proteinreaktiven
Metabolite identifiziert.
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2.2.3.10 Polyethylenamin 026336-38-9
Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43-50/53
- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)
Keine Information verfugbar.
— In silico (Schritt D)

Fur die Substanzbewertung stand nur die chemische Struktur des Monomers (CAS
Nr. 593-67-9) zur Verfigung. Unter Verwendung dieser Struktur wurde weder in
TOXTREE, noch in der OECD Toolbox (Modell der OECD und von OASIS) eine
maogliche Proteinreaktivitdt des zu bewertenden Inhaltsstoffes gefunden. Fir das
Monomer wurde nach der Anwendung des Metabolismus-Simulators ein
proteinreaktiver Metabolit identifiziert (Modell: ,Protein binding by OASIS* (1/2)
Protein alkylation by active cyclic agents). Nach Bewertung der Polymerstruktur ist
eine Bildung des gefundenen proteinreaktiven Metaboliten (Oxiran-2-Amin) in vivo
nicht wahrscheinlich, die Proteinreaktivitdt daher insgesamt sehr gering ausgepragt.

2.2.4 Harter, cycloaliphatische Polyamine:

2.24.1 4,4-Diaminocyclohexylmethan 001761-71-3
Hersteller-Einstufung: 22-35-43-51/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

In einem Studienbericht von 1985 (unveroffentlicht, siehe ESR.002) werden
Ergebnisse eines Sensibilisierungstests an Meerschweinchen berichtet. 10 Tieren
wurde dazu 9-mal innerhalb von 3 Wochen die Prifsubstanz in einer Lésung aus
Aceton/Dioxan (1:1) und mit 13 % Meerschweinchenfett auf die vorgeschéadigte Haut
appliziert (keine Angabe der verwendeten Testmaterialkonzentration; Vehikel wurde
fettreich gewahlt, um eine mdglichst maximale Absorption zu gewahrleisten). Nach
einer zweiwochigen Ruhephase wurde eine epikutane Auslosebehandlung mit 2 %
der Priufsubstanz im oben genannten Vehikel durchgefihrt (pro Tier zwei
Applikationen jeweils einmal auf intakte und einmal auf vorgeschéadigte Haut). 24 h
nach der Auslosebehandlung wurde bei 7 der 10 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion festgestellt (der Schweregrad der positiven Reaktion wurde nicht weiter
beschrieben).

Kennedy (1991) behandelte 10 mannliche Meerschweinchen einmalig topisch mit
einer 25%igen Paste aus 4,4'-Diaminocyclohexylmethan und einer hydrophilen
Creme (,USP Hydrophilic ointment*; enthalt SDS). Anschliel3end wurden 5 dieser 10
Tiere 9-mal innerhalb von 3 Wochen mit derselben Paste topisch behandelt. Den
weiteren 5 Tieren wurde im selben Zeitraum 4-mal intradermal 0,1 ml von 5 % 4,4'-
Diaminocyclohexylmethan in Methanol/Ethylenglykol (15:85) injiziert. Nach einer
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zweiwdchigen Ruhephase wurden alle Tiere mit einer 2%igen und einer 10%igen
Paste epikutan auf die intakte bzw. vorgeschéadigte Haut behandelt. Die
Hautreaktionen wurden nach 24 h evaluiert. Bei 4 der 5 Tiere, deren Sensibilisierung
durch die topische Substanzapplikation ausgelost wurde, zeigten sich leichte bis
mittlere Hautreaktionen (bei 2%iger (2/5) oder 10%iger (2/5) Auslésebehandlung auf
intakter Haut). Intradermal sensibilisierte Tiere zeigten in allen Féllen (5/5), in denen
die Auslosebehandlung mit der 10%igen Paste vollzogen worden war, positive
Hautreaktionen leichten bis mittleren Grades (intakte Haut; siehe ESR.003).

Die Testergebnisse eines sogenannten ,Back painting test” an Meerschweinchen
wurden als ,nicht eindeutig“ bezeichnet und wurden nicht ndher ausgefuhrt. Aus
diesem Grund wird auf die detaillierte Beschreibung des Versuchsaufbaus verzichtet
(unveroffentlichter Studienbericht, 1956; siehe ESR.001).

- In vitro (Schritt C)

— In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert
von 3,26 berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von ~210 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschéatzung
des Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,0206 cm/h gemacht werden. Es
resultiert ein log Kp von 1,69. Von einem Hersteller des Inhaltsstoffes
wurden gemessene Werte fir die oben genannten Parameter zur
Verfligung gestellt. Der log Koy hat ein Wert von 2,03. Daraus ergibt sich
unter Annahme eines Molekulargewichts von 210 g/mol ein log Kp von -
2,56.1In silico (Schritt D)

Weder in TOXTREE, noch in den Proteinbindungsmodellen der OECD Toolbox
wurden proteinreaktive Strukturen des Inhaltsstoffes identifiziert, der Inhaltsstoff
selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Bei Anwendung des
Metabolismus-Simulators wurden zwar drei mdogliche Metabolite identifiziert, die
jedoch ebenfalls nicht als proteinreaktiv eingestuft wurden.

2.2.4.2 Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3-
methylcyclohexyl)methane 136210-32-7

Hersteller-Einstufung: 43-52/53
— In vivo (Schritt B)
Keine Information verflgbar.
- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 5,99
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~583 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00956 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,02.

— In silico (Schritt D)

Weder in TOXTREE, noch in der OECD Toolbox wurde fir den Inhaltstoff eine
Proteinreaktivitat vorhergesagt. Nach der Anwendung des Metabolismus-Simulators
wurde fur 7 der 39 moglichen Metabolite des nicht-proteinreaktiven Inhaltsstoffes
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vom Modell: ,Protein binding by OASIS" eine Mdglichkeit zur Proteinbindung
identifiziert ((7/39) Nucleophilic addition to ketones).

2.2.4.3 N-Aminoethylpiperazin, 2-Piperazin-1-ylamin 000140-31-8
Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43-52/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % N-Aminoethylpiperazin in Wasser zeigten alle der 15
getesteten Tiere eine positive Reaktion (Thorgeirsson, 1978b; siehe ESR.002,
ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985). In einem weiteren GPMT
zeigten 5 von 20 getesteten Tieren eine Hautreaktion (d.h. 40 % positiv). Im Test
betrug die intradermale Induktionsdosis 5 %, die epikutane Induktionsdosis 50 % und
die Auslosedosis 25 %. Wasser wurde als Vehikel verwendet. Nach Normalisierung
(Details siehe 2.2.3.1) ergab sich ein Ergebnis von 0,02 fiir den getesteten Harter
(Maximum 2; Leung und Auletta, 1997; siehe ESR.001).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -1,57
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~130 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0000239 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,62.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3).Die in der OECD
Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten
keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der
Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 5 der 12 mdglichen
Metaboliten die Proteinreaktivitdt ebenfalls tber einen Schiffbasenmechanismus
vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD*" fir Metabolite: (4/12) MA: Direct
Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-
carbonyls, (1/12) 1-2-Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic
Domain: Schiff Base Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite:
(5/12) Schiff base formation with aldehydes).

2.2.4.4 Isophorondiamin (IPD), 3-Aminomethyl-3,5,5-trimethylcyclohexylamin
002855-13-2

Hersteller-Einstufung: 21/22-34-43-52/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar. Von einem Hersteller wurde mitgeteilt, dass Ende 2012 eine Einstufung in

C 47



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

die Kategorie 1A gemalR den Anforderungen der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
zum Endpunkt Hautsensibilisierung vorgenommen wird.

- In vivo (Schritt B)

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,5 % Isophorondiamin in Aceton zeigten 15 der 15 getesteten
Tiere eine positive Reaktion (Thorgeirsson, 1978b; siehe ESR.005, ebenfalls
sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

In einem weiteren GPM Test wurden die Tiere zunachst mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 0,1 % Isophorondiamin in 10%igem Ethanol behandelt.
Anschlielend wurde eine epikutane Induktion mit einer 7,5%igen L6sung unter
okklusiven Bedingungen durchgefuhrt und die Auslosebehandlung erfolgte nach
einer zweiwochigen Ruhephase mit 2,5% und 5 % Isophorondiamin. Bei einer
Auslosekonzentration von 2,5 % zeigten 24 h nach der Auslosebehandlung 7/20
Tieren positive Hautreaktionen, nach 48 h waren es 5/20 Tieren und zum letzten
Ablesezeitpunkt (72 h) 2/20. Mit der héheren Auslésedosis (5 %) wurden 18/20 Tiere
positiv 24 h nach der Behandlung bewertet. Bei 48 h waren es 15/20 und nach 72 h
10/20 Tiere. Keines der 9 Kontrolltiere wurde positiv bewertet. Es bleibt anzumerken,
dass es nach der intradermalen Induktion hauptsachlich bei den Tieren, die mit
Isophorondiamin behandelt worden waren, zu schlecht heilenden, nekrotischen
Entzindungserscheinungen kam. Nach der 48stiindigen Patchapplikation bluteten
die Tiere und an den Injektionsstellen sonderte sich entziindetes Material ab. Die
Tiere zeigten generell stark entzindliche Prozesse. Nach der Auslosebehandlung
bildeten sich dicke Ablagerungen und die Haut trocknete aus (unverétffentlichter
Studienbericht, 1983; siehe ESR.001).

Ein unveroffentlichter Studienbericht von 1981 (siehe ESR.004) fasst die Ergebnisse
eines anderen GPMT zusammen. Hier wurden 20 Meerschweinchen mit 1 %
Isophorondiamin intradermal und anschlieRend mit 1 % epikutan unter okklusiven
Bedingungen sensibilisiert. Die Auslosebehandlung erfolgte mit 5 und 10 % der
Prufsubstanz. Das verwendete Vehikel war immer Wasser. Es kam weder in den
Kontrolltieren, noch in den sensibilisierten Tieren, die nur mit 5 % Isophorondiamin
behandelt worden waren, zu sichtbaren Hautreaktionen. Bei den Tieren, die eine
10%ige Auslésedosis erhielten, zeigte sich in 12 der 20 behandelten Tiere eine
positive Hautreaktion (d.h. 60 %; unverotffentlichter Studienbericht, 1981; siehe
ESR.004).

Die sensibilisierende Wirkung von Isophorondiamin wurde ebenfalls im LLNA
gemessen. Die Prufung wurde unter Verwendung von 0,3; 1 oder 3 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefuhrt und ein EC3 von 1,0 % ermittelt (Gamer et al.,
2008).

Folgende Studienberichte werden der Vollstéandigkeit halber erwahnt, sind jedoch
aufgrund ihrer mangelhaften Detailtiefe nicht relevant fir die Bewertung der
sensibilisierenden Wirkstarke von Isophorondiamin.

10 Tiere wurden &hnlich dem GPM Testverfahren zunachst intradermal
(Konzentration unbekannt) behandelt. Es folgte die Auslésebehandlung mit 0,1 % in
Propylenglykol. Keines der Tiere zeigte anschlieRend eine positive Hautreaktion
(unveroffentlichter Studienbericht, 1987; ESR.002).
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In einem weiteren Studienbericht wird angegeben, dass alle Tiere, die mit einer nicht
naher definierten Konzentration gemald dem Schema des GPMT behandelt wurden,
eine positive Hautreaktion aufwiesen (Fregert, 1977; siehe ESR.003).

— In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 1,9
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~170 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,00391 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,41. Von einem Hersteller des IPDs wurden gemessene Werte fur die
oben genannten Parameter zur Verfigung gestellt. Der log Kow hat ein Wert von
0,99. Daraus ergibt sich unter Annahme eines Molekulargewichts von 170 g/mol ein
log Kp von -3,05.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3).Die in der OECD
Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten
keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der
Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fur jeweils 3 der 14 mdglichen
Metaboliten die Proteinreaktivitdt ebenfalls Uber einen Schiffbasenmechanismus
vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fir Metabolite: (3/14) MA: Direct
Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-
carbonyls; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite: (3/14) Schiff base
formation with aldehydes).

2.2.45 3-Cyclohexylaminopropylamin  003312-60-5
Hersteller-Einstufung: 22-35-43

— In vivo (Schritt B)
Keine Information verflgbar.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 1,61
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~156 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00294 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,53.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3).Die in der OECD
Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten
keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der
Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fur jeweils 7 der 32 mdglichen
Metaboliten die Proteinreaktivitdt ebenfalls Uber einen Schiffobasenmechanismus

C 49



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fir Metabolite: (6/32) MA: Direct
Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-
carbonyls, (1/32) 1-3-Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic
Domain: Schiff Base Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite:
(7/32) Schiff base formation with aldehydes).

2.24.6 1,2-Diaminocyclohexan (DCH)  000694-83-7
Hersteller-Einstufung: 34-43
— In vivo (Schritt B)

In einer nicht-standardisierten Industrieuntersuchung, um die sensibilisierenden
Eigenschaften von 1,2-Diaminocyclohexan zu testen, wurden 10 Meerschweinchen
als Versuchstiere verwendet. Die mannlichen und weiblichen Tiere (Rasse Dunkin
Hartley) wurden zunadchst entweder mit einer 5 oder 10%igen Emulsion der
Testsubstanz in Wasser epikutan behandelt (zusatzlich 5 Kontrolltiere, nur Vehikel
exponiert). Zwei Tage spater wurde die Induktionsserie gestartet, d.h. es wurden 4
intradermale Injektionen (je einmal pro Woche) a 0,1 ml mit einer 1%igen Emulsion
der PriUfsubstanz in Kochsalzlosung verabreicht. Nach einer zweiwdchigen
Ruhephase wurde den Tieren auf die intakte Haut an unterschiedlichen Stellen in der
Schulterregion dermal eine 1 bzw. 10%ige Substanzemulsionen appliziert. Nach 24
und 48 h wurden die Hautreaktionen beurteilt. Da es zu diesen Zeitpunkten ebenfalls
bei den nicht sensibilisierten Kontrolltieren zu leichten Hautreaktionen kam, wurde
die Auslésebehandlung eine Woche spater wiederholt. Nach der ersten
Auslésebehandlung zeigten 8 der Tiere, die mit 10%iger Emulsion sensibilisiert
worden waren, leichte bis mittelgradige Hautreaktionen. Bei der Ablesung nach der
wiederholten Auslosebehandlung wurden 6 der Tiere, die zuvor mit nur 1%iger
Emulsion induziert worden waren, als positivim Test vermerkt (Kennedy, 2007).

Die sensibilisierende Wirkung von 1,2-Diaminocyclohexan wurde auch im LLNA
gemessen. Die Prifung wurde unter Verwendung von 0,1, 0,3 oder 1 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefihrt und ein EC3 von 0,4 % ermittelt (EC1,5 = 0,6).
In einer zweiten, unabhangigen Testung in Aceton mit 0,3, 1, oder 3% der
Prufsubstanz in Aceton wurde ein EC1,5 von 0,89 bestimmt. Wurde anstelle von
Aceton jedoch Aceton/Olivendl verwendet, so wurde ein Stimulationsindex von 1,5
nicht dberschritten (Gamer et al., 2008).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 0,09
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~114 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000441 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,35.

— In silico (Schritt D)

Fiur diesen Inhaltsstoff wurde weder in TOXTREE, noch in der OECD Toolbox eine
Struktur ermittelt, die auf die bekannten Proteinreaktivititsdomanen hinweist.
Daraufhin wurde der in der Toolbox enthaltene Metabolismus-Simulator angewandt.
Es wurden 9 potentielle Metabolite identifiziert. Das Toolbox Modell ,Protein binding
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by OASIS* besagt weiterhin, dass flir 2 dieser 9 Metabolite des nicht-proteinreaktiven
Inhaltsstoffes die Reaktivititsdomane ,Nucleophilic cycloaddition to diketones® gilt
und laut dem Modell ,Protein binding by OECD® fir Metabolite wird der
Schiffbasenmechanismus vorhergesagt (1-2-Dicarbonyls|MA: Direct Acting Schiff
Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers).

2.2.5 Harter, sonstige

2.2.5.1 N-cyanethyliertes Trimethylhexamethylendiamin 093941-62-9
Hersteller-Einstufung: 22-34-43

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 1,61
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~211 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00137 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,86.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fur insgesamt 2 der 12
moglichen Metabolite eine Proteinreaktivitat bestétigt (Modell ,Protein binding by
OECD* fur Metabolite: (1/12) MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic
Domain: Schiff Base Formers|Mono-carbonyls; Modell ,,Protein binding by OASIS* fur
Metabolite: (1/12) Schiff base formation with aldehydes, (1/12) Nitroso protein
binding).

2.2.5.2 m-Xylidendiamin (MXDA) 001477-55-0
Hersteller-Einstufung: 20/22-34-43-52/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

15 Meerschweinchen (10 Tiere in Testgruppe, 5 Kontrolltiere) wurden gemaf dem
GPM Testschema behandelt. Die intradermale Induktionsdosis betrug 0,1 % m-
Xylidendiamin, die topische Induktion erfolgte mit 10 % und die Dosis der topischen
Auslosebehandlung betrug 1 % und 2 % (hochste nicht reizend wirkende Dosis). Das
verwendete Vehikel war jeweils Wasser. 24 und 48 h nach Beendigung der
Auslosebehandlung wurden die Hautreaktionen beurteilt. An den Stellen, die mit 1 %
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behandelt wurden, konnten nach 24 h an 5 der 10 Tiere Hautreaktionen festgestellt
werden, nach 48 h waren noch 4 von 10 Tieren positiv zu beurteilen. Die 2%ige
Auslésebehandlung fuhrte nach 24 h bei 7 der 10 Tiere (d.h. 70%) zu
Hautveranderungen, nach 24 h waren diese noch bei 5 von 10 Meerschweinchen zu
sehen. Keines der Kontrolltiere zeigte eine Hautreaktion (unveroffentlichter
Studienbericht, 1988; siehe ESR.002).

In einem weiteren GPM Test wurden die Tiere mit héheren Substanzkonzentrationen
behandelt. Beim Vorversuch der Studie wurde die maximale nicht reizende Dosis mit
5% der Testsubstanz in destilliertem Wasser bestimmt. Die minimal reizend
wirkende Dosis wurde mit 10 % angegeben. Die Meerschweinchen erhielten
zunachst eine intradermale Induktionsdosis (nicht ndher bezeichnet), gefolgt von
einer topischen Induktion (Tag 7; 20%ige LOsung) und einer topischen
Auslésebehandlung mit 5 % m-Xylidendiamin (Tag 21). Diese Auslosebehandlung
wurde an Tag 28 wiederholt. Das verwendete Vehikel war immer destilliertes
Wasser. Die Hautreaktionen wurden jeweils 24, 48 und 72 h nach Beendigung der
Auslosebehandlung abgelesen. Nach der ersten Auslosebehandlung waren zu allen
Zeitpunkten alle der sensibilisierten 12 Tiere positiv. Nach der zweiten
Auslosebehandlung zeigten nach 24 h 8 der 12 Tiere eine Hautreaktion, zum
Zeitpunkt 48 h waren es 4 und nach 72 h war es eines der 12 Tiere. Die Kontrolltiere
zeigten bis auf ein Tier nach der zweiten Auslésebehandlung keine Hautreaktionen
ausgelost durch m-Xylidendiamin (unveroéffentlichter Studienbericht, 1981; siehe
ESR.003).

In einem weiteren Test (einem Testprotokoll ahnlich dem Buehler, jedoch mehr
Patchapplikationen in der Induktionsphase) wurden 10 Hartley Meerschweinchen mit
5 % m-Xylidendiamin in Wasser 9-mal innerhalb von 3 Wochen topisch behandelt
(jeweils fur 6 h unter okklusive Bedingungen). Nach der 8. und 9. Induktions-
behandlung wurde bei allen Tieren der Testgruppe eine Rotung und Schwellung an
den entsprechenden Hautpartien berichtet (Reizwirkung der Prifsubstanz). Nach
einer zweiwochigen Ruhephase wurde eine epikutane Auslésebehandlung mit 2 und
5%iger Losung durchgefuhrt. Es zeigte sich nur in einem der 10 behandelten Tiere
eine Hautreaktion nach 24 h (unveroffentlichter Studienbericht, 1973; siehe
ESR.004).

Die sensibilisierende Wirkung von m-Xylidendiamin wurde ebenfalls im LLNA
gemessen. Die Prufung wurde unter Verwendung von 0,3; 1 oder 3 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefuhrt und ein EC3 von 0,4 % ermittelt (Gamer et al.,
2008).

In einem unveroffentlichten Studienbericht aus dem Jahr 2004 (ESR.001) werden die
Ergebnisse eines Standard LLNA zusammengefasst. Die jeweils 4 Mause einer
Gruppe wurden entweder mit 2,5; 5 oder 10 % m-Xylidendiamin in Dimethylformamid
behandelt (nachdem aus einem Vorversuch mit 25 und 10 % bekannt war, dass
25 % zu extensivem Leiden der Tiere fihrte). Im Test wurde mit der niedrigsten
Konzentration die Schwelle einer dreifachen Induktion der Anzahl proliferierender T-
Zellen im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht erreicht (d.h. SI<3). Mit den beiden
hoheren Testkonzentrationen wurde diese Induktionsgrenze uberschritten (d.h.
SI>3). Ein EC3 Wert wurde von den Autoren nicht ausgewiesen und kann im
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vorliegenden Bericht nicht interpoliert werden, da die genauen Stimulationsindices
nicht genannt wurden. Der EC3 Wert liegt jedoch im Bereich zwischen 2,5 und 5 %.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 0,15
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~136 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000336 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,5.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (auf Basis der in der Toolbox identifizierten
Metabolite eher ,pro-SB“, vgl. 2.2.3.3). In der OECD-Toolbox konnte keine
funktionelle Gruppe ermittelt werden, die auf die bekannten
Proteinreaktivitatsdoméanen hinweist. Daraufhin wurde der in der Toolbox enthaltene
Metabolismus-Simulator angewandt, aber auch die 12 identifizierten Metabolite
werden von den Proteinbindungsmodellen der OECD und von OASIS als nicht-
proteinreaktiv eingestuft.

2.2.5.3 m-Xylylendiamin/Acrylonitril Adduct  73050-11-0
Hersteller-Einstufung: 20/21/22-43
- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)
Keine Information verflgbar.
- In silico (Schritt D)
Keine Information verflgbar.

2.25.4 N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan 001760-24-3
Hersteller-Einstufung: 38-41-43-52/53

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -1,67
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~222 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,00000543 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -5,3.
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3).Die in der OECD
Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten
keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der
Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 6 der 20 mdglichen
Metaboliten die Proteinreaktivitdt ebenfalls Uber einen Schiffobasenmechanismus
vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fir Metabolite: (5/20) MA: Direct
Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-
carbonyls, (1/20) |MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff
Base Formers; Modell ,Protein binding by OASIS* fir Metabolite: (6/20) Schiff base
formation with aldehydes).

2.25.5 Polyoxyalkylenamin, 1,10-Diamino-4,7,dioxadecan 002997-01-5
Hersteller-Einstufung: 21-34-43

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfligbar.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -1,18
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~176 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0000231 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,63.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivitatsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3).Die in der OECD
Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS konnten
keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden, der
Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils 4 der 12 mdglichen
Metaboliten die Proteinreaktivitat ebenfalls Uber einen Schiffbasenmechanismus
vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fir Metabolite: (4/12) MA: Direct
Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff Base Formers|Mono-
carbonyls; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite: (4/12) Schiff base
formation with aldehydes). Fur der 2 der 12 Metabolite wird durch das OASIS Modell
noch ein weiterer Mechanismus bestimmt ,Peroxide free radical decomposition®.
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2.2.6 Saureanhydride

2.2.6.1 Phthalsaureanhydrid 000085-44-9
Hersteller-Einstufung: 22-37/38-41-42/43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

In einem LLNA wurden die Mause vor Behandlung mit der Testchemikalie mit 1 %
SDS in Aceton/Olivendl (4:1; AOO) vorbehandelt. Diese Konzentration bewirkt kein
positives Ergebnis im LLNA, erhoht jedoch die Sensibilitdt der Tiere und verstarkt
somit das Testergebnis einer zu untersuchenden Chemikalie. Phthalsaureanhydrid
wurde ebenfalls im Vehikel AOO (4:1) geldst und in Konzentrationen von 0,25; 1; 2,5;
10 oder 25% auf die Haut der Tiere aufgetragen. Unter den gegebenen
Bedingungen wurde ein EC3 von 0,357 % ermittelt (van Och et al., 2000; siehe
ESR.002).

Phthalsdureanhydrid war Gegenstand in weiteren Tests an Mausen (LLNA). So
wurden beispielsweise die Tiere bei Dearman et al. (2000) mit Konzentrationen von
0,1; 0,25; 0,5; 1 oder 2,5 % (w/v) in AAO (4:1) behandelt. Ab einer Konzentration von
0,25 % wurde dabei der Schwellenwert der dreifachen Lymphozytenproliferation (Sl
> 3) uberschritten. Der ermittelte EC3 Wert liegt bei 0,16% ((w/v); das erwadhnte
Ergebnis wird auch von Gerberick et al., 2004b und Natsch et al., 2009 verwendet).

In einem weiteren LLNA wurden die zu untersuchenden Tiere mit 2,5; 5 oder 10 %
des Testmaterials in AOO (4:1) behandelt. Bei Prifung mit 2,5 % lag zwischen der
Proliferation von Test- zu Kontrolllymphozyten ein Verhaltnis von 73 vor (Sl = 73). Es
konnte keine konzentrations-abhangige Zunahme beobachtet werden, da bei 5 % ein
Sl von 38,5 lag und bei 10 % ein Sl von 41 bestimmt wurde. Ein EC3 wurde nicht
berechnet, liegt aber nach den vorgelegten Testergebnissen unter 2,5% (Kimber et
al., 1989; siehe ESR.006).

Die Mause eines anderen Tests wurden, wie oben genannt, behandelt (LLNA mit 2,5,
5 oder 10 % in AOO (4:1)). Bereits ab der niedrigsten getesteten Konzentration lag
das Verhaltnis der Proliferation von Test zu Kontrolllymphozyten bei 26. Es konnte
jedoch keine konzentrations-abhangige Steigerung dieses Wertes gesehen werden
(Sl bei 5 %: 21,5; Sl bei 10 %: 20,9). Ein EC3 wurde nicht berechnet, liegt aber nach
den vorgelegten Testergebnissen unter 2,5% (Basketter und Scholes, 1992; siehe
ESR.003).

In derselben Publikation werden zudem die Ergebnisse eines vergleichend
durchgefiihrten Tests an Meerschweinchen beschrieben. Die Tiere wurden gemaf
dem GPMT Schema behandelt. Die intradermale Induktion erfolgte mit 0,1 % des
Testmaterials. Nach 6 bis 8 Tagen erfolgte die epikutane Substanzapplikation mit
25%iger Losung fur 48 h unter okklusiven Bedingungen. Nach zweiw6chiger
Ruhephase folgte die Auslésebehandlung mit 10%iger Lésung. Das Vehikel war
immer Aceton/Polyethylenglykol (70:30 v/v). 90 % der behandelten Tiere zeigten
anschlielBend eine positive Hautreaktion (Basketter und Scholes, 1992; siehe
ESR.001)
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In einem nicht weiter beschriebenen Standard GPM Test wurde Phthalsdureanhydrid
als stark sensibilisierender Inhaltsstoff bezeichnet (Cronin und Basketter, 1994).

In einem Test gemal dem Standardverfahren nach Buehler wurden die Tiere 3-mal
mit 20 % Phthalsdureanhydrid gelost in Aceton behandelt. Die Auslésebehandlung
erfolgte ebenfalls mit 20 %. 85 % der Tiere zeigten eine positive Reaktion. In
derselben Publikation wurde die Sensitivitdt eines erweiterten Applikationsschemas
Uberpruft. Insgesamt wurden die Tiere innerhalb von 17 Tagen 9-mal mit der
Testsubstanz behandelt (die ersten 4 Patchbehandlungen mit 20 %; weitere 5
Patchbehandlungen nur mit 10 %, da die Substanz starke Hautreaktionen hervorrief).
Unter den gegebenen Bedingungen war bei 65% der Tieren in der
Behandlungsgruppe zum Ende der Studie eine positive Hautreaktion zu verzeichnen
Bei 2 Kontrolltieren wurden aufgrund der bekannten Reizwirkung der Substanz
ebenfalls Erytheme beobachtet. Auf Basis des groRen Abstandes zwischen dem
Wert der Kontrollgruppe und den erzielten Ergebnissen in Tieren der
Behandlungsgruppen wird deutlich, dass es sich bei der Prifsubstanz um ein
sensibilisierendes Agens handelt (Botham et al., 2005).

Gad (1988) berichtet die Ergebnisse eines Sensibilisierungstests an Mausen, die
nach dem Buehler Schema behandelt wurden. Die Induktionskonzentration betrug
20% (w/v) in Aceton. So behandelt zeigten 78 % der Tiere eine positive
Hautreaktion. Die Ergebnisse wurden verwendet, um einen Index fur die
sensibilisierende Wirkstarke des Inhaltsstoffes zu berechnen. Die folgende Formel
wurde dabei verwendet:

Wirkstarkenindex (PI) = log [1000 * (Probit der positiven Inzidenz)/
(Testkonzentration) * (Molekulargewicht)]

Mit den vorliegenden Ergebnissen wurde ein Pl von 2,29 errechnet. Dieser Pl ist in
der Publikation gleichbedeutend mit einer Einstufung in die Kategorie der moderat
sensibilisierenden Substanzen (Einstufung: Klasse 1 (extrem): Pl >4; Klasse 2
(stark): 4 > P1 > 3; Klasse 3 (moderat): 3 > Pl > 2; Klasse 4 (mild): 2 > Pl > 1; Klasse
5 (schwach oder fraglich): 1 > P1 > 0; siehe ESR.009).

In einem MEST wurden die Tiere mit einer 10%igen Losung in Aceton (Konzentration
zur Induktion, sowie zur Auslésebehandlung; jeweils epikutan unter nicht-okklusiven
Bedingungen, Auswahl der Testkonzentration basiert auf der Substanzldslichkeit im
Vehikel) getestet. In der Veroffentlichung wird aufgefiihrt, dass 10 % der Tiere eine
hautsensibilisierende Hautreaktion aufweisen. Die Ohrrdicke betrug im Vergleich zur
Kontrolle (d.h. 100 %) 105 %. Wurde anstelle der offenen Induktionsbehandlung ein
Applikationsschema mit 3-maliger okklusiver Patchbehandlung innerhalb von einer
Woche zur Induktion gewahlt (5 % in Propylenglykol) so wurden 29 % der Tiere als
positiv bewertet (Gad et al., 1986; siehe ESR.007). In der zuvor beschrieben
Publikation derselben Autorengruppe (Gad, 1988) wurden anhand dieser Ergebnisse
ein Index fur die sensibilisierende Wirkstarke von 2,4 fur Phthalsdureanhydrid
berechnet. Dies entspricht wiederum einer Einordnung in die Klasse 3 der
Wirkstarkekategorien (moderat sensibilisierend), die von den Studienautoren definiert
wurden.
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Folgende Studienberichte werden der Vollstéandigkeit halber erwahnt, sind jedoch
aufgrund ihrer mangelhaften Studienqualitat nicht relevant fir die Bewertung der
sensibilisierenden Wirkstéarke von Phthalsaureanhydrid.

In einem sogenannten Intrakutantest wurden Meerschweinchen mit 0,05 ml einer
1%igen Testlosung (Phthalsdureanhydrid wurde zunachst in Dioxan und dann in
Olivendl gelost) intradermal dber 2 bis 2,5 Wochen behandelt. Im Test wurde flr
Phthalsaureanhydrid eine sensibilisierende Eigenschaft bestétigt (Jacobs et al.,
1940; siehe ESR.004).

Eine weitere Publikation bestimmte die Lymphknotengewichte von Mausen nach
Behandlung mit 15%iger Lo6sung in AOO (4:1). Das Ergebnis zeigte einen
signifikanten Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den substanzbehandelten
Tieren. Phthalsdureanhydrid wird als sensibilisierend eingeordnet (Hayashi et al.,
2001; siehe ESR.012).

— In vitro (Schritt C)
1. Bioverfugbarkeit

Aus EPI Suite™ wurde ein experimentelles Ergebnis fir den Verteilungskoeffizient
(log Kow) von 1,6 entnommen. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von ~148 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00325 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,48.

2. Haptenisierung

Von den Entwicklern des DPRA wurden fir Phthalsaureanhydrid unter Verwendung
eines Lysin-haltigen Polypeptids eine 75%ige Peptiddepletion gemessen (+ 3,9 SD).
Wenn GSH als Substrat verwendet wurde, konnte sogar eine Depletion von 100 % (+
0 SD) gefunden werden. Bei einem Cystein-haltigen Substrat konnte jedoch kein
Peptidrickgang festgehalten werden (-1,9 % + 1,0 SD; Gerberick et al., 2004b;
Ergebnisse auch in Gerberick et al., 2007 und Natsch et al., 2009 verwendet).

In der Publikation von Bauch et al. (2011) wurde der optimierte DPRA angewandt
und Phthalsaureanhydrid als positiv eingestuft. In der Publikation bedeutet dies, dass
die mittlere Depletion beider getesteten Peptide (Lysin und Cystein) > 6,4 % betragt.
In einer Nachfolgepublikation der selben Autorengruppe (Bauch et al., 2012) wurden
die Ergebnisse differenzierter berichtet. Im Versuch mit Lysin wurde eine
Peptiddepletion von 31,3 % gemessen, mit Cystein ergab sich eine Peptiddepletion
von 16,7 %. Die mittlere Peptiddepletion betrug demnach 24 %.

3. Keratinozytenreaktion

Im ARE-Luciferase Test, dem Vorlaufertest des KeratinoSens™ wurde ein lphax VON
1,3 und eine EC1,5 von > 1000 uM ermittelt (Natsch et al., 2009).

Bauch und Kollegen (2011) berichten im KeratinoSens™ ein negatives Testergebnis
fur Phthalsaureanhydrid. In der genannten Publikation bedeutet dies, dass die
maximale beobachtete Induktion (Inax) nie Uber den 1,5fachen Wert der Kontrolle
anstieg (Ergebnis wiederholt in Bauch et al., 2012).
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4. Reifung und Migration von DCs

Die Reifung der humanen Monozytenzellen U937 wird im MUSST erfasst.
Phthalsaureanhydrid wurde von Bauch (2011) auf Basis der erzielten Ergebnisse in
diesem Test als nicht sensibilisierend eingestuft (Ergebnis wiederholt in Bauch et al.,
2012). Eine Einstufung erfolgte, wenn mindestens eine 1,2fache Induktion der
Oberflachenexpression von CD86 vorlag. Die Versuchsdurchfliihrung wich leicht von
der Originaltestbeschreibung ab, die Induktion von CD86 wurde nur zu einem
Zeitpunkt gemessen und es wurden keine weiteren Marker bestimmt. Eine
quantitative Aussage ist aufgrund fehlender Ergebnisdetails nicht moglich.

Dieselbe Autorengruppe untersuchte ebenfalls die Reifung von THP-1 Zellen (h—
CLAT). Das Studienergebnis fur Phthalsdureanhydrid war positiv, d.h. es lag
mindestens eine 1,5fache Induktion der Oberflachenexpression von CD86 und/oder
CD54 vor. Getestet wurden acht Konzentrationen ausgehend von einer 1,2fachen
CV75 (Konzentration bei der noch 75% der Zellen leben). Da kein genaues Ergebnis
beschrieben wird, sondern die Bewertung vom Schwellenwert der 1,5fachen
Induktion der Expression von CD86 und/oder CD54 ausgeht, ist keine quantitative
bzw. relative Aussage moglich (Bauch et al., 2011). In einer Nachfolgepublikation
(Bauch et al., 2012) wird dementgegen ein negatives Testergebnis im h-CLAT
beschrieben. Das bedeutet weder die Expression des Oberflachenmarkers CD86
noch CD54 Uberschreitet den jeweils spezifischen Schwellenwert der Expression flr
ein positives Testergebnis (CD86: 1,5fach; CD54: 2fach gegeniber Kontrolle).

— In silico (Schritt D)

In Natsch et al. (2009) ist fur diesen Inhaltsstoff das Ergebnis einer Vorhersage aus
dem TIMES-SS Systems beziiglich der sensibilisierenden Substanzeigenschaften
berichtet. In diesem Fall wird die Substanz als kontaktsensibilisierendes Agens
identifiziert.

In Fedorowicz et al. (2005) werden die Ergebnisse bezuglich der sensibilisierenden
Eigenschaften des Inhaltsstoffes aus zwei Softwareprodukten, sowie einer
Basismethode berichtet (TOPKAT und DEREK fur Windows, logistische
Regressionsanalyse). TOPKAT sagt ein positives Ergebnis des Inhaltsstoffes im
GPMT vorher (1,000). Mit Hilfe von DEREK und der logistischen Regression kdnnen
Aussagen Uber den Ausgang der Sensibilisierungstestung in Meerschweinchen und
in Mausen gemacht werden. Die logistische Regressionsanalyse ergibt in beiden
Fallen ein positives Ergebnis (0,911 GPMT,; 0,813 LLNA). In DEREK lautet das
kategorisierte Ergebnis ,plausible® im GPMT und ,probable* im LLNA.

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fir die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jewelils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS

® The weight of evidence upports the proposition.
° There is at least one strong argument that the proposition is true, and there are no arguments
against it.
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von 0,625 (d.h. Kategorie stark; SS >0,625 bis 0,75; Daten vom NIH (NIH, 1999)).
Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,62 (d.h. Kategorie
Sensibilisierend; SS > 0,5 bis 0,625). Wurden Ergebnisse aus Versuchen an
Meerschweinchen bewertet ergab sich ein SS von 1 (d.h. Kategorie stark; SS: >
0,83-1). Das QSAR Modell sagte einen PSS von 0,97 vorher. Auf Basis der
Humanbefunde (BgVV) wurde ein SS von 0,5 (d.h. Hinweis auf Allergen, Kategorie
B; SS: >0 bis 0,5) vergeben und ein PSS von 0,57 (d.h. bedeutendes Allergen,
Kategorie A; SS: >0,5 bis 1) gefunden.

Die vorlaufige Wirkstarkenbewertung durch die Firma MOLCODE, auf Basis der
ermittelten QSAR-Ergebnisse (QMRF: Q17-10-1-241; Endpunkt LNA Score Index)
stufte den Inhaltsstoff in die schwachste Wirkkategorie ein (,weak"). Fur die Substanz
liegt der numerische Wert des LLNA Score Index im Bereich zwischen 0,11 und 0,22.
Die Ergebnisse wurden aufgrund des eigentlich kostenpflichtigen Service nicht
detaillierter aufgefiihrt bzw. beschrieben (persdnliche Kommunikation mit PhD Eneli
Hark, REACH and Regulative Affairs, MOLCODE).

Das Phthalsdureanhydrid wurde durch TOXTREE beziglich seiner Proteinreaktivitat
in die Gruppe der ,Acylating agents" eingeordnet. Dieser Reaktionsmechanismus
wurde auch durch die Proteinbindungsmodelle der QSAR Toolbox bestatigt. Es
wurden keine Metabolite identifiziert.

2.2.6.2 Tetrahydrophthalsdureanhydrid 000085-43-8
Hersteller-Einstufung: 41-42/43-52/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Im Registrierungsdossier wurden die Ergebnisse einer unverdéffentlichten Studie aus
dem Jahr 1988, in der Meerschweinchen gemall dem GPMT Standardverfahren
behandelt wurden, zusammengefasst (weibliche Tiere, Rasse Dunkin Hartley). Die
intradermale Induktionsbehandlung erfolgte dabei mit  einer 0,5%
Tetrahydrophthalsdureanhydrid in Maisdl. Die anschlieRende topische Behandlung
wurde mit einer Substanzkonzentration von 100 % durchgefuhrt (48 h, offen), ebenso
wie die Auslésebehandlung nach weiteren zwei Wochen (24 h, okklusiv). Unter den
gegeben Bedingungen wurde bei 17 der 20 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion festgestellt (d.h. 84 %). Die Kontrolltiere zeigten keine Hautreaktionen
(siehe ESR.001).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 1,96
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~152 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00552 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,26.
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE, mit den implementierten SMARTSs Rastern, wird als Proteinreaktivitats-
mechanismus des Inhaltsstoffes die Gruppe ,Acylating agents® vorhergesehen. In
der QSAR Toolbox wird zusatzlich ein proteinreaktiver Metabolit identifiziert
(Proteinreaktionsmechanismus: OASIS Modell: ,Peroxide free radical decomposition”
und ,Protein acylation by acid anhydride®; OECD Modell: Acetates|MA: Direct
Acylation Involving a Leaving group|Mechanistic Domain: Acylation).

2.2.6.3 Hexahydrophthalsaureanhydrid 000085-42-7
Hersteller-Einstufung: 41-42/43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

Hexahydrophthalsdureanhydrid war Gegenstand eines LLNA. Die Mause wurden von
Dearman et al. (2000) mit Konzentrationen von 0,25; 0,5; 1; 2,5 oder 5% (w/v) in
AAO (4:1) behandelt. Ab einer Konzentration von 1% wurde dabei der
Schwellenwert der dreifachen Lymphozytenproliferation (SI > 3) Uberschritten. Der
ermittelte EC3 Wert liegt bei 0,84 % (Ergebnis sekundar zitiert in Gerberick et al.,
2004b; Natsch et al., 2009).

In einem unveroffentlichten Studienbericht aus dem Jahr 1988 wurden die
Ergebnisse eines Meerschweinchentests gemall dem GPMT Standardverfahren
beschrieben (weibliche Tiere, Rasse Dunkin Hartley). Die intradermale Induktions-
behandlung erfolgte dabei mit einer 0,5 % Hexahydrophthalsaureanhydrid in Maisél.
Die anschliel3ende topische Behandlung wurde mit einer Substanzkonzentration von
100 % durchgefihrt (48 h, offen), ebenso wie die Auslésebehandlung nach weiteren
zwei Wochen (24 h, okklusive). Unter den gegeben Bedingungen wurde 24 h nach
dem Ende der Auslésebehandlung bei 19 der 20 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion festgestellt (d.h. 95 %). Zum Zeitpunkt 48 h waren 16 der 20
behandelten Tiere positiv (d.h. 80 %). Die Kontrolltiere zeigten keine Hautreaktionen
(siehe ESR.001).

In der Publikation von Zhang und Kollegen gelang ebenfalls ein positiver
Sensibilisierungsnachweis in  Meerschweinchen durch die Messung von
IgG1-Antikorpern. Eine Quantifizierung der sensibilisierenden Wirkstarke war jedoch
nicht moglich (Zhang et al., 1998).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 2,17
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~154 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,00763 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,12.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde fir die Proteinbindung des Inhaltsstoffes der
Reaktionsmechanismus ,Acylating agent” identifiziert. In der QSAR Toolbox wird
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zusatzlich ein proteinreaktiver Metabolit identifiziert (Proteinreaktionsmechanismus:
OASIS Modell: ,Protein acylation by acid anhydride”; OECD Modell: Acetates|MA:
Direct Acylation Involving a Leaving group|Mechanistic Domain: Acylation).

2.2.6.4 Methyltetrahydrophthalsaureanhydrid 011070-44-3
Hersteller-Einstufung: 41-42/43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar, es sind jedoch keine experimentellen Daten bezuglich dermaler
Absorption oder hautsensibilisierender Substanzeigenschaften eingetragen. Ein
Eintrag bezuglich atemwegssensibilisierender Eigenschaften ist fur die vorgelegte
Bewertung nicht relevant und wird aus diesem Grund nicht detailliert dargestellt.

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Koay) ein Wert von 2,64
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~166 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0137 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,86.

— In silico (Schritt D)

Von TOXTREE wurde als Reaktionsmechanismus der Proteinbindung ,Acylating
agent” genannt. In der OECD Toolbox (,Protein binding by OECD*) wurde neben der
Acylierung ein Strukturalarm fur einen weiteren Reaktionsmechanismus identifiziert
(d.h. Michael Addition; ,Acetates|MA: Direct Acylation Involving a Leaving group|MA:
Polarised Alkenes|Mechanistic Domain: Acylation|Mechanistic Domain: Michael
addition|Polarised alkene — esters).

2.2.6.5 Methylhexahydrophthalsdureanhydrid 025550-51-0
Hersteller-Einstufung: 41-42/43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar, es sind jedoch keine experimentellen Daten bezuglich dermaler
Absorption oder hautsensibilisierender Substanzeigenschaften eingetragen.

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 2,59
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~168 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0124 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,9.
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- In silico (Schritt D)

Der Inhaltsstoff wurde von TOXTREE beziglich seines Mechanismus der
Proteinbindung in die Gruppe der ,Acylating agents” eingeordnet. In der QSAR
Toolbox werden zusatzlich zwei proteinreaktiver Metabolit identifiziert
(Proteinreaktionsmechanismus: OASIS Modell: ,Protein acylation by acid anhydride®;
OECD Modell: Acetates|MA: Direct Acylation Involving a Leaving group|Mechanistic
Domain: Acylation).

2.2.7 tertiare Amine

2.2.7.1  3-((6-Aminotrimethylhexyl)amino)propionitril 093941-62-9
Hersteller-Einstufung: 22-34-43

Entspricht dem unter 2.2.5.1 genannten Inhaltsstoff und wird entsprechend dort
besprochen.

2.2.8 Phenole

2.2.8.1 tert-Butylphenol 000098-54-4
Hersteller-Einstufung: 36-43-51/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

In einem unveroffentlichten Studienbericht aus dem Jahr 1998 wurden die
Ergebnisse eines Meerschweinchentests gemall dem GPMT Standardverfahren
beschrieben (mannliche Tiere, Rasse Dunkin Hartley und Pirbright White). Die
intradermale Induktionsbehandlung erfolgte dabei mit einer 0,5% von tert-
Butylphenol in Maisdl. Die anschlie3ende topische Behandlung wurde mit einer
Substanzkonzentration von 10 % in Vaseline durchgefiihrt (48 h, offen). Fiur die
Auslésebehandlung nach zweiwdchiger Ruhephase wurde nur 1 % verwandt (24 h,
okklusiv). Unter den gegeben Bedingungen wurde zu den Ablesezeitpunkten 48 und
72 h nach dem Ende der Auslésebehandlung bei keinem der 10 behandelten Tiere
und auch bei keinem der 5 Kontrolltiere eine positive Hautreaktion festgestellt (siehe
ESR.001).

- In vitro (Schritt C)

Aus EPI Suite™ wurde ein experimentelles Ergebnis fir den Verteilungskoeffizient
(log Kow) von 3,31 entnommen. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von ~150 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0517 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,28.
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- In silico (Schritt D)

Weder in TOXTREE, noch in der QSAR Toolbox wird eine Proteinreaktivitat des
Inhaltsstoffes vorhergesagt. Mit Hilfe des Hautmetabolismussimulators in der Toolbox
konnte kein Metabolit identifiziert werden.

2.2.8.2 Bispenol A 000080-05-7
Hersteller-Einstufung: 37-41-43-62-52

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

Der Inhaltsstoff kommt in Hartern vor, kdnnte aber auch als Restmonomer in den
Harzen enthalten sein. Dazu liegen aber keine Informationen vor (personliche
Kommunikation mit Dr. Kersting, BG Bau).

- In vivo (Schritt B)

Bisphenol A war Gegenstand zweier Sensibilisierungstests mit Mausen. Im erst
genannten Studienbericht des Registrierungsdossiers wurden die Ergebnisse eines
LLNA zusammengefasst. Die NMRI Mause wurden mit einer 3, 10 oder 30%igen
Bisphenol A Losung im Vehikelgemisch aus Dimethylacetamid, Aceton und Ethanol
(DAE 433) behandelt. Bei keiner Konzentration wurde dabei der Schwellenwert fur
ein positives Testergebnis (S| > 3) Uberschritten und es konnte keine Konzentrations-
abhangigkeit der Effekte gefunden werden (Sl bei 3, 10 bzw. 30 %: 1,25, 1,35 bzw.
1,24; unveréffentlichter Studienbericht, 2002; siehe ESR.001).

Im zweiten Studienbericht wurden die Tiere wie oben genannt behandelt. Zuséatzlich
wurden bei den Tieren der Kontrollgruppe, sowie bei den Behandlungsgruppen
jeweils nach der Applikation eine UV-A Bestrahlung durchgefuhrt (20 J UV-A/cm?).
Eine weitere Gruppe wurde mit 30%iger Substanzldsung behandelt, blieb aber
unbestrahlt. Wie zuvor konnte bei keiner Konzentration ein Sl > 3 erreicht werden (Sl
bei 3, 10 bzw. 30 % jeweils mit Bestrahlung, und 30 % ohne Bestrahlung: 0,66, 0,8
bzw. 078 und 0,74; unveroffentlichter Studienbericht, 2003; siehe ESR.002).

Im Meerschweinchen Maximierungstest (GPMT) mit einer intradermalen
Induktionsdosis von 5 % Bisphenol A in Aceton zeigte keines der 15 getesteten Tiere
eine positive Reaktion (Thorgeirsson und Fregert, 1977; ebenfalls sekundar zitiert in
Wahlberg und Boman, 1985).

- In vitro (Schritt C)

Im Registrierungsdossier wurden die Ergebnisse einer in vitro Absorptionsstudie mit
humanen Hautproben zusammengefasst. Bei einer dermalen Verabreichung der
Substanz im millimolaren Bereich wurde von einer maximal 10%igen Absorption
gesprochen (Basic toxicokinetics.ESR.004).

Aus EPI Suite™ wurde ein experimentelles Ergebnis fir den Verteilungskoeffizient
(log Kow) von 3,32 entnommen. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von ~228 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0176 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,75.
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— In silico (Schritt D)

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fir die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jeweils getrennt voneinander betrachtet. Fur
den zu bewertende Inhaltsstoff wurde auf Basis der Humanbefunde (BgVV) ein SS
von 0,5 (d.h. Hinweis auf Allergen, Kategorie B; SS: >0 bis 0,5) vergeben und ein
PSS von 0,37 gefunden.

Weder in TOXTREE, noch in der QSAR Toolbox wird eine Proteinreaktivitat des
Inhaltsstoffes vorhergesagt. Mit Hilfe des Metabolismus-Simulators in der Toolbox
konnte kein Metabolit identifiziert werden.

2.29 Reaktivverdinner

2.29.1 Butyl-glycidylether 002426-08-6
Hersteller-Einstufung: 10-20/22-37-40-43-52/53-68
— In vivo (Schritt B)

Basketter et al. (1994) fuhrte einen LLNA durch. Butyl-glycidylether (BGE) wurde in
Konzentrationen von 10, 25 und 50 % (w/v) in Aceton/Olivendl (4:1) auf die Haut von
Mausen aufgebracht. Es wurden Stimulationsindices von 1,4, 2,2 und 5,6 ermittelt.
Daraus wird spater von Gerberick et al. (2005) ein EC3 von 31 % errechnet (Wert
wird auch in Natsch et al., 2009 verwendet).

In einer Publikation, in der eine Reihe von Phenylglycidylethern untersucht wurden,
konnte im Standard LLNA mit Aceton/Olivendl (4:1) fur BGE ein EC3 Wert von 28 %
ermittelt werden (Niklasson et al., 2009).

In Meerschweinchen wurden die sensibilisierenden Eigenschaften von BGE in einem
Test gemall dem Standard GPMT-Verfahren bestimmt. Es wurden weibliche Tiere
der Rasse Dunkin Hartley verwendet. Fiur die intradermale Induktion wurde eine
10%ige Losung der Prufsubstanz in Propylenglykol eingesetzt. Die epidermale
Induktion fand ebenfalls mit einer 10%igen Losung statt (48 h, Okklusivverband) und
die Auslosebehandlung erfolgte mit 0,1 % (24 h, okklusiv). Zum Ablesezeitpunkt (24
h nach Entfernen des Verbandes) zeigten 6 der 12 behandelten Tiere eine positive
Reaktion. Wurden fur die Auslosebehandlung anstelle von Butyl-glycidylether andere
Epoxidharzinhaltsstoffe verwendet, zeigten sich ebenfalls positive Hautreaktionen
(z.B. Epoxid Nr. 8 (CAS Nr. 68609-97-2): 12 positive Tiere (12/12);
Kresylglycidylether (ahnlich CAS Nr. 26447-14-3): 8 positive Tiere (8/12);
Thorgeirsson et al., 1975; ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

In einer Publikation (Weil et al., 1963) wird berichtet, dass 16 von 17 mit Butyl-
glycidylether behandelten Meerschweinchen eine positive Hautreaktion zeigten (d.h.
94 %). Der Test wurde ahnlich dem Vorgehen beim Draize Test durchgefihrt
(Induktion jedoch nur mit 8 intradermalen Injektionen). Es wurde aber weder die
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Induktions—, noch die Auslésekonzentration ndher spezifiziert. Aus diesem Grund
kénnen die Ergebnisse nur ergdnzend berichtet, und nicht zur Quantifizierung der
sensibilisierenden Wirkstarke herangezogen werden.

- In vitro (Schritt C)
1.Bioverflgbarkeit

Aus EPI Suite™ wurde ein experimentelles Ergebnis fir den Verteilungskoeffizient
(log Kow) von 0,63 entnommen. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts
von ~130 g/mol konnte anhand des DERMWIN Modells eine Abschatzung des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000857 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,07.

2.Haptenisierung

Die Autoren der oben genannten Reihenuntersuchung von Phenylglycidylethern
setzen den fur BGE ermittelten EC3 Wert (28 %, d.h. schwach sensibilisierend) in
Bezug zur chemischen Reaktivitdat (gemessen in einem Peptiddepletionsversuch
ahnlich dem DPRA). In der Reihe der untersuchten Substanzen war BGE mit 46 %
depletiertem Peptid die am wenigsten aktive Substanz und entspricht laut den
Studienautoren somit den Ergebnissen aus dem Tierversuch (gemessen wurde nach
40 Minuten in einer DMSO/PBS Mischung (1:1), pH 7.4, 10facher Peptidiiberschuss
Niklasson et al., 2009).

Unter Verwendung eines Cystein-haltigen Peptids konnte von Natsch und Kollegen
(2009) ein Rickgang des Peptidvorkommens von 84,8 % verzeichnet werden
(Reaktion erfolgte in Acetonitril/PBS Mischung mit einem Verhaltnis von 1:10 oder
1.50 des Peptids zur Testchemikalie, gemessen wurde nach 24 h). Die
Studienautoren bewerten das Ergebnis als stark positiv. In einer Nachfolgearbeit
derselben Autorengruppe wurde zusatzlich zur Peptidreaktivitat (Lysin und Cystein)
eine LC-MS Analyse durchgefuhrt, um eine eventuelle Adduktbildung zu bestatigen
(Emter et al., 2010). Im Fall von Butyl-glycidylether wurde ein 32,5%iger
Peptidrickgang gemessen und eine Adduktbildung war nachweisbar.

3. Keratinozytenreaktion

Im ARE-Luciferase Test, dem Vorlaufertest des KeratinoSens™ wurde ein lphax VON
12,6 bestimmt und eine EC1,5 von 71,8 uM ermittelt (Natsch et al., 2009).

Im KeratinoSens™ nach Emter et al. (2010) war die Ihax = 340,7 und die EC1,5 =
218,5 uM, dabei zeigten die zwei durchgefuhrten Testungen (Durchfihrung immer
dreifach) jeweils einen statistisch signifikanten EC1,5 Wert. Eine IC50 von > 2000 puM
bewies die geringe Zytotoxizitat der Substanz im vorliegenden Test. Weiterhin konnte
eine deutliche Konzentrations-Wirkungsbeziehung festgestellt werden. Der ermittelte
ARE EC2 Wert lag bei 289,8 uM und der ARE EC3 Wert bei 381,6 uM.

In einem weiteren KeratinoSens™ lag die Ihax bei 107 und die EC1,5 bei 59 uM
(Testdurchfihrung geméan Standardprotokoll). Eine IC50 von 727 uM bewies die eher
geringe Zytotoxizitat im Test. Die mindestens 1,5fache Induktion der
Luziferaseaktivitat war bei nicht-zytotoxischen Konzentrationen bereits signifikant
(Delaine et al., 2011).
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4. Reifung und Migration DCs

Bei Untersuchungen der humanen Monozytenzelllinie THP-1 fand man im
durchgefiihrten h-CLAT ein negatives Ergebnis. Im vorliegenden Fall bedeutet dies,
dass die Expression der untersuchten Oberflachenmarker CD86 bzw. CD54, im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen, nicht induziert war (CD86= 150 %
bzw. CD54 = 200 %). Eine Aktivierung der Monozyten konnte somit nicht
nachgewiesen werden (Nukada et al., 2011). Der Inhaltsstoff war Teil der
projektbezogenen in vitro Testreihe (h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3,
Abschnitt 1.3 und 1.4).

— In silico (Schritt D)

In Natsch et al. (2009) ist fur diesen Inhaltsstoff das Ergebnis einer Vorhersage aus
dem TIMES-SS Systems bezlglich der sensibilisierenden Substanzeigenschaften
berichtet. In diesem Fall wird die Substanz als kontaktsensibilisierendes Agens
identifiziert.

In Fedorowicz et al. (2005) werden die Ergebnisse bezuglich der sensibilisierenden
Eigenschaften des Inhaltsstoffes aus zwei Softwareprodukten, sowie einer
Basismethode berichtet (TOPKAT und DEREK fir Windows, logistische
Regressionsanalyse). TOPKAT sagt ein positives Ergebnis des Inhaltsstoffes im
GPMT vorher (1,000). Mit Hilfe von DEREK und der logistischen Regression kdnnen
Aussagen Uber den Ausgang der Sensibilisierungstestung in Meerschweinchen und
in Mausen gemacht werden. Die logistische Regressionsanalyse ergibt in beiden
Fallen ein positives Ergebnis (0,938 GPMT; 0,617 LLNA). In DEREK lautet das
kategorisierte Ergebnis im GPMT und im LLNA ,probable*°.

Der Inhaltsstoff war im Trainingsset der QSAR-Modellentwickler um Golla (2009)
enthalten. Im Modell wurden fir die sensibilisierende Wirkstarke sogenannte ,SS*
Scores vergeben. Die Wirkstarke wird dabei auf einer Skala zwischen 0 und 1
eingeordnet. Daten aus Versuchen mit Mausen (LLNA) und Meerschweinchen
(GPMT) oder Humanbefunde werden jewelils getrennt voneinander betrachtet. Der zu
bewertende Inhaltsstoff erzielte auf Basis der verwendeten Daten im LLNA einen SS
von 0,25 (d.h. Kategorie schwach; SS >0 bis 0,25; Daten aus Gerberick et al., 2005).
Vom Modell vorhergesagt wurde ein PSS (,predicted SS*) von 0,16.

Die vorliegende Substanz war im Trainingsset der Entwicklung der SMARTS Muster
enthalten (dementsprechend ist die Richtigkeit der Zuordnung bereits durch Experten
bestatigt; Enoch et al., 2008). Die identifizierte Reaktionsdomé&ne war ein Sy2
Mechanismus, dieser wurde folgerichtig bei Anwendung von TOXTREE erneut
wiedergefunden.

Die vorlaufige Wirkstarkenbewertung durch die Firma MOLCODE, auf Basis der
ermittelten QSAR-Ergebnisse (QMRF: Q17-10-1-241; Endpunkt LNA Score Index)
stufte den Inhaltsstoff in die schwachste Wirkkategorie ein (,weak"). Fur die Substanz
liegt der numerische Wert des LLNA Score Index im Bereich zwischen 0,11 und 0,22.
Die Ergebnisse wurden aufgrund des eigentlich kostenpflichtigen Service nicht

' There is at least one strong argument that the proposition is true, and there are no arguments
against it.
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detaillierter aufgefiihrt bzw. beschrieben (persdnliche Kommunikation mit PhD Eneli
Hark, REACH and Regulative Affairs, MOLCODE).

2.2.9.2 1,4-Butandiol-diglycidylether 002425-79-8
Hersteller-Einstufung: 20/21-36/38-43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar.

- In vivo (Schritt B)

In einem GPM Test erfolgten die intradermale, sowie die topische Induktion der
Versuchstiere mit 5% (w/v) 1,4-Butandiol-diglycidylether in Aceton. Die
Auslésebehandlung wurde mit 2 und 5%iger Lésung (in Aceton) durchgefuihrt. 60 %
der behandelten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion (Thorgeirsson, 1978a;
ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

Im Registrierungsdossier zur Substanz sind weitere Hautsensibilisierungsstudien der
Industrie aufgefihrt. In einem GPMT wurden die Meerschweinchen (mannliche und
weibliche Tiere, Rasse Ibm:GOHI) intradermal mit 1 % und anschlie3end epidermal
mit 10% der Prufsubstanz in bi-destiliertem Wasser induziert. Die
Auslosebehandlung erfolgte mit 5%iger Substanzlésung. 24 Stunden nach Entfernen
des Pflasters zeigten 17 der 20 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion (85 %),
nach 48 Stunden waren es noch 15 Tiere (75 %). Die Tiere der Kontrollgruppe
zeigten nach 24 h in 2 Fallen eine leicht positive Reaktion, nach 48 h war es noch
eines der 10 Tiere (d.h. 20 bzw. 10 %). Bei den Kontrolltieren war an den
Injektionsstellen, die mit FCA behandelt wurden zunéchst eine starke Reizwirkung in
Form von Erythem- und Odembildung zu sehen, spater wurden lokale Nekrosen mit
anschlieBender Krustenbildung berichtet. Diese lokal begrenzten Effekte waren
ebenfalls an allen drei Injektionsstellen der Versuchstiere aus der Testgruppe
vorzufinden (unveroffentlichter Studienbericht, 1991; siehe ESR.001).

In einem weiteren Studienbericht wurden die Tiere (ménnliche und weibliche Tiere,
Rasse Dunkin Hartley) ebenfalls gemal dem GPMT Standardverfahren behandelt.
Die Induktion erfolgte intradermal mit 1%, epidermal mit 5% und die
Auslosebehandlung mit 3 %. Als Vehikel diente destilliertes Wasser. Nach der
Auslésebehandlung zeigten 2 der 20 behandelten Tiere eine positive Hautreaktion
(24 h), zum 48 h Ablesezeitpunkt war es noch ein Tier. Nach einer weiteren
Auslésebehandlung (3 %) waren es 5 der behandelten Tiere, die eine positive
Reaktion zeigten (d.h. 25 %). Keines der Kontrolltiere offenbarte eine Hautreaktion
(unveroffentlichter Studienbericht, 1988; siehe ESR.004).

In einem weiteren Test wurden die Meerschweinchen (mé&nnliche und weibliche
Tiere, Rasse Pirbright White) 9-mal intradermal mit 0,1 % der Testsubstanz in
0,9%iger Kochsalzlosung behandelt. Die Auslosung der Hautreaktion erfolgte
ebenfalls durch intradermale Applikation der Testsubstanz (0,1 %). 24 Stunden nach
der Auslosebehandlung zeigte sich bei 17 der 20 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion. Nach einer zweiwdchigen Ruhephase erfolgte eine epidermale
Auslosebehandlung mit 0,5 % der Testsubstanz in Vaseline (,Re-Challenge®). 24
Stunden nach dem Ende der Patchapplikation zeigten alle 20 Tiere eine positive
Hautreaktion. In der Studienzusammenfassung wird der Test als ,Maurer
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Optimisation Test“ bezeichnet. Die Verwendung eines Adjuvans, wie im
Standardprotokoll vorgesehen, wird jedoch nicht beschrieben. Deswegen wird
vermutet, dass es sich eher um einen NICHT-Adjuvans Test handelt, zumal die
Testdurchfihrung dem Draize-Verfahren ahnelt (unveroffentlichter Studienbericht,
1981; siehe ESR.002).

Die nachste Studienzusammenfassung beschreibt die erzielten Ergebnisse aus
einem ,Maurer Optimisation Test". Auch hier ist unklar, ob es sich tatsachlich um
einen solchen Adjuvans Test handelt. Das Applikationsschema glich dem oben
beschriebenen. Nach intradermaler Induktion, sowie Auslésebehandlung (jeweils
0,1% in Kochsalzlosung) zeigten 3 der 19 behandelten Tiere eine positive
Hautreaktion. Die Ergebnisse der Tiere der Vehikelkontrolle wurden nicht berichtet.
Alle 20 Tiere, die mit einer Positivkontrollsubstanz behandelt wurden, zeigten eine
positive Hautreaktion (unveroéffentlichter Studienbericht, 1976; siehe ESR.003).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -0,15
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~202 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,0000876 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,06.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

- In silico (Schritt D)

Die vorlaufige Wirkstarkenbewertung durch die Firma MOLCODE, auf Basis der
ermittelten QSAR-Ergebnisse (QMRF: Q17-10-1-241; Endpunkt LNA Score Index)
stufte den Inhaltsstoff in die schwéachste Wirkkategorie ein (,weak"). Fir die Substanz
liegt der numerische Wert des LLNA Score Index im Bereich zwischen 0,11 und 0,22.
Die Ergebnisse wurden aufgrund des eigentlich kostenpflichtigen Service nicht
detaillierter aufgefiihrt bzw. beschrieben (persdnliche Kommunikation mit PhD Eneli
Hark, REACH and Regulative Affairs, MOLCODE).

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.3 Neopentylglykol-diglycidylether 017557-23-2
Hersteller-Einstufung: 38-43
- In vivo (Schritt B)

In einem GPM Test erfolgten die intradermale, sowie die topische Induktion der
Versuchstiere mit 5% (w/v) Neopentylglykol-diglycidylether in Aceton. Die
Auslésebehandlung wurde mit 2%iger Losung (in Aceton) durchgefihrt. 87 % der
behandelten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion (Thorgeirsson, 1978a; ebenfalls
sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).
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- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 0,23
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~216 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000134 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,87.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.4  2-Ethylhexylglycidylether 002461-15-6
Hersteller-Einstufung: 36/38-43-52/53

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 2,97
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~168 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,0179 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,74.

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.5 1,6-Hexandiol-diglycidylether 016096-31-4
Hersteller-Einstufung: 36/38-43-51/53

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Die sensibilisierende Wirkung von 1,6-Hexandiol-diglycidylether wurde im LLNA
gemessen. Die Prufung wurde unter Verwendung von 0,3, 1 oder 3 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefuhrt und ein EC3 von 1,9 % ermittelt (Gamer et al.,
2008; siehe ESR.001).

In einem Test geméall dem ,Maurer Optimisation Test*“-Protokoll wurden die
Meerschweinchen (méannliche und weibliche Tiere, Rasse Pirbright White) innerhalb
von 21 Tagen insgesamt 10-mal intradermal mit 0,1 % der Testsubstanz in einem
Gemisch aus Propylenglykol und 0,9%iger Kochsalzlésung (1:1) behandelt. In der
zweiten und dritten Woche der Induktionsphase wurde die Prifsubstanzapplikation
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mit der Gabe eines Adjuvans kombiniert. Die Auslésung der Hautreaktion erfolgte in
Studienwoche 10 und 11 durch eine epidermale Auslosebehandlung (1 % fur 24 h
unter okklusiven Bedingungen). 24 Stunden nach dem Ende der Patchapplikation
zeigten alle 20 Tiere eine positive Hautreaktion (unveroffentlichter Studienbericht,
1981; siehe ESR.002).

- In vitro (Schritt C)

Im Registrierungsdossier wurden die Ergebnisse einer in vitro Absorptionsstudie mit
humanen Hautproben bzw. mit Hautproben von Ratten und Mausen
zusammengefasst (Schichtdicke der Hautproben von Mensch und Ratte nicht ndher
spezifiziert, aber definitiv ohne Subcutis; bei Mausen: ,full-thickness”; das bedeutet
hier gesamte Epidermis und Dermis ohne Subcutis). Bei einer dermalen
Verabreichung der Substanz (636 mM in Aceton) wurde nach 24 stindiger
Applikationsdauer unter okklusiven und nicht-okklusiven Bedingungen die dermale
Absorption gemessen. Bei einer Wiederfindungsrate von 83-90 % der aufgebrachten
Testsubstanz im Experiment wurden ca. 37,8 % in die humane Hautprobe
aufgenommen. Bei der Rattenhaut waren es 67,2 % und bei der Maushaut ungefahr
80,3 %. Fur die dermale Permeabilitdt wurden folgende Koeffizienten (Kp) festgelegt
(in cm/h): Mensch = 0,000136; Ratte = 0,000402 und Maus = 0,000577. Die
Studienautoren schlieBen aus den erzielten Ergebnissen, dass die Substanz-
absorption in menschliche Haut 2-4fach geringer ist, als in die Haut der untersuchten
Nagerspezies. Weiter beschreiben sie, dass ca. 20 % der absorbierten Substanz im
Menschen metabolisiert wird (Mono- bzw. Diol Metabolit; unveroéffentlichter
Studienbericht, 2000; siehe Dermal Absorption.ESR.001).

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 0,84
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~230 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,000294 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,51.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.6  Versaticsaureglycidylester (z.B. Cadura E 10) 2,3-epoxypropyl
neodecanoate 026761-45-5

Hersteller-Einstufung: 36/38-43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

In einem Test an Meerschweinchen wurden die Tiere gemald dem Standardprotokoll
des GPMT behandelt (weibliche Tiere, Rasse Dunkin Hartley). Nach der
intradermalen Induktion mit 50 % der Prifsubstanz in Alembicol D (fraktioniertes
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Kokosnus6l) wurde an Tag 7 zunachst eine leichte Hautreizung durch die topische
Applikation von 10 % Natriumlaurylsulfat ausgelost. Am nachsten Tag (Tag 8) wurde
dann die epidermale Induktionsbehandlung durchgefuhrt. Da die Substanz als
nicht-reizend angesehen wurde, konnte die Patchbehandlung mit 100%iger
Substanzlésung erfolgen (48 h, okklusiv). Nach einer Ruhephase fand an Tag 21 die
epidermale Auslésebehandlung mit 25 und 50 % iger Substanzlésung statt (24 h,
okklusiv). 24 h nach dem Entfernen des Okklusivverbandes zeigten 4 der 20 Tiere an
der Stelle mit 25%iger Substanzbehandlung eine positive Hautreaktion. An der
Stelle, die mit 50 % der Substanz behandelt wurden, zeigten 9 der 20 Tiere eine
positive Hautreaktion (d.h. 45 %). Die Schwere der gezeigten Reaktionen wurde als
leicht bis mittelgradig beschrieben. 4 der Kontrolltiere zeigten Hautreaktionen, die als
.sehr leicht® bezeichnet wurden (unveroffentlichter Studienbericht, 1988; siehe
ESR.001).

In einem weiteren GPMT wurden die Tiere (mannlich und weiblich, Rasse ,P*) jeweils
mit 50 % Prifsubstanz in Mais6l intradermal und epidermal induziert. Die
Auslosebehandlung erfolgte nach einer Ruhephase ebenfalls mit einer 50%igen
Substanzlésung. Nach dem Ende der Patchapplikation wurde bei 19 der 20
behandelten Tiere eine positive Hautreaktion festgestellt. Die Ergebnisse der
Kontrollgruppe wurden nicht berichtet (unveroéffentlichter Studienbericht, 1977; siehe
ESR.002 und ESR.004).

Die Meerschweinchen einer weiteren Studie wurden ebenfalls nach dem GPMT
Standardverfahren behandelt. Die intradermale Induktionskonzentration betrug 5 %
in Drakeol 19 (,medium viscosity white mineral oilY, CAS Nr. 8042-47-5). Die
epidermale Induktion erfolgte mit der unverdinnten Testsubstanz (100 % an
Studientag 7). Nach zweiwdchiger Ruhephase erfolgte die Auslésebehandlung mit
50%iger Testlosung. 17 der 20 behandelten Tiere zeigten 24 h nach dem Ende der
Auslosebehandlung eine positive Hautreaktion (d.h. 85 %; unver6ffentlichter
Studienbericht, 2003; siehe ESR.003).

- In vitro (Schritt C)

Im Registrierungsdossier wurden die Ergebnisse einer in vitro Absorptionsstudie mit
Hautproben von Menschen, Ratten und Mausen zusammengefasst. Bei einer
dermalen Verabreichung von 5 pl der unverdiinnten Substanz (in DMSO) wurde nach
mindestens 24 stindiger Applikationsdauer unter okklusiven Bedingungen eine
dermale Absorption von ca. 0,2 % gemessen (humane Hautprobe). Es wurden keine
weiteren Testergebnisse detailliert berichtet. Der Bericht besagt jedoch, dass laut
den erzielten Ergebnissen die menschliche Haut um ca. eine Zehnerpotenz weniger
durchlassig fur die Testsubstanz ist als die Nagerhaut. In allen drei untersuchten
Hautproben fand ein &hnlicher Metabolismus statt (gefunden wurden die
entsprechenden Hydrolyseprodukte (Diol und Esterverbindungen); unverdoffentlichter
Studienbericht, 1998; siehe Dermal Absorption.ESR.001).

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 3,73
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~228 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0343 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,64.
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.7  Trimethylolpropan-triglycidylether 030499-70-8
Hersteller-Einstufung: 36/38-43

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar..

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -0,5
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~300 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,000012 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,9.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.8 C12/C14-Monoglycidylether 068609-97-2
Hersteller-Einstufung: 38-43

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfligbar.

— In vivo (Schritt B)

Die sensibilisierende Wirkung der C12/Cl14-Monoglycidylether wurde im LLNA
untersucht. Die Prufung wurde unter Verwendung von 0,3, 1 oder 3 % (w/w) der
Testsubstanz in Aceton durchgefihrt und ein EC3 von 0,6 % ermittelt (EC1,5 = 0,7).
In einer zweiten, unabhangigen Testung in Aceton mit den gleichen Substanz-
konzentrationen der Prufsubstanz in Aceton wurde ein EC1,5 von 1,27 bestimmt.
Wurde anstelle von Aceton jedoch Aceton/Olivendl verwendet, so wurde nie ein
Stimulationsindex von 1,5 tberschritten (Gamer et al., 2008).

In Meerschweinchen wurden die sensibilisierenden Eigenschaften von C12/C14-
Monoglycidylether in einem Test gemald dem Standard GPMT-Verfahren bestimmt.
Es wurden weibliche Tiere der Rasse Dunkin Hartley verwendet. Fir die intradermale
Induktion wurde eine 10%ige L6sung der Prifsubstanz (d.h. Epoxid Nr. 8, enthalt
hauptsachlich die zu bewertenden Inhaltsstoffe) in Propylenglykol verwendet. Die
epidermale Induktion fand ebenfalls mit einer 10%igen LoOsung statt (48 h,
Okklusivverband) und die Auslosebehandlung erfolgte mit 0,1 % (24 h, okklusiv).
Zum Ablesezeitpunkt (24 h nach Entfernen des Verbandes) zeigten 12 der 12
behandelten Tiere eine positive Reaktion. Wurden fur die Auslésebehandlung
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anstelle von C12/C14-Monoglycidylether andere Epoxidharzinhaltsstoffe verwendet,
zeigten sich ebenfalls positive Hautreaktionen (z.B. Butyl-glycidylether (CAS Nr.
2426-08-6): 4 positive Tiere (4/12); Kresylglycidylether (ahnlich CAS Nr. 26447-14-3).
4 positive Tiere (4/12); Epoxidharz: 9 positive Tiere (9/12); Thorgeirsson et al., 1975;
ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

In einem weiteren GPM Test erfolgten die intradermale sowie die topische Induktion
der Versuchstiere mit 5% (w/v) der Testsubstanz (1,2-Epoxydodekan; MW: 175
g/mol) in Ethanol. Die Auslésebehandlung wurde mit 0,5%iger Losung, ebenfalls in
Ethanol, durchgefuhrt. 40 % der behandelten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion
(Thorgeirsson, 1978a; ebenfalls sekundar zitiert in Wahlberg und Boman, 1985).

Im Registrierungsdossier sind weitere Untersuchungen zu hautsensibilisierenden
Eigenschaften der Substanz zusammengefasst.

Die sensibilisierenden Eigenschaften eines Struktur-ahnlichen Monoglycidylethers,
dem C13/C15-Monoglycidylether, wurden in einem Test gemall dem Standard
GPMT-Verfahren bestimmt. Weiblichen und mannlichen Tieren der Rasse Ibm:GOHI
wurde als intradermale Induktion 5% der Testsubstanz in Erdnussél (Oleum
arachidis) appliziert. Die epidermale Induktion fand mit 75 % in Vaseline statt (48 h,
Okklusivverband) und die Auslosebehandlung erfolgte mit 25 % in Vaseline (24 h,
okklusiv). Zum Ablesezeitpunkt (24 h nach Entfernen des Verbandes) zeigten 17 der
20 behandelten Tiere eine positive Reaktion, nach 48 h waren es noch 11 der 20
behandelten Tiere (unveroéffentlichter Studienbericht, 1991; siehe ESR.003).

Die Tiere zweier weiterer Studien wurden gemafd dem Buehler-Protokoll behandelt.
Beim Studienbericht aus dem Jahr 1975 wurden Hartley Meerschweinchen mit
Epoxid Nr. 8 behandelt. Die Induktionskonzentration betrug 5 % in 80%igem Ethanol
und die Auslésebehandlung wurde mit 2,5 % in Aceton durchgefihrt. Alle der 20
behandelten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion zu beiden Ablesezeitpunkten
(24 und 48 h). Die Auspragung der gefundenen Hautreaktionen wurde mit ,gering"
bis ,deutlich ausgepragt beschrieben. In den Kontrolltieren kam es in 5 bis 6 Féallen
von insgesamt 10 Tieren zu ,sehr leichten* Hautreaktionen (siehe ESR.001).

Fur den zweiten Buehler-Test wurde ebenfalls das Epoxid Nr. 8 als Testmaterial
verwendet. Die Induktion wurde mit 0,5 % (w/v) in einer 9:1 Losung aus Dipropylen-
glykolmethylether (Dowanol-50B; Dowanol DPM; CAS Nr. 34590-94-8) und Tween®
80 (CAS Nr. 9005-65-6) durchgefiihrt. Die Auslosebehandlung erfolgte sehr
wahrscheinlich mit derselben Konzentration. Zum Ablesezeitpunkt zeigt keines der 7
getesteten Tiere eine positive Hautreaktion. Die Ergebnisse der funktionierenden
Positivkontrolle mit DER331 (d.h. Bisphenol A-Harze, CAS Nr. 25068-38-6; 15 %
(w/v)) werden an gegebener Stelle berichtet (siehe 0; siehe ESR.002).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 7,25
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~254 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 7,47 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log
Kp von 0,873.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.9 Polypropylenglykoldiglycidylether/ Polyoxypropylen-diglycidylether
026142-30-3

Hersteller-Einstufung: keine
Wahrscheinlich Selbsteinstufung: 36/38-43

Der Inhaltsstoff ist wie auch der Dipropylenglykol-diglycidylether ein
Reaktionsprodukt aus Propylenglykol und Epichlorhydrin, allerdings mit héherem
Molekulargewicht (personliche Kommunikation mit Dr. Rouw, Bundesanstalt fir
Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin).

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verflgbar.
- In vitro (Schritt C)

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

- In silico (Schritt D)
Keine Information verfugbar.

2.2.9.10 Polypropylene glycol chloromethyloxirane polymer 009072-62-2
Hersteller-Einstufung: keine

Diese CAS Nr. beschreibt eigentlich ein Nebenprodukt aus dem Polymer von
Epichlorhydrin und Propylenglykol (personliche Kommunikation mit Dr. Rouw,
Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin).

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verflgbar.
- In vitro (Schritt C)

Anhand der Struktur, die unter der CAS Nummer zu finden war wurde in der EPI
Suite™ ein Verteilungskoeffizient (log Kow) von -0,3 berechnet. Mit Hilfe dieses
Wertes und dem gegebenen Molekulargewichts von ~44 g/mol konnte anhand des
DERMWIN Modells eine Abschétzung des Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von
0,000628 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein log Kp von -3,2.

Wie bereits am Molekulargewicht ersichtlich ist, reprasentiert die zugrundeliegende
Struktur nur schwerlich ein Polymer. Nach Uberprifung der vom System
verwendeten Struktur wurde deutlich, dass nur die Eigenschaften des Oxirans (CAS
Nr. 75-21-8) bewertet wurden. Die Werte kdnnen somit fur die Bewertung des
Inhaltsstoffes nicht herangezogen werden.
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- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.11 Dipropylene glycol diglycidyl ether 041638-13-5
Hersteller-Einstufung: keine

Handelsublichen Epoxidharze mit einer aliphatischen Polyglykol-diepoxid Struktur
sind beispielsweise DER™ 732 (= Polyropylenglykol diglycidylether) oder DER™ 736
(= Dipropylenglykol diglycidylether).

— In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von -0,57
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~246 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,0000237 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -4,63.

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.12 Cyclohexandimethanol-diglycidyl(divinyl)ether 017351-75-6
Hersteller-Einstufung: 43-51/53

Die Namensgebung des zu bewertenden Inhaltsstoffes ist nicht eindeutig. Die auf der
GISBAU-Liste angegebene CAS Nummer steht fir den Cyclohexandimethanol-
divinylether (siehe Abbildung 3). Der Cyclohexandimethanol-diglycidylether wird
durch die CAS Nummer 14228-73-0 spezifiziert (siehe Abbildung 4).

ot/
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Abbildung 3.  17351-75-6
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Abbildung 4.  14228-73-0

Im vorliegenden Bericht wurde die Recherchen anhand der CAS Nummer der
GISBAU Liste (d.h. Herstellerangabe) durchgefihrt und somit zunachst der
Divinylether charakterisiert. Nachgeschaltet wurde eine Kurzrecherche fur die CAS
Nummer 14228-73-0 durchgefuhrt. Es wurde keine relevante Literatur gefunden. Der
Diglycidylether war in 2010 fur die Registrierung unter REACH (EC, 2006)
vorgesehen, bisher wurde aber noch kein IUCLID Datensatz bei der
Registrierungsbehdrde eingereicht (Stand November 2012).

- In vivo (Schritt B)
Keine Information verfugbar.
- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 3,03
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~196 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0172 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,76.

Der Cyclohexandimethanol-diglycidylether war Teil der projektbezogenen in vitro
Testreihe (KeratinoSens™ und h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt
1.3 und 1.4).

- In silico (Schritt D)

Fur diesen Inhaltsstoff wurde weder in TOXTREE, noch in der OECD Toolbox eine
Struktur ermittelt, die auf die bekannten Proteinreaktivitaitsdoménen hinweist.
Daraufhin wurde der in der Toolbox enthaltene Metabolismus-Simulator angewandt.
Es wurden 2 potentiell mdgliche Metabolite identifiziert. Das Toolbox Modell ,Protein
binding by OASIS* besagt weiterhin, dass fir einen der beiden Metabolite des nicht-
proteinreaktiven Inhaltsstoffes die Reaktivitaitsdomane ,Protein alkylation by active
cyclic agents* gilt.

2.2.9.13 p-tert.-Butylphenol-monoglycidylether 003101-60-8
Hersteller-Einstufung: 36/38-43

— In vivo (Schritt B)

Die sensibilisierende Wirkung von p-tert.-Butylphenol-monoglycidylether wurde im
LLNA untersucht. Die Prifung wurde unter Verwendung von 0,1; 0,3 oder 1 % (w/w)
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der Testsubstanz in Aceton durchgefiihrt und ein EC3 von 0,4 % ermittelt (Gamer et
al., 2008).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 3,52
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~206 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0333 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -1,47.

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.14 Phenylglycidylether 000122-60-1
Hersteller-Einstufung: 45-20-37/38-43-68-52/53

Unter der gegebenen CAS Nr. finden sich drei IUCLID Datensatze der Registrierung
unter REACH (EC, 2006). Zwei Datensatze enthalten experimentelle Daten (Stand
03.01.2012). Relevante Ausziige werden unten berichtet.

— In vivo (Schritt B)

In einer Publikation, in der eine Reihe von Phenylglycidylethern untersucht wurden,
konnte im Standard LLNA mit Aceton/Olivendl (4:1) fir Phenylglycidylether (PGE) ein
EC3 Wert von 0,46 % ermittelt werden (Niklasson et al., 2009).

In einem GPMT wurden die Tiere (weiblich, Rasse Dunkin Hartley) zunachst mit
0,55 % (w/v) Phenylglycidylether intradermal behandelt. An Tag 6 wurde eine leichte
Hautreizung durch die topische Applikation von 10 % Natriumlaurylsulfat ausgelost
(Vehikel: Dimethylacetamid/Aceton/Ethanol 4:3:3 (v/v/v)). An Versuchstag 7 erfolgte
die epidermale Induktion mit 0,83 % (w/v). Die Auslésebehandlung erfolgte entweder
mit 1,7 % (w/v) (rechte Flanke) oder mit einer Konzentration von 0,83 % (linke
Flanke). Das verwendete Vehikel war Propylenglykol. 24 h nach dem Entfernen des
Okklusivverbandes zeigten 23 der 24 behandelten Tiere an der Stelle mit 1,7%iger
Substanzbehandlung eine positive Hautreaktion (96 %). Die geringere Auslose-
konzentration von 0,83 % hatte keinen Einfluss auf die gezeigten Hautreaktionen,
denn hier wurden alle 24 Tiere positiv bewertet. In der Studie wurde zudem die
Kreuzreaktivitdt mit verschiedenen Epoxidharzmonomeren belegt (Pontén et al.,
2009; siehe IUCLID Datensatz 3, ESR.001).

In einer Studie wurden die Tiere gemall dem GPMT-Protokoll behandelt. Die
intradermale Induktionskonzentration betrug 0,1 % in Erdnussdl. Es wurden keine
weiteren Details zur Versuchsdurchfihrung berichtet. Zum Ablesezeitpunkt (24 h)
zeigten alle der 9 Versuchstiere eine positive Hautreaktion. Bei keinem der 9
Kontrolltiere konnte eine Hautreaktion verzeichnet werden (unverdffentlichter
Studienbericht, 1978; siehe IUCLID Datensatz 1, ESR.002).

Ein weiterer Test an Meerschweinchen wurde von Rudzki und Krajewska (1979)
durchgeflhrt. In diesem nicht standardisierten Test wurden 10 Tiere durch insgesamt
34-maliges Aufbringen (an 6 Tagen pro Woche) von Phenylglycidylether (5 % in
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Ethanol) auf die geschorene Haut sensibilisiert. Die Auslésebehandlung erfolgte
spater mit 1 % Phenylglycidylether in Ethanol. Von den 10 sensibilisierten Tieren
reagierten alle positiv auf die Auslésebehandlung. Wurden Meerschweinchen, die
gegeniber Phenylglycidylether sensibilisiert wurden, mit einem Bisphenol A-Harz
behandelt (5 % in Aceton, Handelsname Epidian 5; siehe 0) so reagierten 2 von 10
Tieren positiv (siehe IUCLID Datensatz 1, ESR.006).

Folgende Studienberichte werden der Vollstéandigkeit halber erwahnt, sind jedoch
aufgrund ihrer mangelhaften Detailtiefe nicht relevant fir die Bewertung der
sensibilisierenden Wirkstarke von Phenylglycidylether.

In der Studienzusammenfassung in der Hartley Meerschweinchen gemald dem
Buehler-Protokoll behandelt wurden (3-malige Induktionsbehandlung mit 5% in
Ethanol, Auslésebehandlung mit 0,5 % in Aceton), fand sich keine Darstellung der
erzielten Ergebnisse (unveroffentlichter Studienbericht 1978; siehe [UCLID
Datensatz 1, ESR.003).

In der Zusammenfassung eines weiteren Versuchs an Meerschweinchen) wurden
ebenfalls keine Ergebnisse berichtet (Durchfihrung: 3-malige intradermale
Induktionsbehandlung mit einer unbestimmten Konzentration der Priufsubstanz in
einer LOsung aus Aceton/Dioxan (1:1) und mit 13 % Meerschweinchenfett,
Auslésebehandlung nach zweiwdchiger Ruhephase mit unverdinnter Testsubstanz
(100 %), Wiederholung der Auslésebehandlung nach weiteren 2 Wochen mit 1 %
und 5% in DMSO; unverdffentlichter Studienbericht; siehe IUCLID Datensatz 1,
ESR.005).

In einem nicht-standardisierten Test wurden 10 mannlichen Meerschweinchen
innerhalb von 10 Tagen 4 Patchapplikationen (mit 0,1 ml der unverdinnten
Testsubstanz, jeweils fir 48 h okklusiv) verabreicht. Bei der dritten Patchapplikation
wurde zusatzlich intradermal 0,2 ml Freund—Adjuvans (FCA) verabreicht. Nach
zweiwdchiger Ruhephase erfolgte die epidermale Auslésebehandlung (10 %). Die
Ergebnisauswertung erfolgt als ,total erythema score*, die Substanz erzielte hier ein
Ergebnis von 47 (keine weiteren Details, unveroffentlichter Studienbericht, 1986;
siehe IUCLID Datensatz 1, ESR.004).

In einer Publikation (Weil et al., 1963) wird berichtete, dass eines von 18 mit
Phenylglycidylether behandelten Meerschweinchen eine positive Hautreaktion
zeigten (d.h. 6 %). Der Test wurde ahnlich dem Vorgehen beim Draize Test
durchgefthrt (Induktion jedoch nur mit 8 intradermalen Injektionen). Es wurde aber
weder die Induktions—, noch die Auslosekonzentration néher spezifiziert (siehe
IUCLID Datensatz 1, ESR.008).

In einem nicht-standardisierter Test mit Meerschweinchen wurde die Substanz auf
einen ca. 15 cm? grol3en Hautbereich (rechte Flanke und Rucken) unverdinnt an 6
aufeinanderfolgenden Tage aufgetragen. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine leichte
Hautreizung sichtbar. Circa 4 Wochen spater wurde ein 1 cm?2 grol3es Areal auf der
zuvor unbehandelten linken Seite benetzt. Nach vier Tagen zeigten sich
Entzindungserscheinungen an der Haut. Nach neuerlicher Versuchspause von 3
Wochen und anschlieBender Behandlung der linken Kérperseite (1 cm?) konnte diese
Reaktion bestatigt werden. Wurde jedoch ein L&ppchentest mit 0,1 % bzw. eine
offene Auslésebehandlung mit 10%iger Substanzlésung auf der vorbehandelten
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rechten Seite durchgefihrt, konnten keine positiven Hautreaktionen verzeichnet
werden (Zschunke und Behrbohm, 1965; siehe IUCLID Datensatz 1, ESR.001).

In einem Ohr-Flankentest (Klecak, 2004) wurde 6 Meerschweinchen 0,1 ml einer
10%igen Substanzlbésung in Olivendl an drei aufeinanderfolgenden Tagen auf die
Ohren aufgetragen. Nach 7 Tagen wurde die Auslosebehandlung an der Flanke
ausgefuhrt (0,2 ml der 10%igen Substanzlésung). Das Ablesen der Hautreaktion
erfolgte 24 h spater. Es wurden jedoch keine Ergebnisse berichtet (Stevens, 1967;
siehe IUCLID Datensatz 1, ESR.007).

- In vitro (Schritt C)
1. Bioverfugbarkeit

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 1,61
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~150 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,00323 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,49.

2. Haptenisierung

Die Autoren der oben genannten Reihenuntersuchung von Phenylglycidylethern
setzen den fir PGE ermittelten EC3 Wert (0,46 %, d.h. stark sensibilisierend) in
Bezug zur chemischen Reaktivitat (gemessen in einem Peptiddepletionsversuch
ahnlich dem DPRA). In der Reihe der untersuchten Substanzen war PGE mit 88 %
depletiertem Peptid die aktivste Substanz und entspricht laut den Studienautoren
somit den Ergebnissen aus dem Tierversuch (gemessen wurde nach 40 Minuten in
einer DMSO/PBS Mischung (1:1), pH 7.4, 10facher Peptidiberschuss Niklasson et
al., 2009; Niklasson et al., 2011).

3. Keratinozytenreaktion

Im KeratinoSens™ war die Inhx = 56 und die EC1,5 = 16 pM (Testdurchfihrung
gemal Standardprotokoll). Eine IC50 lag bei 182 uM (Marker der Zytotoxizitat). Die
mindestens 1,5fache Induktion der Luziferaseaktivitat war bei nicht-zytotoxischen
Konzentrationen bereits signifikant (Delaine et al., 2011).

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (KeratinoSens™ und
h-CLAT, Ergebnisse siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.15 o-Kresylglycidylether 002210-79-9
Hersteller-Einstufung: 38-68-43-51/53
— In vivo (Schritt B)

Keine Information verfligbar.
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- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fiir den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 2,16
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~164 g/mol
konnte anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung  des
Permeabilitdtskoeffizienten (Kp) von 0,0065 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,16.

Der Inhaltsstoff war Teil der projektbezogenen in vitro Testreihe (h-CLAT, Ergebnisse
siehe Teilbericht 5.3, Abschnitt 1.3 und 1.4).

— In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.

2.2.9.16 Kresylglycidylether, Isomerengemisch 026447-14-3
Hersteller-Einstufung: 38-68-43-51/53
- In vivo (Schritt B)

In  einem Meerschweinchentest nach Maguire, der die sensibilisierenden
Eigenschaften von DER 331 untersuchen sollte, wurde Kresylglycidylether (nicht
weiter spezifiziert) als Positivkontrolle mitgefihrt. Die verwendeten Hartley
Meerschweinchen wurden zunéchst intradermal und epikutan 4-mal innerhalb von 10
Tagen mit 10 % Kresylglycidylether in einer 9:1 Losung aus Dipropylenglykol-
methylether (Dowanol-50B; CAS Nr. 34590-94-8) und Tween® 80 (CAS Nr. 9005-65-
6) behandelt. Eine Induktionsapplikation mit Freund—Adjuvans wird nicht erwahnt.
Nach 14-tagiger Ruhepause erfolgte die Auslésebehandlung und alle der 17
getesteten Tiere zeigten eine positive Hautreaktion an (unveroffentlichter
Studienbericht, 1979; siehe ESR.008 zu CAS Nr. 25068-38-6).

In einem ahnlichen Versuchsprotokoll diente Kresylglycidylether wiederum als
Positivkontrolle. Nach intradermaler und epikutaner Induktion erfolgte die epikutane,
okklusive Auslésebehandlung (keine weiteren Angaben zur Identitat der Substanz
oder der getesteten Konzentration). Das verwendete Vehikel war eine 9:1 Lésung
aus Dowanol DPM und Tween® 80. Alle der 12 getesteten Tiere zeigten
anschlieBend ein positives Ergebnis (unvertffentlichter Studienbericht, 1979; siehe
ESR.015 zu CAS Nr. 25068-38-6).

— In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 2,16
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~164 g/mol
konnte  anhand  des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,0065 cm/h gemacht werden. Es resultiert ein
log Kp von -2,16 (siehe auch 0).

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wurde bezuglich der Proteinreaktivitat des Inhaltsstoffes der Sy2
Mechanismus identifiziert.
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2.2.9.17 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol 000090-72-2
EU-Einstufung: 22-36/38

IUCLID Datensatz der Registrierung unter REACH (EC, 2006) fur den Inhaltsstoff
verfugbar. Auf Basis der dort vorgenommenen Neueinstufung der Substanz (gemarf
EU, 2011) bezuglich ihrer sensibilisierenden Eigenschaften wurde 2,4,6-
Tris(dimethylaminomethyl)phenol in die Liste der zu bewertenden Inhaltsstoffe aus
Epoxidharzsystemen aufgenommen.

— In vivo (Schritt B)

In einem Studienbericht aus dem Jahre 1995 wurden Meerschweinchen (méannlich,
Rasse Dunkin Hartley) gemaR dem GPMT-Standardprotokoll behandelt. Die
intradermale Induktionsbehandlung erfolgte mit 0,05 % und die topische Induktion
wurde mit einer 25%igen Losung durchgefuhrt. Nach einer zweiwéchigen Ruhephase
wurde die Provokationsbehandlung der Tiere mit 1 und 2%iger Testsubstanzldsung
realisiert. Unter diesen Bedingungen zeigten 24 h nach dem Ende der
Auslosebehandlung nur 2 der 19 Versuchstiere eine positive Hautreaktion
(d.h.10,5 %). Nach 48 h wurde bei keinem der Tiere mehr ein positives Ergebnis
verzeichnet (unveroffentlichter Studienbericht, 1995; siehe ESR.001).

- In vitro (Schritt C)

In der EPI Suite™ wurde fur den Verteilungskoeffizient (log Kow) ein Wert von 0,77
berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und des Molekulargewichts von ~265 g/mol
konnte  anhand des DERMWIN Modells eine  Abschatzung des
Permeabilitatskoeffizienten (Kp) von 0,000162 cm/h gemacht werden. Es resultiert
ein log Kp von -3,8.

- In silico (Schritt D)

In TOXTREE wird als Proteinreaktivititsmechanismus des Inhaltsstoffes die
Schiffbasenbildung vorhergesehen (eventuell ,pro-SB*, vgl. 2.2.3.3). Die in der
OECD Toolbox enthaltenen Proteinbindungsmodelle der OECD und von OASIS
konnten keine funktionelle Gruppe innerhalb der Struktur des Inhaltsstoffes finden,
der Inhaltsstoff selbst wurde entsprechend als nicht-proteinreaktiv bezeichnet. Nach
Anwendung des Metabolismus-Simulators wurde aber fir jeweils einen der 6
maoglichen Metaboliten die Proteinreaktivitait  ebenfalls Uber  einen
Schiffbasenmechanismus vorhergesagt (Modell ,Protein binding by OECD* fur
Metabolite: (1/6) MA: Direct Acting Schiff Base Formers|Mechanistic Domain: Schiff
Base Formers|Mono-carbonyls; Modell ,Protein binding by OASIS* fur Metabolite:
(1/6) Schiff base formation with aldehydes).

2.2.10 Neue Substanzen aus Expertenbefragung

Die unter 2.2.10.1 bis 2.2.10.5 genannten Inhaltsstoffe wurden in Bezug auf ihre
Verwendung in Epoxidharzsystemen von mindestens einem der befragten Experten
als relevant aufgrund einer haufigen Verwendung erachtet. Die sensibilisierende
Wirkung der Inhaltsstoffe war jedoch teilweise nicht bekannt. Die Substanzen wurden
dementsprechend Uberprift.
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2.2.10.1 Poly[oxy(methyl-1,2-ethanediyl)], ?-(2-aminomethylethyl)-?-(2-
aminomethylethoxy) 009046-10-0

Handelsname: Jeffamine D xxx. Polyoxyproylendiamin

Fur die oft verwendeten Harter aus der Produktreihe der D oder ED Jeffamine wurde
vom Hersteller darauf hingewiesen, dass insbesondere fur die niedermolekularen
und somit prinzipiell eher als sensibilisierend erwarteten Jeffamine (z.B. Jeffamin
D230, CAS 9046-10-0), Ergebnisse aus in vivo Versuchen vorliegen. Diese belegen,
dass die Jeffamine in Meerschweinchen nicht sensibilisierend wirken'!. Aus diesem
Grund werden die Jeffamine in der Bewertung der Wirkstarke sensibilisierender
Epoxidharzinhaltsstoffe nicht weiter bertcksichtigt.

2.2.10.2 Polypropylenethylendiamin
Handelsname: Jeffamine ED
Inhaltsstoff wird nicht weiter berticksichtigt. Begriindung siehe 2.2.10.1.

2.2.10.3 ,12-Octadecadienoic acid (97Z,127)-, dimer, polymer with N-(2-
aminoethyl)-1,2-ethanediamine 037189-83-6

Handelsname: Polyamidoamine Versamid xxx
Inhaltsstoff wird nicht weiter berticksichtigt. Begriindung siehe 2.2.10.5.

2.2.10.4 2,2’-dimethyl-4,4’'methylenebis(cyclohexylamine) 006864-37-5
Handelsname: Laromin C260

Der genannte Inhaltsstoff wurde bereits 2010 unter REACH registriert (Tonnageband
> 1000 t/a). Auch die angegebenen Verwendungen im Registrierungsdossier deuten
auf eine breite Anwendung hin, mit moglicher Exposition von Arbeitern die mit
Verbundstoffen (innen und aufRen) hantieren. Bei dem genannten 2,2’-Dimethyl-
4,4'methylenbis(cyclohexylamin) (DMDC) handelt es sich (wie aus der EU-Einstufung
zu entnehmen ist: T; R23/24 - Xn; R22 - C; R35 - N; R51-53) um eine stark atzend
wirkende Substanz. Es gibt einen Bericht Uber eine generalisierte Sklerodermie bei 6
von 233 exponierten Arbeitern aus dem Jahre 1980, die bei der Polymerisation von
Kunstharzen gegeniber DMDC exponiert waren. Die Prufung und Bewertung
sensibilisierender Substanzeigenschaften von &atzend wirkenden Substanzen ist
schwierig und liefert oft widerspriichliche Ergebnisse. Im REACH Dossier zum
Inhaltsstoff sind zwei Versuche an Meerschweinchen berichtet die die
sensibilisierenden Eigenschaften untersuchen. In einem Maximierungstest
(Thorgeirsson, 1978b; siehe ESR.001) und in einem ,Skin Painting Test" (ESR.002)
konnte keine hautsensibilisierende Eigenschaft nachgewiesen werden. Nachdem
auch in der offentlich zuganglichen Fachliteratur (PubMed), nach einer spezifisch auf

Uhttp://www.google.de/url?sa=t&rct=j&g=jeffamine%20d230&source=web&cd=4&ved=0CGoQFjAD&u
rl=http%3A%2F%2Fwww.whitakeroil.com%2Fproducts-
composites.html%3Ffile%3Dtl_files%2Fproduct_documents%2FMSDS%2Fhuntsman%?2Fjeffamine-
d230-msds-9-2-
10.pdf&ei=zIzXT_f3INDwsgaw543PDw&usg=AFQjCNEdbWw34iP2Q7GvTm458g8gyh7D2w&cad=rja
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sensibilisierende Eigenschaften eingeschrankten Suche, keine Daten uber eine
sensibilisierende Wirkung des Inhaltsstoffes auffindbar waren und auch keine
Humanbefunde beziiglich sensibilisierenden Eigenschaften vorlagen (siehe IVDK-
Teilbericht 5.4.3), wird auf eine weitere Betrachtung des Inhaltsstoffes verzichten.

2.2.10.5 Polyaminoamido-imidazolines
Handelsname: Versamid 140. Untergruppe

Bei den genannten ,12-Octadecadienoic acid (9Z,12Z)-, dimer, polymer with N-(2-
aminoethyl)-1,2-ethanediamine” und ,Polyaminoamido-imidazolines* handelt es sich
um Substanzen aus der Produktreihe Versamid (Handelsname der BASF). Diese
stellen Polymere aus Aminen und Dimeren langkettiger Fettsduren dar. Im ersten
Inhaltsstoffes mit CAS 37189-83-9 ist ein Dimer der Linolsdure (CAS 60-33-3) und
das Diethylentriamin (CAS 111-40-0) enthalten. Das von Ihnen genannte
Polyaminoamido-imidazoline Versamid 140 besteht laut Hersteller aus ,Fatty acids,
C18-unsatd., dimers, reaction products with polyethylenepolyamines* (CAS 68410-
23-1) und Triethylentetramin (CAS 112-24-3). Beiden Produkten wird von den
Herstellern eine sensibilisierende Wirkung unterstellt. Aus unserer Sicht beruht diese
allerdings auf dem Vorhandensein der kurzkettigen Amine und ist nicht insgesamt
dem Reaktionsprodukt zuzuordnen. Der Anteil an freiem Amin betragt hier laut
Hersteller zwischen 5 und 10 Volumen-%'2. Bei Produkten aus dieser
Produktionsreihe die weniger als 1 Volumen-% freies Amin enthalten wird keine
sensibilisierende Wirkung mehr unterstellt (Beispiel Versamid 115). Die
angesprochenen Amine wurden im Projekt bereits ausfuhrlich bewertet (siehe 2.2.3.2
und 2.2.3.5) und dementsprechend wird die Versamid-Produktreihe nicht weiter
betrachten,

2.2.10.6 Asparaginsaureester
Es ist unklar, welche Verbindung(en) gemeint sind, daher erfolgte keine Bearbeitung.

2.2.10.7 Bisphenol-F-Epoxidharz 055492-52-9

Unter dieser CAS Nr., die ebenfalls ein Epoxidharz auf Basis von DGEBF
bezeichnet, sind keine Untersuchungen zur sensibilisierenden Wirkung am
Menschen gefunden worden (siehe IVDK-Teilbericht 5.4.3). In der Dissemination-
Database sind keine Befunde aus Tierexperimenten genannt. Das DGEBF-Harz wird
unter der CAS Nr. 009003-36-5 besprochen.

12Stoffspezifische Information siehe:
http://worldaccount.basf.com/wa/NAFTA/Catalog/FunctionalPolymers/pi/BASF/Brand/versamid
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2.3 Diskussion und Schlussfolgerung

2.3.1 Datenlage
—  Allgemein

Auf Basis der Anzahl veroffentlichter experimenteller Daten liegen zu einem Drittel
der Inhaltsstoffe genligend experimentelle Daten vor (ohne die Humanbefunde zu
bertcksichtigen), um eine gewichtete Bewertung durchfiihren zu kdénnen (WoE-
Ansatz; siehe Abbildung 5). Ebenfalls ein Drittel der Inhaltsstoffe wurde bisher nicht
bezuglich ihrer sensibilisierenden Eigenschaften untersucht.

N ohne Information
(n=16)

-1 experimentelles
Ergebnis (n=7)

# 2 experimentelle
Ergebnisse (n=12)

® gut untersucht (mind.
2 3 experimentelle
Ergebnisse; n=16)

Abbildung 5.  Verfligbarkeit experimenteller Daten zu den 51 Inhaltsstoffen

Anhand eines Ampelsystems wird versucht, die Datenlage substanzspezifisch auf die
Eignung zur Wirkstarkenbewertung zu Uberprifen. Dabei gelten folgende
Grundlagen:

Kriterium Anzahl der Anzahl der
Inhaltsstoffe Inhaltsstoffe
(Bewertung 2011) | (Bewertung 2012)

Keine/ kaum Daten verfligbar 19 (37,3 %) 19

(rot)

,Unvollstandiger* Datensatz -> 17 (33,3 %) 15

eine quantitative Bewertung ist
erst durchzufiihren, wenn weitere
Testergebnisse vorliegen
(orange)

,Vollstandiger* Datensatz - es 15 (29,4 %) 17
wird erwartet, dass eine erste
guantitative Analyse der
Wirkstarke durchfihrbar ist (griin)
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Diese Einteilung wird in Teilbericht 5.3 (,Bewertung“) nochmals aufgenommen und
bei der substanzspezifischen Begriindung im tabellarischen Uberblick der Datenlage
(Schritt A-D) als farbige Markierung beibehalten.

- Registrierungsdossier

Fir 26 der zu bewertenden Inhaltsstoffe lag ein IUCLID Datensatz der
Substanzregistrierung unter REACH (EC, 2006) vor. Die Datensatze wurden von uns
beziglich der genannten Eigenschaften zur dermalen Absorption und den
Studieneintrdgen unter dem Stichpunkt Hautsensibilisierung Uberprift und enthaltene
Informationen sind in den entsprechenden Kapiteln unter 2.2 genannt.

Es wurde beobachtet, dass bei Gruppen ahnlicher Substanzen von der Strategie des
Read-across (hier: Ubertragung von einer Substanz auf eine strukturahnliche andere
Substanz) Gebrauch gemacht wurde. Dies war z.B. bei Pentaethylenhexamin (CAS
Nr. 4067-16-7) und Polyethylenpolyamin (CAS Nr. 68131-73-7) der Fall. Bei beiden
Inhaltsstoffen wurden Daten von Triethylentetramin (CAS Nr. 112-24-3) genutzt, um
vorhandene Datenliicken zu schliel3en.

Durch REACH wurde die Datenlage insgesamt stark verbessert. Zuvor
unveroffentlichte Industriedaten kdnnen nun bei entsprechend guter Qualitdt der
Studiendarstellung fur die Bewertung der Inhaltsstoffe verwendet werden.

—  Vorschlag zur Testung

Bisher wurden keine Inhaltsstoffe von Epoxidharzkomponenten mit dem LCSA™ und
dem NCTC2544' |L-18 Test uberpriift. Diese Tests bieten jedoch die Méglichkeit,
eine Wirkstarkenquantifizierung durchzufiihren. Ergebnisse kdnnten eventuell helfen
zu Inhaltsstoffen, die sich momentan noch auf der ,orangen Datenbasis“ befinden,
eine solide Datenbasis zu schaffen, um so eine Bewertung durchfiihren zu kénnen.

Auch der vorgeschlagenen Tests EST-1000™ oder der CAATC Assay wurde bisher
nicht auf die Inhaltsstoffe von Epoxidharzkomponenten angewandt. Die damit erzielte
Information ware nutzlich, um Aussagen uber die Reizwirkung der Inhaltsstoffe, als
maoglichen beeinflussenden Faktor, zu gewinnen oder Einblicke Uber das Ausmal3
der Fahigkeit von Substanzen, eine T-Zellaktivierung herbeizufiihren, zu erhalten.
Die Ergebnisse sind allerdings nicht so essentiell wie die oben genannten (LCSA;
NCTC2544 IL-18 Test).

— In vivo (Schritt B): Bewertung der Wirkstarke im LLNA

Insgesamt liegen zu 19 der Inhaltsstoffe Ergebnisse aus dem LLNA vor. Ganz formal
und nur anhand dieser Daten wurden 11 Substanzen (EC3 Werte < 2 %) als
mindestens stark sensibilisierend (Kategorie HS) eingestuft werden. Bei geniigend
Hinweisen auf eine sehr hohe Sensibilisierungsstarke kann sogar eine
konservativere Einstufung in die Kategorie SHS erfolgen. Die EC3 Werte von 6
Inhaltsstoffen befinden sich im Bereich zwischen > 2 % und < 10 %. Diese Stoffe
wirden ebenfalls zunéchst in die Kategorie HS fallen, da viele Substanzen, die stark
humansensibilisierend (d.h. DSA05 < 500 pg/cm?) wirken, im LLNA EC3 Werte in
diesem Bereich aufweisen (ICCVAM, 2011). Bei genitigend Hinweisen auf eine

'3 Loose—fit coculture—based Sensitization assay
1 NCTC2544 humane Keratinozytenzelllinie
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geringere Sensibilisierungsstarke kann jedoch eine Umstufung in die Kategorie GMS
vorgenommen werden. Zwei Substanzen werden aufgrund ihres EC3 Wertes aus
dem LLNA der Kategorie GMS zugeordnet. Bei der Bewertung der Daten aus dem
LLNA mussen jedoch immer mogliche Vehikeleffekte in Betracht gezogen werden.

— In vitro (Schritt C)
1. Bioverfugbarkeit

Falls Daten zur dermalen Aufnahme im Registrierungsdossier vorhanden waren,
wurden diese bevorzugt verwendet. Wenn keine Studien zum Thema oder insgesamt
kein Dossier vorlagen, so wurden die Werte fir den dermalen
Permeabilitdtskoeffizient Kp mit dem DERMWIN Programm aus der EPI Suite
ermittelt. Der log Kp wurde anschlieRend in Excel berechnet. Wenn dieser log Kp
einen Wert von kleiner -5 annimmt, so gibt DEREK beispielsweise an, dass die
untersuchte Substanz vermutlich nicht hautsensibilisierend wirkt. Dies ist bei der
erfolgten Untersuchung in den folgenden finf Hartern von den 44 untersuchten
Inhaltsstoffen (bei insgesamt 51 Substanzen) der Fall.

o N-(2-Aminoethyl)-3-amino-propyltrimethoxysilan (CAS Nr. 1760-24-3)
o Tetraethylenpentamin (CAS Nr. 112-57-2)

o Pentaethylenhexamin (3,6,9,12-tetraazatetradecamethylenediamine) (CAS Nr.
4067-16-7)

o Polyethylenpolyamin (CAS Nr. 68131-73-7)
o Triethylentetramin (CAS Nr. 112-24-3)

Wie oben erwahnt konnte fiir sieben der 51 Inhaltsstoffe keine Auswertung
stattfinden, da die zugeordneten CAS Nummern in der Software mit keiner
eindeutigen Struktur hinterlegt waren. Ohne diese Struktur (in Form eines SMILES
Codes) erfolgt keine Berechnung des log Kow oder des Kp. Im Folgenden genannte
Inhaltsstoffe waren davon betroffen:

o Bisphenol A-Harze (CAS Nr. 25068-38-6)

o Reaktionsprodukt Bisphenol A Epichlorhydrin (CAS Nr. 25085-99-8)
o Bisphenol F-Harze (CAS Nr. 9003-36-5)

o Bisphenol-F-Epichlorhydrin (CAS Nr. 28064-14-4)

o Polyethylenamine (CAS Nr. 26336-38-9)

o Polypropylenglykoldiglycidylether (CAS Nr. 26142-30-3)

o m-Xylylendiamin / Acrylonitril Adduct (CAS Nr. 73050-11-0)

Bei der Berechnung des Kp mit Hilfe der EPI Suite wird auch das Molekulargewicht
ausgegeben (wird fur die Berechnung bendtigt, siehe Gleichung aus Guy und Potts,
1993). Bei allen Inhaltsstoffen, fur die eine Berechnung erfolgte, wurde ein
Molekulargewicht von <500 Da festgestellt. Mit einer Ausnahme: bei Bis(4-(1,2-
bis(ethoxycarbonyl)-ethylamino)-3-methyl-cyclohexyl)methane (CAS Nr. 136210-32-
7) betragt das Molekulargewicht 582 Da. Es wird angenommen, dass die Substanz
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im Vergleich zu anderen Substanzen mit &hnlichen physikalisch chemischen
Eigenschaften, aber geringerer Grél3e schlechter die Haut durchdringen kann.

2. Haptenisierung

Ein dem DPRA ahnlicher Test wurde von Niklasson und Mitarbeiter (2009)
durchgefuihrt. Sie fihren am Beispiel von Epoxidharzkomponenten eine
mechanistisch begrindete Differenzierung durch und fanden, dass diese Analyse zu
einer guten Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem LLNA-Test fuhrt. Von
den Autoren wurden folgende allgemeinen Aussagen bezuglich der
sensibilisierenden Wirkstérke postuliert.

e Eine Substanz wirkt geringer sensibilisierend wenn der Abstand zwischen
dem Epoxid und dem Sauerstoffmolekul der Etherfunktion erhdht wird.

e Eine Substanz wirkt geringer sensibilisierend wenn der Abstand zwischen
dem aromatischen Ring und dem Sauerstoffmolektl der Etherfunktion erhoht
wird.

e Die Distanzerhéhung zwischen Etherfunktion und Epoxidfunktion beeinflusst
anscheinend die Sensibilisierungsstarke starker, als der Abstand zwischen
Etherfunktion und aromatischem Ring.

e Das Vorhandensein eines aromatischen Rings erhdht die sensibilisierende
Wirkstarke im Vergleich zu einem abgesattigten Ringsystem. Und ein
azyklisches Epoxid zeigt eine noch geringere Wirkstarke.

Vorgangerarbeiten dieser Gruppe zeigen auch das allylische Epoxide (d.h. R-C=C-
Epoxid; im vorliegenden Projekt nicht vorhanden) im Vergleich zu ihren nicht
allylischen Analogen (d.h. R-C-C-Epoxid) starker sensibilisierend wirken (Bergstrom
et al., 2006). Eine neuere Arbeit derselben Arbeitsgruppe besagt, dass Substanzen,
die ein Heteroatom in alpha Stellung zur Epoxidfunktion besitzen (z.B. PGE oder
BGE), stark sensibilisierend wirken, im Vergleich zu Substanzen, die kein
Heteroatom aufweisen (im vorliegenden Projekt nicht vorhanden). Belegt wurde dies
mit Daten aus dem LLNA und aus Peptidreaktivitatsassays (Niklasson et al., 2011).

Aus der erstgenannten Arbeit liegen Ergebnisse zu den Inhaltsstoffen
o Phenylglycidylether (CAS Nr. 122-60-1) und
o Butyl-glycidylether (CAS Nr. 2426-08-6)
vor.
— In silico (Schritt D)
1. TOXTREE (SMARTS) = Hinweis auf Reaktionsmechanismus™

Mit TOXTREE konnten insgesamt 50 der 52 Substanzen bewertet. Fur 2 der
Substanzen konnten kein SMARTS entwickelt werden und eine Bewertung war somit
unmaglich.

39, der Uberpriften 51 Inhaltsstoffe, wurde jeweils ein Strukturhinweis fur eine
chemische Domane zugeordnet. Bei zwei Substanzen wurden zwei Strukturhinweise
identifiziert, die fur zwei chemische Reaktivitdttsdoménen codieren (Bisphenol F-

1 Proteinbindungsmechanismen sind in Abschnitt 4 dieses Teilberichts naher erlautert.
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Harze; Schiff'sche Base und Sy2; Methyltetrahydrophthalsaureanhydrid: acylierendes
Agens und Michael Akzeptor).

Am haufigsten waren Hinweise auf eine Reaktivitdt gemal dem Sy2 Mechanismus
(18 Inhaltsstoffe) oder der Schiffbasenbildung (19 Inhaltsstoffe).

Fur 9 Inhaltsstoffe konnte anhand des Vergleichs ihrer Struktur mit den hinterlegten
Strukturhinweisen keine mechanistische Reaktivititsdomane zugewiesen werden.

2. OECD QSAR Toolbox
Profiling der chemischen Reaktivitat

Keine der Substanzen konnte anhand des ,Protein binding potency* Modells
bewertet werden (,Not possible to classify according to these rules”; wahrscheinlich,
da keine RCso Werte fur deren Thiol-Reaktivitat vorlagen). Eine Bewertung erfolgte
nur fir 4 nicht ndher beschriebene Metabolite der Ausgangsubstanzen.

Fur die Proteinbindung nach OECD und OASIS wurde deutlich, dass fur die
Muttersubstanzen keine unterschiedliche Vorhersage gemacht wurde. Wurde bei
einer Substanz kein Potential zur Proteinbindung in einer der beiden Datenbanken
gefunden so wurde ebenfalls keines in der anderen Datenbank identifiziert. Dies ist
fur eine Vielzahl der Metabolite jedoch nicht so. Teilweise enthielt die OECD
Datenbank Strukturhinweise auf Proteinbindungspotential des jeweiligen Metaboliten
und vice versa. Ein Grund kann sein, dass die Datenbanken unterschiedliche
Strukturdoménen beinhalten, die die jeweilig andere nicht inkludiert.

Mit Hilfe der zwei weiteren Proteinbindungsmodelle (,Protein binding by OECD*;
.Protein Binding by OASIS*) war es mdglich, zu 23 der 51 Inhaltsstoffe eine Aussage
bezuglich der chemischen Reaktivitdt im Sinne der mechanistischen Domane zu
erhalten. Fur 28 Inhaltsstoffe waren in den Modellen keine Strukturhinweise
hinterlegt, die eine Proteinreaktivitdit vermuten liel3en. Folglich war fir diese
Inhaltsstoffe keine qualitative bzw. quantitative Aussage mittels Daten—Ubertragung
innerhalb einer Kategorie mit Hilfe der OECD-Toolbox méglich.

Im Anschluss wurden durch Verwendung des Metabolismus-Simulator 13 (im OECD
Modell) bzw. 18 (im OASIS Modell) Inhaltsstoffe identifiziert, bei denen mindestens
ein moglicher Metabolit Strukturhinweise auf eine chemische Reaktivitat gegentber
Proteinen offenbart. Die Aussagen der OECD-Toolbox in Bezug auf Proteinbindung
und somit positives Sensibilisierungspotential sind im Vergleich zu TOXTREE (siehe
oben) eher unterschatzend (geringe Sensitivitat). Eine Kombination beider Systeme
scheint daher sinnvoll, um zumindest qualitativ (d.h. Zuordnung einer
mechanistischen Doméane) zu einer Aussage zu finden.

Bisher wurde fir die als reaktiv identifizierten Inhaltsstoffe bzw. deren Metabolite
jedoch noch keine Datenuibertragung (Read—across) durchgefuihrt, da die Erstellung
einer toxikologisch abgesicherten Kategorie einer sehr zeitaufwendigen, héndischen
Auswahl geeigneter Substanzen aus der Vielzahl der prasentierten Kandidaten
bedarf. Es wird vorgeschlagen, dass zunéchst die Einzelstoffbewertung durchgefuhrt
wird und nur in begrindeten Fallen die Toolbox flr eine weitere Bewertung in
Betracht gezogen wird.

Nicht alle der erzielten Domé&nenzuordnungen sind realistisch. Beispielsweise wurde
das Bisphenol F-Harze (CAS. Nr. 9003-36-5; siehe 2.2.1.5) als Schiffbasenbildner
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identifiziert (aufgrund des Strukturhinweises Mono-Carbonyl CH2=0). Dieser
Strukturhinweis spiegelt jedoch nicht das realistische Verhalten des Inhaltsstoffes
wider und wird deswegen nicht in die Bewertung miteinbezogen.

3. Molcode (OMRF Nr.: 017-10-1-241)

Das QSAR Modell zur Berechnung von Werten, wie sie mit dem LLNA ermittelt
werden wirden, ist nicht offentlich zuganglich. Es scheint jedoch das einzige Modell
Zu sein, mit dem anstatt von qualitativen Aussagen zum Wirkmechanismus eine
tatsachliche Bewertung der Wirkstarke von sensibilisierenden Substanzen mdéglich
ist. Fur das vorliegende Projekt wurde Kontakt mit den Entwicklern aufgenommen. Im
Rahmen dieser Kommunikation konnten erste Ergebnisse fur funf der hier zu
bewertenden Substanzen erhalten werden.

Dies waren:

o das Epoxidharz Bisphenol A diglycidyl ether (CAS Nr. 1675-54-3)

o die Harter N,N-Dimethyl-1,3-propandiamin (CAS Nr. 109-55-7) und

o Phthalsaureanhydrid (CAS Nr. 85-44-9), sowie

o Die Reaktivverdiinner n-Butyl glycidyl ether (CAS Nr. 2426-08-6) und
o 1,4-Bis(2,3-epoxypropoxy)butan (CAS Nr. 2425-79-8).

Bisher wurden nur die Wirkstarkeklassen mitgeteilt und die Tatsache, dass die
Chemikalien innerhalb der Anwendungsdoméane des Systems liegen. Eine
Dokumentierung und ausftihrliche Beschreibung der Ergebnisse bedarf jedoch einer
Kostentibernahme, die so momentan im Projekt nicht vorgesehen ist.
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3 Abkurzungen/Glossar

Absorption

AOO

BAUA
BGETEM
CMR-Stoffe

DGEBA
DPRA
ESR

FCA

Freund—Adjuvans

GPMT

Kow

Kp
LCSA

LLNA
MW
NCTC2544

PBT-Stoffe

Bezeichnet die Aufnahme einer Substanz in ein biologisches
System und entspricht im vorliegenden Bericht dem im
deutschen ebenfalls verwendeten (veralteten) Begriff Resorption.

Aceton/Olivendl, Standardvehikel im LLNA
Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin
Berufsgenossenschaft Energie Textil Elektro Medienerzeugnisse

Stoffe, die aufgrund ihrer Substanzeigenschaften als
kanzerogen, keimzellmutagen oder reproduktionstoxisch
eingestuft werden

Bisphenol A-diglycidylether
Direct Peptide Reactivity Assay (siehe FP-0324, Teilprojekt 5.1)
-Endpoint study record”, Studieneintrag im IUCLID Datensatz der

Registrierungspflichtigen einer Substanz unter REACH (EC,
2006)

.Freund's Complete Adjuvant® im Gegensatz zu ,Freund's
Incomplete Adjuvant*”

durch Hitze abgetdtete Mykobakterien in Mineral6l, zur
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems, dadurch erhdhte
Empfindlichkeit der Testmethode (entspricht FCA)

Guinea pig maximisation test (Maximierungstest am
Meerschweinchen; siehe FP-0324, Teilprojekt 5.1)

Oktanol-Wasser—Verteilungskoeffizient, log Kow ISt ein
einfaches Mal3 fir die Bioverfugbarkeit (siehe FP-0324,
Teilprojekt 5.1)

Permeabilitatskoeffizienten, ein einfaches MaR fir die
Hautdurchdringung (siehe FP-0324, Teilprojekt 5.1)

Loose—fit coculture—based Sensitization assay (siehe FP-0324,
Teilprojekt 5.1)

Local lymph node assay (siehe FP-0324, Teilprojekt 5.1)
Molekulargewicht

humane Keratinozytenzelllinie, die Messung des Interleukin-18
Spiegels nach Substanzzugabe wird genutzt, um Aussagen uber
die Fahigkeit der Substanz die Keratinozyten zu aktivieren (siehe
FP-0324, Teilprojekt 5.1)

Stoffe, die nach den gesetzten Kriterien (siehe beispielsweise
Anhang XIlI der REACH-VO (EC, 2006)) persistent,
bioakkumulierbar und toxisch sind
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Pl Wirkstarkenindex (von englisch: “potency index”) verwendet in
(Gad, 1988)

PSS .Predicted skin sensitization scores” aus der Publikation von
Golla et al., 2009

RA siehe Read-across

REACH-VO Anhang XIV Verzeichnis zulassungspflichtiger Stoffe

Read-across

SD
SS

SVHC

vPvB-Stoffe

hier: Ubertragung von Daten einer Substanz auf eine
strukturahnliche andere Substanz

Standardabweichung

,Skin sensitization scores” aus der Publikation von Golla et al.,
2009

substance of very high concern; Kandidaten fur das Verzeichnis
zulassungspflichtiger Stoffe gemald der REACH-VO (EC, 2006),
darunter fallen beispielsweise CMR, PBT oder vPvB Stoffe

Stoffe, die nach den gesetzten Kriterien (siehe beispielsweise
Anhang XlII der REACH-VO (EC, 2006)) sehr persistent und
sehr bioakkumulierbar sind
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4 Proteinbindungsreaktion — mechanistische Domanen

Wie bereits an verschiedenen Stellen erwahnt spielt die chemische Reaktivitat einer
Substanz eine entscheidende Rolle fur deren kontaktallergene Wirkung. Dabei
wirken die humanen Proteine als Nukleophile und das Kontaktallergen als
Elektrophil. Reaktive Chemikalien kdnnen meist einer der folgenden mechanistischen
Domane zugeordnet werden (siehe Abbildung 6).

a) Nukleophile Addition (Michael Akzeptoren)
/Q A ) AN Nu )
X Nu—Protein ———» X ~Protein

b) Nukleophile Substitution (Sy2 Elektrophile)

) _
X— 2 Nu—Protein —» —Nu
N Protein

c) Bildung einer Schiff'schen Base

(;’)-\:(\N“:t Protein ——— =N-—Protein

d) Acylierung
O O
X%;__/ NH5—Protein > >\ NH\

Protein

Abbildung 6.  Verschiedene mechanistische Domanen®®

a) Michael Akzeptoren besitzen an der Doppel- oder Dreifachbindung einen elektrophilen
Substituenten X (beispielsweise —CHO, -COR, -CO;R, -CN, -SO,R oder -NO,). X kann auch
eine heterozyklische Gruppe darstellen. b) X wird meist durch ein Halogen oder eine andere
Abgangsgruppe (z.B.OSO,0(R oder AR)) représentiert, diese sind dann am primaren Alkyl-,
Benzyl- oder Allylkohlenstoff positioniert. OR, NHR und NR2 dienen normalerweise nicht als
Abgangsgruppe, kdnnen aber in Ausnahmefallen (wenn sie ein Teil einer 3er-Ringstruktur
sind, wie z.B. Epoxide, Ethylenimine und substituierte Derivate) auch dazu dienen. c) Die
Bildung Schiff'scher Basen wird von reaktiven Carbonylverbindungen ausgefuhrt (z.B.
aliphatische Aldehyde, einige a,3- und a,-Diketone sowie a-Ketoester). Andere
ungesattigten Heterosysteme koénnen analog wirksam sein (z.B. C-Nitroso- oder
Thiocarbonylverbindungen, (C=S), Cyanate bzw. Isocyanate und deren Schwefelanaloga). d)
X ist ein Halogen oder eine andere Gruppe (z.B. —OCgHs) die dazu fuhrt, dass XH einen
ausreichend suaren Charakter besitzt, so dass X gut als Abgangsgruppe dienen kann.
Beispiele fir acylierende Agenzien sind zyklische und nicht-zyklische Anhydride.

6 Abbildung 6 wurde angepasst mit Erlaubnis von Aptula, A.O. und Roberts, D.W.:
Mechanistic applicability domains for nonanimal-based prediction of toxicological end points:
general principles and application to reactive toxicity in Chemical Research in Toxicology, 19,
1097-1105, 2006; © 2012 American Chemical Society

c92



FP-0324, Teil 5.2 ,Stoffdatenanalyse Sensibilisierung Epoxidharzsysteme“ FoBiG, Freiburg, Dezember 2012

Die Gruppe der SyAr Elektrophile, die eine nukleophile Substitution am ungesattigten
Zentrum durchfuhren, sind hier nicht naher beschrieben, da sie fur die Inhaltsstoffe
im Projekt nicht relevant sind.
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1. Hintergrund und verwendete Quellen

Das Forschungsvorhaben FP-0324 hat zum Ziel, Inhaltsstoffe von Epoxidharz-Systemen
nach ihrer jeweiligen sensibilisierenden Wirkstarke zu differenzieren und, soweit moglich, zu
klassifizieren. Primér werden dazu wissenschaftliche Veroffentlichungen zur Sensibilisierung
auf der Basis von Tierversuchen, in vitro-Untersuchungen oder in silico-Methoden (Quanti-

tative Struktur-Wirkungs-Beziehungen) ausgewertet.

Dieser Aspekt soll durch das Teilprojekt 5.4.3 um publizierte Humandaten zur Sensibili-
sierung erganzt werden. Dabei sollen zwar auch — soweit vorhanden und verdéffentlicht —
Sensibilisierungsversuche am Menschen berlicksichtigt werden; der eigentliche Schwerpunkt
liegt aber vor allem auf publizierten Untersuchungen Uber sensibilisierte Erkrankte. Im
Vordergrund stehen dabei selbstverstandlich Veroffentlichungen tGber Menschen, die sich
durch den Kontakt mit einem entsprechenden Epoxidharz-Produkt gegen einen oder
mehrere Inhaltsstoffe des betreffenden Epoxidharz-Systems sensibilisiert haben. Dartber
hinaus werden aber auch Publikationen herangezogen, in denen Testergebnisse von
seriellen, also weniger gezielten, Testungen mit den entsprechenden Allergenen vorgestellt
werden. Schlie3lich werden auch Publikationen bertcksichtigt, in denen Sensibilisierungen
gegen die betreffenden Stoffe durch andere Expositionen als den Kontakt mit Epoxidharz-
Systemen erworben wurden. Auch Publikationen tber allergologische Kreuzreaktionen oder
Reaktionskopplungen sind in die Literaturauswertung eingeflossen. Die bertcksichtigten
Veroffentlichungen sind im Wesentlichen epidemiologische Untersuchungen, Epikutantest-
Studien und Einzelfallberichte bzw. Berichte tber kleinere Fall-Serien.

Diese Humandaten kénnen erganzend zu den Daten aus Tierversuchen dartiber Auskunft
geben, welche Bestandteile von Epoxidharz-Systemen bereits wie haufig als Allergene im
(Berufs-)Alltag aufgefallen sind, und welche Expositionen bei der Sensibilisierung eine Rolle

spielen.

Die Humandaten sind insofern von besonderer Bedeutung, als Tierversuche allein nicht
immer zuverlassig dartiber Auskunft geben, ob ein Stoff nach der Markteinfihrung zu
allergologischen Problemen fiihrt oder nicht. Als Beispiel sei das Konservierungsmittel
Methyldibromoglutaronitril angefiihrt, das seit Beginn der 1990er Jahre zunehmend als
Ersatz fur (Chlor)Methylisothiazolinon in Korperpflegeprodukten eingesetzt wurde. Zuvor
hatte man aus Tierversuchen keine Besorgnis erregenden Hinweise auf ein
sensibilisierendes Potential von Methyldibromoglutaronitril erhalten. Mit zunehmender

Verbreitung stieg im Laufe der folgenden Jahre die Zahl der Falle von Kontaktallergie gegen
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Methyldibromoglutaronitril an, und zwar derartig dramatisch, dass sein Einsatz in Koper-

pflegeprodukten 2008 schliellich vollstéandig verboten wurde (Dickel et al. 2009).

Schlief3lich ist die Literaturrecherche zu Humandaten deswegen sinnvoll, weil fir einige
Komponenten von Epoxidharz-Systemen nur wenige zuverlassige Daten zur Sensibilisierung
aus Tier- oder in vitro-Versuchen vorliegen, aber (zumindest einige) Humandaten.
Schlie3lich geben Berichte zur Sensibilisierung beim Menschen oft Aufschluss Uber

geeignete Testmodalitaten bei der Diagnostik.
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2. Beschreibung der verwendeten Methoden

Es wurde in PubMed und in der IVDK-Literaturdatenbank nach den Substanzen der
abzuarbeitenden Liste in Verbindung mit den Stichworten ,allergy”, ,sensitization®, ,human®,
Jpatch test*, ,dermatitis* bzw. deren deutschen Ubersetzungen gesucht. Einige weitere
Literaturhinweise wurden aus ECHA-Dossiers und MAK-Begrindungen entnommen.

Die gefunden Veroffentlichungen wurden darauf hin geprift, ob sie fur die hier zu
bearbeitende Fragestellung relevante Informationen enthalten. Arbeiten, in denen die
Allergene bzw. Testsubstanzen unzureichend identifizierbar waren, wurden von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen. Ebenso wurden Einzelfallberichte nicht referiert, wenn die
Exposition und/oder die Allergietestung nicht nachvollziehbar dargestellt waren. Alle
verbleibenden Arbeiten wurden zusammenfassend referiert und bewertet.

Will man anhand von Humandaten das allergologische Risiko abschéatzen, das von einem
Stoff ausgeht, so ist es eigentlich erforderlich, die Zahl der Sensibilisierten zur Zahl der
Exponierten in Beziehung zu setzen. Beide Zahlen sind aber leider nicht verfigbar. Wahrend
man jedoch die Zahl der Sensibilisierten anhand epidemiologischer Daten oder anderer
Berichte in einigen Fallen zumindest grob orientierend abschétzen kann, gibt es zur Zahl der
Exponierten keinerlei Daten. Um wenigstens fur das Baugewerbe einen orientierenden
Anhaltspunkt zur Verbreitung der jeweiligen Verbindung zu bekommen, wurde von GISBAU
ausgewertet, wie haufig die Verbindung in den 3.692 dort vorliegenden Sicherheitsdaten-
blattern genannt wurde (Stand September 2011; 635 dieser Sicherheitsdatenblatter wurden
nach 2005 erstellt). Da ein Epoxidharzsystem in der Regel aus zwei Komponenten besteht,
und fur jede Komponente ein eigenes Sicherheitsdatenblatt existiert, beziehen sich diese
Informationen also auf ca. 1.850 Produkte. Uber die verkaufte bzw. eingesetzte Menge der
einzelnen Produkte liegen keine Informationen vor; die Anzahl der Nennungen bestimmter
Komponenten in den Sicherheitsdatenblattern kann also wirklich nur eine grob orientierende
Aussage zur Verbreitung des jeweiligen Stoffes in Epoxidharzsystemen geben. Wo es
sinnvoll erscheint, werden diese Zahlen zu Beginn der jeweiligen Kapitel Uber die einzelnen
Verbindungen kurz referiert.

Im Einzelnen wurden die folgenden semiquantitativen Kategorisierungen verwendet:

Kategorie Anzahl der bei GISBAU vorliegenden Sicherheitsdatenblatter
mit der jeweiligen Komponente (Grundgesamtheit: n = 3.692)

sehr haufig / sehr weit verbreitet > 350

héaufig / weit verbreitet 100 - 350

selten / kaum verbreitet 10-99

sehr selten / fast nicht verbreitet 0-9
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AuRerdem werden zu Beginn jedes Abschnittes etwaige allergologische Besonderheiten des

jeweiligen Stoffes herausgestellt.

AnschlieRend werden die Ergebnisse fir jede Substanz in folgenden Abschnitten dargestellt:

Sensibilisierungshaufigkeiten in klinisch-epidemiologischen Untersuchungen

oder seriellen Testungen.

Diese Daten geben haufig, aber nicht immer, Aufschluss dartiber, ob die Sensibilisierung
gegen den betreffenden Stoff beim Menschen quantitativ eine groR3e Rolle spielt oder
nicht.

Berichte Uber Sensibilisierungen bei Exponierten.

Hier werden Untersuchungen an Erkrankten, die eindeutig oder zumindest mit hoher
Wahrscheinlichkeit gegentiber dem fraglichen Stoff exponiert waren, in Form von
entsprechenden  Epikutantest-Studien,  Fallserien ~ und/oder  Einzelfallberichten
bertcksichtigt.

Untersuchungen zu Kreuzreaktionen.

Dieser Abschnitt gibt in erster Linie Publikationen wieder, in denen Uber Sensibili-
sierungen gegen den betreffenden Stoff berichtet wird, die nicht durch Exposition
gegeniuber dem Stoff selbst erworben wurden, sondern die auf dem Boden einer
immunologischen Kreuzreaktion bei primarer Sensibilisierung gegen eine andere
Substanz erworben wurden. Dieses Phanomen ist nur bei einem begrenzten Teil der hier
zu besprechenden Substanzen relevant.

Bei einigen Substanzen wurde bereits in den beiden ersten Abschnitten Uber
Reaktionskopplungen oder Kreuzreaktionen berichtet. Zum Teil wird dann in diesem
Abschnitt auf diese Arbeiten verwiesen.

Sensibilisierungsversuche am Menschen.

Berichte Uber Sensibilisierungsversuche am Menschen wurden bei der Literatur-
Recherche nur mit drei Substanzen gefunden, namlich mit Epoxidharz auf Basis von
Bisphenol A-diglycidylether (DGEBA), mit Diethylentriamin und mit Butylglycidylether. In
einem weiteren Fall wurden unbeabsichtigt gesunde Probanden gegen
Phenylglycidylether sensibilisiert, als man versuchte, eine nicht irritierende Test-
konzentration fur den Epikutantest zu ermitteln. Obwohl hier also keine Intention bestand,
Probanden zu sensibilisieren, wurde diese Publikation doch an dieser Stelle aufgefuhrt.

Zusammenfassung und Bewertung.

D9



FP-0324, Teilprojekt 5.4.3 ,Literaturstudie zu allergologischen Humanbefunden®, IVDK, Gottingen, August 2012

3. Stoffdatenanalyse

3.1 Epoxidharze

3.1.1 Bisphenol A-Harze, CAS Nr. 025068-38-6

Die haufigsten und wichtigsten Verursacher der Kontaktallergie gegen Epoxidharz sind
Oligomere eines Epoxidharzes auf Basis von Bisphenol A-diglycidylether (DGEBA) mit
einem Molekulargewicht von unter 900, wobei Monomere mit einem Molekulargewicht von
340 die potentesten Sensibilisatoren sind (Fregert und Thorgeirsson 1977, Jolanki et al.
2000, Jolanki et al. 2001, Thorgeirsson und Fregert 1977, Thorgeirsson et al. 1978).
Kontaktallergien gegen diese Harze sind so haufig, dass eine entsprechende Testsubstanz,
namlich ein unmodifiziertes mittelviskoses Epoxidharz auf Basis von DGEBA mit der
mittleren Molekularmasse 380-390, in der internationalen, der europaischen und in fast allen
nationalen Standardreihen fir den Epikutantest enthalten ist. Die Testkonzentration ist
Ublicher Weise 1% in Vaseline (Vas.).

Der Hersteller der in Deutschland am haufigsten verwendeten Testzubereitung fir den
Epikutantest mit DGEBA-Harz, die Firma Almirall Hermal, Reinbek, gibt fir diese
Testsubstanz die CAS Nr. 25068-38-6 an. Andere Hersteller nennen keine CAS-Nummern.

e Sensibilisierungshaufigkeiten in klinisch-epidemiologischen Untersuchungen

oder seriellen Testungen.
Als Allergen der Standardreihe wird das DGEBA-Harz ungezielt bei allen Patienten epikutan
getestet, die wegen des Verdachtes auf eine Kontaktallergie untersucht werden. DGEBA-
Harz ist als einzige der hier zu bearbeitenden Substanzen Bestandteil der Standardreihe fir

den Epikutantest.

In den am Informationsverbund Dermatologischer Kliniken (IVDK) (Schnuch et al. 2008b,
Uter et al. 1998) beteiligten dermatologischen Abteilungen betrug in den Jahren 1992 bis
2000 die Haufigkeit positiver Reaktionen auf das in der Epikutantest-Standardreihe
enthaltene Epoxidharz 0,9-1,4% (Frauen: 0,6-1,2%, Manner: 1,6-2,3%) (Geier et al. 2003).
Die hdchsten unadjustierten Sensibilisierungspravalenzen fand man damals bei Kunststoff-
verarbeitern (14% positive Reaktionen), Malern und Lackierern (7%) sowie Maurern,
Bauarbeitern usw. (6%) (Uter et al. 2002a). Eine Poisson-Regressionsanalyse der Daten
unter Berucksichtigung zahlreicher Einflussfaktoren ergab fur folgende Berufsgruppen

ein im Vergleich zur Referenz ,Dienstleistungsberufe signifikant erhdhtes Risiko einer
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Epoxidharz-Allergie: Bau- und Bergbauberufe (prevalence ratio = 4,1), Maler, Tischler,
Keramiker (3,8) und Chemieberufe (2,7) (Uter et al. 2002a).

Aus den Daten des IVDK extrapolierten Schnuch et al. 2002 eine Sensibilisierungspravalenz
von 0,1-0,2 % in der Bevolkerung, das waren in Deutschland etwa 80.000 bis 160.000
Betroffene (Schnuch et al. 2002b).

In den ersten Jahren des neuen Jahrhunderts lagen die Sensibilisierungsquoten in den dem
IVDK angeschlossenen dermatologischen Abteilungen mit leichten Schwankungen, aber
ohne einheitlichen Zeittrend, um 1,6% (positive Reaktionen auf DGEBA-Harz 1% Vas. bei
Testung in der Standardreihe), wobei Manner mit ca. 2,4% positiven Reaktionen etwa
doppelt so haufig betroffen waren wie Frauen (ca. 1,2%) (Geier et al. 2011a, Geier et al.
2011Db).

Aus anderen Industrielandern werden &hnliche Sensibilisierungsquoten bei Ekzempatienten,
die in dermatologischen Kliniken untersucht werden, berichtet.

Die North American Contact Dermatitis Group fand bei Testung der Standardreihe an
Ekzempatienten in dermatologischen Kliniken seit 1994 etwa 2% positive Reaktionen, wobei
1998-2000 mit 2,7% ein Hochststand erreicht wurde, wahrend in den Jahren 2003-2004 und
2005-2006 die unadjustierte Reaktionsquote bei 1,8% lag. Etwa 31% der 2005-2006
beobachteten Reaktionen wurden als sicher oder wahrscheinlich klinisch relevant
angesehen; fir weitere 15% wurde eine Kklinische Relevanz in der Vergangenheit
angenommen (keine ndheren Angaben) (Pratt et al. 2004, Zug et al. 2009).

Am European Surveillance System on Contact Allergies (ESSCA) nehmen 31 dermato-
logische Abteilungen aus 11 europdischen Landern teil. Im Jahr 2004 wurden Uber 11.000
Patienten in diesen Abteilungen epikutan getestet, wobei in der Standardreihe auch
Epoxidharz 1% Vas. Uberprift wurde. Sowohl die unadjustierte als auch die alters- und
geschlechtsstandardisierte Reaktionsquote lag bei 1,1% positiven Reaktionen. In zwei
Zentren wurden gar keine Reaktionen beobachtet; das Zentrum mit der hdchsten
Reaktionsquote (2,8%) lag in Deutschland (The ESSCA Writing Group 2008).

Aus Coimbra, Portugal, stammt eine retrospektive Datenanalyse Uber Klinik-Patienten, bei
denen im Rahmen der Standardreihe fur den Epikutantest auch Epoxidharz auf Basis von
DGEBA 1% Vas. getestet wurde. Von den 2.440 in den Jahren 1999 bis 2008 getesteten
Patienten reagierten 24 (1%) positiv. Zehn dieser Patienten waren Ful3bodenleger, neun
litten an einem aerogenen allergischen Kontaktekzem (Canelas et al. 2010).

Aus der Universitats-Hautklinik Tel Aviv wurde berichtet, dass bei der Epikutantestung im
Rahmen der Standardreihe in den Jahren 1998 bis 2004 1,1% der getesteten Patienten (24
von 2.156 Patienten) positiv auf Epoxidharz 1% Vas. reagierten (Lazarov 2006).
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Aus einer groRen Hautklinik in Peking, China, wurde berichtet, dass in den Jahren 2001-
2006 bei ca. 1.350 Patienten mit Verdacht auf allergisches Kontaktekzem eine modifizierte
europdische Standardreihe epikutan getestet wurde. Von diesen Patienten reagierten 8,5%
positiv auf Epoxidharz 1% Vas. (Frauen 8,1%; Manner 9,6%), wobei sich im Untersuchungs-
zeitraum von Jahr zu Jahr eine Zunahme der Sensibilisierungen abzeichnete (Cheng et al.
2011). Diese Daten sind nicht direkt mit den anderen zitierten Untersuchungen vergleichbar,
da allgemein sehr hohe Reaktionsquoten erzielt wurden, was auf eine restriktive Indikations-
stellung zur Testung schliel3en lasst.

Im Finnish Institute of Occupational Health (FIOH), Helsinki, wurden in den Jahren 1974 bis
1990 insgesamt 3.731 Patienten mit Verdacht auf Berufsdermatose epikutan getestet. 139
dieser Patienten (3,7%) reagierten positiv auf das in der Standardreihe mitgetestete DGEBA-
Harz (1% Vas.). Dabei war im Laufe der Zeit eine steigende Tendenz festzustellen. In den
Jahren 1974-1983 lag die Reaktionsquote bei 3,5% (86/2484), in den Jahren 1984-1988 bei
4,0% (36/909) und 1989-1990 bei 5,0% (17/338) (Jolanki 1991). Die im Vergleich zu anderen
(europaischen) Landern und Stadten hohere Reaktionsquote ist vor allem darauf
zurtickzufuhren, dass im FIOH ausschlie3lich Patienten mit (mutmalfilich) berufsbedingten
Erkrankungen untersucht werden. Da Epoxidharz-Sensibilisierungen meist durch berufliche
Expositionen erworben werden, ist hier eine entsprechende Haufung von Allergie-Féallen zu

erwarten.

Anhand von Daten des IVDK in der Zeit von November 1989 bis Juli 1993 verglichen Geier
und Schnuch Sensibilisierungshaufigkeiten auf verschiedene Allergene bei Maurern,
Bauarbeitern, Fliesenlegern usw. und bei Mannern, die nicht im Baugewerbe tatig waren.
Dabei ergab sich eine signifikant hohere Reaktionsquote auf das in der Standardreihe
epikutan getestete DGEBA-Harz (1% Vas.) bei Maurern usw. (4,7% vs. 1,8%) (Geier und
Schnuch 1995).

Im Vergleich zu den Reaktionsquoten bei der (ungezielten) Epikutantestung mit der
Standardreihe bei klinischen Ekzempatienten fanden sich im Rahmen des von den
gewerblichen Berufsgenossenschaften finanzierten und im IVDK durchgefiihrten
Forschungsvorhabens "Friihzeitige Erkennung allergener Stoffe bei beruflicher und nicht-
beruflicher Exposition" bei Mannern mit Berufsdermatose stark erhohte Sensibili-
sierungsquoten auf Epoxidharz in folgenden Berufsgruppen: Maler und Lackierer (41%),

Kunststoffverarbeiter (30%), sowie Maurer und verwandte Berufe (10%) (Geier et al. 2002).
In den letzten Jahren wurden einige retrospektive Analysen von klinischen Epikutantest-
Daten publiziert, in denen auf eine signifikante Assoziation zwischen positiven Epikutantests

auf Epoxidharz und den Duftstoff-Mix hingewiesen wurde (Andersen et al. 2009,
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Pontén et al. 2004a). Die Ergebnisse dieser Analysen sind zweifelhaft, da folgende Punkte
nicht beachtet wurden: Erstens wurde nicht ermittelt, wie hoch die Assoziation positiver
Reaktionen auf Epoxidharz mit positiven Reaktionen auf andere Allergene oder Allergen-
gemische war, und wie haufig allgemein Mehrfachsensibilisierungen in den untersuchten
Patientenpopulationen auftreten. Dies ist aber insofern von Bedeutung, als multiple Sensibili-
sierungen keine Seltenheit sind, und Patienten mit bereits bestehender Kontaktallergie ganz
allgemein ein erhohtes Risiko haben, sich gegen ein weiteres Allergen zu sensibilisieren
(Schnuch et al. 2008a). Mdoglicher Weise ergdbe sich, dass die Patienten mit Epoxidharz-
Allergie generell haufig noch eine oder mehrere weitere Sensibilisierungen haben, so dass
die Assoziation mit dem Duftstoff-Mix kein spezieller Befund ist. Zweitens wird in keiner der
Publikationen nach der Reaktionsstarke differenziert und bertcksichtigt, dass schwach
positive Reaktionen auf den Duftstoff-Mix haufig (zu ca. 60%) falsch positiv sind (Schnuch et
al. 2002a). Zudem weisen andere, zum Teil wesentlich umfangreichere Datenanalysen nicht
auf einen Zusammenhang zwischen Sensibilisierungen gegen Epoxidharz und Duftstoffen
hin (Albert et al. 1999, Brasch et al. 2001). Bei der vorliegenden Datenlage kann man also
einen epidemiologischen Zusammenhang zwischen Sensibilisierungen gegen Epoxidharz
und Duftstoffe nicht als gesichert annehmen, zumal weder aus chemisch-struktureller Sicht
ernsthafte Hinweise auf immunologische Kreuzreaktionen bestehen, noch aus allgemeinen
Kenntnissen der jeweiligen Exposition eine Kopplungsallergie erklarbar oder wahrscheinlich

ware.

Grundsatzlich besteht bei jeder Epikutantestung die Gefahr, dass der Patient durch die
Testung sensibilisiert wird (so genannte aktive Sensibilisierung). Meist duR3ert sich dieser
Vorgang darin, dass eine positive Testreaktion nach 10 Tagen oder spater auftritt, und ein
danach wiederholter Epikutantest in der normalen Zeitspanne von ca. 3 Tagen positiv wird.
Vermutlich werden viele solcher aktiven Sensibilisierungen nicht entdeckt, weil der Test nur
ca. 3-4 Tage, aber nicht langer abgelesen wird. Die Deutsche Kontaktallergie-Gruppe (DKG)
ist in einer systematischen Untersuchung mit spéten Epikutantest-Ablesungen der Frage
nachgegangen, wie haufig aktive Sensibilisierungen bei p-Phenylendiamin und Epoxidharz
auf Basis von DGEBA auftreten. Mit dem DGEBA-Harz 1% Vas. wurden bei 1.428
Getesteten vier Spatreaktionen (0,3%) beobachtet, und zwar zwei an Tag 7 und jeweils eine
an Tag 14 und 24. Nur bei einem der Patienten mit (einfach positiver) Reaktion an Tag 7
wurde der Test wiederholt; dabei zeigte sich eine stark positive Reaktion bereits an Tag 3
(Hillen et al. 2006). Aktive Sensibilisierungen durch den Epikutantest mit DGEBA-Harz 1%

Vas. kommen also vor, sind aber insgesamt sehr selten.
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e Berichte Uber Sensibilisierungen bei Exponierten.

Patienten mit Verdacht auf Epoxidharz-Allergie.

Tosti et al. stellten 1988 die klinischen und allergologischen Befunde von 7 Patienten mit
aerogenem allergischem Kontaktekzem durch Epoxidharz zusammen, die in der
Universitats-Hautklinik  Bologna gesehen wurden. Die Patienten arbeiteten in
unterschiedlichen Branchen. Alle hatten zunéchst ein allergisches Kontaktekzem durch
direkten Allergenkontakt, und zwar an den Handen oder Unterarmen; erst danach kam ein
Ekzem des Gesichtes, insbesondere der Augenlider, hinzu. Alle 7 Patienten waren gegen
DGEBA-Harz sensibilisiert, einer zusatzlich gegen Triethylentetramin und Isophorondiamin,
ein anderer gegen Ethylendiamin, Diethylentriamin und Triethylentetramin (Tosti et al. 1988).
Holness und Nethercott berichteten 1993 von insgesamt 167 Patienten aus einer auf
Berufskrankheiten spezialisierten Klinik, bei denen 1981 bis 1988 wegen des Verdachtes auf
eine Epoxidharz-Allergie eine spezielle Epoxidharz-Testreihe epikutan getestet worden war.
Von 167 getesteten Patienten reagierten 30 (18%) positiv auf Epoxidharz 1% Vas., wobei in
28 Fallen (93%) eine klinischen Relevanz gegeben war (keine ndheren Angaben) (Holness
und Nethercott 1993).

Im Jahr 2001 veréffentlichten Jolanki et al. vom FIOH ihre Testergebnisse bei 182 Patienten,
die dort im Laufe von 22 Jahren wegen eines beruflich bedingten allergischen Kontakt-
ekzems durch Epoxidharze untersucht worden waren. 146 dieser Patienten (80%) reagierten
allergisch auf das getestete DGEBA-Harz, das damit mit groBem Abstand das h&ufigste
Allergen war (Jolanki et al. 2001). Angaben zur Anzahl der Epikutantestungen mit den
jeweiligen Substanzen, zur klinischen Relevanz oder zur konkreten Exposition