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UBERSICHT

Das Forschungsprojekt beinhaltet die vergleichende gesundheitliche Bewertung von
Inhaltsstoffen in  Epoxidharzsystemen und eine aggregierte Bewertung von
Epoxidharzgemischen mit Fokus auf deren (haut-)sensibilisierende Wirkstarke. 66
Einzelstoffe wurden in einem eigens entwickelten Rankingverfahren Wirkstarkekategorien
zugeordnet. Basis fir diese Zuordnung war eine umfassende Datenauswertung zu in vivo-, in
vitro- und in silico-Informationen aus der Literatur, die Erfassung von Humanerfahrungen zur
Haufigkeit entsprechender Allergien, sowie die Veranlassung gezielter in vivo- und in vitro-
Tests zur Ausfillung von Datenliicken. In einem in vivo- Test (LLNA) wurden 4 Harter und 1
Reaktivverdiinner getestet, in einem Test zur Proteinbindungsreaktion (DPRA, in vitro)
wurden 10 Reaktivverdiinner untersucht und in einem weiteren Test zur
Keratinozytenaktivierung (KeratinoSens™, in vitro) wurden 16 Harter und 4 Reaktiv-
verdinner untersucht. Die Wirkstarke konnte nach zwei Hauptkategorien differenziert
werden mit 44 von 66 Stoffen, die (tendenziell oder eindeutig oder auf Grund fehlender
Informationen) als ,stark sensibilisierend” gewertet werden. 22 von 66 Stoffen wurden
entsprechend (tendenziell oder eindeutig) als ,gering oder malig sensibilisierend”
kategorisiert. Im Projekt wurde das Konzept fir ein Epoxidharzinformationssystem (EIS)
entwickelt, das a) eine ausfiihrliche Liste mit Stoffcharakteristika zu Epoxidharzinhaltsstoffen
enthalt, b) Regeln zur Durchfiihrung einer Gemischebewertung aufgrund sensibilisierender
Wirkstarke beinhaltet, und c¢) Hintergrundinformationen zur Umsetzung eines verbesserten
Arbeitsschutzes durch Vermeidung von Allergien durch Exposition gegeniber
Epoxidharzprodukten bietet.

ABSTRACT

This research project addresses a comparative health assessment focusing on (skin-)
sensitising potency a) of single ingredient substances from epoxy resin systems and b) of
epoxy resin mixtures on the whole. In this ranking procedure, specifically developed for this
purpose, 66 single substances were assigned to potency categories. The assignment is based
on a comprehensive data analysis from in vivo-, in vitro- and in silico- information from
literature, also capturing human experience on the frequency of respective allergies, as well
as commissioning of targeted in vivo- and in vitro- tests in order to fill in data gaps. The in
vivo test (LLNA) was used for 4 curing agents and one reactive diluent, an in vitro test for
protein binding (DPRA) was performed for 10 reactive diluents and, finally, for 16 curing
agents and 4 reactive diluents an in vitro keratinocyte activation test (KeratinoSens™) was
initiated. Differentiation according to potency enabled us to discriminate two major potency
categories, where 44 of 66 substances were finally handled as if they were “strong” skin
sensitisers (either because of qualified data, or because of a tendency estimate or as a
precautionary default). The remaining 22 substances were assigned to the category of “weak
or moderate” skin sensitisers (again, either because of qualified data or as a tendency
estimate). In this project we also developed a concept for a tripartite “epoxy resin
information system” (EIS) with a) a comprehensive list on epoxy resin ingredient substances,
containing further substance specific characteristics, b) a calculation module to perform the
aggregation mixture assessment, and c¢) background information to implement
improvements in occupational safety in order to avoid allergies from exposure to epoxy resin
products.






Der vorliegende Bericht dokumentiert Ergebnisse eines Forschungsprojekts zur
vergleichenden gesundheitlichen Bewertung von Epoxidharzsystemen mit Fokus auf deren
(haut-) sensibilisierender Wirkstarke. Es war das Ziel, flir eine definierte Auswahl von
Inhaltstoffen von Epoxidharzsystemen, die mit dem Gefahrenhinweis ,kann allergische
Hautreaktionen verursachen” (H 317) eingestuft sind, ein wissenschaftlich fundiertes System
anzuwenden, das fir moglichst viele dieser Stoffe eine Unterscheidung zwischen starkeren
und schwacheren Allergenen ermoglicht. Ferner sollten diese Differenzierungen in der
Wirkstarke der Einzelstoffe in eine Gesamtbewertung von Epoxidharzsystemen miinden, um
diese Gemische vergleichend zu bewerten. Diese Priorisierung sollte eine Hilfestellung

e beider Erstellung von Produktrezepturen,
e beider Produktauswahl aus Anwendersicht und
e beider Gefahrdungsbeurteilung

bieten.

Das Forschungsvorhaben wurde als FP-0384 durch die Deutsche Gesetzliche
Unfallversicherung (DGUV) gefoérdert mit weiterer Unterstlitzung durch die Allgemeine
Unfallversicherungsanstalt (AUVA), Wien, durch DEUTSCHE BAUCHEMIE e.V., Frankfurt am
Main, und durch PlasticsEurope, Brissel. Es handelt sich um ein Folgeprojekt eines fritheren
Vorhabens (FP-0324; DGUV; Abschluss Dezember 2012). Das Vorhaben wurde durch einen
fachlichen Beraterkreis aus herstellender Industrie, Berufsgenossenschaften und
Wissenschaftlern begleitet (,,Begleitkreis”). Forschungsnehmer waren das Forschungs- und
Beratungsinstitut Gefahrstoffe GmbH (FoBiG) in Freiburg und der Informationsverbund
Dermatologischer Kliniken (IVDK) in Gottingen.

Stoffauswahl

Die Stoffauswahl ergab sich a) durch das Vorldauferprojekt, b) durch Vorschlage aus dem
Begleitkreis, c) durch Erfahrungen, die bei der BG Bau aus Sicherheitsdatenbldttern eine
Relevanz in der Praxis nahelegten und d) durch wissenschaftliche (Literatur-) Hinweise auf
neue Rezepturen von Epoxidharzsystemen und darin enthaltene Einzelstoffe. Es wurde Wert
darauf gelegt, dass auch Anwendungsbereiche von Epoxidharzsystemen auRerhalb der
Bauindustrie in der Stoffauswahl widergespiegelt wurden.

Im Vorlauferprojekt wurden bereits 52 Stoffe mit der damals verfiigbaren Information und
Methodik bewertet. Uber das hier vorgestellte Projekt wurde die Stoffauswahl auf 66 Stoffe
erweitert. Dabei wurden auch z.B. ein oligomerisierter Harter mit Aminogruppe oder ein
modifiziertes Epoxidharzmonomer, das mit einer reduzierten sensibilisierenden Wirkstarke
assoziiert wird, einbezogen. Teilweise lag (noch) keine oder keine harmonisierte Einstufung
hinsichtlich des sensibilisierenden Potenzials vor, jedoch war der Einbezug in die Stoffliste
inhaltlich (durch entsprechende Strukturhinweise oder Testbefunde) begriindet.

Es wurde auRerdem versucht, auch Gesamtsysteme (Epoxidharzprodukte) in die
Bewertungen einzubeziehen (z.B. in Baumarkten verfligbare 2-Komponenten-Kleber auf
Epoxidharzbasis oder wassrige Epoxidharzdispersionen).



Bewertungsmethodik fiir Einzelstoffe
Die Bewertung erfolgte in Teilschritten:

e Datensammlung (ergebnisrelevante Tests, Modellierungen oder sonstige Erkennt-
nisse fir die 66 Stoffe),

e Entwicklung eines Konzepts, wie vorliegende Daten (zum Beispiel Ergebnisse aus in
vitro Tests) in Bezug auf die Wirkstarke eingeordnet werden sollen,

e Generierung fehlender Daten durch gezielte Testungen,

e Bewertung der einzelnen (neu gewonnenen und vorliegenden) Daten nach der
entwickelten Methodik,

e Entwicklung einer Methodik, wie Einzelerkenntnisse zusammengefihrt und fiir eine
substanzspezifische aggregierte Bewertung der Wirkstarke eines Stoffs genutzt
werden kénnen (,,Ranking-Methode®),

e Absicherung der gewadhlten Methodik durch vergleichende Prifung anderer
methodischer Ansatze fiir integrierte Bewertungen,

e Durchfiihrung des Ranking fiir alle Stoffe der Stoffliste.

Mit diesem Vorgehen ist es jedoch noch nicht mdglich, auch Gemische (Produkte mit
mehreren Inhaltsstoffen) insgesamt zu bewerten. Dies erfolgte in einem gesonderten
Projektteil.

Fir alle genannten Teilschritte lagen bereits Informationen und Ansatze aus dem Vorprojekt
vor, die auf Aktualitat zu prifen und die ggfs. zu erganzen oder anzupassen waren.

Die Datensammlung bericksichtigte a) Ergebnisse vom lebenden Versuchstier (in vivo
Befunde zur Sensibilisierung), b) Ergebnisse zu Teilschritten der Sensibilisierung aus in vitro
Studien, c) Ergebnisse, die auf Basis von Modellierungen zu chemischen und biochemischen
Parametern der betrachteten Substanzen theoretisch (in silico) gewonnen wurden, d)
Erfahrungsdaten aus dermatologischen Untersuchungen zur Allergieauslésung beim
Menschen sowie schlieflich auch Literaturdaten aus Fallberichten oder aus der
Epidemiologie mit entsprechenden Humanerfahrungen. Zusatzlich zu allgemeinen
Literaturauswertungen waren unter anderem auch Daten zu bericksichtigen, wie sie im
Rahmen der europdischen Chemikaliengesetzgebung (,REACH“) fir eine zunehmende
Anzahl von Substanzen inzwischen bereitgestellt werden mussten.

Die jeweils gefundenen Daten waren mit Hilfe eines konsistenten und fachlich abgesicherten
Konzepts jeweils mit Blick auf ihre Aussage und Aussagekraft zur sensibilisierenden
Wirkstarke hin zu analysieren. So musste flir Daten aus in vivo Studien unter anderem die
Qualitat des Studiendesigns beurteilt werden, Abschneidekriterien nach anerkannten
Malistdaben festgelegt werden, ab wann eine Substanz nach dem Testsystem als schwach
oder stark sensibilisierend eingeordnet werden kann oder die Problematik bewertet werden,
die sich aus der Applikation der Testsubstanz in einem von mehreren maoglichen
Tragermaterialien (,,Vehikel”) ergibt. Bei Ergebnisdaten aus in vitro Studien mussten u.a. der
Validierungsstatus des jeweiligen Tests eingeordnet und ebenfalls Abschneidekriterien fir
Hinweise zur Wirkstiarke benannt werden. Entsprechend waren differenzierte Uberlegungen
zur Einordnung von modellierten Ergebnissen oder Humanbefunden erforderlich. Auf diese
Weise wurde auch festgelegt, wann die Zuverlassigkeit von Daten als ausreichend zu
erachten ist.

Die Datenrecherche und die (zunachst kursorische) Einordnung bisheriger Befunde mit dem
beschriebenen Konzept ermoglichte es, gravierende Datenliicken zu erkennen und ein



Programm fiir gezielte Testungen zu entwickeln, um moglichst viele der erkannten Liicken
fallen zu kénnen. Dabei war zu beachten, dass tierexperimentelle Studien heute nur im
Ausnahmefall zuldssig sind und nur fur Fragestellungen beauftragt werden konnten, wo dies
entscheidende zusatzliche Erkenntnisse erbrachte oder dies zur grundsatzlichen Absicherung
des Gesamtkonzepts dringend erforderlich erschien. Insofern wurden vorwiegend in vitro
Tests in Auftrag gegeben. Das zuvor entwickelte Konzept zur Einordnung vorliegender Daten
aus in vitro Tests ermoglichte es, fur die eigenen Testungen nur solche auszuwadhlen, die
(unter Bericksichtigung der finanziellen Maoglichkeiten) fachlich am ehesten einen
qualifizierten zusatzlichen Erkenntnisgewinn ermdglichten. Bei dem Testprogramm war zu
beachten, dass haufig nur relative Aussagen zur sensibilisierenden Wirkstarke mit dieser
Methodik moglich sind. Aus diesem Grunde wurden auch Substanzen in das Testprogramm
einbezogen, fur die (z.B. aus in vivo Befunden) bereits zuverldssige Informationen zur
Wirkstarke vorlagen; diese Information konnte dann als , Ankerpunkt” fir vergleichende
Aussagen fiir verwandte Substanzen mit dhnlicher chemischer Struktur dienen.

Nach Vorliegen der Testergebnisse aus dem im Rahmen dieses Projekts ergdnzten
Testprogramm wurden die gesamten (neu generierten oder bereits vorliegenden) Daten
gepriift, um eine Bewertung der vorgefundenen Wirkstarke durchzufiihren, zunachst isoliert
fur das einzelne Testergebnis.

Der nachste Teilschritt erfordert die Entwicklung einer Methodik flr die aggregierte
Bewertung, mit der einer Substanz eine abgeschatzte Wirkstarke aus allen nun vorliegenden
Daten (einschlieBlich zuséatzlicher Testergebnisse aus dem vorliegenden Projekt) zugeordnet
wird. Dieses Konzept wurde im Wesentlichen bereits im Vorprojekt entwickelt. Dabei war
insbesondere zu beachten, dass in vitro Befunde nur in ihrer Zusammenschau eine
Bewertung der Wirkstarke zulassen, da der vielstufige Prozess der Sensibilisierung erst durch
mehrere parallele in vitro Testbefunde insgesamt abgebildet wird.

Die im Vorprojekt gewdhlte Unterteilung der Stoffe in 4 Wirkkategorien (gestufte Klassen
nach Wirkstarke) wurde in fur dieses Projekt lbernommen. Diese Wirkkategorien lauten:

e GMS (geringe bis maRige Sensibilisierungsstarke)
e HS (hohe Sensibilisierungsstarke)

e SHS (sehr hohe Sensibilisierungsstarke)

e U (unbekannte Sensibilisierungsstarke)

Substanzen der Kategorie U wurden der Kategorie ,HS“ gleichgesetzt (bei Mangel an
quantitativ verwertbarer Information wurde ein Stoff so bewertet, als sei er stark
sensibilisierend). Zusatzlich wurden , Tendenzgruppen” gebildet: Stoffe der Kategorie U, zu
denen deutliche Hinweise daflr existieren, dass sie nur schwach (U=>Tendenz GMS) oder
eher stark (U> Tendenz HS) wirksam sind, wurden gesondert ausgewiesen, um dies
regulatorisch differenziert berticksichtigen zu kdnnen. Die Kategorien wurden sowohl fiir das
Einzeltestergebnis wie auch fir die aggregierte Bewertung der Substanz angewandt.

Im LLNA-Test (in vivo Methode mit Mausen) wurden 4 Harter und 1 Reaktivverdinner
getestet. Zwei in vitro Tests wurden im Projekt eingesetzt: 10 Reaktivverdiinner wurden mit
dem Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA-Test) untersucht und 20 Stoffe (16 Harter, 4
Reaktivverdiinner) wurden in dem Keratinozytenaktivierungstest (KeratinoSens™)
untersucht.

Der abschlieBende Teilschritt bei der Bewertung der Einzelstoffe war die Anwendung der
aggregierten Bewertungsmethodik zur Erstellung des Rankings, also einer Liste der Stoffe



aus Epoxidharzsystemen mit Einteilung nach schwacher oder starker wirksamen Substanzen
in Bezug auf die sensibilisierende Wirkstarke. Dieses Ranking sollte auch eine pragmatische
Entscheidung fir den Fall ermdéglichen, dass die Datenlage noch immer unzureichend fur
eine eindeutige Wirkstarkenaussage bleibt (Defaultvorgehen fiir den Fall des Nichtwissens)
oder fir den Fall, dass nur Tendenzaussagen maoglich sind, die jedoch noch immer groRere
Unsicherheiten beinhalten.

Bevor die Methodik zur aggregierten Bewertung aus dem Vorprojekt ibernommen werden
konnte, war jedoch zu Uberpriifen, ob aus anderen integrierten Teststrategien (ITS)
inzwischen Ansatze fiir eine solche aggregierte Bewertung vorliegen. Tatsachlich wurden seit
dem Vorlauferprojekt international interessante Ansdtze entwickelt, um verschiedene
Testergebnisdaten und Modellierungsbefunde zu einer integrierten Bewertung
zusammenzufiihren. Es musste also geprift werden, ob solche ITS flr das vorliegende
Projekt integriert werden konnten, ob der eigene Ansatz fiir eine aggregierte Bewertung
kompatibel mit Ergebnissen aus ITS ist und ob zusatzliche Informationen aus diesen ITS
gewonnen werden kdnnen.

Insbesondere ergab sich dabei die Gelegenheit, eine ITS anzuwenden, bei der zunachst die
Wirkstarke in dem oben genannten in vivo Test (LLNA) aufgrund von in vitro Daten, der
Bioverfliigbarkeit und modellierter mechanistischer Zusammenhdnge Uber eine in silico
Analyse abgeschatzt wird (ITS-3; Jaworska et al., 2015). Dieser Ansatz konnte fiir insgesamt
51 Stoffe aus der hier zugrunde gelegten Stoffliste von Epoxidharzinhaltsstoffen
herangezogen werden, diente der Absicherung der Ergebnisse lber ein unabhdngiges
Bewertungsverfahren und wurde auch als Entscheidungshilfe genutzt, um Tendenzaussagen
zu bilden oder um einzelne Bewertungen von der Tendenzaussage in eine eindeutige
Bewertungskategorie zu lGberfiihren.

Ziel der Literaturauswertung zu Humandaten war es, publizierte Daten zur sensibilisierenden
Wirkung von Inhaltsstoffen von Epoxidharzsystemen an der Haut des Menschen
zusammenzustellen und zu bewerten. Dabei lag der Schwerpunkt auf Untersuchungen an
Patienten, die sich durch den Kontakt mit einem Epoxidharz-Produkt gegen einen oder
mehrere Inhaltsstoffe sensibilisiert haben, und auf klinisch-epidemiologischen Daten, z.B.
aus Reihenuntersuchungen. Aufgrund der ausgewerteten Literatur und unter
Berlicksichtigung der Ergebnisse des Vorgdngerprojektes FP-0324 wurde versucht, die
Bedeutung der Epoxidharzsystem-Komponenten als Allergene quantitativ abzuschatzen.

Hierzu wurden drei Kategorien gebildet:

e H = haufiges (und daher bedeutendes) Allergen bei Ekzempatienten mit Exposition
gegeniber Epoxidharzsystemen.

e S = seltenes (und daher weniger bedeutendes) Allergen bei Ekzempatienten mit
Exposition gegenliber Epoxidharzsystemen.

e U = Haufigkeit und Bedeutung als Allergen unbekannt; die Substanz wurde am
Menschen zu wenig oder gar nicht allergologisch untersucht, so dass man keine
aussagekraftige diesbezligliche Abschatzung vornehmen konnte.

Die Befunde aus Humandaten konnten jedoch die Frage nach der Wirkstarke nicht
abschlieRend beantworten, sondern nur die Frage nach der Haufigkeit des Vorkommens von
der Allergie. Die Haufigkeit kann jedoch implizit auch durch die Wirkstarke beeinflusst sein,
wobei eine Trennung zu den Parametern: Anwendungshaufigkeit und —konzentration jedoch
nicht moglich ist. Insofern stellen die Befunde aus Humanbeobachtungen ein erganzendes
Ergebnis des Forschungsprojekts dar, das Gber das Ranking hinausgeht.



Ergebnisse: Ranking von Einzelstoffen

Die Uberpriifung der bereits im Vorprojekt angewandten Methodik hinsichtlich der
Bewertung von Einzeltests und fiir die aggregierte Bewertung (Rankingmethode) zeigte, dass
die Bewertungsprinzipien aufrechterhalten werden und durch Ergebnisse internationaler
Weiterentwicklungen von Testsystemen bestatigt werden konnten.

Unter Berlicksichtigung der , Tendenzgruppen” ergaben sich 6 Kategorien fiir die Einteilung
der 66 Stoffe nach ihrer Wirkstarke:

Eine Kategorie ,,SHS” ohne Abstriche wurde nicht gefillt. 7 Stoffe wurden jedoch in die
hochste Kategorie eingeordnet (Tendenzgruppe HS—>SHS), darunter die derzeit auf dem
Markt dominierenden Bisphenol-A- und Bisphenol-F-Harze.

Eindeutig als Stoffe mit hoher Sensibilisierungsstarke wurden 16 Stoffe identifiziert, darunter
auch neuere Modifikationen der Epoxidharzmonomere, wie sie bisher in der Praxis noch
kaum eine Rolle spielen. Diese Harze unterscheiden sich jedoch bereits in der (etwas
geringeren) Wirkstarke von den oben genannten Standardharzen. Zahlreiche Aminhérter
und Reaktivverdiinner (Glycidylether) sind in dieser Gruppe vertreten.

Zusatzlich missen 5 Stoffe in ihrer Wirkungsstarke ahnlich der Kategorie HS eingeordnet
werden, wobei jedoch die bei diesen Stoffen vorliegende Datenlage noch relevante
Unsicherheiten beinhaltet. Daher bilden diese Stoffe eine eigene Kategorie (Tendenzgruppe
U-2>HS). Auch hier ist wiederum insbesondere auf Glycidylether zu verweisen.

Flr ca. 24 % der Substanzen (n = 16) war die Datenlage zum Zeitpunkt dieses Projekts noch
immer so unbefriedigend, dass ihnen keine Wirkstdrke zugeordnet werden kann. Dazu
konnten sowohl Harter wie Reaktivverdiinner gehoren.

Trotz noch immer unbefriedigender Datenlage konnte eine weitere Kategorie von Stoffen
ausgewiesen werden (n = 9 Stoffe; knapp 13 %), bei denen deutliche Hinweise darauf
vorliegen, dass sie nur eine schwache oder malige sensibilisierende Wirkstarke besitzen
(Tendenzgruppe: U—>GMS). Dazu gehoérte unter anderem ein vom Isophorondiamin
abgeleiteter oligomerisierter Harter, wobei jedoch Isophorondiamin zur Kategorie HS gehort.

SchlieBlich konnte fiir 13 Stoffe (knapp 20 %) auf Basis einer qualifizierten Datenlage
geschlussfolgert werden, dass es sich hier um maRig oder schwach wirksam sensibilisierende
Stoffe handelt (Kategorie: GMS).

Die Analyse mit Hilfe der ITS-3 Methode (Jaworska et al.,, 2015) konnte das zuvor
durchgefiihrte Ranking die Wirkstarkenkategorie in den meisten Fallen bestdtigen (31
Stoffe). Fiir 11 Stoffe, die bisher der Kategorie U zugeordnet wurde, konnten so zumindest
erste Hinweise auf eine Kategoriezuordnung erfolgen. Es wurden jedoch auch die Grenzen
von modellierten Abschatzungen deutlich: fir ein abschlieBendes Ranking wurde im Falle
widerspruchlicher Ergebnisse den experimentellen Befunden eine hohere Bedeutung
zugeordnet als der Vorhersage nach ITS-3.



Kategorie Anzahl

Stoffe

HS>SHS 7

Bisphenol A-Harze; Reaktionsprodukt Bisphenol A Epichlorhydrin;
Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340; Bisphenol F-Harze; Bisphenol-
F-Epichlorhydrin; Phthalsaureanhydrid; Phenylglycidylether

HS 16

Epoxidharz-Monomer a) (aus O'Boyle); Epoxidharz-Monomer b)
(aus O'Boyle); Epoxidharz-Monomer c) (aus O'Boyle);
Ethylendiamin; Diethylentriamin; Trimethylhexamethylendiamin
(TMD); Triethylentetramin; Isophorondiamin; m-Xylidendiamin
(MXDA); Tetrahydrophthalsaureanhydrid;
Hexahydrophthalsaureanhydrid; 1,4-Butandioldiglycidylether; 1,6-
Hexandioldiglycidylether; Trimethylolpropantriglycidylether; o-
Kresylglycidylether; Kresyl-glycidylether, Isomerengemisch

U->HS 5

Dipropylentriamin; N-Aminoethylpiperazin; Neopentylglykol-
diglycidylether; 2-Ethylhexylglycidylether; p-tert.-
Butylphenolmonoglycidylether

Bis(aminopropyl)laurylamin; 3-Cyclohexylaminopropylamin; 1,2-
Diaminocyclohexan (DCH); 1,3-Cyclohexylen-bis(methylamin);
Formaldehyd, Polymer mit Benzenamin, hydriert; Polyethylenpoly-,
triethylentetramin; Methyltetrahydrophthalsdureanhydrid;
Methylhexahydrophthalsiureanhydrid; 3-((6 Aminotrimethylhexyl)
amino)propionitril; Bis[(dimethylamino)methyl]phenol; Dipropy-
lenglycol-diglycidyl ether; Cyclohexandimethanol-diglycidylether;
Cyclohexandimethanoldivinylether; Propantriol-glycidylether (1,2,3-
Propantriol-glycidylether bzw. 1,2,3-Propanetriol, polymer mit 2-
(chlormethyl)oxiran); 7-Oxabicyclo[4.1.0]hept-3-ylmethyl-7-
oxabicyclo[4.1.0]heptan-3-carboxylat; 4,4-Methylenbis[N,N-bis(2,3-
epoxypropyl)anilin] (TGMDA)

U->GMS 9

N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan; 4,4'-Diaminocyclohexylmethan;
Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3-methylcyclohexyl)methan;
m-Xylylendiamin/Acrylonitril Adduct; N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyl-
trimethoxysilan; Polyoxyalkylenamin, 1,10-Diamino-4,7,dioxadecan ;
Oligomerisierter Harter: 4,4'-Isopropyliden-diphenol, Oligomer mit
1-Chlor-2,3-epoxypropan und 3-Aminomethyl-3,5,5-trimethyl-
cyclohexylamin; 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol; C12/C14-
Monoglycidylether)

GMS 13

4,4' Diaminodiphenylmethan; Tetraethylenpentamin;
Pentaethylenhexamin; Polyethylenpolyamin; Polyethylenamin; 3-
Aminopropyltriethoxysilan; N,N-Dimethylcyclohexanamin; tert-
Butylphenol; Bisphenol A; Butylglycidylether; Versaticsaure-
glycidylester; Polypropylenglykoldiglycidylether/ Polyoxypropylen-
diglycidylether; Polypropylenglycol-chloromethyloxiran polymer




Ergebnisse zu Einzelstoffen aus Humandaten

Aus der Literaturanalyse von Humandaten konnte keine Wirkstarkenabschatzung erfolgen,
jedoch eine Zuordnung der Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen zu Haufigkeitskategorien.

. 14 Substanzen wurden als haufige Allergene (,,H”) in Epoxidharzsystemen angesehen.
. 15 Substanzen wurden als seltene Allergene (,,S“) in Epoxidharzsystemen angesehen.
. Flr 37 Substanzen war eine quantitative Abschatzung nicht méglich (,,U“).

Zudem wurden im vorliegenden Rahmen Daten des IVDK der Jahre 2012 bis 2015
ausgewertet. In diesen 4 Jahren wurden in den 56 am IVDK beteiligten dermatologischen
Abteilungen insgesamt 50.102 Patienten epikutan getestet. Ein Epoxidharz auf Basis von
Bisphenol A-diglycidylether (DGEBA) wurde im Rahmen der Standardreihe bei 85% der
Patienten getestet. Es handelte sich also nicht um gezielte Epikutantestungen bei Patienten
mit konkretem Verdacht auf eine Epoxidharz-Allergie. Bei der Analyse der Testreaktionen auf
die einzelnen Reaktivverdiinner und Amin-Harter fiel auf, dass 18% bis 28% der allergischen
Reaktionen auf Reaktivverdiinner und sogar 24% bis 78% der Reaktionen auf Amin-Harter
bei Patienten auftraten, die nicht gegen das DGEBA-Epoxidharz sensibilisiert waren.

Da eine Exposition gegenuber diesen Verbindungen auflerhalb von Epoxidharzsystemen
selten und daher relativ unwahrscheinlich ist, erscheinen auch die Sensibilisierungen gegen
Amin-Harter und Reaktivverdiinner, die unabhadngig von einer Sensibilisierung gegen das
DGEBA-Epoxidharz auftreten, fir die Ubergeordneten Fragestellung des Forschungs-
vorhabens von Bedeutung. Im Fall des Isophorondiamin ist allerdings zu berticksichtigen,
dass Sensibilisierungen auch durch die Exposition gegentiber Isophorondiisocyanat erworben
werden kénnen. Die Haufigkeit der Sensibilisierungen gegen Isophorondiamin durch die
Exposition in Epoxidharzsystemen konnte folglich moglicherweise bei der Datenanalyse
Uberschatzt worden sein. Allergische Reaktionen auf einen bestimmten Stoff sind zwar in der
Regel Ausdruck einer Sensibilisierung gegen diesen Stoff durch Exposition gegeniiber genau
diesem Stoff. Sie konnen aber auch dadurch zustande kommen, dass sich der Betroffene
gegen einen anderen, chemisch verwandten Stoff sensibilisiert hat, und nun nicht nur auf
sein primares Allergen, sondern auch auf weitere chemisch verwandte Stoffe allergisch
reagiert (immunologische Kreuzreaktion).

Epoxidharzinformationssystem

Neben der Durchfiihrung eines toxikologisch gestitzten qualifizierten Rankings und der
Dokumentation der Relevanz von sensibilisierenden Epoxidharzinhaltsstoffen auf Basis der
Haufigkeit von Allergien aus Humanbeobachtungen war es das Ziel des Forschungsprojekts,
eine praxisnahe Hilfe zu bieten, die bei Entscheidungen unter dem Blickwinkel des
Arbeitsschutzes herangezogen werden kann. Zu diesem Zweck wird ein ,Epoxidharz-
informationssystem” (EIS) vorgeschlagen. Es handelt sich hierbei um eine tGber das Internet
verfigbare Plattform, Uber die verschiedene praxisrelevante Informationen abgefragt
werden konnen und die auch Rechenregeln bietet, mit deren Hilfe vom Anwender die
Wirkstarkebewertung quantitativ durchgefiihrt werden kann.

Das vorgeschlagene EIS besteht aus drei Teilen:

e der EIS-Liste
e dem EIS-Modul zur Berechnung einer Gefahrdungszahl fur Epoxidharzgemische
e den (praxisorientierten) EIS-Hintergrundinformationen.



Es ist vorgesehen, dass die Internet-Plattform auRerhalb des hier dokumentierten
Projektrahmens eingerichtet wird und zu jedem der drei Teile Startinformationen aus
diesem Projekt eingespeist werden. In der Folge sollen EIS-Liste, Gemischeberechnung und
Hintergrundinformationen durch einen Expertenkreis erweitert, aktualisiert und
erforderlichenfalls modifiziert werden.

EIS-Liste

Die EIS-Liste stellt eine erweiterte Liste zu den Inhaltsstoffen von Epoxidharzsystemen dar.
Die Erweiterungen umfassen:

e Die Stoffauswahl kann zusatzliche Substanzen und moglicherweise auch
nichtsensibilisierende Inhaltsstoffe aus Epoxidharzsystemen beinhalten.

e Die Stoffcharakterisierung geht Uber die sensibilisierende Eigenschaft hinaus und
enthdlt neben der Identitdit und Einstufung nach Einstufungs- und
Kennzeichnungsrichtlinie der EU auch z.B. explizite Hinweise zu krebserzeugenden,
erbgutverandernden oder reproduktionstoxischen Eigenschaften, Daten zur
reizenden oder atzenden Wirkung und zur Hautpenetrationsfahigkeit sowie relevante
Arbeitsplatzgrenzwerte.

e Hinweise zur Haufigkeit von mit einem Stoff in Verbindung gebrachten Allergien (vgl.
Ergebnisse aus Humandatenauswertung) werden aufgelistet.

e Als Hinweis auf die Umweltrelevanz wird die Wassergefahrdungsklasse
dokumentiert.

e Ubliche Verwendungsmengen im Produkt werden zur Einordnung berichtet.

Eine Startversion der EIS-Liste wurde im Rahmen des vorliegenden Projekts entwickelt.
EIS-Gemischebewertung

Im Rahmen des Forschungsprojekts wurde ein Konzept zur Gemischebewertung entwickelt
und an ersten Beispielen validiert, das fiir die praxisnahe Verwendung der Informationen aus
dem Einzelstoff-Ranking zentrale Bedeutung hat: in der Praxis werden Gemische eingesetzt
und eine isolierte Bewertung der Einzelstoffe fiihrt nicht weiter, wenn nicht die
Auswirkungen auf die Gesamtbewertung eines Gemischs betrachtet werden. Mdogliche
Substitutionsentscheidungen von Einzelstoffen oder Epoxidharzsystemen (als Gesamt-
produkt) erfordern diese integrative Betrachtung. Jegliche gesundheitliche vergleichende
Abwagung geht von der Voraussetzung aus, dass die Produkte auch in der (technischen)
Anwendbarkeit Substitute darstellen.

Die Methodik der Gemischebewertung beinhaltet folgende Elemente:

e Die Zuweisung von Zahlenwerten (,Noten”) in Abhangigkeit von der Wirkstarken-
kategorie zu Einzelstoffen,

e Die Beriicksichtigung der Konzentration (Mengen-%) von sensibilisierenden
Inhaltsstoffen im Gemisch,

e Einen Verstarkungsfaktor fir den Fall, dass Inhaltsstoffe die Hautbarriere schadigen
oder die Penetration durch die Haut verstarken,

e Eine modifizierte Additionsregel fir die Gesamtwirkung mehrerer sensibilisierender
Stoffe mit Berechnung einer (aggregierten) Gesamt-Gefahrdungszahl,

e Die Ausweisung von Kategorien fiir Gefahrdungszahlen, wann diese sich nur
irrelevant oder signifikant unterscheiden (,,Banding-Ansatz”).



Bei einem zwei-Komponenten-Epoxidharzsystem wird zweistufig vorgegangen: zunachst
wird eine Gefdhrdungszahl (GZ) fir die Einzelkomponente berechnet (GZ fir Harz, GZ fir
Harter) und dann wird eine Gefahrdungszahl fir das Gesamtprodukt (mit Anwendung der
Vorgaben Uber das Mischungsverhaltnis, z.B. 3:1) kalkuliert. MalRgeblich ist in der Regel die
Gefahrdungszahl fiir das Gesamtgemisch.

Erste Beispielsberechnungen mit realistischen Daten aus Sicherheitsdatenblattern konnten
signifikante Unterschiede in der Gesamt-Gefdahrdungszahl (in Bezug auf die sensibilisierende
Wirkstarke von Epoxidharzprodukten) fur technische Alternativen zeigen.

EIS-Hintergrundinformationen

Der Abschnitt , Hintergrundinformationen” innerhalb von EIS ist dafiir vorgesehen, weitere
Hilfestellungen zur Umsetzung des Arbeitsschutzes beim Umgang mit Epoxidharzsystemen
zu liefern. Diese kdnnen sich zum Beispiel beziehen auf:

e die sachgemalie Interpretation der Daten der EIS-Liste,

o die Diskussion anderer  gesundheitlich relevanter  Wirkungen von
Epoxidharzinhaltsstoffen und deren Relevanz fiir beruflich gegeniiber Epoxidharzen
exponierten Personen (z.B. Diskussion der Relevanz von ,Bisphenol-A“ in
Epoxidharzen unabhdngig von der sensibilisierenden Wirkung),

e die sachgerechte Interpretation der Ergebnisse der EIS-Gemischebewertung,

e Hinweise zur Bewertung von besonderen Produkten (z.B. Epoxidharz-Dispersionen,
Baumarkt-2-Komponentensystemen wie ,, powerkits“, etc.)

e technische und organisatorische Mallnahmen zur Vermeidung der Sensibilisierung
durch Epoxidharzinhaltsstoffe,

e Hinweise zum Verstandnis der Allergieentstehung fir Nichtmediziner,

e Diskussion zur Frage, ob neben dem Hautkontakt auch luftgetragene Belastung mit
bestimmten Epoxidharzinhaltsstoffen zur Sensibilisierung fiihren kann.

Im Rahmen dieses Projekts wurde als Beispiel ein Beitrag erarbeitet, der Erlduterungen zum
Verstandnis von Kreuzallergien durch Epoxidharzinhaltsstoffe liefert.

Schlussfolgerung und Ausblick

Die Projektergebnisse ermoglichen eine qualifizierte Einordnung der Wirkstarke fur
zahlreiche sensibilisierende Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen und bieten damit eine
Basis, um Gefahrdungen besser einordnen und aus gesundheitlicher Sicht begriindete
Substitutionen sachgerecht vornehmen zu kénnen. Dabei ist in der Regel nicht zu erwarten,
dass ein sensibilisierender Stoff durch einen anderen ohne jedes sensibilisierendes Potenzial
ersetzt werden kann. Es ergeben sich jedoch Mdoglichkeiten, die Wahrscheinlichkeit einer
Sensibilisierung durch die Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse zu reduzieren. Die Auswahl
weniger sensibilisierender Stoffe enthebt jedoch nicht von der Notwendigkeit, technische
und organisatorische SchutzmaBnahmen zum Schutz vor beruflich bedingten Hautallergien
in vollem Umfang durchzufiihren und aufrecht zu erhalten.

Uber die mégliche Bewertung der 66 Substanzen aus Epoxidharzsystemen hinaus stellt
dieser Bericht auch ein Kompendium fir eine aktuelle Analyse bestehender Testmethoden
auf sensibilisierende Eigenschaften fiir andere sensibilisierende Stoffe dar. Die
entsprechenden Ausarbeitungen und die Bewertungsmethode sind fir weitere
Anwendungszwecke geeignet.



Die Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke von Epoxidharzinhaltsstoffen im Rahmen
dieses Projekts war jedoch durch weiterhin bestehende gravierende Datenliicken nur be-
grenzt moglich. Entsprechend enthalt die Kategorie ,,U” (unbekannte Wirkstarke) noch viele
Stoffe. Zusatzlich sind fur zahlreiche Substanzen aufgrund von Informationsliicken derzeit
nur Tendenzaussagen moglich. Es ist zu erwarten, dass hier in Zukunft Verbesserungen
eintreten, a) wegen der im Rahmen von REACH geforderten Ermittlungspflichten auch fir
niedertonnagige Stoffe, b) wegen der Weiterentwicklung (Validierung, Ergdanzung) der in
vitro und in silico Methoden zur Durchfiihrung der hier gewiinschten Wirkstarkenab-
schatzung. Es ist stark anzunehmen, dass hier Fortschritte erzielt werden, da aufgrund von
nur noch selten und nur flir Forschungszwecke genehmigten in vivo Studien entsprechende
Ersatzvervahren dringend gefordert werden. Eine erfolgversprechende Umsetzung der
Projektergebnisse bedeutet demnach auch die notwendige Etablierung des Epoxidharz-
informationssystems EIS und die kontinuierliche Pflege/Aktualisierung des dort
dokumentierten Sachstands.



SUMMARY

This report documents results from a research project comparing epoxy resin systems with
regard to skin sensitising potency. We intended to provide a ranking (lower or higher
sensitising potency) for a defined set of epoxy resin ingredient substances, which are
currently classified as skin sensitisers and marked by the hazard statement “may cause an
allergic skin reaction” (H317, CLP). In addition, potency ranking of single substances should
subsequently be aggregated to assess the sensitising potency of mixtures (complete epoxy
resin product). Thus, potency classification of single substances and mixtures is thought to
assist

e formulating future epoxy resin products,
e selection of products from the viewpoint of users safety and health,
e performing workplace health risk assessments.

The research project (project no. FP0384) was funded by German Social Accident Insurance
(DGUV) with additional support by General Accident Insurance Association (Austria; AUVA),
Vienna, by Deutsche Bauchemie e.V., Frankfurt/M, and by PlasticsEurope, Brussels,. FP0384
is a follow-up project from earlier work (FP-0324; DGUV, finalised December 2012). The
project was accompanied by a scientific advisory committee from producing industry,
employers’ mutual indemnity associations and scientific experts. Contracted consultants
were the Research and Advisory Institute on Hazardous Substances (FoBiG, Freiburg and the
Information Network of Departments of Dermatology (IVDK), Goettingen/Germany.

Selection of Substances

Substance selection resulted from a) the previous project, b) suggestions by the scientific
advisory committee, c) experiences from the employers’” mutual indemnity association for
the construction industry (BG Bau), d) scientific literature search. It was specifically
considered to include also other uses of epoxy resins besides construction industry.

In the previous project 52 substances were included and assessed according the
methodology and available data at that time. For the current project the substance list was
extended to 66 substances. For example, an oligomeric curing agent with amino group or a
modified epoxy resin monomer associated with reduced sensitising potency have been
included in the substance inventory. In a few cases, there was no (or no harmonised)
classification on sensitising potential already assigned to the substances, but this hazard
property had to be assumed from substances’ characteristics. It was also intended to include
aqueous epoxy resin emulsions and two component epoxy glues, readily available in general
consumer markets for construction products.

Assessment methodology for single substances
Epoxy resin ingredients’ sensitising potency assessment was performed by a stepwise
approach:
e data retrieval (test results, modelling, further findings for all 66 substances),
e development of an assessment strategy to transform these results (e.g., data from in
vitro testing) into potency categories,
e reduction of data gaps by performing targeted tests (in vivo, in vitro, modelling),
e sensitising potency assessment based on these data and guidance principles for all
substances,



e development of a methodology to combine single outcome results for an aggregated
substance specific assessment for the respective epoxy resin ingredient (“ranking”),

e validation of the method used by comparative analysis of other methodological
approaches for integrative assessments,

e finally, performing the concluding substance specific ranking.

This procedure allows assessing the single substances, but it does not yet enable to compare
mixtures (epoxy resin products) on the whole. This is done in a separate section of the
project. For all steps of this procedure information and preliminary approaches were
available from the previous project, which, however, had to be adapted and supplemented.

Data retrieval included a) results from animal studies (in vivo findings on sensitisation), b)
results addressing the various partial steps of the multistep mode of action testing by in vitro
studies, c) results from chemical and biochemical modelling (“structural activity relationship”
analysis by in silico approaches), d) experiences from dermatological examinations and
literature results linked to human data (case studies or epidemiology). Some of these data
were found analysing REACH registration documents, which usually include an assessment
on skin sensitisation.

The output from data retrieval had to be analysed based on a consistent and qualified
concept, how to extract potency information from the respective sources. Specifically, for in
vivo studies, this concept includes, inter alia, a reliability assessment of the respective test, a
cut-off discussion (with link to sensitising potency) or principles how to handle potential
influences by the vehicle of a test system. For in vitro studies, the validation status by
international regulatory agencies had to be accounted for. Again, cut-off values had to be
considered. Similar considerations had to be used for human data. Certain minimum quality
requirements had to be considered to include or deselect test results.

Based on data retrieval and (initially preliminary) categorization of existing data with the
concept described above, it was possible to detect serious data gaps and to develop a
program for targeted testing, in order to fil such gaps for as many substances as possible
within the framework of this project. It had to be considered that experimental testing in
animals today is only permitted in exceptional cases and only for problems, where this was
regarded essential for substantial gain of knowledge or for validation of the overall concept.
The concept developed before to categorise in vitro tests for the purpose of the assessment
of sensitising potency was used to perform only such additional in vitro tests, which
contributed most to eliminate data gaps (within the financial framework of this project). It
had to be considered that in vitro test results would usually only permit relative information
on potency — therefore, in order to scale the resulting information and link it to a reference
potency, also such substances had to be included into the respective in vitro test, for which
qualified absolute potency information was already available.

After test results were available, all the outcomes (reported from literature or own testing)
had to be analysed to be transformed into potency categories.

For an overall methodology then a procedure had to be developed how to perform an
aggregated assessment, where all data attributable to one substance were looked at to
integrate the single outcomes to assign an overall category for sensitising potency. This
concept had been developed already largely in the in the previous project. One key issue in



this aggregational approach is to adequately combine the single in vitro results, which all
relate to different steps of sensitisation in a multistep mode of action process.

The differentiation of four potency categories for the substances, as developed in the
previous project, was adopted. These categories are:

e GMS (low or moderate sensitising potency)
e HS (high sensitising potency)

e SHS (very high sensitising potency)

e U (unknown sensitising potency).

Substances of the category U were regarded as being equally potent as are substances from
category “HS” as a default assumption. In addition, various “tendency categories” were
established: for example, a substance from category “U” where some but limited data
indicate low potency, was assigned to the tendency group: U->GMS. Similarly, tendency
groups U>HS and HS>SHS were defined to differentiate potency categories.

In the LLNA test (in vivo test with mice) 4 curing agents and 1 reactive diluent were tested.
Two different in vitro Tests were employed in this project: 10 reactive diluents were tested
with the Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) and 20 substances were examined by a
keratinocyte activation test (KeratinoSens™).

From all these outcomes the ranking was performed, i.e., a list of all substances with
assigned potency values was established. It was considered that also for substances with no
or limited information, a default ranking result should be assigned.

Before the previous methodology for the ranking was adopted, we analysed integrated test
strategies (ITS) from other authors, how those would address such aggregated assessments.
In fact, since the time of the previous project some relevant ITS have been developed.
Therefore we analysed how to integrate such assessment results into the procedure used in
this project and how to make use of some additional findings from ITS. Specifically, we had
the opportunity to apply an ITS, which is designed to estimate a result for a hypothetical in
vivo Test (LLNA), combine this estimate with the outcome of in vitro testing, consider
bioavailability and link all the result estimates by modelling with in silico analysis. This ITS is
called ITS-3 (Jaworska et al., 2013). This approach was taken for 51 substances in total and
was used to support or to supplement our assessment approach.

The objective of the literature search for human data was to collect and analyse data on
elicitation of allergic responses on skin of humans. The focus of the analysis was directed
towards patients, which were sensitised by contact to an ingredient (or some ingredients) of
epoxy resin systems with further focus on clinical-epidemiological data, e.g., from serial
examinations from humans. Based on the previous project and literature results, we tried to
perform a relevance ranking for the substances in epoxy resin systems. For this, four
categories were established:

e Category H = frequent (and therefore relevant) allergen within eczematous patients
with exposure to epoxy resins

e Category S = rare (and therefore less relevant) allergen within eczematous patients
with exposure to epoxy resins

e Category U =frequency and relevance of this substance is unkown; allergic symptoms
from this substance have not been examined sufficiently for humans, to provide a
gualified assessment.



However, results from human data do not directly answer on the question of potency, but
only on frequency of the respective allergies. But frequency may implicitly be influenced by
potency, where the influential factors cannot be separated. Therefore, observations from
human data provide supplemental information beyond the potency ranking of sensitisers.

Results: ranking of single substances

The re-examination of the methodology, which was already applied in the previous project
regarding single test outcomes and for aggregated assessments (ranking methodology),
demonstrated that the principles of this assessment may be maintained. This methodology is
also corroborated by the results of more recent internationally recognised assessment
strategies and specific assessment results.

If “tendency groups” are separately displayed, the 66 substances from the substance
inventory can be assigned to 6 different categories.

No substance was assigned to the definite category “SHS”. However, 7 substances were
categorized for tendency HS—>SHS. Those included the resins which are currently dominating
the market for resins (bisphenol A diglycidyl ether or bisphenol-F based epoxy resins).

16 compounds (about 24 %) were clearly assignable to category “HS” (high sensitising
potency). Those included recent modifications of epoxy resin monomers (which are not yet
relevant in terms of practical use). Such resins demonstrate a somewhat lower sensitising
potency compared to the standard resins. Many amine containing curing agents and reactive
diluents (gylcidyl ethers) belong to this group.

In addition, 5 substances have to be categorised similarly to category HS, but data are not
yet sufficient for unambiguous assignment to this group. They belong to the tendency group
U->HS. Again, some glycidyl ethers are contained in this category.

For about 24 % of the substances (n = 16), extent and quality of data was regarded as too
limited to assign any potency to such compounds (Category “U”). Curing agents as well as
reactive diluents may belong to this category.

Although still with no satisfactory overall result, a set of 9 substances (close to 13 %) was
assigned to a tendency category U->GMS, i.e., those may be regarded as probably of low or
moderate sensitising potency. This group includes one substance, which is an oligomeric
curing agent, derived from isophoron diamine (which, itself, is grouped into category HS).

Finally, 13 substances (close to 20 %) permitted assignment to the weaker sensitisers’ group
(category GMS).

Analysis with the ITS-3 method (Jaworka et al., 2015) largely confirmed this ranking.
However, also limits of modelling were detected. If modelling deviated significantly from
experimental results, priority for ranking was attributed to experimental data.



Category number

substance

HS>SHS 7

Bisphenol A epichlorohydrin polymer; Araldite B; Bisphenol A
diglycidyl ether; Formaldehyde, polymer with 2-
(chloromethyl)oxirane and phenol; Phenol, polymer with
formaldehyde, glycidyl ether; Phthalic anhydride; Phenyl glycidyl
ether

HS 16

modified epoxy resin monomers (from O’Boyle a), b) and c));
Ethylenediamine; Diethylenetriamine;
Trimethylhexamethylenediamine; Triethylenetetramine;
Isophorone diamine; 1,3-Xylenediamine; Tetrahydrophthalic
anhydride; Hexahydrophthalic anhydride; 1,4-Diglycidloxybutane;
1,6-Hexanediol diglycidyl ether; Trimethylolpropane,
(chloromethyl)oxirane polymer; o-Cresol glycidyl ether; Cresyl
glycidyl ether

U->HS 5

Dipropylenetriamine; N-(2-Aminoethyl)piperazine; Neopentyl glycol
diglycidyl ether; 2-Ethylhexyl glycidyl ether; 4-tert-Butylphenyl
glycidyl ether

Bis(aminopropyl)laurylamine; N-(3-Aminopropyl)cyclohexylamine;
1,2-Diaminocyclohexane; 1,3-Cyclohexanebis(methylamine); Di(3-
aminopropoxy)ethane; Formaldehyde, polymer with benzenamine,
hydrogenated; Amines, N-C12-18-alkyltrimethylenedi-, diacetates;
Tetrahydromethylphthalic anhydride; Methylhexahydrophthalic
anhydride; 3-((6-Aminotrimethylhexyl)amino)propiononitrile;
Bis((dimethylamino)methyl)phenol; Dipropylene glycol diglycidyl
ether; 1,4-Bis(glycidyloxymethyl)cyclohexane; Cyclohexane, 1,4-
bis((ethenyloxy)methyl)-; 1,2,3-Propanetriol, glycidyl ethers (3,4-
Epoxycyclohexyl)methyl 3,4-epoxycyclohexylcarboxylate;
Tetraglycidyl-4,4'-methylene dianiline

U->GMS 9

N,N-Dimethyl-1,3-propanediamine; 1,4-
Bis(aminocyclohexyl)methane; Bis(4-(1,2-
bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3-methylcyclohexyl)methane;
Benzenedimethanamine, N-(2-cyanoethyl) derivs.; Aminoethyl-
aminopropyl-trimethoxysilane; 1,10-Diamino-4,7,dioxadecan; 4,4'-
(1-methylethylidene)bis-, polymer with 5-amino-1,3,3-
trimethylcyclohexanemethanamine and (chloromethyl)oxirane;
2,4,6-tris(dimethylaminomethyl)phenol; C12-14-Alkyl glycidyl ether

GMS 13

4,4'-Methylenedianiline; Tetraethylenepentamine;
Pentaethylenehexamine; Amines, polyethylenepoly-; Poly(N-
ethenylamine); 3-Aminopropyltriethoxysilane; N,N-
Dimethylcyclohexylamine; p-tert-Butylphenol; Bisphenol A; n-Butyl
glycidyl ether; 2,3-Epoxypropyl neodecanoate; Polypropyleneglycol
diglycidyl ether; Polypropylene glycol, (chloromethyl)oxirane
polymer




Results for single substances from analysis of human data

Literatur survey on human data usually does not permit to categorise sensitising potency,
but ingredients of epoxy resin systems may be categorised with regard to frequency of
observed allergies. Accordingly,

e 14 substances were judged to be frequent allergens in epoxy resin systems (category
W),

e 15 substances were judged to be rare allergens in epoxy resin systems (category “S”),
and

e for 37 substances from the overall inventory a quantitative assessment with regard
to frequency was not feasible (category “U”).

In addition, data from IVDK from year 2012 to 2015 have been assessed within the
framework of this project. Within those 4 years 50,102 patients in total were tested
epicutaneously in 56 dermatological departments. One epoxy resin based on bisphenol A
digylcidyl ether (DGEBA) was tested in 85% of the patients within the standard test series.
Thus, this testing was not done due to specific suspicion for some allergy from epoxy resins.
The analysis of test responses for specific reactive diluents and amine based curing agents
indicated, that between 18% and 28% of allergic reactions on reactive diluents and between
24 % and 78 % of the positive reactions on amine based curing agents were observed in
patients, which were not sensitised to the DGEBA resin.

As it is not probable that those persons had been sensitised to the substances apart from
their use in epoxy resin systems, this observation on curing agents and reactive diluents
appears to be an interesting finding. Despite the overwhelming significance of allergies due
to the resin, other components of the epoxy system may also justify a specific alert.

However, for the case of isophorondiamine it should be considered that sensitisation could
well be due to exposure to isophoron diisocyanate. Therefore frequency of sensitisations
from isophorondiamine in epoxy resin systems may be overestimated due to this additional
source of sensitisation. Allergic reactions to a specific substance usually are due to exposure
and sensitisation to just that substance. However, one has to consider that sensitisation may
also be due to exposure to a chemically related similar substance. Person may react not only
to the primary sensitiser but also to further chemically related substances (immunologic
cross allergy reaction).

Epoxy Information System

Apart from scientific categorisation by the ranking method outlined above and apart from
documenting human frequency data for allergies from epoxy resin systems, it was intended
by the research project to also provide a tool to implement these results into practical
workers’ protection from skin sensitising hazards. For this purpose it is proposed to establish
an “epoxy information system” (EIS). This should be an internet platform, where various
information relevant for practical occupational safety and health regarding epoxy resin
systems can be found and which also includes a module, which can be used by the applicant
to calculate sensitising potency scores quantitatively.

The suggested EIS consists of three parts:

e EIS substance list
e EIS module for calculating a hazard potency score for epoxy resin systems
e Practical EIS background information.



It is intended, to establish such an internet platform separately from this project and from
what is documented within this report. But start up information for EIS is developed within
the project. Later, EIS substance list, EIS mixture calculation module and EIS background
information may be extended, updated and potentially be modified.

EIS substance list

EIS substance list represents an extended list characterising the single ingredient compounds
of epoxy resin systems. Such extensions include

e additional substances, which may also be ingredients which are not linked to
sensitising properties for discrimination and because of other health related
relevant information,

e additional information to characterise the substance (identification, classification,
work place exposure limit values, specific alert for carcinogens, reproductive
toxicants, mutagenic substances, and properties that relate to skin corrosiveness,
skin irritation or skin penetration),

e information on frequency of respective allergies (see section on human
observations),

e information on potential environmental impact from classification or registries
linked to environmental hazards (e.g., PBT properties etc.),

e usual ranges of content [mass %] within product formulation.

EIS module for epoxy resin mixture assessment

Within the framework of this project a methodology was developed and preliminary
validated with few examples, which is very important to make use of single substance
ranking of sensitising potency after transformation to the product level (epoxy resin
formulation). As use in mixtures is the actual use pattern of substances from epoxy resin
systems, this transformation is decisive for application of the ranking. No substitution of
single substances can be requested or performed unless the consequences on the whole
system are known and unless the system on the whole is assessed in an integrative way. Any
comparative assessment also has to take into account that the alternative product has to be
a technical substitute to the one which is compared.

The proposed method for the mixture assessment includes the following elements:

e the mixture receives a score which is a function of the single substance scores, which
themselves are given by the potency category assigned to the single substance,

e concentration of the substance within the mixture [mass percentage] is also included
when calculating the score,

e the formula also includes an amplification factor to address the situation where
corrosive substances or skin permeability enhancers may increase sensitising
potencies of a epoxy resin formulation,

e the calculation function corresponds to a (modified) additivity rule, if more than one
sensitising substance occur in the mixture,

e finally, the hazard potency scores for the mixture have to be transformed into
categories of similar potencies in order to apply a “banding approach”, as minor
differences in score between similar alternatives may be meaningless from the
viewpoint of substitution or comparative hazard assessment.



For “two component epoxy resin system” a stepwise procedure is suggested: firstly, a hazard
potency score (GZ) is calculated for the single component (GZ for resin and for the curing
agent each) and then the hazard potency score is transformed to represent to full product
(taken into account the mixing ratio of, e.g., 3:1 or the like). The final decisive score is the
one for the full mixture.

First example calculations demonstrated the feasibility of the approach and provided
significant differences between the examined products with regard to overall sensitising
potency.

EIS background information

The section “EIS background information” within EIS is assigned to provide further assistance
to implement safer handling of of epoxy resin systems. This information may, e.g., refer to

e appropriate interpretation of EIS substance list,

e discussion of other health related information beyond sensitisation that should be
considered (e.g., information, if “bisphenol A” in epoxy resins is a distinct health
problem apart of the sensitising property),

e appropriate interpretation of the calculated results from mixture aggregated
assessments (EIS mixture module),

e opinions on specific assessment topics, like for aqueous epoxy resin emulsions or two
component epoxy glues, readily available in general consumer markets for
construction products

e technical and management options to avoid sensitisation from epoxy resin systems,

e hints to understand the mode of action of allergies by epoxy resins for concerned
laymen,

e hints to learn about exposure and effects from air mediated contact skin sensitisers.

As an example within the framework of this project, an illustrative background information is
provided to understand cross allergy from epoxy resin ingredients.

Conclusions and outlook

Results of this project provide sensitising potency categories of many sensitising ingredient
substances of epoxy resin systems. Therefore hazard assessments may be performed and
health parameters within substitution decisions may be assessed. Generally, it should not be
expected that a (weak or strong) sensitiser can be substituted by another compounds with
no such sensitising properties at all. However, it is expected that such substitution decisions
may lead to some reduction in overall sensitising potency of the respective improved
product. Selecting substances with lower sensitising potency, however, should never be an
argument to reduce or not to maintain other technical and management measures to limit
the chance for sensitisation from exposure to epoxy resin systems.

Beyond the assessment for sensitising potency for 66 substances, this report also represents
a compendium with up to date analysis of the various testing methods on sensitising
properties for any skin sensitising substance. The respective elaborations and the
methodology for assessment are useful on a broader scale.

Assessment of the sensitising properties of epoxy resin ingredients within the framework of
this project, however, was limited because of remaining significant data gaps for a
substantial number of substances. Accordingly, category “U” (unknown potency) still



contains many substances. In addition, often only tendency categorisation was possible. It
may be expected, that this situation may improve in future, a) because of the obligations to
generate data from European chemicals’ regulation (REACH) also for low tonnage
substances, b) because of expected increased activities to validate and improve testing
methods and in silico analyses with regard to sensitising potency of chemical substances.
These improvements may also be triggered by further restrictions in permission of in vivo
testing in future. Successful implementation of this projects’ results also demands
establishing the implementation of an epoxy information system EIS as is outlined in this
project. This platform then needs to be established, extended, updated and maintained to
provide users with useful occupational safety and health information.
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HINTERGRUND

Allergieerkrankungen durch berufliche Exposition gegeniiber Epoxidharzsystemen gehdéren
zu den haufigsten gesundheitlichen Risiken durch Chemikalien in der Arbeitswelt. Ent-
sprechend ist es sinnvoll, Ersatzstoffe zu finden, die eine geringere Gefahrdung hinsichtlich
moglicher Allergieerkrankungen aufweisen. Da es aufgrund der hervorragenden technischen
Eigenschaften von Epoxidharzen schwierig ist, diese Produktgruppe zu substituieren, ist es
sinnvoll, innerhalb der Epoxidharzsysteme Stoffe mit moglichst geringem Sensibilisierungs-
potenzial einzusetzen. Dieser Hintergrund war Anlass eines Forschungsprojekts der
Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung (DGUV-Projekt FP324 — Bewertung Epoxidharz-
systeme), das im Dezember 2012 abgeschlossen wurde. Dort wurde die Problemstellung in
ihrer Relevanz ausfihrlich dokumentiert und analysiert.

Bei diesem Projekt mussten jedoch relevante Begrenzungen in Kauf genommen werden:

. die Datenlage zu vielen Inhaltsstoffen von Epoxidharzsystem war begrenzt, so dass nur
fur etwa die Halfte der bewerteten Inhaltsstoffe ausreichende Daten vorlagen, um
eine differenzierte Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke durchzufiihren, die
(aus gesundheitlicher Sicht) eine Ersatzstoffentscheidung ermoglicht hatte,

. die finanzielle Ausstattung des Projekts ermdglichte zum damaligen Zeitpunkt nur sehr
begrenzte experimentelle Testungen (in vitro Untersuchungen), da diese urspriinglich
nicht vorgesehen waren; im dann refinanzierten Umfang erhielt die experimentelle
Testung nur den Charakter einer Machbarkeitsstudie und konnte noch nicht
umfangreich fiir Substanzbewertungen herangezogen werden.

Trotz dieser Begrenzungen zeigte bereits die im Jahre 2012 abgeschlossene Studie:

e die entwickelte und angewandte Methodik der Substanzbewertung bietet ein
sinnvolles Bewertungsinstrument in der vergleichenden Stoffbewertung bei
Epoxidharzsystemen,

e ein Nutzen ist dann gegeben, wenn das System eine vollstandigere Bewertung von
Epoxidharzinhaltsstoffen ermdoglicht,

e der Ansatz ist auch in bisher nicht adressierten Anwendungen von Epoxidharz-
systemen (Verantwortungsbereich anderer Berufsgenossenschaften) nutzbar,

e (auch deshalb) sind zusatzliche Stoffe nach dem Schema zu bewerten, die in dem
urspriinglichen Vorhaben noch nicht betrachtet wurden.

Seit Abschluss des ersten Projekts hatten sich bis 2015 einige Voraussetzungen verandert
und verbessert, die es sinnvoll erscheinen lieRen, die ersten Ergebnisse aus dem
urspringlichen Vorhaben aufzugreifen, zu tGberprifen und zu erweitern:

e Mit Registrierungstermin 2013 wurden zahlreiche Substanzen aus dem Tonnageband
[100-1000 Jahrestonnen] unter REACH registriert; es ist nach den Registrierungs-
anforderungen zu erwarten, dass auf diese Weise weitere Informationen (ber
Registrierungsdokumente verfiigbar wurden, die bei dem Vorlaufervorhaben noch
nicht vorlagen, unter anderem Informationen zur sensibilisierenden Wirkung/
Allergie.

e Eine kursorische Prifung der Literatur zeigte, dass auch auRerhalb von REACH
weitere Untersuchungen vorgenommen und publiziert wurden, die zur SchlieRung
von Datenliicken geeignet sind.
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e Die in dem abgeschlossenen Projekt eingesetzten Tests wurden inzwischen weiter
validiert und durch zusatzliche Validierungsschritte bei anderen Tests ergdnzt.
Folglich war nun mit besserer Begriindung die Basis gegeben, Uber diverse in vitro
Untersuchungen die vergleichende Bewertung auszubauen bzw. mehr Substanzen
einzubeziehen.

e Auch in silico Abschatzungen (Modellierung auf Basis von Struktureigenschaften von
Chemikalien mit daraus abgeleiteter Vorhersage der Wirkstarke hinsichtlich der Ge-
fahrdungen durch Sensibilisierung) wurden zwischenzeitlich verbessert und waren
bezlglich ihrer Eignung als Instrument fir eine Plausibilitatsprifung von
Substitutionsempfehlungen zu untersuchen.

e In Literaturdatenbanken und bei Auswertungen des Informationsverbunds dermato-
logischer Kliniken (IVDK) konnten weitere Testergebnisse/ Erfahrungsberichte und
Studien zu Humankollektiven am Arbeitsplatz mit Exposition gegeniiber Inhalts-
stoffen von Epoxidharzsystemen ermittelt werden, die auszuwerten waren.

e Relativ viele inzwischen publizierte methodische Arbeiten in der Literatur zum
Wirkungsvergleich zwischen sensibilisierenden Stoffen ermdglichten nun eine
verbesserte Einordnung des im Vorprojekt gewdhlten methodischen Ansatzes mit
moglicher weiterer Optimierung oder erganzenden Elementen.

Diese Rahmenbedingungen waren Grundlage fir das hier vorgestellte Folgeprojekt
»Gutachten zur vergleichenden gesundheitlichen Bewertung von Epoxidharzsystemen unter
Berlicksichtigung der sensibilisierenden Wirkstarke (FP-0384)“, das mit Projektbeginn zum 1.
Mai 2015 beauftragt wurde.

Der Projektbericht folgt im Aufbau im Wesentlichen den Arbeitsschritten des Projekts und
beinhaltet im Einzelnen:

e Uberpriifung der gewahlten Bewertungsmethodik (Abschnitt 1)

e Ausdehnung der Substanzauswahl (Abschnitt 2)

e Erweiterte Datendokumentation zur sensibilisierenden Wirkung fiir die erweiterte
Substanzauswahl (Abschnitt 3)

e (im Rahmen des Projekts generierte) zusatzliche in vivo Daten (Abschnitt 4)

e (im Rahmen des Projekts generierte) zusatzliche in vitro Daten (Abschnitt 5)

e (im Rahmen des Projekts durchgefiihrte) zusatzliche in silico Analyse (Abschnitt 6)

e Aktualisiertes Ranking mit Einzelstoffbewertung und Ubergreifender Einordnung
(Abschnitt 7)

e Vorgeschlagene Umsetzung der Projektergebnisse und Weiterfihrung durch das
»Epoxidharz Informations System (EIS)“ (Abschnitt 8)

e Dokumentation der Begleitkreisdiskussionen (Abschnitt 9)

e Diskussion (Einordnung der Ergebnisse und Ausblick; Abschnitt 10).

Der Bericht enthdlt ferner Anhdnge mit Humandaten aus der Erfassung des
Informationsverbunds Dermatologischer Kliniken (IVDK) im Rahmen dieses Projekts
(ANHANG 1), mit Literaturdaten, die ebenfalls vom IVDK zu der erweiterten Stoffliste
recherchiert wurden (ANHANG 2), den detaillierten Studienberichten der im Projekt
durchgefiihrten Testung (Anhdnge 3 — 5) und mit den Eingangsdaten und den Ergebnissen
einer integrierten in silico Analyse (ANHANGE 6, 7).

Die Beauftragung fiir dieses Projekt erfolgte durch die Deutsche Gesetzliche
Unfallversicherung (DGUV) und wurde zudem finanziell maRgeblich durch die DEUTSCHE
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BAUCHEMIE e.V., Frankfurt am Main, durch PlasticsEurope, Brissel, und durch die
Allgemeine Unfallversicherungsanstalt (AUVA), Wien, unterstiitzt. Die Autoren dieses
Berichts danken den genannten Institutionen fir die Férderung des Vorhabens.

Es ist uns ein zusatzliches Anliegen, dem Begleitkreis des Projektes (Zusammensetzung vgl.
Abschnitt 9.5 ) fur die Benennung relevanter Epoxidharzinhaltsstoffe und die konstruktiven
Diskussionen wadhrend der Bearbeitung zu danken. Testmaterial erhielten wir
freundlicherweise kostenfrei von Fa. Almirall Hermal GmbH, CTP Chemicals and
Technologies for Polymers GmbH, Evonik Industries AG, MC-Bauchemie Miiller GmbH & Co.
KG und STAUF Klebstoffwerk GmbH.

Besonders hilfreich waren die Modellierungen, die von Frau Dr. Joanna Jaworska, Procter &
Gamble, Brissel, beigetragen und von uns eingeordnet wurden (vgl. Abschnitt 6 und
ANHANGE 6, 7). Ferner sind die Laborarbeiten (in vivo und in vitro Testungen) maRgeblich
gewesen, um das Projektziel zu erreichen (A. Natsch (Givaudan, Schweiz, J. Hargitai und D.
Esdaile (CiToxLab, Hungary), sowie S. Kolle und B. Wareing (BASF); vgl. 5). Auch hierfiir sehr
herzlichen Dank.

Fritz Kalberlah, FoBiG
Martin Hassauer, FoBiG
Karin Heine, FoBIG
Johannes Geier, IVDK

Holger Lessmann, IVDK

Freiburg, 6. Dezember 2016
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1 ARBEITSSCHRITT 1: UBERPRUFUNG DER GEWAHLTEN

BEWERTUNGSMETHODIK

1.1 Hintergrund

Die im Vorlduferprojekt (FP-0324; Heine et al., 2012) bereits vorgestellten mechanistischen
Grundlagen der Entwicklung einer Kontaktdermatitis wurden von der OECD nochmals
bestatigt und als sogenannter ,Adverse outcome pathway” (AOP) verdéffentlicht (OECD,
2012a; b). Ein AOP beschreibt allgemein eine nétige Abfolge von Ereignissen (“key events”,
KEs), die eine Chemikalie auslésen muss, um zu einem bestimmten adversen Effekt zu
flihren. Dabei startet ein AOP immer mit einem auf molekularer Ebene initiierendem Ereignis
(,molecular initiating event”, MIE = KE1). AnschlieRend folgen Schlisselereignisse (KEs) auf
zellularer, Organ- und Organismusebene.

Chemical Molecular I Cellular Response | I Crgan Response I | Organism Response |
Structure & Initiating Event
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' 3 5 i
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Metsholizm IT> cytokines and surface ~ ™~
Penetration Gt molecules E? * Histocompatibility Infiammati Lpor
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gene pathways
\ J
S _— \_ J
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S— o
e
Mode of Action Pathway
S g
——
Adverse Ouicome Pathway
Abbildung 1 Flussidagramm zum Ablauf der mechanistisch notwendigen Schritte fiir

die Entstehung einer Kontaktdermatitis (Abbildung entnommen aus
OECD, 2012a)

Als KE definiert sind nach (OECD, 2012a; b) folgende vier Schritte:

KE1 — Haptenisierung (Proteinreaktion)

KE2 — Keratinozytenreaktion (Entziindungsmediatoren)

KE3 — Reifung und Migration der dendritischen Zellen

KE4 — T-Zellaktivierung/ Proliferation allergenspezifischer T-Zellen

In der Beschreibung in FP-0324 wurde neben diesen vier KEs als erster Schritt noch die
Hautpenetration/Bioverflgbarkeit genannt. Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, wird jedoch die
Bioverfligbarkeit im AOP ebenfalls betrachtet, sodass sich letztlich nur eine leichte
Verschiebung in der Gewichtung der Ereignisse und der Nummerierung ergibt, die jedoch
auf die Gesamtbewertung im vorliegenden Projekt keinen Einfluss nimmt.
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Auf Basis dieser generellen Grundlage wurden im Vorlauferprojekt vorhandene Ansatzen zur
Charakterisierung der sensibilisierenden Wirkstarke identifiziert und auf ihre Eignung
Uberprift. Ausgehend von den Einzelmethoden wurde eine geeignete Methodik fiir ein
wissenschaftlich qualifiziertes und praxisnahes Ranking von Komponenten in Epoxidharz-
systemen entwickelt (siehe Abbildung 2) und angewandt.
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Das prinzipielle Vorgehen im Sinne einer ,,Weight of evidence” (WoE) Betrachtung findet sich
mittlerweile auch in anderen Bewertungen der sensibilisierenden Eigenschaften (z.B. OECD,
2012b, Anhang 1 (qualitativ))!. Am Schluss einer jeden Bewertung wird jede Substanz im
vorliegenden Projekt in eine der folgenden Kategorien eingeordnet (siehe Abbildung 3)

Kiirzel Kategorie Definition
©
o GCJ SHS Sehr hohe Sehr hohe S im Tierversuch und/oder
= E Sensibilisierungs- sehr hohe Humanevidenz*
o0 starke (S)
O c
7 o HS Hohe WOE hohe S oder
o) %J (Default) Sensibilisierungs- Unbekannt (Defaultvorgehen bei zu wenig
2@ starke Daten)
[T
0 < S -
§ GMS Geringe bis malige WoE geringe bis maRige S und/oder
Sensibilisierungs- geringe Humanevidenz
starke
Abbildung 3 Drei Kategorien zur Einstufung der Inhaltsstoffe von Epoxidharzsystemen

gemaR ihrer sensibilisierenden Wirkstarke

* Unter Humanevidenz wird im vorliegenden Bericht nicht nur der klare Beweis einer
Humansensibilisierung verstanden, sondern auch zusatzlich versucht, die quantitative Wirkung eines
Inhaltsstoffes einzubeziehen.

S: Sensibilisierungsstarke; WoE: weight of evidence, Ansatz zur gewichteten Bewertung
verschiedener Daten

Seit dem Abschluss des Vorldauferprojekts haben sich viele Neuerungen ergeben, so wurden
beispielsweise verschiedenen Testmethoden validiert, bestehende Testmethoden weiter-
entwickelt oder neue Ansatze fiir die Charakterisierung der sensibilisierenden Wirkstarke
veroffentlicht. Im Folgenden werden die relevanten Neuerungen im Bereich der Test-
methoden zur Charakterisierung der sensibilisierenden Wirkstarke kurz dargestellt und
diskutiert. Es erfolgt eine Unterteilung nach

e invivo Methoden (nur Tierdaten),

e in vitro Methoden unter Berlicksichtigung der Teilschritte (,key elements”, KE), die
von einer Substanz durchlaufen werden missen, um sensibilisierend zu wirken,

e in silico Methoden — sowie Ubergreifenden

e integrierten Teststrategien (ITS) und Rankingansatzen anderer Autoren.

! Guidance on information requirements and Chemical Safety Assessment Chapter R.7a: Endpoint specific
guidance, Draft version 5.0, June 2016; Full revision Section R.7.3 Skin and Respiratory sensitisation.
http://echa.europa.eu/support/guidance/consultation-procedure/ongoing-reach
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1.2 Neuerungen im Bereich der Testmethoden zur Charakterisierung der
sensibilisierenden Wirkstarke

Dieses Kapitel stellt die Aktualisierung und Erweiterung um neue vielversprechende
Methoden Teilprojekt 5.1 ,Beschreibung von Ansdtzen zur Charakterisierung der
sensibilisierenden Wirkstarke und Priifung von deren Eignung” aus dem Vorgdngerprojekt
FP-0324 dar. Die Grundlage dieses Kapitels bildet eine systematische Datenrecherche
(Details siehe Abschnitt 3.1; Recherchezeitraum 2013 — Juni 2015). Teilweise werden die zum
Zeitpunkt der Berichtserstellung neuesten Publikationen zitiert, es wird jedoch kein
Anspruch auf Vollstandigkeit der Daten nach Juni 2015 erhoben.

1.2.1 in vivo Methoden

Der klassische lokale Lymphknoten Test in Mausen (LLNA; Detailbeschreibung siehe
Vorgangerprojekt FP-0324) stellt immer noch den Goldstandard zur Wirkstarkenbeurteilung
dar.

In einer aktuellen Zusammenschau (,Draft guidance IR&CSA R.7a“ Juni 2016) werden
folgende (oft bereits bekannte) Limitierungen genannt:

e Der LLNA ist fur einige Metalle ungeeignet (falsch negative Prognosen, z.B. Nickel).

e Falsch positive Vorhersagen erhalt man flr bestimmte oberflachenaktive Substanzen
oder Siloxane.

e Bei Substanzen mit geringer Loslichkeit kann die Treffgenauigkeit (,accuracy”) des
Tests beeintrachtigt sein.

e Die Wahl des Loésemittels vermag es das Testergebnis fir bestimmte Stoffe zu
beeinflussen (z. B. DMSO als ein polares Losungsmittel, kann die dermale Bioverfiig-
barkeit einiger Testsubstanzen verbessern und Propylenglykol kann die proliferative
Wirkung von einigen Testsubstanzen (z.B. DNCB) unterdriicken). Daher ist die richtige
Wahl des Losemittels zentral.

Eine aktuelle Publikationsreihe beschaftigt sich zudem mit den zu Grunde liegenden
Mechanismen und Annahmen des LLNA, welche eine korrekte Wirkstarkenbewertung
beeinflussen  kdénnen  (mechanistische  Betrachtungen, Variabilitdit des  LLNA,
Schlussfolgerungen bei unterschiedlichen Ergebnissen aus LLNA im Vergleich mit
GPMT/HRIPT; Roberts et al., 2016a; 2016b; 2016c).

1.2.1.1 LLNA mit Analyse der Genexpression (Adenuga et al., 2012)

Die Autoren untersuchten im Rahmen der Durchfiihrung eines klassischen LLNA auch die
Genexpression in den Lymphknoten. Es wurden 6 Testsubstanzen (nicht relevant im Bezug
auf Epoxidharzsysteme) getestet (Haut- und Atemwegs-Sensibilisierer, reizende, aber nicht
sensibilisierende Substanzen). Bei zahlreichen Genen zeigte sich ein dosisabhdngiger Anstieg
in Abhdngigkeit vom Wirkungsprofil. Es war sowohl eine Unterscheidung zwischen Haut- und
Atemwegs-Sensibilisierern und auch zwischen reizenden, aber nicht sensibilisierenden
Substanzen moglich (Adenuga et al., 2012). Wegen der hohen Komplexitdt und der
fehlenden Validierung kommt dieser Test nicht fir eine Verwendung im Rahmen dieses
Projekts in Frage.
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1.2.1.2 LLNA mit Immunophanotypisierung (Strauss et al., 2015)

Strauss et al. (2015) untersuchten, ob eine immunologische Charakterisierung der Lymph-
knotenzellen eine verbesserte Aussage zu sensibilisierenden und/oder reizenden
Eigenschaften einer Substanz ermdéglicht. Dazu wurden Zellsuspensionen mittels spezifischer
Antikorper auf immunologische Oberflaichenmarker (z.B. CD19, CD3, CD4) durchfluss-
zytometrisch untersucht. Es zeigte sich, dass mit diesen verwendeten Oberflachenmarkern
nicht zwischen sensibilisierenden und/oder reizenden Substanzen unterschieden werden
konnte.

1.2.1.3 modifizierter rLLNA (Roberts, 2015)

Zur Reduktion des Verbrauchs von Versuchstieren wurde ein reduzierter LLNA (rLLNA)
konzipiert, bei dem nur eine Dosis getestet wird, welche der hochsten bislang getesteten
Dosis entsprach (siehe z.B. Ezendam et al., 2013). Dieser Test wurde bereits in die OECD
Testvorschrift flir den klassischen LLNA aufgenommen (OECD, 2010b), erlaubt aber keine
Potenzaussage. Roberts (2015) modifizierte die Auswertung dieses rLLNA, so dass mittels
einer Probitfunktion trotz der Testung nur mit einer Dosis EC3 Werte abgeleitet werden
konnen. Diese Funktion wurde aus Daten klassischer LLNA generiert. Im modifizierten rLLNA
werden die Stimulationsindices (SI) bei 10 % Testsubstanz bestimmt (ggf. geringer bei
reizenden Substanzen) und entsprechend die EC3 Werte errechnet, wobei bei einem cut-off
von S| 1,8 maximal EC3 Werte von 26 % erreicht werden kdénnen. Substanzen mit einem Sl <
1,8 (z.B. Butylgycidylether in diesem Test) missen nochmals bei hoheren Konzentrationen
getestet werden. Die EC3-Werte des modifizierten TrLLNA zeigten eine gute
Ubereinstimmung mit denen des klassischen LLNA (maximale Abweichung ca. Faktor 3). In
den aktuellen Empfehlungen der ECHA wird jedoch darauf hingewiesen, dass eine solche
Wirkstarkenbeurteilung noch vorlaufig ist und der rLLNA nur verwendet werden sollte, um
ein erwartet negatives Ergebnis zu verifizieren (,,Draft guidance IR&CSA R.7a“, Juni 2016).

1.2.1.4 Lymph Node Cell Count Assay (Basketter et al., 2012; Ehling et al., 2005)

Als Variante des LLNA ohne Einsatz radioaktiver Reagenzien favorisieren Basketter et al
(2012) den LNCC (Lymph Node Cell Count) Assay, welcher bereits von Ehling et al. (2005)
etabliert wurde (inkl. eines Interlaborvergleichs und eines Vorhersagemodells). Dabei wird
statt der Stimulationsindices nach 3H-Thymidineinbau beim klassischen LLNA der Anstieg der
Zellzahlen in den Lymphknoten bestimmt. Nach dem Vorhersagemodell wird eine Substanz
als positiv angesehen, wenn ein signifikanter Anstieg der Zellzahlen oder ein
Stimulationsindex von > 1,5 beobachtet wird. Bei einem parallelen Anstieg des Ohrgewichtes
> 1,2 muss von reizender Wirkung ausgegangen werden, und die Vorhersage der
hautsensibilisierenden Wirkung ist unsicher. Die prinzipiellen Vor- und Nachteile sowie die
Anwendungsdomadne des LLNA gelten auch fiir den LNCC. In Analogie zum LLNA wird von
den Autoren vorgeschlagen, Substanzen mit einer EC1,5

< 0,1 % als extrem sensibilisierend

J von 20,1 bis <1 % als stark,
J von 2 1 bis < 10 % als mittelstark, und von
J > 10 % als schwache Sensibilisierer

anzusehen.
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Von Basketter et al. (2012) wurden 22 Substanzen (performance standards nach ECVAM) mit
dem LNCC getestet. Die Ergebnisse des LNCC stimmten bei 21 Substanzen mit dem LLNA
Uberein (95 % korrekt). Kolle et al. (2012) fiihrten eine erweiterte vergleichende Testung von
LLNA und LNCC von insgesamt 180 Substanzen durch (Chemikalien, kommerzielle Produkte
und Agrochemikalien). Es ergab sich eine Ubereinstimmung der qualitativen Bewertung bei
154 Substanzen (86 %). Die unterschiedlich bewerteten Stoffe hatten jeweils EC Werte nahe
dem Schwellenwert des jeweiligen Vorhersagemodells, d.h. es handelte sich um grenz-
wertige Resultate. Die Autoren sehen den LNCC als eine gute nichtradioaktive Alternative
zum LLNA. Dies wird in einer weiteren Publikation generell bestadtigt und die Rolle der
»performance standards” bei der Entwicklung von Alternativmethoden diskutiert (Kolle et
al., 2013).

1.2.1.5 Fazit

Im vorliegenden Projekt wurden fur finf Substanzen LLNA Testungen durchgefihrt, die eine
Einordnung in die zwei unterschiedlichen Wirkstarkekategorien HS und GMS ermdoglichen
sollen. Details der projektspezifischen Testung sind im Kapitel 1375 gezeigt und diskutiert.

Wurden im Projekt zu bewertende Inhaltsstoffe von Epoxidharzgemischen in einem in vivo
Standardtests (siehe FP-0324) oder den hier neu beschriebenen modifizierten
Lymphknotentests getestet und die Ergebnisse in der Literatur veroffentlicht, so wurden die
Ergebnisse substanzspezifisch dokumentiert. Die Ergebnisse wurden in die jeweilige
Gesamtbewertung eingeschlossen, gerade bei den modifizierten Lymphknotentests fehlen
jedoch noch qualifizierte cut-off Werte fir eine Einordnung in die Kategorie HS oder GMS.

1.2.2 in vitro Methoden

Die generellen Beschrankungen von in vitro Testmethoden, wie sie bereits im
Vorgdngerprojekt erwdahnt wurden, gelten auch weiterhin.

Einige neuere Publikationen zielen auf eine Verbesserung der Methodik. So empfiehlt
beispielsweise Dimitrov und Kollegen (2016) eine Methodik, um die Gefahr der Ubernahme
fur den Menschen falscher Annahmen bezlglich der sensibilisierenden Eigenschaften einer
Substanz auf Basis der Validierung der in vitro Testmethoden gegenilber Ergebnissen aus
dem LLNA zu verringern. Dumont et al. (2016) beschéftigen sich ebenfalls mit der Variabilitat
der in den Validierungen zugrunde gelegten LLNA Daten und beschreiben, dass
beispielsweise bei Testung einer Chemikalie in mehr als einem Vehikel im LLNA die
Ubereinstimmung der Ergebnisse schlechter wird, zudem sind die Ergebnisse bei
Chemikalien, die als extrem sensibilisierend betrachtet werden, konstanter als solche, die
schwach sensibilisierend sind. Ahnliche Effekte werden auch in weiteren Publikationen
beschrieben (Hoffmann, 2015; Kolle et al., 2013; Roberts et al., 2016a).

Eine Publikation behandelt die (teilweise) fehlende metabolische Kapazitat von in chemico
Tests und zelluldren Systemen (untersucht wurden der Direct Peptide Reactivity Assay
(DPRA), der Keratinozytenaktivierungstest KeratinoSens™, und der Human Cell Line
Activation Test (h-CLAT)). 127 Substanzen, fir die Ergebnisse aus allen drei Tests, sowie dem
LLNA vorlagen, wurden analysiert. 28 Substanzen bendtigen zur Auslésung einer
Sensibilisierungsreaktion eine Aktivierung (12 eindeutige Prehaptene, 9 Substanzen unklar,
ob Pre- oder Prohapten). Alle wurden in mindestens einem der Alternativtests richtig
identifiziert. Die beste Vorhersage fir Prehaptene erfolgte durch den DPRA, die beste
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Vorhersage fir Prohaptene lieferte der h-CLAT. Die von den Autoren daraus abgeleitete
Schlussfolgerung lautet, dass die limitierte metabolische Kapazitdt der Testsysteme einer
korrekten Vorhersage der untersuchten Substanzen nicht im Wege steht (Patlewicz et al.,
2016). In einem anderen Bericht derselben Untersuchung wird zudem nahe gelegt, dass
negative Ergebnisse aus in vitro Daten generell akzeptiert werden sollten, auRer es liegen
Hinweise vor, dass eine Substanz nur Uber eine metabolische Aktivierung als
hautsensibilisierend wirkt. Solche Argumente kénnten in silico Werkzeuge wie die QSAR
Toolbox oder TIMES-SS liefern (Casati et al., 2016).

1221 Bioverfugbarkeit/Hautdurchdringung

1.2.2.1.1 Allgemein

Jung und Maibach (2015) verglichen die Eigenschaften verschiedener in vivo und ex vivo
Modelle zur Hautpenetration im Hinblick auf eine Vergleichbarkeit zur Durchdringung der
menschlichen Haut. Es zeigte sich, dass bei Ratten- und Kaninchenhaut im Allgemeinen eine
hohere Absorption als bei menschlicher Haute beobachtet wurde, bei Schwein, Affe und
haarlosen Meerschweinchen ergab sich eine bessere Ubereinstimmung. Nachdem eine
Verwendung dieser Modellsysteme im Rahmen dieses Projektes nicht erfolgen kann, werden
die Befunde hier nicht weiter diskutiert.

Eine Analyse der vorhandenen Daten aus den REACH-Registrierungsdossiers zum
Molekulargewicht und dem Verteilungskoeffizienten log Kojw in Zusammenhang mit den
sensibilisierenden Substanzeigenschaften (Analyse von 2900 Substanzen, davon hatten 200
Substanzen ein MW > 500 Da - davon 33 hautsensibilisierende Substanzen) besagt, dass
womoglich die Hautpenetration fur die Bestimmung der sensibilisierenden Substanzeigen-
schaften und Wirkstarke nicht als relevanter Parameter anzusehen sei (Fitzpatrick et al.,
2017a; b). Auch die Analyse der REACH Daten durch Luechtefeld (Luechtefeld et al., 2016)
weist darauf hin, dass der oft zitierte cut-off Wert von 500 Da fiir hautsensibilisierende
Substanzen nicht ausreiche, um eine madgliche hautsensibilisierende Eigenschaft
auszuschliefen (1255 Substanzen als sensibilisierend eingestuft, davon 49 mit einem MW
von > 500 Da). Auch ein anderer Autor stellt durch Daten den cut-off Wert von 500 Da in
Frage, lasst jedoch offen, ob ein moglicher cut-off Wert bei circa 600 Da existiert (Roberts et
al., 2012). Eine andere Quelle nennt einen Wert von 800 Da (Ezendam et al., 2016). Zudem
verweist Roberts et al. auf die Tatsache, dass die sensibilisierende Wirkstarke nicht ganzlich
unabhangig vom MW ist, da bei gréBeren Molekillen weniger Molekiile pro aufgetragener
Menge auf der immer gleich bleibenden Hautprobenflache vorhanden sind (Roberts et al.,
2012). Alves et al. (2015) berichten, dass die Hautpenetration und die sensibilisierende
Wirkung keine gute Ubereinstimmung zeigen, jedoch sollte die Information nicht génzlich
vernachladssigt werden (Maxwell et al., 2014). Die wissenschaftliche Diskussion muss an
dieser Stelle weiterverfolgt werden. Insgesamt stellt dies jedoch keine Veranderung zu der
im Projekt angewandten Rankingmethodik dar, da die Hinweise auf Basis des
Verteilungskoeffizienten und des Molekulargewichts bisher nur qualitativ einflief3en.

1.2.2.1.2 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten

Wie bereits im Vorgangerprojekt beschrieben, kann der Oktanol-Wasser- Verteilungs-
koeffizient (log Kow; englisch: logP, partition constant, partition ratio, distribution ratio) als
einfaches Mall fur die Bioverfligbarkeit einer Substanz herangezogen werden. Im
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Vorlauferprojekt wurde der log Kojw mithilfe der EPI Suite™ (Estimation Programs Interface
Suite™; EPIWEB 4.0; US EPA) aus dem Modell KOWWIN v1.67 berechnet. Aktuell liegt die
Modellversion KOWWIN v1.68 vor, welche auRer in der EPI Suite™ ebenfalls in der QSAR
Toolbox (OECD, 2016b) implementiert ist. Fir die Substanzen aus dem Vorgdngerprojekt
wurden die bereits ermittelten Werte weiterverwendet und nur fir die neuen Substanzen
eine Bestimmung mittels CASRN oder SMILES Code innerhalb der Toolbox durchgefiihrt.

1.2.2.1.3 Berechnung Permeabilitatskoeffizient (Kp)

Anhand von wenigen Eingangsgroflen — wie dem Molekulargewicht und dem Oktanol-
Wasser—Verteilungskoeffizienten (log Ko/w) — kann der dermale Permeabilitatskoeffizient (Kp)
errechnet werden. Die Berechnung kann handisch (siehe Versuchsvorschrift in FP-0324) oder
automatisiert mit Hilfe des Programms DERMWIN aus der frei verfliigbaren EPI Suite™ der US
EPA erfolgen. Im Vorgangerprojekt wurde die DERMWIN v.1.43a (September 2008)
verwendet, mittlerweile steht die v2.02 (September 2012) zur Verflugung.

1.2.2.1.4 3D Hautmodelle — speziell: epiCS® (friiher EST-1000™)

Die Hilfe von sog. ,,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, wird von verschiedenen Autoren in Anspruch
genommen.

Innerhalb des EU FP 6 gefdrderten Sens-it-iv Projekts wurde unter anderem das Epidermis
Aquivalenzmodell (,epidermal equivalent”; EE—Kultur) epiCS®, vertrieben von der der
CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH, entwickelt und in eine Standardarbeits-
anweisung (SOP) integriert (dos Santos et al., 2011). Ableseparameter sind die etablierte EE-
ECso (Konzentration, die die Anzahl lebender Zellen der humanen EE—Kultur um 50%
reduziert) und IL-1ay (Konzentration, die zur Induktion einer 2fach erhohten IL-1a Sekretion
benotigt wird). Erste Ergebnisse der laufenden Validierung liegen vor (Teunis et al., 2014). Im
Ringversuch wurden zwei Vorhersagemodelle etabliert.

1) EE-ECso < 7 mg/mL entspricht einem stark oder extrem stark sensibilisierenden Agens im
LLNA, EE-ECs5o = 7 mg/mL entspricht einem schwach oder moderat sensibilisierenden Agens
im LLNA;

2) Kombination aus EE-ECso und IL-1aty.

Fiir das erste Vorhersagemodell wurde lber alle Labore eine ,accuracy” von 77 % erzielt.
Ergebnisse flr das zweite Vorhersagemodell sind nicht berichtet.

Wie bereits beschrieben, kann im EE-Test nur die Wirkstarke bekannter sensibilisierender
Stoffe beurteilt werden kann und nicht generell das sensibilisierende Potential einer
Substanz. Als Nachteil gilt auerdem, dass negative Ergebnisse (d.h. keine Reduktion der
lebenden Zellen um 50 % bis hin zur maximalen Testkonzentration (200 mg/mL)) nicht
gewertet werden kénnen. Wenn keine Loslichkeitsprobleme vorliegen, kénnte man ggfs. von
einem schwach sensibilisierenden Agens ausgehen, es ist jedoch nicht mit Sicherheit
auszuschlieRen, dass die Testchemikalie nicht in/durch das Stratum corneum dringen konnte
und eine Aussage zur sensibilisierenden Wirkstarke aus diesem Grund nicht machbar ist
(Teunis et al., 2014).
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Die Weiterentwicklung des Tests und die Fortschritte der Validierung des EE-Tests in
Kombination mit dem NCTC2544 |L-18-Test zur Wirkstarkenbeurteilung werden in 1.2.2.3.1
beschrieben.

1.2.2.2 Haptenisierung

1.2.2.2.1 Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA; OECD TG 442C)

Der bereits in FP-0324 beschriebene DPRA ist mittlerweile validiert. Es liegt eine ECVAM
Empfehlung inkl. Validierungsstudie (EC, 2013) sowie eine OECD Testing Guideline (TG) vor
(OECD, 2015a). Laut TG 442C kann der Test bei positivem Ergebnis zur Einstufung als
SkinSens Cat 1 (nach UN GHS (United Nations, 2013)) genutzt werden, um eine Einstufung
als ,,Non-Sensitiser” zu erreichen, muss der Test Teil einer Integrierten Teststrategie sein
(siehe auch 1.3). Das bereits in FP-0324 vorgestellte Testprinzip bleibt bestehen, ebenso wie
die generellen Nachteile dieses Tests (z.B. Reaktivitdt nur gegeniber Lysin und Cystein,
fehlende metabolische Aktivierung im zellfreien System (Pro-Haptene), fehlende abiotische
Transformation (Pre-Haptene), Peptidreaktivitdt unterscheidet sich von realer Protein-
reaktivitat).

Zusatzlich wurden Hinweise zur Anwendungsdomane, Akzeptanzkriterien fur Experimente,
und weitere Limitierungen genannt, sowie ein Vorhersagemodell zur Einstufung (siehe
Tabelle 1) ausgewiesen. Die zusatzliche Information aus der Testrichtlinie und der
aktualisierten Entwurfsfassung der endpunktspezifischen Leitlinie der ECHA (,,Draft guidance
IR&CSA R.7a“, Juni 2016) wird im Folgenden kurz zusammengefasst:

e Fiur metallische Verbindungen ist der Test nach TG 442C nicht geeignet.

e Die zu testende Chemikalie sollte bis zur finalen Konzentration von 100 mM im
entsprechenden Losemittel gelst vorliegen. Chemikalien, die nicht bis zur héchsten
geforderten Konzentration |6slich sind, kénnen bis hin zur hochsten Loslich-
keitskonzentration getestet werden. Ein positives Testergebnis kann zur Bestatigung
einer hautsensibilisierenden Chemikalie genutzt werden. Bei einem negativen
Ergebnis kann keine endgiiltige Schlussfolgerung bezlglich der Reaktivitat gezogen
werden.

e Aufgrund der definierten einzusetzenden Molverhiltnisse zwischen Testchemikalie
und Peptid kann fiir komplexe Gemische (z.B. UVCB Substanzen) anhand des
aktuellen Vorhersagemodells (prediction model) keine Angabe gemacht werden.

e Es konnen falsch negative Testergebnisse erzielt werden, wenn Substanzen getestet
werden, die ausschlieBlich mit anderen Aminosauren als Cystein oder Lysin (z.B.
nukleophilie Histidine) interagieren.

e Bei Substanzen, die zwar nicht kovalent an die Peptide binden, aber die Oxidation
dieser férdern, kann es zu falsch positiven Ergebnissen kommen (Uberschitzung z.B.
bei Cystein Dimerisierung).
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Tabelle 1 Vorhersagemodelle entnommen aus der OECD Testing Guideline 442C
a) Vorhersage anhand der mittleren Peptiddepletion [%] aus dem
Versuchsansatz mit Cystein und Lysin
b) Vorhersage anhand der Peptiddepletion [%] aus dem Versuchsansatz
mit Cystein alleine

a)
Mean of cysteine and lysine % depletion Reactivity Class DPRA Prediction
0% < mean % depletion < 6.38% No or nunimal reactivity Negative
6.38% < mean % depletion < 22 62% Low reactivity
22.62% < mean % depletion < 42 47% Moderate reactivity Positive
42 47% < mean % depletion < 100% High reactivity
b)
Cysteine (Cys) %0 depletion Reactivity class DPFRA 111‘edi{‘ﬁ0n:
0% < Cys % depletion < 13.89% No or minimal reactivity Negative
13.89% < Cys % depletion < 23.09% Low reactivity
23.09% < Cys % depletion < 98.24% Moderate reactivity Positive
98.24% < Cys % depletion = 100% High reactivity

Die oben prasentierten Vorhersagemodelle flihren nicht zu einem Aktualisierungsbedarf der
Cut-off Werte des in FP-0324 entwickelten Bewertungssystems (siehe 1.5).

Eine Wirkstarkenbetrachtung anhand dieser Reaktivitatswerte ist nicht moglich - da wie
bereits im Vorgdngerprojekt beschrieben - nicht ,das AusmaR der Peptidreaktivitat
maRgeblich fir die sensibilisierende Wirkstarke einer Substanz” ist, ,sondern eher die
Proteinbindungsstelle”. In der Versuchsvorschrift wird jedoch auf die Integrierten
Teststrategien (ITS) aus Jaworska et al. (Jaworska et al., 2013; Jaworska et al., 2015)
verwiesen, in dem die DPRA Ergebnisse zur Wirkstarkenbewertung herangezogen werden
(siehe auch 1.3 und 6). Auch andere Autoren verwenden diesen Test in ITS (siehe Abschnitt
1.3).

Natsch et al. (2013) quantifizierten das AusmalR der Peptid-Depletion in Bezug auf die
Wirkstédrke (quantitatives Vorhersagemodell, in Ubereinstimmung mit der OECD Guideline
442C): ein mittlerer Wert aus Cystein- und Lysindepletion zwischen 6,37 % (dem
Schwellenwert flr positive Wirkung) und < 22,26 % steht demnach fiir geringe Reaktivitat,
zwischen 22,62 und < 42,47 % fir mittelstarke und ab Werten von 42,47 % fiir hohe
Reaktivitat.

Durch Urbisch et al. (2015) wurden ca. 200 Substanzen unterschiedlicher Struktur getestet
(Acylierer, Michael Akzeptoren, Chinonvorldufer, Schiff-Basenbildner, Substanzen mit
nukleophiler Substitution und Addition, Metalle), um die Anwendungsdomane zu erweitern.
Es ergaben sich bei paralleler Testung von 45 Substanzen in zwei unabhdngigen Labors bei
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40 (89 %) Ubereinstimmend Ergebnisse im DPRA, bei 5 Substanzen abweichende Resultate.
Insgesamt zeigte der DPRA eine etwas hohere Rate an falsch negativen Resultaten als andere
in vitro Systeme, nach den Autoren zum einen bedingt durch die fehlende Metabolisierung
von Pro-Haptenen im zellfreien System. Zum anderen wurden bei reaktiven Nukleophilen
(Sn1 und Sn2 Mechanismus) gehauft falsch negative Ergebnisse erhalten, was Urbisch et al.
(2015) auf Konkurrenzreaktion mit Hydroxylgruppen, z.B. in Losungsmitteln, zurlickfiihren.

Laut Reisinger et al. (2015) ist dies einer der priorisierten Tests fiir eine Testbatterie zur
Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die ,,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.

Erste Versuche, den DPRA als Hochdurchsatzmethode zu etablieren, wurden bereits
unternommen (Wong et al., 2016).

1.2.2.2.2 Peroxidase Peptide Reactivity Assay (PPRA; Gerberick et al., 2009; Lalko et al.,
2013)

Als Weiterentwicklung des DPRA stellen die DPRA-Entwickler den PPRA vor. Mit diesem Test
sollte es moglich sein Pro- und Prehaptene besser zu identifizieren. Urspriinglich wurde zu
diesem Zweck Cystein fiir 24 h mit oder ohne Meerrettich-Peroxidase / Wasserstoffperoxid
(HRP/P), wahrend Lysin immer ohne HRP/P inkubiert wird. Im Gegensatz zum DPRA werden
insgesamt acht Konzentrationen getestet, um Aussagen Uber die Konzentrations-
Wirkungsbeziehung zu erhalten. Nach der Substanzinkubation werden die Proben via HPLC
und Massenspektrometrie analysiert ((MS)/MS; maximale Testkonzentration: 5 mM mit
Cystein, 25 mM mit Lysin). Ausgehend von den Konzentrations-Wirkungsdaten wird die EC25
(Konzentration bei der 25 % Modellpeptid depletiert sind) bestimmt (Anpassung von drei
Parametern in einem log—logistic Modell). Eine Substanz wird als ,reaktiv” gewertet, wenn
der EC25 Wert > 0,1 mM ist. Substanzen mit einem EC25 < 0,1 mM sind “hoch reaktiv”. In
beiden Fallen wird die Substanz als sensibilisierend eingeschdtzt. Wohingegen einen
Substanz die weniger als 15,1 % Depletion aufweist als ,,minimal reaktiv und somit als nicht
sensibilisierend gewertet wird (Gerberick et al., 2009). Die Testdurchfiihrung wurde bereits
modifiziert (Troutman et al., 2011; nur noch finf Testkonzentrationen, Lysin ebenfalls mit
HRP/P inkubiert bei 25°C, Bestimmung der EC15 mittels Anpassung von vierParametern in
einem log-logistic Modell; Substanz nicht sensibilisierend bei <= 10 % Peptid-Depletion). Eine
neuere Publikation untersucht die Moglichkeit des Tests haut-sensibilisierende von
atemwegssensibilisierenden Substanzen zu unterscheiden, die Autoren finden jedoch keinen
Vorteil gegeniiber dem Ublichen DPRA fiir diese Fragestellung (Lalko et al., 2013).

Eine eindeutige Applikationsdomadne wurde bisher nicht definiert, es ist jedoch deutlich, dass
der Test gegeniber dem DPRA Vorteile fir Pro- und Prehaptene bietet. Der Validierungs-
status des Tests ist unklar. Allerdings ist laut Reisinger et al. (2015) dies einer der
priorisierten Tests fur eine Testbatterie zur Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die
,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.
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1.2.2.2.3 Amino acid derivative reactivity assay - dilution method (ADRA-DM; Yamamoto et
al., 2015)

Yamamoto et al. (2015) berichten eine modifizierte Form des DPRA, den ,Amino acid
derivative reactivity assay” (ADRA) mit modifizierten Lysinen und Cysteinen. Dabei wurden
die beiden Aminosdauren mit der Aminofunktion an Naphthalin gekoppelt. Dies hat den
Vorteil, dass eine groRere Wellenlange (281 nm) in der HPLC-Analytik verwendet werden
kann. Beim klassischen DPRA wird bei 220 nm gemessen, was mit zahlreichen Testsub-
stanzen interferiert und den Nachweis von Peptidreaktionen storen kann (Fujita et al., 2014).
Aus diesem Grund ist der ADRA empfindlicher, so dass verringerte Konzentrationen der
Testsubstanzen eingesetzt werden kénnen (1/100 der im DPRA Ublichen Konzentrationen,
deshalb Bezeichnung ADRA-DM: dilution method). Dies hat den Vorteil, dass Loslichkeits-
probleme flr hydrophile Substanzen in wassrigem Medium (Gerberick et al., 2008)
vermindert werden. Die systemischen Nachteile des DRPA (nicht geeignet fiir Pro- und Pre-
Haptene) hat auch der ADRA-DM. Beim jetzigen verwendeten Vorhersagemodell (Prediction
model) kann aber nur qualitativ nach sensibilisierenden bzw. nichtsensibilisierenden
Substanzen unterschieden werden. Hierbei wird eine mittlere Depletion von 7,75 % als
Schwellenwert (negativ zu positiv) gewertet. Prinzipiell scheint aber auch eine quantitative
Auswertung moglich. Dieser sogenannte ADRA-DM wurde an 82 Substanzen getestet und
ergab bezogen auf Ergebnisse aus dem LLNA 7 falsch positive und 1 falsch negatives
Resultat. Daraus resultierte eine , Accuracy” von 90 %, also etwas besser als im gleichfalls
durchgefiihrten DPRA (88 %). Ob dieser Test in der Praxis tatsadchlich die genannten Vorteile
bietet, muss die Zukunft zeigen. Auf Basis der bisherigen Substanzauswahl scheint sich die
Treffgenauigkeit (Accuracy) nicht wesentlich von der des DPRA zu unterscheiden. Eine
Anwendungsdomane ist bis jetzt nicht definiert. Beim jetzigen Stand des Wissens ist der Test
noch nicht als ausreichend validiert zu betrachten.

1.2.2.2.4 Weitere Tests fur MIE/KE1 gemaR , Adverse outcome pathway” (OECD, 2012a; b)

Franzosische Arbeitsgruppen beschreiben, wie mit Hilfe anderer Techniken (high resolution
magic angle spinning (HRMAS) nuclear magnetic resonance (NMR)) die Interaktion von einer
sensibilisierenden Chemikalie mit den Strukturen eines 3D-Hautmodells sichtbar gemacht
werden kdnnen. Sie weisen zudem auf die Limitierungen der bisher vorhandenen in chemico
Hapentisierungstests hin und stellen fest, dass neben den bekannten Thiol-Gruppen andere
zellulare Strukturen wie z.B. Histidin-Reste als Ziele der Haptenisierungsreaktion vorkommen
kénnen und nicht vernachlassigt werden sollten (Debeuckelaere et al., 2015; Debeuckelaere
et al., 2016). Eine Anwendungsdomane ist bis jetzt nicht definiert. Beim jetzigen Stand des
Wissens ist der Test noch nicht als ausreichend validiert zu betrachten.

1.2.2.3 Keratinozytenaktivierung

1.2.2.3.1 NCTC 25544 IL-18 Test

Der NCTC2544 |IL-18 Tests wurde innerhalb des EU FP 6 geforderten Sens-it-iv Projekts
entwickelt (siehe FP-0324, Corsini et al., 2009). Mittlerweile liegen zusatzliche Ergebnisse mit
weiteren Substanzen vor (Corsini et al., 2013). Die Pravalidierung soll abgeschlossen sein
(Teunis et al., 2013), jedoch waren noch keine Ergebnisse verfligbar. Teunis et al. (2013)
berichten, die in FP-0324 angekilindigten Ergebnisse eines Ringversuches des NCTC2544
Tests in Kombination mit dem epidermal equivalent (EE-Test, siehe 1.2.2.1.4), bei dem der
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Test in verschiedenen Laboratorien anhand von Standardarbeitsanweisung (SOP) auf seine
Reproduzierbarkeit geprift wurde. Hierbei wurde als 1. Schritt der NCTC2544 [L-18 Test
durchgefiihrt, anhand dessen das sensibilisierende Potential ermittelt wurde. Eine
Testchemikalie wird als sensibilisierend bewertet, wenn bei weniger als 20 % Zytotoxizitat,
der IL-18 Spiegel im Vergleich zur IL-18 Konzentration der Vehikelkontrolle in drei
unabhangigen Experimenten um mindestens 1,2fach erhoht ist. Der 2. Schritt ist die
Durchfiihrung des EE-Tests (Details und Vorhersagemodell siehe 1.2.2.1.4).

Im Ringversuch wurden, u.a. wegen der Verwendung unterschiedlicher Vehikel, z.T.
abweichende Resultate erhalten, so dass eine weitere Prazisierung der SOP nétig scheint.

In der Arbeit vorgestellt von Gibbs et al. (2013) wird der Versuch vorgestellt diese beiden
Schritte innerhalb eines Testsystems zu kombinieren. Zwei verschiedene ,Epidermal
Equivalent Potency Assays“ (3D-Epidermale Modelle zur Bestimmung der irritativen bzw.
korrosiven Eigenschaften einer Substanz) wurden kombiniert mit einem nachgeschalteten
MTT-Test (Bestimmung der Zytotoxizitdit) und einem [L-18 Assay (Freisetzung ins
Kulturmedium aus den 3D-Kulturen). Zu einer Pravalidierung wurden die Tests in zwei unab-
hangigen Labors durchgefiihrt. Auch andere Autoren entwickelten dhnliche Testsysteme
(siehe z.B. Mehling et al., 2012). Mittels dieses Systems wurden von Gibbs et al. (2013) 17
sensibilisierende und 13 nicht sensibilisierende Substanzen getestet und mit Human- und
LLNA-Daten verglichen. Das beste Vorhersagemodell (IL-18 Stimulationsindex > 5 bei 60-
95 % Zytotoxizitat, ECs-ECy0) resultierte in einer ,, Accuracy” von 95 % (in beiden Labors) fir
die qualitative Abschdatzung. Damit ist dieses Vorhersagemodell allerdings wesentlich von
einer hohen Zytotoxizitat, d.h. reizender Wirkung, in diesem kombinierten Testsystem
bestimmt. Die ECso-Ergebnisse des Epidermal Equivalent Potency Assays zeigten in der
quantitativen Abstufung eine signifikante Korrelation zu in vivo Daten, besser zu
Humandaten (DSAgs: Induktionsdosis, welche in 5 % der Testpopulation zu Sensibilisierung
fahrt) als zu LLNA-Daten (p < 0,0061 vs. 0,0542). Die IL-18 Sekretion (Schwellenwert 2-facher
Stimulationsindex) zeigte jedoch qualitativ eine signifikante Korrelation nur zu den DSAgs-
Daten, nicht aber den LLNA-Ergebnissen (p < 0,0154 vs. 0,0603). Diese ITS von Gibbs et al.
(2013) liefert derzeit keine quantitative Abschatzung der Wirkstarke, Kriterien flr eine
solche missten erst entwickelt werden. Bei diesem Testsystem war ein klarer Vehikeleinfluss
ersichtlich: Das Losungsmittel Ethanol fiihrte zu geringerer IL-18 Sekretion als bei
Verwendung von Aceton/Olivendl. Insofern scheint fir weitere Vergleiche die Wahl eines
einheitlichen Losungsmittels angebracht.

1.2.2.3.2 ARE-Nrf2 Luciferase Assays (z.B. KeratinoSensTM; OECD TG 442D)

Der bereits in FP-0324 beschriebene ARE-Nrf2 Luciferase Assay (z.B. KeratinoSens™) ist
mittlerweile validiert. Es liegt eine ECVAM Empfehlung inkl. Validierungsstudie vor (EC,
2014), sowie eine OECD Testing Guideline (OECD, 2015b). Laut TG 442D kann der Test bei
positivem Ergebnis zur Einstufung als SkinSens Cat 1 (nach UN GHS (United Nations, 2013))
genutzt werden, um eine Einstufung als , Non-Sensitiser” zu erreichen muss der Test Teil
einer Integrierten Teststrategie sein (siehe auch 1.3). Cut-off Werte fir eine
Wirkstarkenbetrachtung wurden bisher nicht validiert und befinden sich noch immer in der
wissenschaftlichen Entwicklung.

Das in der TG beschriebene Testprinzip entspricht dem in FP-0324 beschriebenen Verfahren.
Zusatzlich wurden veranderte Aussagen zur Zahl der Wiederholungen innerhalb eines
Experiments gemacht, Hinweise zur Anwendungsdomdne und Akzeptanzkriterien fir
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Experimente gegeben, verschiedene Limitierungen genannt und ein Vorhersagemodell zur
Einstufung entwickelt (siehe Abbildung 4). Die zusatzliche Information aus der Testrichtlinie
und der aktualisierten Entwurfsfassung der endpunktspezifischen Leitlinie der ECHA (,,Draft
guidance IR&CSA R.7a“, Juni 2016) wird im Folgenden kurz zusammengefasst.

Ein Experiment muss aus mindestens zwei unabhdngigen Wiederholungen an unter-
schiedlichen Tagen mit mindestens drei Replikaten (also n=6) erfolgen. Bei
unschlissigen Testergebnissen muss eine dritte Wiederholung mit drei Replikaten
stattfinden (n total = 9).

Zur Vermeidung der Verfllchtigung von leicht fliichtigen Testchemikalien oder von
Cross-Kontaminationen sollte man die Testplatten vor der Inkubation beispielsweise
mit Folie abdecken.

Die zu testenden Chemikalien sollten bis hin zur hochsten geforderten Test-
konzentration von 2000 uM geldst in Wasser oder DMSO vorliegen oder zumindest
eine stabile Dispersion bilden. Chemikalien, die nicht bis zur héchsten geforderten
Konzentration I6slich sind kénnen bis hin zur héchsten Loéslichkeitskonzentration
getestet werden. Die Aussagekraft eines solchen Tests ist jedoch limitiert. Ein
positives Testergebnis kann zur Bestatigung einer hautsensibilisierenden Chemikalie
genutzt werden, bei einem negativen Ergebnis und einer maximalen getesteten
Konzentration von < 1000 pM sollte das Ergebnis als ,inconclusive” betrachtet
werden.

Anwendungsdomane: getestet werden kénnen Substanzen mit einem Verteilungs-
koeffizient (log Kosw) bis hin zu 5. Liegt der log Ko/w zwischen 5 und 7 so hat das
Testergebnis eine limitierte Aussagekraft. Substanzen mit einem log Ko/w von > 7
liegen auRerhalb der Anwendungsdomane.

Der KeratinoSens'™ hat eine Tendenz, fiir vermehrt falsch negative Vorhersagen
(,underprediction”) bei Chemikalien mit geringer bis mittlerer Wirkstarke (d.h. UN
GHS subcategory 1B) im Gegensatz zu Chemikalien mit hoherer sensibilisierender
Wirkstarke (d. h. UN GHS subcategory 1A).

Negative Testergebnisse sind, wie bei in vitro Versuchen ublich, vorsichtig zu
interpretieren. Beispielsweise kann es bei Substanzen, die ausschlieBlich mit Lysin-
resten reagieren zu falsch negativen Vorhersagen kommen. AuRerdem besitzen die
verwendeten Keratinozyten nur eine limitierte metabolische Aktivitat und anhand
der Testbedingungen, kann es bei Pro- und Pre-Haptenen (vor allem bei solchen mit
einer langsamen Oxidationsrate) zu negativen Testergebnissen kommen. Anderer-
seits kann es bei Chemikalien, die als chemische Stressoren agieren, aber keine
hautsensibilisierenden Eigenschaften besitzen zu falsch positiven Ergebnissen
kommen. Stark zytotoxische Chemikalien kénnen falsch positive Testergebnisse
bewirken. Chemikalien, die mit dem Luziferaseenzym interagieren kdénnen die
Auslesung behindern (sowohl Inhibition, als auch Induktion moglich).

Die Interpretation der Testergebnisse unterliegt bestimmten Regeln und diese werden in
einem Vorhersagemodell festgelegt. Um als positiv zu gelten, muss eine Substanz alle der
vier folgenden Bedingungen in beiden Wiederholungen oder in zwei von drei Wieder-
holungen erfiillen, andernfalls gilt die Substanz als negativ (siehe Abbildung 4):
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1. Der Imax Wert ist groBer als 1,5 und statistisch signifikant unterschiedlich zur
Losemittelkontrolle (Negativkontrolle, zweiseitiger, ungepaarter Student’s T-test),

2. die Zellviabilitat liegt bei Gber 70 % bei der niedrigsten Konzentration, die mindestens
eine 1,5fache Induktion der Luziferaseaktivitdt auslost (d.h. EC1,5 bestimmende
Konzentration),

3. der EC1,5 Wert liegt unter 1000 uM (oder 200 pg/ml bei Testchemikalien ohne
definiertes Molekulargewicht) und,

4. Es gibt eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiir die Luziferaseinduktion (oder
biphasischer Verlauf, weitere Details hierzu finden sich in Abschnitt 33 der OECD TG
442D).

Procedure for one repetition

Induction = 1.5 fold?
AND .
Statistically significantly :> Negative
higher than
solvent control? NO
Perform atleast two
@ YES independent repetitions
— - If the two repetitions are
Congféﬁtbr;'tmt‘ﬁ::efa - positive, final outcomeis:
fold induction = 70% of :> Negative POSITIVE
?
solvent contro NO - If the two repetitions are
YES negative, final outcome is:
NEGATIVE
ECys< 1090 UM Noaat In case the first two repetitions
L ;ezﬂ?‘gé’%“\]‘hj i ogaave are not concordant, performa
' third repetition and conclude

on the basis of the mode of the
outcomes (i.e., 2 out of 3).

@YES

sl &l]

Ci Inconclusive /
ear dose-response?
Repeat
s
Positive
Abbildung 4 Vorhersagemodell zum ARE-Nrf2 Luciferase Assays (z.B. KeratinoSens™;
OECD TG 442D)

Mehrere Autoren verwenden diesen Test in Integrierten Testrategien (siehe Abschnitt 1.3).

Als Einschrankung (jedoch nicht als klare Abgrenzung einer Anwendungsdomane) wurde in
OECD TG 442D berichtet, dass bei Testsubstanzen mit einem log Kow > 3,5, d.h. geringer
Wasserloslichkeit, gehduft falsch negative Resultate beobachtet wurden. Insofern sollten
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negative Ergebnisse filir diese Substanzen als nicht schllssig bewertet werden. Positive
Resultate scheinen aber verlasslich.

Einen dhnlichen Test verwenden Tsujita-Inoue et al. (2014) und Hirota et al. (2015). Hierbei
werden AREc2-Zellen eingesetzt, welche eine transgene MCF7 Brustkarzinomzelllinie mit
einem Luziferase-Reportergen darstellen. Es handelt sich dabei um eine leicht modifizierte
Variante des Tests von Natsch und Emter (2008), der Vorlauferversion des KeratinoSens™.

Eine Parallelentwicklung zum KeratinoSens™ ist der LuSens-Assay (Bauch et al., 2012;
Ramirez et al., 2014). Auch hier wird die humane Keratinozytenzelllinie HaCaT mit einem
Reportergen fir Luciferase unter Kontrolle eines antioxidativ-responsiven Elements (ARE)
verwendet, welches die Freisetzung des Nrf2 Transkriptionsfaktors durch Lumineszenz
detektiert. Bei einer Testung mit 54 Substanzen waren Sensitivitat, Spezifitat und ,, Accuracy”
sehr shnlich den Ergebnissen aus dem KeratinoSens™. Die Befunde zur Vorhersage der
sensibilisierenden Wirkung aus beiden Tests kdnnen daher im Wesentlichen Ubertragen
werden (Bauch et al., 2012). Dennoch scheint es angeraten, weitere Testungen im Rahmen
dieses Projektes mit dem KeratinoSens™ durchzufiihren, da der LuSens formal noch nicht
validiert ist.

Laut Reisinger et al. (2015) ist dies einer der priorisierten Tests flir eine Testbatterie zur
Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die ,,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.

1.2.2.3.3 EpiSensA (Saito et al., 2013b) und dhnliche Modelle (McKim et al., 2012)

In FP-0324 wurden zur Bestimmung der Bioverfligbarkeit und Hautpermeabilitat drei-
dimensionale Hautmodelle beschrieben (z.B. EpiDerm™). Dieses Testsystem wurde mittler-
weile von Saito et al. (2013b) auch zur Bestimmung der Keratinozytenreaktion verwendet
(EpiSensA). Dabei werden nach Kontakt mit einem Allergen die Expression von fiinf Genen in
einem Microarray-Assay gemessen, welche mit der Keratinozytenaktivierung in Bezug
stehen. Als Testsubstanzen wurden acht sensibilisierende und vier nicht sensibilisierende
Verbindungen sowie vier Pra- bzw. Prohaptene verwendet. Unter den fiinf untersuchten
Genen zeigten die Induktionsmuster der Expression von drei dieser Gene (,Activating
Transcription Factor 3“ (ATF3), ,Dnal-like heat shock protein”“ (DNAJB4) und ,Glutamate-
Cysteine Ligase, Modifier Subunit Proteine” (GCLM)) qualitativ eine hohe Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen des LLNA. Allerdings scheint keine quantitative Ubereinstimmung
vorzuliegen. Wegen der hohen Komplexitdat und der fehlenden Validierung kommt dieser
Test nicht fur eine Verwendung im Rahmen dieses Projekts in Frage.

Einen dhnlich konzipierten Test (SenCeeTox) beschrieben McKim et al. (2012). Auch hier
wurden dreidimensionale Hautmodelle (EpiDerm™, SkinEthic RHE) gegeniber Testsub-
stanzen exponiert und die Keratinozytenreaktion tber die Expression von 11 Genen (u.a. des
Keapl-Nrf2-ARE-Signalweges) bestimmt. Dieses Modell erlaubt auch quantitative Aussagen
zur Wirkstarke. Auf Basis eines Trainingssets von 11 Substanzen wurden 7 Testsubstanzen
Uberpruft. Hierbei ergab sich eine 100 % korrekte Zuordnung bei qualitativer Unter-
scheidung, jedoch nur eine , Accuracy” von 71 % bei quantitativer Differenzierung. Wegen
der hohen Komplexitat und der fehlenden Validierung kommt auch dieser Test nicht flr eine
Verwendung im Rahmen dieses Projekts in Frage (Anmerkung: ein Vorgdngertest mit
demselben Prinzip nutzt anstelle des 3D-Hautmodells noch die HaCaT Zellinie (McKim et al.,
2010)).
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1.2.2.3.4 Gensignatur-Assay, SENS-IS (Cottrez et al., 2015; 2016)

Die Autoren identifizierten Gber ,Data mining” und Literaturrecherche mittels eigens fur
diesen Zweck entwickeltem Analyse-Tool zundachst 200 Gene, die in Zusammenhang mit
Prozessen wahrend der Hautsensibilisierung stehen. Der Test wurde mit 20 sensibilisieren-
den und 20 nicht-sensibilisierenden Chemikalien erprobt. Die flissigen/viskdsen sensibilisie-
renden Chemikalien wurden in Konzentrationen gemal} ihrer sensibilisierenden Wirkstarke
im LLNA auf ein humanes Hautmodell (Episkin®) aufgetragen (d.h. Wirkklasse extrem = 0,1 %
Expositionskonzentration; stark = 1 %, moderat = 10 % und schwach/keine Sensibilisierer =
50 %). Nach 15 minutiger Exposition bei 37 °C wurden die Chemikalien von der Haut ent-
fernt, die Oberflache gereinigt und fiir weitere 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieSend
wurde die Expression der Gene mittels quantitativer Real-time Polymerasenkettenreaktion
(gRT-PCR) gemessen. Es wurden zwei unterschiedliche Gensets identifiziert, die im Fall einer
Sensibilisierungsreaktion (iberexprimiert sind (cut-off > 1,3fache Uberexpression) — a) die
auch in anderen Tests verwendete Gruppe der Nrf2-kontrollierten ARE Gene (REDOX Panel,
insgesamt 24 Gene) und b) das sogenannte SENS-IS Panel (insgesamt 41 Gene, u.a. assoziiert
mit Inflammationsprozessen, Reparaturprozessen, Hitzeschockproteinen und Zelltod/Apop-
tose). Es wurde dabei deutlich, dass fir ein verldssliches Pradiktionsmodell nicht die
Expressionsintensitat bestimmter Gene herangezogen werden sollte, sondern die Anzahl der
Uber dem Cut-off exprimierten Gene. Um eine Substanz als sensibilisierend zu identifizieren,
mussen daher mindestens 10 Gene des ARE Panels und/oder 18 Gene des SENS-IS Panels
Uberexprimiert sein. Neben der einfachen Gefahrenidentifikation sieht der Test ebenfalls ein
Protokoll und ein Pradiktionsmodell zur Wirkstarkenbewertung vor. Dazu wird jede
Chemikalie in vier unterschiedlichen Konzentrationen (0, 1; 1, 10 und 50 %) auf das Episkin®-
Modell aufgetragen. Jede Konzentration wird ausgewertet nach dem obigen Pradiktions-
modell (positiv und negativ), dabei werden Konzentrationen die eine (iberschieRende
Zytotoxizitat/Irritation aufweisen von der Auswertung ausgeschlossen. Als MaRstibe fur
Zytotoxizitat/Irritation gelten a) CT (cycle value)- Wert fiir das HSPAA1 Gen darf nicht groRer
als 110 % der korrespondierenden Vehikelkontrolle sein und b) weniger als 20 der 24 Gene
fir Reizung sind Uberexprimiert (IRR Test Panel). Das Pradiktionsmodell fiir die Wirk-
starkenbewertung sieht demnach vor, dass die minimale Konzentration, die zu einem
positiven Ergebnis fiihrt bestimmend flr die Wirkstarke ist (d.h. falls positiv bei 50 %, dann
ist die Chemikalie ein schwacher Sensibilisierer, bei 10 % ist die Chemikalie als moderat
sensibilisierend anzusehen etc). Mit diesem Pradiktionsmodell wird eine Korrelation von
>90 % verglichen mit den Ergebnissen aus dem LLNA erreicht (48 von 50 getesteten
Chemikalien) (Cottrez et al., 2015).

Die Methode wurde bereits in einer externen Validierungsstudie erprobt (19 Chemikalien im
Ringversuch und insgesamt zusatzlich 150 Chemikalien in einem Labor getestet). Die zu
testenden Gen-Panels wurden reduziert und das damit einhergehende Pradiktionsmodell
angepasst. Fir das REDOX Panel wurden 17 Gene untersucht und das SENS-IS Panel
beinhaltet noch 21 Gene. Eine Chemikalie wird als sensibilisierend bewertet, wenn sie zur
Uberexpression (> 1,3fach) von mindestens 7 Genen aus dem REDOX oder SENS-IS Panel
fahrt. Fur die Wirkstarkenbetrachtung gelten die gleichen Grenzen wie im Ursprungstest, die
erste Konzentration, in der mindestens 7 Gene Uberexprimiert sind, wird als potenz-
bestimmend gewertet. Fur die Bewertung der reizenden Eigenschaften der Haut gilt
weiterhin a) CT (cycle value)- Wert fur das hspaal Gen darf nicht groRer als 110 % der
korrespondierenden Vehikelkontrolle sein und b) weniger als 20 der 23 Gene fiir Reizung
sind Uberexprimiert (IRR Test Panel). Die erzielten Ergebnisse muissen fiir jede Chemikalie
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dabei fiir eine eindeutige Zuordnung mit mindestens zwei unterschiedlichen Batches des
humanen Hautmodells betatigt werden (bertlicksichtigt die Hautmodellvariabilitat). Der Test
war leicht zwischen den Laboren zu Ubertragen. Hinsichtlich Verlasslichkeit (,robustness”),
Variabilitdt (innerhalb (WLR) und zwischen den Laboren (BLR); @®WLR = 91,3 %, @BLR =
89,5 %) und Pradiktivitdt des Tests wurden sehr gute Ergebnisse erzielt (,Accuracy” fir
Wirkstarkenbewertung im Vergleich zu Daten aus dem LLNA = 92.6% (n=150) bzw.
Humandaten = 90.6 % (n =64)) (Cottrez et al., 2016). Die Validierung soll im Herbst 2016
weiter fortgefiihrt werden (EC, 2015)%

Im vorliegenden Projekt wurde diese neue Methode zundchst nicht angewandt, scheint aber
fur die Zukunft durchaus vielversprechend. Laut Reisinger et al. (2015) ist dies auch einer der
priorisierten Tests fur eine Testbatterie zur Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die
,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.

1.2.2.3.5 Gensignatur-Assay, Microarray in HaCaT-Zellen (van der Veen et al., 2013)

Der Test basiert auf demselben Prinzip wie der KeratinoSens™, d.h. er untersucht die Gen-
expression in HaCaT-Zellen, allerdings nicht mit einem Reportergen wie bei KeratinoSens™
und den verwandten Assays, sondern Uber eine Transkriptionsanalyse mehrerer Gene. Die
Auswahl der insgesamt 10 Indikatorgene erfolgte anhand der Genprofile von sensibilisieren-
den und nichtsensibilisierenden Substanzen. Sie umfasste Gene, welche eine Rolle bei der
DNA-Methylierung, der Reaktion auf oxidativen Stress, Entziindungsreaktionen und alterna-
tivem Splicing spielen. Mittels eines speziellen Algorithmus (Support Vector Machine) wurde
das sensibilisierende Potenzial bestimmt (,Accuracy” in Bezug auf Humandaten: 85.7 %,
LLNA fir dieses Set von Substanzen: 78,4 %; van der Veen et al., 2013). Dieser Test erlaubt
beim verwendeten Algorithmus derzeit nur eine qualitative Unterscheidung, eine quantita-
tive Analyse scheint aber moglich (van der Veen et al., 2014). Der Test ist zudem zu komplex
fur eine Verwendung im Rahmen dieses Projektes und eine Validierung steht noch aus.

1.2.2.4 Reifung und Migration dendritischer Zellen

1.2.2.4.1 U-SENS™ (frGher MUSST (Myeloid U937 Skin Sensitisation Test) (Piroird et al.,
2015))

Der U-SENS™ Assay ersetzt den MUSST. Im Test wird die Expression des Oberflachenmarkers
CD86, als Mal} fur die Reifung der dendritischen Zellen, im Durchflusszytometer erfasst.
Generell dient der Test zundchst zur Charakterisierung des sensibilisierenden Potentials
einer Substanz (Vorhersagemodell: sensibilisierend vs. nicht sensibilisierend). Eine Substanz
wird als positiv erachtet, wenn sie die Genexpression von CD86 in einer nicht zytotoxischen
Konzentration (Zellviabilitat > 70 %) um = 50 % induziert (d.h. EC150). Der EC150 Wert wird
dabei mittels Regressionsanalyse aus den getesteten Konzentrationen, die obige Kriterien
erfillen berechnet. Nach Auswertung von 175 Chemikalien zeigt der Test ein mit anderen in
vitro Tests vergleichbares Ergebnis (88 % Treffgenauigkeit, 79 % Spezifitdt, 90 % Sensitivitat).
Fir die Wirkstarkenbeurteilung wird versucht, eine Korrelation mit Daten aus dem LLNA zu
erstellen. Dies birgt jedoch die Unsicherheit, dass fiir den Menschen falsche Annahmen zu
bestimmten Substanzen aus dem Tierversuch GUbernommen werden. Deswegen werden,

2 vorgestellt von Laura Rossi (ECHA) im continuous education course bei der Eurotox2016
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wenn moglich ebenfalls Humandaten herangezogen. Laut den Autoren sollte die Potenz-
bewertung jedoch immer im Rahmen der Anwendung einer ITS® erfolgen. Erste cut-off
Werte* etabliert auf Basis von LLNA Daten liefern fur die Einordnung in die CLP Kategorien
1A und 1B (EC, 2008) akzeptable Ergebnisse (82 % der Kat. 1A (41/50) und 73 % der Kat.
1B/keine Kat (85/116) sind richtig eingeordnet). Nimmt man Humandaten® anstelle der
Tierdaten, ergeben sich vergleichbare Ergebnisse (76 % der Gruppe A (19/25) und 82 % der
Gruppe B (62/76) wurden korrekt vorhergesagt).

Eine Entwurfsfassung der OECD Prifvorschrift ist verfligbar (hier finden sich weitere Details
zur Testdurchfihrung, Applikationsdomane, Vorhersagemodell (prediction model), etc.,
Stand Juli 2016)°. Der Peer-Review der Validierung ist abgeschlossen, jedoch noch nicht
veroffentlicht. Der Test sollte zukiinftig fur eine Wirkstarkenbewertung ggfs. beriicksichtigt
werden.

1.2.2.4.2 Human Cell Line Activation Test (h-CLAT; OECD TG 442E)

Der bereits in FP-0324 beschriebene Human Cell Line Activation Test (h-CLAT) ist mittler-
weile validiert. Es liegt eine ECVAM Empfehlung inkl. Validierungsstudie (EC, 2015), sowie
eine OECD Testing Guideline (TG) vor (OECD, 2016a).

Das in der TG beschriebene Testprinzip entspricht dem in FP-0324 beschriebenen Verfahren.
Zusatzlich wurden Hinweise zur Anwendungsdomdne und Akzeptanzkriterien fir
Experimente gegeben, verschiedene Limitierungen genannt und ein Vorhersagemodell zur
Einstufung entwickelt (siehe Abbildung 5). Die zusatzliche Information aus der Testrichtlinie
und der aktualisierten Entwurfsfassung der endpunktspezifischen Leitlinie der ECHA (,,Draft
guidance IR&CSA R.7a“, Juni 2016) wird im Folgenden kurz zusammengefasst.

e Anwendungsdomdne: getestet werden kénnen Substanzen, die I6slich sind oder
stabile Dispersion bilden und mit einem Verteilungskoeffizient (log Kow) < 3,5. Ist der
log Koyw > 3,5, sollte ein negatives Ergebnis nicht gewertet werden (falsch negative
moglich). Ein positives Ergebnis kann jedoch als Hinweis auf eine sensibilisierende
Substanz gewertet werden.

e Negative Testergebnisse sind, wie bei in vitro Versuchen {Ublich, vorsichtig zu
interpretieren. Auf Basis der limitierten metabolischen Aktivitat der verwendeten
Zellen und anhand der Testbedingungen, kann es bei Pro- und Pre-Haptenen (vor
allem bei solchen mit einer langsamen Oxidationsrate) zu negativen Testergebnissen
kommen.

e Die sensibilisierenden Eigenschaften stark zytotoxische Chemikalien kénnen nicht
immer verlasslich Gberprift werden (falsch positive Testergebnisse moglich).

3 OECD (2016). Guidance Document On The Reporting Of Defined Approaches And Individual Information
Sources To Be Used Within Integrated Approaches To Testing And Assessment (IATA) For Skin Sensitisation-
ENV/JM/HA(2016)11

* Kat1A: EC150 < 40 pg/mL und CV70 < 100 pg/mL, alle anderen sind dann Kat1B/keine Kategorie

® Cut off: Gruppe A (d.h. starke sensibilisierer Klasse 1 und 2 nach den humanen Wirkstarkeklassen) EC150 < 7
pg/mL; Alle anderen Fallen in Gruppe B (Klassen 3-6 nach humaner Wirkstarke, schache Allergene und nicht
sensibilisierende Substanzen). Der CV70 Wert liefert keine zusatzliche Information.

6 OECD draft testing guideline http://www.oecd.org/env/ehs/testing/TG _USENS draft1%20July20%202016.pdf
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e Stark fluoreszierende Chemikalien, die im selben Langenbereich emittieren, wie der
zur Messung bendétigte FITC markierte Antikérper, kénnen auf Basis der ent-
stehenden Interferenzen nicht ausgewertet werden.

Die Interpretation der Testergebnisse unterliegt bestimmten Regeln und diese werden in
einem Vorhersagemodell festgelegt. Um als positiv zu gelten muss eine Substanz mindestens
eine der zwei folgenden Bedingungen in beiden Wiederholungen oder in zwei von drei
Wiederholungen erfiillen, andernfalls gilt die Substanz als negativ (siehe Abbildung 5):

1. CD86 Expression (berichtet als RFI = relative fluoresence intensity) muss bei weniger
als 50 % Zytotoxizitat um > 50 % im Vergleich zur Kontrolle induziert sein (EC150)

2. CD54 Expression (als RFl) muss bei weniger als 50 % Zytotoxizitdit > 100 % im
Vergleich zur Kontrolle induziert sein (EC200)

Two first Two first
runs runs
v < \
* | L *
Py, &P, P, &N
P, &P, P, &N
P, &P, P, &P,
v v .
Third run Third run P, &P, &P, # P, &N&N
not required not required P,&P, &P, P,&N&N
P, &P, &P, P,&N&N
P, &P, &N P,&P,&N
PL&P, &N
P, &P, &N
P,&P, &N
P,&P,&N
|
POSITIVE | | NEGATIVE | ‘ POSITIVE | | NEGATIVE

Abbildung 5 Vorhersagemodell zum h-CLAT (OECD TG 442E)

P1: Versuch nur mit CD86 positiv; P2: Versuch nur mit CD54 positiv; P12: Versuch mit CD86 und CD54 positiv; N: Versuch
weder mit CD86 noch CD54 positiv. *zeigt die relevanten Kombinationen der ersten zwei Experimente, unabhangig von der
Reihenfolge der Ergebnisse #zeigt die relevanten Kombinationen von insgesamt drei Experimenten, die auf Basis der

unschliissigen Ergebnisse in den ersten zwei Experimenten erzielt wurden, spiegelt jedoch nicht die Reihenfolge der
Ergebnisse wieder

Mehrere Autoren verwenden diesen Test in Integrierten Testrategien (siehe Abschnitt 1.3).

Beispielsweise nutzt Nukada et al. (2013) den h-CLAT in Kombination mit dem DPRA und
dem Expertensystem ,DEREK” fir ihre ITS zur Vorhersage des hautsensibilisierenden
Potenzials einer Substanz, aber auch fiir die Vorhersage der Wirkstarke. Im schrittweisen
Ansatz mit h-CLAT und DPRA wird eine Treffgenauigkeit von 86 % und 73 % fir die Potenzial
und Potenzvorhersage erzielt.
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Laut Reisinger et al. (2015) ist dies einer der priorisierten Tests fiir eine Testbatterie zur
Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die ,,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.

1.2.2.4.3 VitoSens (Hooyberghs et al., 2008; Lambrechts et al., 2010)

Der Test wurde bereits im Bericht zu FP-0324 vorgestellt. Es konnten keine aktuelleren
Daten gefunden werden.

Laut Reisinger et al. (2015) ist dies einer der priorisierten Tests flir eine Testbatterie zur
Wirkstarkenbewertung, entwickelt durch die ,,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”.

1.2.2.4.4 Modifikation des Loose-fit coculture sensitisation assay (LCSA) (Sonnenburg et al.,
2012; 2015)

Bereits im Vorlauferprojekt FP-0324 wurde dieses Testsystem (Kokultur von humanen
Keratinozyten und Monozyten) beschrieben. Es erlaubt eine quantitative Bestimmung der
sensibilisierenden Potenz. Das angewandte Vorhersagemodell sieht anhand der Bestimmung
der Konzentration mit halbmaximaler CD86 Expression (EC50s.ns) flinf Kategorien ausgehend
von den LLNA-Kategorien (ECETOC, 2003) vor: < 12,5 uM = extrem; < 50 uM = stark; < 100
UM = moderat; > 100 uM = schwach. Substanzen die zu keiner CD86 Induktion fiihren
werden als nicht sensibilisierend eingeschatzt. Im vorliegenden Projekt wiirde dement-
sprechend ein EC50¢,s < 100 uM als Hinweis fur die Gruppe HS dienen (LLNA-Kategorie
moderat entspricht dabei einem EC3 Wert von 10 %, dieser stellt im vorliegenden Projekt die
Grenze zwischen der Gruppe HS und GMS dar). GroRere EC50,s Werte weisen demnach auf
GMS hin. Sonnenburg et al. (2012; 2015) verwendeten den Test flir Konservierungs- und
Farbstoffe und analysierten zusatzlich quantitativ die zytotoxische Wirkung mittels 7-AAD-
(p-Aminoacetanilide)-Farbung. Diese Farbung wurde in friheren Veroffentlichungen nur
verwendet, um lebensfdhige Zellen auf die CD86 Expression zu selektieren. Damit erlaubt
der Test eine parallele Abschiatzung der reizenden (zytotoxischen) und sensibilisierenden
Potenz. Weitere Publikationen derselben Arbeitsgruppe beschaftigen sich mit maoglichem
Limitierungen des Tests bei ungesattigten Verbindungen (Frohwein et al., 2016) bzw. wie der
Tests modifiziert werden kann, um fur ein High-throughput Screening in Frage zu kommen
(Frombach et al., 2016a; b).

Eine eindeutige Anwendungsdomadne ist bisher nicht definiert. Bisher wurden keine im
Projekt relevanten Stoffe im LCSA iberpriift. Uber den Validierungsstatus liegen bisher keine
weiteren Informationen vor. Dieser Test ist komplex und nicht fiir eine Verwendung im
Rahmen dieses Projekts geeignet. Die Entwicklung des Tests bzgl. einer zuklnftig moglichen
Wirkstarkenbewertung sollte jedoch verfolgt werden.

1.2.2.4.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in THP-1-Zellen (Saito et al., 2013a)

Es liegen einige Hinweise vor, dass die Reifung dendritischer Zellen mit der Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch sensibilisierende Substanzen in Zusammenhang
steht. Zahlreiche Sensibilisierer induzieren ROS in dendritischen Zellen oder verwandten
Zelllinien. Weiterhin wird z.B. in transgenen Méiusen mit einer Uberexpression der
Superoxiddismutase (Enzym, was bei der Inaktivierung von ROS eine zentrale Rolle spielt) die
Migration dendritischer Zellen und die Sensibilisierung durch Trinitrochlorbenzol inhibiert
(Saito et al., 2013a). Diese Autoren untersuchten deshalb, ob die Induktion von ROS in THP-
1-Zellen (welche auch im h-CLAT verwendet werden) als Mall der sensibilisierenden
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Wirkstarke geeignet ist. Dabei wurden die Zellen mit einem ROS-sensitivem Fluoreszenz-
farbstoff (5- (und 6-)-chloromethyl-2,7-dichlorodihydrofluoresceindiacetat Acetyl ester
(CM-H,DCFDA) beladen und mit Testchemikalien inkubiert, wobei die Konzentrationen nicht
mehr als 10 % Zytotoxizitdat verursachen sollen. Die Fluoreszenzintensitat als Mald fur die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wird mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting)
gemessen. Die ,Accuracy” dieses Testsystems zum LLNA war bei einer Testreihe mit 50
Substanzen 82 % (Vorhersagemodell: 2fache ROS Induktion (EC2) bei mindestens 90 %
lebenden Zellen, Spezifitait 80 %, Sensitivitdt 83 %). Es zeigte sich weiterhin eine gute
Korrelation einer 2fachen Induktion von ROS als Benchmark zu den EC3 Werten im LLNA, so
dass diese Testmethode moglicherweise als zusatzliches Instrument einer in vitro Testung
des sensibilisierenden Potenzials und der Potenz in Frage kommt (noch keine eindeutigen
cut-off Werte bestimmt). Eine Anwendungsdomane ist bis jetzt nicht definiert. Beim jetzigen
Stand des Wissens ist der Test noch nicht als ausreichend validiert zu betrachten.

1.2.2.4.6 SH-Assay (Suzuki et al., 2009)

Suzuki et al (2009) beobachteten, dass Kontakt von Haptenen mit THP-1-Zellen zu einer Ab-
nahme der Thiolgruppen an der Zelloberflache fiihrt, unabhangig vom Differenzierungsstand
der Zellen. Die Autoren diskutieren als Hintergrund eine Reaktion der Haptene mit den SH-
Gruppen von Membranproteinen. Allerdings wurde fiir wenige Allergene, z.B. Diphenyl-
cyclopropenon, MnCl, und Thimoseral ein Anstieg der Thiole auf der Zelloberflache
beobachtet, moglicherweise wegen einer Reduktion von Disulfidgruppen der Membran-
proteine. Als hochste Konzentration wurde generell eine Konzentration gewahlt, bei der in
einem Vorversuch 50 % Zytotoxizitat auftrat (IC50). Die Oberflaichenthiole werden dann bei
dieser Konzentration und Verdiinnungen davon (bei lipophilen Substanzen in DMSO) nach 2
h Inkubation mit der Testsubstanz und anschlieRender Behandlung mit einem Fluoreszenz-
farbstoff mittels Fluoreszenz-Zytometrie bestimmt. Unter Verwendung eines Bewertungs-
modells mit entweder einer Abnahme oder einer Zunahme um je mindestens 15 %, d.h, <
85 % oder > 115 % des Kontrollwertes entwickelten die Autoren den ,SH-Assay”. Mittels
dieser Kriterien konnte eine Ubereinstimmung mit in vivo Daten von 90 % erhalten werden,
allerdings nur auf qualitativer Basis. Ein geeignetes Bewertungsmodell fir quantitative
Aussagen steht aber noch aus. Der SH-Assay wurde bereits von Hirota et al. (2015) in deren
Integrierter Teststrategie (ITS) verwendet. Eine Anwendungsdomane ist bis jetzt nicht
definiert. Beim jetzigen Stand des Wissens ist der Test allerdings noch nicht als ausreichend
validiert zu betrachten.

1.2.2.4.7 Genomic Allergen Rapid Detection (GARD; Albrekt et al., 2014; Johansson et al.,
2013; Johansson et al., 2011)

Der ,,Genomic Allergen Rapid Detection” Test (Albrekt et al., 2014; Johansson et al., 2013)
verwendet die Mutz-3-Zelllinie, die eine CD34-positive humane Vorlauferzelllinie dendriti-
scher Zellen darstellt. Nach 24 h Exposition gegeniber insgesamt 20 sensibilisierenden und
20 nicht sensibilisierenden Testsubstanzen wurde von Johansson et al. (2013; 2011) die
Genexpression von circa 200 Genen bestimmt und analysiert. Testkonzentrationen waren
entweder Konzentrationen, welche mit maximal 10 % Zytotoxizitat assoziiert war, bei
nichttoxischen Substanzen 500 pM oder bei schwerl6slichen die hdchste 16sliche
Konzentration. Anhand der substanzspezifischen Transkriptionsprofile konnte mittels eines
speziellen Algorithmus (Support Vector Machine) das sensibilisierende Potenzial und auch
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die Potenz bestimmt werden (,Accuracy” 99 %, Sensitivitat 99 %, Spezifizitdit 99 %), wobei
zufallig ausgewahlt 70 % der Substanzen als Trainingsset und 30 % als Testset dienten.

Dieser Test ist komplex und nicht fir eine Verwendung im Rahmen dieses Projekts geeignet.

Laut Reisinger ist dies auch einer der priorisierten Tests fur Testbatterie zur Wirkstarken-
bewertung, entwickelt durch die ,Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force” (Reisinger et
al., 2015), die Validierung ist derzeit andauernd (EC, 2015).

1.2.2.4.8 Weitere Tests flir KE3 gemaR ,, Adverse outcome pathway“ (OECD, 2012a; b)

Takahashi et al. (2011) beschreibt den Interleukin-8 Reporter Gene Assay (IL-8 Luc assay).
Dieser befindet sich bei japanischen Behdrden (JaCVAM) in der Validierung und eine Ent-
wurfsfassung einer OECD TG ist verfiigbar (Stand 2016)”. Im Test wird die Cytokinexpression
in dendritischen Zellen (THP-1) nach Substanzexposition gemessen. Die Validierung bezieht
sich zunachst nur auf die Unterscheidung zwischen sensibilisierenden und nicht sensibilisie-
renden Chemikalien. Die , Accuracy” der erzielten Vorhersagen belduft sich bisher auf 80 %
(86 % Sensitivitat (92/107), 64 % Spezifitat (23/36)).

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

1.2.2.5.1 Humaner T-Zell Priming Assay (hTCPA) (Richter et al., 2013)

Richter et al. (2013) beschreibt die Standardarbeitsanweisung (SOP) fir diesen komplexen
Test. Er ist verwandt mit dem CAATC-Assay (siehe Teilprojekt FP-0324). Es handelt sich dabei
um einen Test, bei dem mononukledre Zellen aus menschlichem Blut nach Exposition
gegenlber einer Testsubstanz (als Antigen-prasentierende Zellen) zusammen mit naiven T-
Zellen aus menschlichem Blut und Feeder-Zellen inkubiert werden. Nach 12 Tagen erfolgt
eine Restimulation der T-Zellen mit modifizierten oder nicht modifizierten Monozyten und
die TNFa- und die IFNy-Produktion wird mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dieser Test
muss mit einer negativen und positiven Kontrolle durchgefiihrt und mit dem Blut
unterschiedlicher Donoren wiederholt werden. Eine positive Reaktion liegt entweder vor bei
der Entstehung mindestens 20 CD4- oder CD8-positiver T-Zellen, welche TNFa- und/oder
IFNy-positiv sind, oder eine 3-fach hohere Haufigkeit dieser Zellen im Vergleich zur
Restimulation mit nicht modifizierten Antigen-prasentierenden Zellen gegeben. Eine
Wirkstarkenbewertung ist aktuell mit diesem Test nicht moglich, unter anderem auch weil
die wirkstarkebestimmenden Parameter noch in der wissenschaftlichen Diskussion sind
(Korrelation der sensibilisierenden Wirkstarke mit der Haufigkeit und der Vielfalt der
vorhandenen T-Zell Rezeptoren noch unklar — ein starkes Allergen hat moglicherweise eine
hohe Frequenz und weites TCR-Spektrum; weiterhin miissten wahrscheinlich die Anzahl und
TCR-Rezeptor Vielfalt regulatorischer T-Zellen als modulierende Faktoren bericksichtigt
werden). Einen dhnlichen Test entwickelte eine Arbeitsgruppe um Nicolas (Martin et al.,
2010; Vocanson et al., 2014). Wegen der hohen Komplexitat und der langen Versuchsdauer
kann dieser Test im Rahmen dieses Projektes nicht verwendet werden, zudem steht eine
Validierung noch aus.

! OECD draft testing guideline http://www.oecd.org/env/ehs/testing/160721%20Draft-IL-

8%20luc%20TG V3.pdf
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1.2.2.5.2 In vitro skin explant test (Ahmed et al., 2016)

Fir diesen Test wird gesunden Probanden peripheres Blut und zwei 4 mm dicke Haut-
biopsien aus dem abdominalen Bereich entnommen (pro Chemikalie wurden mindestens 4
unterschiedliche Hautbiopsien untersucht). Mononukledre Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) wurden zu dendritischen Zellen differenziert (monocyte derived
dendritic cells, MoDCs). Die MoDCs wurden stimuliert und die CD14" Fraktion als autologe
Lymphocyten im Test verwendet. Die Hautbiopsien wurden in ex vivo Medium kultiviert.
Insgesamt wurde ein Testsets von 44 Substanzen (drei atemwegssensibilisierende Sub-
stanzen, vier Pre-/Prohaptene, 14 hautsensibilisierende Substanzen, 21 nicht sensibilisie-
rende Substanzen und zwei Substanzen, die im LLNA falsch negativ identifiziert wurden)
Uberpruft. Als Vortest wurden mittels TrypanBlau die zytotoxischen Eigenschaften einer
Testchemikalie untersucht. Die Konzentration mit einer Zellviabilitat von > 85 % wurde dabei
als optimale Testkonzentration angesehen. Im eigentlichen ,skin explant test“ wurden die
kultivierte Hautproben fiir 24 h gegenuber den Testchemikalien exponiert. Anschlieflend
folgte eine 4-tagige Co-Kultur mit den autologen Lymphozyten. AnschlieBend erfolgt eine
Kultivierung Uber 3 Tage mit aktivierten Lymphozyten (d.h. Lymphozyten, nach dem
Erstkontakt mit der Chemikalie). Es wurden in Paraffin gebettet Hautschnitte hergestellt und
zwei unabhangige pathologische Bewertungen durchgefiihrt (,grade 0, no observable
damage to skin keratinocytes, grade |, displays mild vacuolization of basal cells, grade II,
displays vacuolisation of basal cells and evidence of dyskeratotic bodies, grade lIll, displays
sub-epidermal cleft formation at the dermal epidermal junction and grade IV, displays
complete epidermal separation” = Grade 0 und | entsprechen einem negativen Befund,
wohingegen die Grade > |l positive Befunde darstellen). Weiterhin wurden die T-Zellantwort
(Proliferation und TCR-Rezeptor Vielfalt), sowie die IFNy Produktion gemessen. Ein
beispielhaftes Ranking nach sensibilisierender Wirkstarke wurde zunachst an zwei
Substanzen durchgefiihrt. Dabei wurde deutlich, dass bisher nur das histopathologische
Rankingverfahren eine relative Unterscheidung erlaubt, die IFNy Messung und die TCR
Antwort sind nicht geeignet. Im vorliegenden Projekt findet die Methode keine Anwendung,
da sie sich noch im experimentellen Entwicklungszustand befindet. Weitere Untersuchungen
werden notig sein fiir eine Verbesserung des Tests.

1.2.2.6 Fazit

Im vorliegenden Projekt wurden fiir mehre Substanzen der DPRA und der KeratinoSens™
durchgefiihrt. Die integrierte Bewertung der Ergebnisse soll eine Einordnung in die zwei
unterschiedlichen Wirkstarkekategorien HS und GMS ermdoglichen. Details der projektspezi-
fischen Testung sind im Kapitel ,,ARBEITSSCHRITT 5: ZUSATZLICHE IN VITRO TESTUNGEN“
gezeigt und diskutiert. Die aufgeflihrten Tests wurden im Projekt angewandt, da sie im
Vergleich zu anderen Methoden bereits validiert sind. Eine regulatorische Akzeptanz ist
demnach wahrscheinlich. Zudem wurde |hre generelle Eignung fir die zu untersuchenden
Stoffe bereits gezeigt.

Es bleibt allerdings anzumerken, dass bisher keines der Testsysteme fir eine
Wirkstarkenbewertung formal validiert ist. Aktuell als vielversprechend wird jedoch neben
einer Kombination aus den validierten in vitro Tests (DPRA/KeratinoSens™/h-CLAT, siehe
dazu auch 1.3) vor allem die Kombination aus NCTC2544 IL-18 Test und einem EE-Tests
(siehe 1.2.2.3.1) oder der SENS-IS Test (siehel.2.2.3.4) angesehen.
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1.2.3 in silico Methoden

Im Vorlduferprojekt wurden verschiedene (Q)SAR Modelle bzw. Expertensysteme auf ihre
Eignung Uberprift und die Ergebnisse in einer kurzen Form dargestellt. Eine sehr gute
Ubersicht aktueller Ansitze bietet ebenfalls Ezendam et al. (2016). Im aktuellen Projekt
werden neu veroffentlichte Modelle und (teilweise bereits bekannte) in silico Plattformen
knapp besprochen. Die aktualisierten Entwurfsfassung der endpunktspezifischen Leitlinie der
ECHA (,Draft guidance IR&CSA R.7a“, Juni 2016) liefert zudem einen guten Uberblick (siehe
auch http://www.antares-life.eu/index.php?sec=modellist). Hauptaugenmerk wird dabei auf
eine freie Verfugbarkeit der Modelle/Anwendungsplattformen gelegt.

1.2.3.1 VEGA (friilher CAESAR)

Das CAESAR Modell wurden in eine neue Plattform namens VEGA (Benfenati et al., 2013)8
integriert. Die zugrunde liegenden Algorithmen wurden aktualisiert (Version 2.1.6). Letztlich
kann aber, wie bereits zuvor festgestellt, das Modell nicht fiir eine Wirkstarkenbeurteilung
herangezogen werden, da die Auswertung nur in den Kategorien ,sensibilisierend” versus
,hicht sensibilisierend” bzw. ,, Einstufung ungewiss” erfolgt.

1.2.3.2 QSAR Toolbox (OECD, 2016b)

Zwischenzeitlich erfolgten einige Aktualisierungen der QSAR Toolbox, die unter anderem den
Endpunkt Sensibilisierung betreffen (hier QSAR Toolbox v3.4 beschrieben, teilweise
erfolgten Auswertungen aber bereits mit der Vorgangerversion QSAR Toolbox v3.3.5).

Eine Ubersicht der nun méglichen Auswertungen soll hier knapp geschildert werden.
- Invivo Datenrecherche
Folgende Datenbanken sind verfligbar und wurden fiir das vorliegende Projekt durchsucht:

e Skin sensitisation (1242 Chemikalien gesammelt aus zwei unterschiedlichen Quellen,
hauptsachlich LLNA und GPMT Daten; teilweise quantitative Auswertung durchge-
fahrt; Stand Juni 2016)

e Skin sensitisation ECETOC (39 Chemikalien, Stand Juli 2014)

Die veroffentlichte Primarliteratur bzw. mittlerweile 6ffentlich zugangliche Ergebnisse aus
den Registrierungsdossiers wurden bereits Uber die substanzspezifische Literatursuche
identifiziert.

- In chemico Datenrecherche

Weiterhin kann die bereits bekannte Datenbank, in der Messungen der Thiol-Reaktivitat
hinterlegt sind, durchsucht werden. Zudem findet sich nun aber auch noch eine weitere
Datenbank in der andere Peptidreaktivitatsdaten enthalten sind.

e GSH Experimental RC50 (1469 Chemikalien, Stand Juni 2016; Messung der Thiol-
Reaktivitat)

e Chemical Reactivity COLIPA (359 Chemikalien, Stand Juni 2016; % Cystein Depletion,
% Lysin Depletion und Adduktbildung)

8 http://www.vega-gsar.eu/index.php
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Es liegen jedoch keine relevanten Ergebnisse fiir Inhaltsstoffe von Epoxidharzkomponenten
vor.

- Profiling auf Basis der chemischen Reaktivitat

Weitere Module zur Abschadtzung der Peptidreaktivitdit und des voraussichtlichen Protein-
bindungsmechanismus kénnen herangezogen werden. Folgende Profiler liefern eine solche
mechanistische Reaktivitaitsdomane auf Basis von Strukturhinweisen:

e Protein Binding by OASIS (146 Kategorien)

e Protein binding by OECD (102 Kategorien)

e Protein binding potency (90 Kategorien)

e DPRA Cysteine peptide depletion (32 Kategorien)

e DPRA Lysine peptide depletion (24 Kategorien)

e Keratinocyte gene expression (22 Kategorien)

e Protein binding alerts for skin sensitization by OASIS v1.4 (102 Kategorien, masking
included)

e Respiratory sensitization (41 Kategorien)

Ein Modul zur Simulation des potentiellen Metabolismus in der Haut kann auf die zu
untersuchenden Substanzen angewandt werden (Dimitrov et al., 2005). Weiterhin stehen
zwei Module zur Uberpriifung der Autooxidation (Autoxidation simulator (alkaline medium);
Prehaptene) zur Verfligung.

- Anwendung der Implementation des ,,Adverse outcome pathway“ (OECD, 2012a; b)

Skin Sensitization

Full names

1 - Protein binding alerts

2a - in chemico Peptide depletion assay DPRA (Cys)

2b - in chemico Peptide depletion assay DPRA (Lys)

2c - in chemico Glutathione depletion assay GSH (RC30)
2d - in chemico Adduct formation assay LC-MS

3 - in vitro KeratinoSens and LuSens (EC1.5, EC2, EC3)

4a - in vitro Dendritic cell activity assay h-CLAT (expression "
4b - in vitro Dendritic cell activity assay MUSST (expression . il
5 - in vivo Organ response (LLNA) | MNotpassed
6 - in vivo Organism response (GPMT)

Abbildung 6 Abbildung des Moduls “The adverse outcome pathway for skin
sensitisation elicited by covalent binding to proteins” aus der QSAR
Toolbox (September 2016)

Fir jeden Stoff mit eindeutiger Identifikation bzw. Struktur kann innerhalb der QSAR Toolbox
in systematischer Abfolge die Information aus den unterschiedlichen Modulen innerhalb des
Adverse outcome pathways abgepriift werden.

- Kategoriebildung und Datenlbertragung (Read—across)
Beschreibung siehe FP-0324. Im vorliegenden Projekt nicht weiter verfolgt.

Fazit: Die detaillierte Auswertung aller Inhaltsstoffe von Epoxidharzinhaltsstoffen (z.B.
Durchfiihrung des ,Adverse outome pathway” (AOP)-Moduls) ist im zeitlichen Rahmen des
Projekts nicht moglich. Insgesamt wurde fiir die neu zu bewertenden Inhaltsstoffe, die in
vivo, in vitro und in chemico Datenrecherche, sowie das Profiling fiir die jeweilige Substanz
durchgefiihrt (ohne Metaboliten, auBer es wurde fur den Inhaltsstoff selbst keine direkte
Proteinreaktivitat identifiziert).
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1.2.3.3 Dancik

Von Dancik et al. (2013) wurde ein PBPK-Modell der Haut entwickelt, um mittels
physikalisch-chemischer Parameter und weiterer Molekileigenschaften die Hautpermeabili-
tat abzuschatzen. Dieses Modell ist als ,,open source“-Programm verf'ugbar9 und wirde sich
deshalb prinzipiell fir eine Verwendung im Rahmen dieses Projektes anbieten.

Es zeigt sich allerdings, dass fiir mehrere der als Testsubstanzen ausgewahlten Verbindungen
(z.B. DDT, Triclosan, Malathion) das Modell deutliche Unter- oder Uberschitzungen der
experimentell gemessenen Werte ausgibt: bei verschiedenen Expositionsszenarien
differierten nur 42-54 % der vorhergesagten Werte fiir die systemisch absorbierte Menge
um einen Faktor £ 3 von den experimentellen Werten. Insofern scheint das Modell noch
nicht ausreichend abgesichert, um eine valide in silico Schatzung der Hautpenetration
vorzunehmen. Das Modell war Teil der ITS-2 von Jaworska und Kollegen (Jaworska et al.,
2013; Pirone et al., 2014), wurde aber auf Basis besserer Alternativen in der neueren Version
ITS-3 (siehe 1.3.2 und 6) nicht berlicksichtigt. Eine Anwendung im vorliegenden Projekt
scheint demnach wenig aussagekraftig, zumal die Korrelation der Hautpenetration auf die
sensibilisierende Wirkstarke fraglich ist (siehe 1.2.2.1.1).

1.2.3.4 Enoch und Roberts

Enoch and Roberts (Enoch und Roberts, 2013) entwickelten ein quantitatives mechanisti-
sches Modell (QMM) zu Vorhersage der sensibilisierenden Potenz auf Basis von 2 quanten-
mechanischen Deskriptoren der Michael Addition, welche als Mal fir die Aktivierungs-
energie dieser Substanzklasse stehen. Als Anwendungsdomadne wurde festgelegt: direkte
Michael-Akzeptoren mit einer Bindungsstelle, Alkene und Alkine (azyklisch oder zyklisch),
welche durch Aldehyd-, Keton-, Ester- oder Cyanogruppen oder durch aromatische Ringe
polarisiert sind. Nachdem fliichtige Substanzen und rasch polymerisierende Substanzen
auBerhalb der Anwendungsdomane liegen, ist dieses Struktur-Wirkungsmodell moglicher-
weise fir ausgewahlte Komponenten von Epoxidharzen (Monomere vor Vermischung)
geeignet.

1.2.3.5 Nandy

Ein von Nandy et al. (2013) entwickeltes regressions-basiertes QSAR-Modell beinhaltet meh-
rere Struktur- und quantenmechanischen Deskriptoren (funktionale, elektronische, thermo-
dynamische und topologische molekilspezifische Parameter), mit Festlegung von An-
wendungsdomanen fir diese Groflen. 13 bzw. 14 Substanzen wurden jeweils fir 2 ver-
schiedene QSAR-Modelle als Testverbindungen gewahlt, 37 bzw. 38 als Trainingsset. Dieses
Modell zeigte mit Vorhersagen fir EC3 Werte im LLNA, dass aromatische Verbindungen
starker hautsensibilisierend wirken sollen als aliphatische (mit Ausnahme von Substanzen
mit Carbonylfunktionen) und dass Elektrophilie und Hydrophilie die sensibilisierende
Wirkung abschwdchen Zur jetzigen Zeit kann das QSAR-Modell bei der schmalen Datenbasis
nicht verwendet werden. Die Zukunft wird zeigen, ob das Modell auch bei verbreiterter
Datenbasis realistische Potenzabschadtzungen sensibilisierender Verbindungen liefert.

o http://www.cdc.gov/niosh/topics/skin/finiteSkinPermCalc.html Abfrage Juli 2015
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1.2.3.6 Fazit
Im vorliegenden Projekt fanden folgende in silico Modelle Anwendung:

® log Koyw Bestimmung mittels KOWWIN v1.68 Modell ausgefiihrt in QSAR Toolbox

e Permeabilitatskoeffizient (Kp) Bestimmung mittels DERMWIN v2.02 ausgefiihrt in EPI
Suite™

e In vivo und in chemico Datenrecherche, sowie mechanistisches Profiling in der QSAR
Toolbox

e Mechanistisches Profiling in Toxtree (,Skin sensitisation reactivity domains;
vergleiche Beschreibung im Vorgangerprojekt FP-0324)

e Anwendung des computergestiitzten Bayes-Netzwerk nach Jaworska et al. (2015)
(Details zur Methodik siehe 1.3.2)

Die ermittelten Ergebnisse sind jeweils substanzspezifisch diskutiert und im Fall der ITS nach
Jaworska findet sich eine Ubergreifende Diskussion in Kapitel 6.

1.3 Integrierte Teststrategien (ITS)

In Basketter et al. (2013) wird eine allgemeine ITS beschrieben. Generell sollten nach Ansicht
der Experten Tests zu mindestens drei unterschiedlichen ,Key Events” des ,Adverse
outcome pathways” (AOP) Daten vorhanden sein und in einem , Weight of Evidence” (WoE)
Ansatz bewertet werden. Ob eine Substanz letztlich als sensibilisierend zu bewerten sei,
sollte auch in silico und andere, nicht standardisierte Daten miteinbeziehen (aus diesem
Grund wird mittlerweile anstelle des Begriffs ITS bevorzugt die Abkiirzung IATA —, Integrated
Approaches to Testing and Assessment” — um den Nicht-Testmethoden mehr Gewicht zu
verleihen)™. Die Autoren merken an, dass in Fachkreisen noch eine breite Mehrheit der
Ansicht ist, dass in vitro Modelle derzeit den LLNA noch nicht vollstandig ersetzen kénnen. In
gleichem Sinne duRern sich Basketter und Casati (2014). Im Workshopbericht einer spateren
Expertentagungen wurde dieser generische ITS Ansatz bestdtigt und erste Fallstudien
prasentiert (Basketter et al., 2015).

Die OECD arbeitet aktuell an der Fertigstellung eines neuen Leitfadens zur ,Weight of
Evidence” (WoE) Betrachtung aller verfligbaren Daten fir den Endpunkt Hautsensibi-
lisierung'’. Im Anhang 1 dieses Leitfadens sollen 12 Fallstudien diskutiert werden, die von
unterschiedlichen Gruppen als integrierte Teststrategien zur Bewertung vorgeschlagen
werden (jedoch teilweise unterschiedliche Ziele verfolgen, d.h. Gefahrenidentifikation
und/oder Wirkstarkenbewertung) und teilweise bereits Eingang in verschiedene
Veroffentlichungen fanden (siehe Tabelle 2). Eine sehr gute Ubersicht aktueller Ansitze
bietet ebenfalls Ezendam et al. (2016).

10 515 (sequential testing strategy) ebenfalls gebrauchlich; Definition laut OECD ,, ITS and STS are so-called
defined approaches to testing and assessment, which use a fixed data interpretation procedure (DIP) that is
applied to data generated with a defined set of individual information sources. In contrast, an IATA follows an
iterative process of information collection and the data gathered targets the generation of new data, when
needed. The decision-making in an IATA is based on a weight-of-evidence approach.”

"' OECD (2016). Guidance Document On The Reporting Of Defined Approaches And Individual Information
Sources To Be Used Within Integrated Approaches To Testing And Assessment (IATA) For Skin Sensitisation-
ENV/IM/HA(2016)11, vorgestellt von Silvia Casati im continuous education course bei der Eurotox2016 oder
ahnlich zu finden unter http://cefic-Iri.org/wp-content/uploads/2014/03/D-ECHA-Ws-2015 Casati.pdf
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Tabelle 2 Fallstudien aus dem OECD Leitfaden zur WoE Bewertung von Daten zur
Hautsensibilisierung
Fallstudie Ziel Publikationen
1 An Adverse Outcome Pathway-based | Gefahren- (Bauch et al., 2012; Ramirez
BASF "2 out of 3" integrated testing identifikation | et al., 2014; Urbisch et al.,
strategy approach to skin hazard 2015)
identification
2 Sequential Testing Strategy (STS) for | Gefahren- (van der Veen et al., 2014)
RIVM hazard identification of skin identifikation
sensitisers
3 A non-testing Pipeline approach for Gefahren- (Patlewicz et al., 2014)
G. Patlewicz | skin sensitisation identifikation
4 Stacking meta-model for skin Gefahren- (Gomes et al., 2013)
L'Oréal sensitisation hazard identification identifikation
5 Integrated decision strategy for skin Gefahren- (Strickland et al., 2016a)
ICCVAM sensitisation hazard identifikation | (strickland et al., 2016b)
6 Consensus of classification trees for Gefahren- (Asturiol et al., 2016)
EC- JRC skin sensitisation hazard prediction identifikation
7 Sensitizer potency prediction based Wirkstarken- | (Natsch et al., 2015)
Givaudan on Key event 1 + 2: Combination of bewertung
kinetic peptide reactivity data and
KeratinoSens® data
8 The artificial neural network model Wirkstarken- | (Tsujita-Inoue et al., 2015;
Shiseido for predicting LLNA EC3 (iSENS ver. 2) | bewertung Tsujita-Inoue et al., 2014)
9 Bayesian Network DIP (BN-ITS-3) for | Wirkstarken- | (Jaworska et al., 2015)
P&G hazard and potency identification of | bewertung
skin sensitizers
10 Sequential testing strategy (STS) for Wirkstdrken- | (Takenouchi et al., 2015)
Kao sensitising potency classification bewertung

Corporation

based on in chemico and in vitro data

11

Kao
Corporation

Integrated testing strategy (ITS) for
sensitising potency classification
based on in silico, in chemico, and in
vitro data

Wirkstarken-
bewertung

(Takenouchi et al., 2015)
(plus DEREK)

12

Unilever

DIP for skin allergy risk assessment
(SARA)

Wirkstarken-
bewertung

(MacKey et al., 2013;
Maxwell et al., 2012; Maxwell
et al., 2014)
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Die nachfolgende Tabelle 3 zeigt, dass die vorgeschlagenen ITS-Ansdtze unterschiedlich
umfangreich sind. Die detaillierte Tabelle enthalt Informationen welche ,Key events” (KE)
des AOP und welche anderen Daten Eingang in die jeweilige ITS finden. Im Anschluss an die
Tabelle finden sich kurze Darstellungen wesentlicher Informationen zu einigen (aber nicht
allen) Ansatzen. Auf eine detaillierte Diskussion aller ITS wird verzichtet, da im Rahmen
dieses Projekts aufgrund der technischen und finanziellen Méglichkeiten der Umfang der
neu durchzufihrenden Testungen bereits deutlich umrissen ist.
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Tabelle 3 Detailansicht verschiedener ITS/STS/IATA Ansitze
In vitro Testbatterie Quanti-
Autor Bioverfiigbarkeit/ | Hapteni- | Keratinozyten- | Reifung/ Migration | T-Zell- in silico Zyto- tative
Penetration sierung aktivierung dendritischer Zellen | reaktion | verfahren | toxizitit | AUSSa8e
(Basketter et al., 2013) X X X -
(Bauch et al., 2012) X X X/ X X/ x X X -
(Guyard-Nicodeme et al., 2015) X X X X -
(Hirota et al., 2015) X X X/ x +
(Jaworska et al., 2013; 2015; Pirone et | x X X X X +
al., 2014)
(Luechtefeld et al., 2015) X +
(Natsch et al., 2013) X X X/ x -
(Natsch et al., 2015) X X +
(Nukada et al., 2013) X X X +
(Ramirez et al., 2014) X X/ X X/ x -
(Rovida et al., 2015) X X X X X -
(Takenouchi et al., 2015) X X X +
(Tsujita-Inoue et al., 2015; Tsujita- X X x/ X X +
Inoue et al., 2014)
(Urbisch et al., 2015) X X X -
(van der Veen et al., 2014) X X/ x X X -

x/x zwei verschiedene Test werden genutzt um ein KE abzupriifen
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1.3.1 Ansatze zur Bewertung des sensibilisierenden Potentials

Der ITS-Ansatz der BASF wurde in verschiedenen Veroffentlichungen und Beitragen auf
Expertentagungen vorgestellt und Gber die Zeit weiterentwickelt. Das Ziel dieser ITS ist die
Gefahrenidentifikation, eine quantitative Aussage zur Wirkstarke ist nicht vorgesehen.

Bei Bauch et al. (2012) sind zwei ,Key events” des AOP doppelt mit in vitro Tests abgedeckt
(Keratinozytenreaktion, Aktivierung dendritischer Zellen). Mit dieser ITS wurden 54
Substanzen getestet und ein Vorhersagemodell (Prediction model) entwickelt. Das Modell
stellt anhand der experimentellen Daten zu korrekter Vorhersage, falsch positiven oder
falsch negativen Resultaten folgende Regeln auf:

— wenn DPRA und einer der Keratinozytenaktivierungstests negative Resultate liefern,
ist die Substanz als nicht sensibilisierend anzusehen.

— Wenn der MUSST positiv ausfallt, ist die Substanz als sensibilisierend zu betrachten.

— Wenn die Ergebnisse aus den 3 Tests widerspriichlich sind, oder statt des MUSST der
h-CLAT verwendet wurde, gilt, dass 2 von 3 Tests (also positiv oder negativ) das
Vorhersageergebnis bestimmen.

Nach dem Vorhersagemodell (2 aus 3) ergab sich sowohl fiir die Kombination
DPRA/LuSens/MUSST als auch fiir DPRA/KeratinoSens™/MUSST eine »Accuracy” von 94 %
zu Humandaten und von 83 % zu LLNA-Ergebnissen. Die Vorhersagen der OECD-Toolbox mit
einer ,,Accuracy” von 80 % sind nach Ansicht der Autoren eher fir ein Eingangsscreening
geeignet. Als groRen Nachteil der in vitro Methoden sehen Bauch et al. (2012) die Probleme
bei Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit, da Prazipitation die Versuchsergebnisse
verfalscht. Assays mit Luft/Flissigkeits-Interphasen waren bei solchen Substanzen besser
geeignet. Mit weiteren Substanzen ergaben sich leicht veranderte Qualitatsmalizahlen: 27
Substanzen (total 35, ohne Polymere und Formulierungen) ergab sich qualitativ eine
»Accuracy” von 89 %, eine Sensitivitdit von 88 % und eine Spezifitdt von 91 % zu LLNA-
Ergebnissen (Posterprasentation Kolle, 2013'?). Ramirez et al., (2014) untersuchten 74
Substanzen mit dem LuSens-Assay und kombinierten die Ergebnisse mit bereits
veroffentlichten Daten des DPRA, MUSST und h-CLAT (insgesamt 50 Datensatze). Die
Auswertung erfolgte vergleichbar wie bei Bauch et al. (2012) mit dem WoE-Ansatz. Dabei
zeigte sich, dass die Kombinationen von 1) DPRA, 2) KeratinoSens™ oder LuSens und 3)
MUSST oder h-CLAT zu dhnlichen Ergebnissen fihrten. Die , Accuracy” zu Humandaten
betrug 86-90 %, die Sensitivitdat 82-89 % und die Spezifitat 82-100 %). Zum LLNA waren die
Werte fiir ,Accuracy” 81-83 %, flr Sensitivitat 75-83 % und flr Spezifitdit 82-94 %. Die
neueste Publikation fur diese ITS stellt Urbisch et al. (2015) dar. Der ,2 aus 3“-Ansatz des
Vorhersagemodells lieferte bei einem 213 Substanzen umfassenden Datensatz (DPRA,
KeratinoSens™, LuSens, h-CLAT, (m)MUSST) eine , Accuracy“ von 90 % im Vergleich zu
Humandaten und 79 % im Vergleich zu Ergebnissen aus dem LLNA. Der Datensatz wurde
zudem herangezogen um mechanistische Domadnen fir eine mogliche Proteinbindung zu
definieren.

Bei der ITS von Natsch et al. (2013) wurden DPRA, KeratinoSens'™, MUSST und h-CLAT
kombiniert. Somit ist die Aktivierung dendritischer Zellen mit zwei Tests abgedeckt. Ahnlich
der Verfahrensweise von Bauch et al. (2012) verwenden die Autoren einen ,Weight of

12 18th European Congress on Alternatives to Animal Testing, September 2013. Linz, Osterreich
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Evidence” (WoE)-Ansatz, bei dem bei widerspriichlichen Ergebnissen die Resultate von 2 aus
3 Tests den Ausschlag fir eine positive oder negative Einschatzung geben. Auf Basis von 145
Substanzen ergab dieser WOE-Ansatz eine ,Accuracy” fiir eine qualitativ richtige Aussage
von 81 %, bei einer Sensitivitat von 82 % und einer Spezifitat von 77 % zu LLNA-Ergebnissen.

Eine von van der Veen et al. (2014) und Rorije et al. (2013) entwickelte ITS stellt eine
abgestufte Strategie dar, bei der initial die Aussagen verschiedener in silico Modelle (u.a.
DEREK, OECD Toolbox) mittels einer Bayes‘schen Statistik verknipft werden. Je nach
Ergebnis werden die Ergebnisse weiterer Tests einbezogen, siehe Abbildung 7. In Tier2 wird
dabei bei einem positiven Ergebnis bei der Peptidbindung ein KeratinoSens™ durchgefihrt,
da er die wenigsten falsch positiven Ergebnisse aufweist. Im Fall eines negativen ersten
Ergebnisses wird ein Gensignatur-Test durchgefiihrt, da er die wenigsten falsch negativen
Ergebnisse aufweist. Der hier verwendete Gensignatur-Assay ist in Abschnitt 1.2.2.3.5
beschrieben.
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Abbildung 7: Gestufte Teststrategie von van der Veen et al. (2014)

Mittels dieser abgestuften Strategie wurden an einem Set von 41 Substanzen ,Accuracy”-
Werte von 92,7 % (Tier 1); 100 % (Tier 2, keine Vorhersage fiir 10 Substanzen moglich) und
100 % (Tier 3, keine Vorhersage fir 2 Substanzen moglich) in Bezug auf Humandaten
erreicht. Damit scheint dieses Verfahren eine sehr hohe Treffgenauigkeit zu erzielen, jedoch
erlaubt es nur qualitative Aussagen.

Die IATA vorgestellt von Patlewicz et al. (2014) soll als Modul in die OECD Toolbox Eingang
finden (Ezendam et al., 2016). Dies wiirde die Anwendbarkeit deutlich vereinfachen, da die
IATA aber wiederum nur eine qualitative Aussage erlaubt werden keine weiteren Details
ausgefihrt.

Guyard-Nicodeme et al. (2015) verglichen eine in vitro ITS mit Ergebnissen aus folgenden in
vivo Tests: Local Lymph Node Assay (LLNA), Meerscheinchen-Maximierungstest (GPMT) und
Human Patch Test (HPT). Die in vivo Ergebnisse wurden dabei klassiert in nicht
sensibilisierend (0), weak (W), moderate (M), well demonstrated (S), strong (St) or extreme
(E). Allerdings wurden die Bedingungen fiir diese Kategorisierung von den Autoren nicht
angegeben. Die Ergebnisse der verwendeten in vitro Tests (Resorption, Haptenisierung, IL-
18-Induktion in NCTC2544 humanen Keratinozyten und akute Zytotoxizitdt im MTT-Test)
wurden fir die Einzeltests in hoch, mittel und niedrig kategorisiert, zum Vergleich mit den in
vivo Daten allerdings nur noch als positiv und negativ gewertet (Guyard-Nicodeme et al.,
2015). Insofern bietet diese Publikation keinen verwertbaren quantitativen Ansatz.

Rovida et al. (2015) stellt die Zusammenfassung eines mit internationalen Experten besetzen
Workshops dar. Es wird in einer allgemeinen ITS zusatzlich zu den in Tabelle 3 gelisteten
Assays noch ein spezifischer Test auf T-Zellfunktion vorgeschlagen, der Human T cell priming
assay (hTCPA) von Richter et al. ((2013), siehe Abschnitt 1.2.2.5.1). Konkrete Auswertungen
zur ,Accuracy” dieses Ansatzes wurden nicht durchgefiihrt. Ahnlich generell wird bei
Reisinger et al. (2015) das Vorgehen der , Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force”
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beschrieben — dhnliche Tests mit etwas anderer Prioritdt werden beschrieben und in einer
generellen ITS zur Verwendung vorgeschlagen.

1.3.2 Ansatze zur Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke

Natsch et al. (2015) fiihrten mit Ergebnissen aus DPRA und KeratinoSens™ eine Multiple
Regressionsanalyse gegeniiber LLNA-Ergebnissen durch, wobei die untersuchten Substanzen
in einer Teilauswertung noch in chemische Klassen gruppiert wurden (kombinierte globale
und Domanenauswertung; Eingangsdaten: K,.:m Reaktionskonstante flir Peptidreaktivitat, VP
Dampfdruck und EC1,5 und IC50 aus dem KeratinoSens™). Das Modell zur
Wirkstarkenbewertung zeigt bei Vergleich mit Humandaten eine Treffgenauigkeit von 82 %
fur beide Wirkstarkeklassen nach CLP. Werden die Vorhersagen mit experimentellen LLNA
Ergebnissen verglichen so ergibt sich fiir die Unterkategorie 1A eine Treffgenauigkeit von
70 % und fir die Unterkategorie 1B von 77 % (1A entspricht hoher Sensibilisierungsstarke,
LLNA EC3 < 2 %; 1B entspricht geringer bis maRiger Sensibilisierungsstarke, LLNA EC3 > 2 %;
EU, 2011). Dieser Algorithmus liefert demnach quantitative Aussagen zur Wirkstarke (LLN
und human), scheint im Rahmen dieses Projektes zu komplex fiir eine Verwendung.
AulRerdem entspricht die Kategorisierung nicht den Grenzen des im Projekt angewandten
Rankingmodells, sodass eine Anwendung schwierig scheint.

Hirota et al. (2015) werteten die Befunde der Einzeltests mittels , Artificial Neural Network”
(ANN)-Analyse aus, bei dem die Versuchsergebnisse gewichtet in die Bewertung eingehen.
Tsujita-Inoue et al. (2014) verwenden eine weiterentwickelte ANN-Version (iSENS ver2). Und
in Tsujita-Inoue et al. (2015) werden zudem noch weitere Deskriptoren fir die 3D-
Molekilstruktur miteinbezogen. Die Aussagen zur Wirkstarke erfolgen immer korreliert zu
den Wirkstarkekategorien aus dem LLNA (extrem, stark, moderat, schwach, nicht
sensibilisierend; ECETOC, 2003). Der EC3 Wert = 1 % wird dabei als cut-off Wert zwischen
extrem/stark und moderat/schwach sensibilisierenden Chemikalien herangezogen. Dabei
ergibt sich fir die 62 Uberpriften Testchemikalien eine Treffgenauigkeit von 92 % fir die
Kategorie extrem/stark und 72 % fur die Kategorie moderat/schwach (Tsujita-Inoue et al.,
2014). Der komplexe Algorithmus steht uns nicht zur Verfiigung, insofern kann dieser Ansatz
nicht weiter diskutiert werden. Enthaltene in vitro Ergebnisse bzw. in silico Vorhersagen
werden stoffspezifisch (siehe Kapitel 3) berichtet.

Die ITS der Firma Procter & Gamble umfasste sowohl in vitro als auch in silico Daten (TIMES),
welche mittels eines Bayes’schen Netzes fiir eine quantitative Gesamtaussage verknipft
werden. Vorhergesagt werden soll dabei die Potenz einer Chemikalie im LLNA. Nach einer
Machbarkeitsstudie (Jaworska et al., 2011) wurde 2013 eine verbesserte und im Praxistest
erprobte ITS-2 veroffentlicht (Jaworska et al.,, 2013). Spater wurde die ITS-2 nochmals
modifiziert (Einbindung eines Bioverfiigbarkeitsmodells, (Dancik et al., 2013)) und als ,,open
source” zur Verfligung gestellt (Pirone et al., 2014). Die neueste ITS-3 wurde nochmals
grundlegend modifiziert um chemisch- und biologisch-mechanistische Zusammenhange
besser widerzuspiegeln (Jaworska et al., 2015). Als Eingangsdaten dienen nun Variablen zur
Bioverflgbarkeit, die in silico TIMES-SS Wirkstarkenvorhersage (Kat 1 = nicht, Kat 2 =
schwach, Kat 3 = stark sensibilisierend) und quantitative Messwerte des DPRA,
KeratinoSens™ und h-CLAT. Vorhersagen werden getroffen als Wahrscheinlichkeit mit der
eine Substanz in eine bestimmte Wirkstarkenkategorie (LLNA, EC3< 1 % stark, 1-10 %
moderat, 10-100 % schwach, nicht sensibilisierend; Kimber et al.,, 2003) fillt. Die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten Wirkstarkekategorie wird zudem als ,,Bayes Faktor” (BF)
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ausgedruckt. Eine Substanz gehort mit héherer Wahrscheinlichkeit zu einer bestimmten
Wirkstarkekategorie je hoher der entsprechende BF. Die Interpretation eines BF im Bezug
auf die Akzeptanz der Vorhersage findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4 Bayes Faktor — Interpretation der Hinweisstarke
Bayes Faktor (BF) Beweiskraft zur Akzeptanz der Vorhersage

<1 Negativ (Alternative wird beflirwortet)

1-3 Kaum erwdhnenswert (schwacher Hinweis)

3-10 Deutlicher Hinweis

>30 Starker Hinweis

Die erzielten Vorhersagen liefern eine hohe Treffgenauigkeit fiir die Vorhersage von stark
und schwach sensibilisierenden Substanzen (87-89 %), wohingegen die als moderat
einzustufenden Substanzen weniger gut vorherzusagen waren (,accuracy” 75%). Als
Nachteil dieser Methodik fihren Natsch und Emter (2015) aber eben diese Diskretisierung
der Daten in Wirkstarkeklassen. Es kommt zum Datenverlust und es erfolgt keine Aussage in
kontinuierliche Zahlen beziglich der Zielvariable (LLNA EC3). Die probabilistische
Auswertung ist komplex und in diesem Rahmen von uns nicht durchfiihrbar. Deshalb wurden
die Autoren angefragt, ob eine Auswertung fiir ausgewadhlte, im Rahmen dieses Projekts
relevante Substanzen moglich ist, Die Ergebnisse dieser Zusammenarbeit sind in Abschnitt 6
berichtet.

Die Firmengruppe Kao entwickelte ebenfalls verschiedene Ansdtze zur Bewertung der
sensibilisierenden Wirkstarke. Die Ergebnisse liegen in Verdffentlichungen vor (Nukada et al.,
2013; Takenouchi et al.,, 2015). Dabei wurden zwei Moglichkeiten ausgewertet — a) eine
Kombination von drei Methoden (ITS) und b) eine sequentielle Teststrategie (STS). Da beide
Veroffentlichungen dhnliche Ergebnisse in Bezug auf die Vorhersagegenauigkeit machen
werden nur die Ergebnisse der neuesten Studie referiert.

Die ITS von beinhaltet die Testergebnisse des DPRA, h-CLAT und der in silico DEREK-Analyse.
Es handelt sich um Punkte-Methode (score-based), dabei wurde fiir die experimentellen
Daten eine Wirkstarken-Klassifizierung von 0-3 gewahlt, fur die in silico Ergebnisse lediglich
eine positiv/negativ (0/1) Unterscheidung. Die Einteilung der Wirkstarkeklassen beim h-CLAT
wurde anhand der minimalen Induktionsdosis (MIT) getroffen, mit einer MIT von < 10 pg/ml
entspricht dabei einem stark sensibilisierenden Stoff, MIT von > 10 £ 150 bzw. > 150 < 5000
ug/ml werden als moderat bzw. schwach sensibilisierend gewertet. Beim DPRA orientiert
sich die Einordnung an den in der OECD TG 442C gegebenen Grenzen (siehe 1.2.2.2.1). Dem
maximal moglichen Wert von 7 wurde eine stark sensibilisierende Wirkung zugeordnet,
Werte von 2-6 wurden als schwach sensibilisierend bewertet, 0-1 als negativ. Fir eine
qualitative Aussage ergab sich auf Basis von 139 Substanzen fur die ITS eine ,,Accuracy” von
84 % zu LLNA-Ergebnissen (cut-off LLNA EC3 > 1 % moderat/schwach sensibilisierend, EC3 <
1 % schwach sensibilisierend). Bei quantitativer Auswertung lag der entsprechende Wert bei
71 % (Takenouchi et al., 2015).

Zur Verbesserung der Treffergenauigkeit wurde anschliefend eine sequenzielle Teststrategie
(STS) verwendet, bei der der h-CLAT als erste Analyse angewandt wird (héhere , Accuracy”
als der DPRA). Die Auswertung des h-CLAT erfolgte dabei nur in zwei Kategorien — eine MIT
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von < 10 pg/ml charakterisiert eine stark sensibilisierende Substanz und eine > 10 < 5000
ug/ml wird als schwach sensibilisierend gewertet. Nur falls der h-CLAT negativ ausfiel, wurde
der DPRA im zweiten Schritt mit einbezogen und bei positivem Resultat die Substanz als
schwach sensibilisierend gewertet. Negative Ergebnisse in beiden Tests fluhrten zur
Bewertung als nichtsensibilisierend. Aus diesem Verfahren resultierte eine ,, Accuracy” von
81 % fiir die qualitative und 69 % fir die quantitative Ubereinstimmung zu LLNA-
Ergebnissen. Nachdem sich gezeigt hatte, dass Substanzen mit log Koyw > 3,5 im h-CLAT
falsch negative Resultate produzieren kénnen (Takenouchi et al. (2015), vgl. auch OECD TG
442E, Abschnitt 1.2.2.4.2), wurden diese bei der Auswertung ausgeschlossen. Es ergab sich
fur die ITS auf Basis von 128 Testsubstanzen eine ,Accuracy” von 89 % (qualitativ) bzw. 74 %
(quantitativ) zu LLNA-Ergebnissen. Fiir die STS waren die entsprechenden Werte 85 % und 73
%. Allerdings ist die Spezifitat (Richtig-Negativ-Rate) der STS zur Gefahrenerkennung immer
noch sehr gering (51 %). Damit zeigt sich, dass beide Strategien zu sehr &hnlichen
Treffergenauigkeiten flihren.

Luechtefeld et al. (2015) fuhrten eine in silico Analyse von Daten aus verschiedenen in vitro
Assays (DPRA, KeratinoSens™ oder &hnliche Assays, jedoch mindestens sieben
Deskriptoren). Fir die Potenzbewertung wurde ein ,dose-informed random forest”
Algorithmus mit einem , hidden Markov” Modell kombiniert. Diese Modellierung ist komplex
und nicht o6ffentlich zuganglich, dementsprechend kann im vorliegenden Projekt keine
Auswertung erfolgen.

1.3.3 Fazit

Zum jetzigen Zeitpunkt liegen verschieden Fallstudien flr die integrierte Datenbewertung
vor. Auch wenn einige der verdffentlichten ITS vielversprechende Ansatze flr eine auch
guantitative Bewertung der sensibilisierenden Wirkung ohne Tierversuche erkennen lassen,
sind gerade diese zu komplex fir eine Verwendung im Rahmen dieses Projektes. Ein
denkbarer Ansatz ist eine sequenzielle Auswertung analog Takenouchi et al. (2015), bei der
der Test mit der héchsten Accuracy bei positivem Resultat zu einer positiven Bewertung
fahrt (im Idealfall auch mit quantitativer Aussage zur Wirkstarke). Bei negativem Resultat
wirde dann ein zweiter Test, ggf. ein weiterer mit einbezogen. Dies hatte den Vorteil, in der
zweiten Stufe eine geringere Anzahl von Substanzen testen zu missen, allerdings ist die
Treffgenauigkeit der STS bezliglich der sensibilisierenden Wirkstarke eher maRige Ergebnisse
liefert.

Durch die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Jaworska konnten bereits konkrete
Substanzen in deren praktikablen und nach Wirkstarke differenzierten Ansatz bewertet
werden. Die Aussagen der ITS zur sensibilisierenden Wirkstarke sind in Kapitel 6
dokumentiert.

Bisher wurde von regulatorischen Behdrden noch keine dieser Ansatze favorisiert. Es gibt
derzeit keinen Ansatz, der als besonders geeignet hervorzuheben ware. Die Validierung der
Methoden auf Basis einer gemeinsamen Datengrundlage ist wiinschenswert.

Im vorliegenden Projekt wird die Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke auf Basis
eines ,Weight of Evidence” (WoE) Ansatzes (Zusammenschau aller gewichteten wissen-
schaftlichen Hinweisen®, siehe auch Abschnitt1.1) durchgefiihrt. Wenn vorhanden, werden
im vorliegenden Projekt z.B. folgende Daten in Bezug auf deren Einfluss auf die
sensibilisierende Wirkstarke bewertet:
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e physikalisch chemische Parameter

e toxikokinetische Daten (v.a. die dermale Absorption)

e Hinweise aus Humanbefunden (Epidemiologie, Testungen, Fallberichte und,industrial
hygiene studies and data on exposure and health effects”)

e toxikologische Ergebnisse aus mechanistischen Studien (in vivo und in vitro), sowie

e Ergebnisse computer-basierter Systeme, inklusive pradiktive Algorithmen
(z.B.(Q)SAR) und mathematische Modelle, die ausgewdhlte Prozesse (z.B.
Hautdurchdringung) auf Basis analytischer oder numerischer Modelle beschreiben.

Eine Einordnung der Wirkstarke wird auf Basis der jeweils vorliegenden substanzspezifischen
Teilinformation durchgefiihrt und enthalt ein gewisses ,Expert judgment”. Vorhersagen zur
sensibilisierenden Wirkstarke auf Basis von flexibler Teilinformation wird beispielsweise auch
von der ITS-3 von Jaworska et al. (2015) gemacht, andere Ranking Systeme oder
ITS/STS/IATA Ansatze sind weniger flexibel.

1.4 Neue Ansatze fiir ein Ranking gemaRB der sensibilisierenden
Wirkstarke

1.4.1 Basketter et al. (2014): Ranking in 6 Kategorien auf Basis von
Humandaten (NOAEL in HRIPT)

1) Highest intrinsic skin sensitising properties: nicht haufiger Hautkontakt mit niedrigen
Dosen fiihrt zu Sensibilisierungsraten > 1 %. Bedingungen: Konzentrationen < 1% im ,,Human
Repeat Insult Patch Test” (HRIPT) fihren zu > 90 % Sensibilisierung, HRIPT-Schwelle < 25
ng/cm?. Beispiele: Dinitrochlorbenzol, p-Phenylendiamin

2) Strong intrinsic sensitising properties: regelmaRiger Kontakt mit mittleren
Konzentrationen fiuhrt zu 1-10% Sensibilisierung, bei niedrigen Konzentrationen relativ
sicher. Bedingungen: NOEL (No Oberved Effect Level) im HRIPT 25-500 pg/cm’.

3) Known contact allergens: Relevante Exposition fihrt zu 0,01-0,1 % Sensibilisierung,
niedrige Konzentrationen sensibilisieren nicht oder nur eine Minderheit. Bedingungen: NOEL
im HRIPT 500-2500 pg/cm?.

4) Rarely important clinical allergens: lange Exposition gegenliber hohen Dosen flihrt meist
zu Sensibilisierungsraten < 0,01 %. Bedingungen: NOEL im HRIPT meist > 2500 pg/cm?,
manchmal aber auch niedriger. Beispiele: Benzocain, Resorcinol

5) Low intrinsic ability to cause skin sensitisation: nur auflergewdhnlich lange Exposition
gegenlber hohen Dosen bewirkt Sensibilisierung, in der Gesamtbevdlkerung sehr selten.
Bedingungen: NOAEL im HRIPT nicht anzugeben.

6) Free from skin sensitising activity: schlief3t nicht Einzelfalle aus.

Regulatorisch (CLP) wirden Kategorie 5 und 6 nicht klassiert, Kategorie 3 und 4 als
sensibilisierend Cat. 1 B und Kategorie 1 und 2 als sensibilisierend Cat. 1 A.

Diese Gruppenbildung erlaubt eine sehr differenzierte Kategorisierung der Wirkstarke, ist
aber wegen der Verwendung von Humandaten nur bei bereits gut untersuchten Substanzen
moglich. Unter den aufgefiihrten Beispielssubstanzen sind 4 im Zusammenhang mit
Epoxidharzkomponenten relevant. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5 Beispielssubstanzen fiir das Ranking nach Basketter et al. (2014)
Substanz Klasse Bewertung in FP-0324
(CAS-Nummer) FoBiG/IVDK
N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan (109-55-7) 2 u/u
Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340 (1675-54-3) 3 HS/H
Butylglycidylether (2426-08-6) 3 GMS/S

Ethylendiamin (107-15-3) 3 HS/S

An diesen Beispielen zeigt sich aber auch, dass eine Kategorisierung nicht streng nach den
o.g. Kriterien erfolgt, sondern durch ,Expert Judgement” ergdanzt werden muss, da fiir N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan, Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340 und Limonen nach den
Autoren kein verldsslicher humaner NOEL im HRIPT bekannt ist, welcher eigentlich
erforderlich fir die Einteilung zu einer bestimmten Wirkkategorie nétig ist (Basketter et al.,
2014). Angesichts der unterschiedlichen Methodik kdénnen (mit Ausnahme von N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan) die Ergebnisse von Basketter et al. (2014) als Bestatigung der
Kategorisierung aus FP-0324 gesehen werden.

1.5 Fazit und Bewertungsschema mit aktualisierten Cut-off Werten

Derzeit sind keine neuen Ansdtze eines Ranking vorhanden, welche im Rahmen dieses
Projektes fiir die generelle Neubewertung von Komponenten von Epoxidharzen Anwendung
finden kdnnten. Insofern scheint es angebracht, die bisherige Methodik beizubehalten. Eine
aktualisierte Liste mit den cut-off Werte von bekannten Tests und auch neuen in vitro Tests
sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Die probabilistische Auswertung durch Jaworska et al. (2013;
2011; Jaworska et al., 2015) scheint ein erfolgversprechender Ansatz. Die im Rahmen dieses
Projektes unter Hilfe der Wissenschaftler um Joanna Jaworska bei P&G erfolgte Auswertung
wird in Abschnitt 6 diskutiert.

Ergebnisse aus anderen Ranking-Systemen/ITS-Ansdtzen koénnen aber in Einzelfallen
unterstitzend fiir eine Bewertung herangezogen werden.

Insgesamt wird aus der Literaturanalyse und der Anwendung in diesem Projekt deutlich, dass
keines der Systeme perfekt ist, dies bezieht sich auf jeglichen Ansatz (in vivo, in vitro und in
silico Analysen). Ergebnisse aus verschiedenen in vitro und in silico Ansatzen sind
komplementar und sollten nicht isoliert betrachtet werden. Vor allem bei Verwendung der
neuen in vitro und in silico Ansatze ist demnach ein hohes Mal an Expertenwissen fir eine
korrekte Bewertung gefragt. Eine erste Studie zeigt auf, dass die neuen Methoden
,Bekanntes” besser vorhersagen, als noch ungepriifte Chemikalien. Im Beispiel wurden 32
,unbekannte Chemikalien” (d.h. nicht in den Testsets fiir die Entwicklung der in vitro Tests
enthalten) Gberprift. Dazu wurden die LLNA Ergebnisse mit den Ergebnissen aus flnf in vitro
Tests (u.a. DPRA, KeratinoSens™ und h-CLAT) verglichen. Nur finf Chemikalien wurden dabei
Ubereinstimmend richtig eingeschatzt (vier Substanzen positiv, eine Substanz negativ)
(Basketter et al., 2015). Fur die Potenzbewertung werden einzelne in vitro Tests nicht als
sehr geeignet eingestuft, eine Ausnahme bildet dabei der SENS-IS Gensignatur-Assay (siehe
0), sowie die 3D-Hautmodelle (siehe 1.2.2.1.4, Kombination epiCS® und NCTC 25544 IL-18
Test). Als vielversprechend gelten dagegen die Kombinationen der verschiedenen Tests. Eine
vergleichende Bewertung aller Ansdtze auf Grundlage eines einheitlichen Datensets wird
jedoch gefordert. Letztlich ausschlaggebend wird die mechanistische Relevanz der
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abgepriften Test, die Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit der Vorhersageergebnisse,
sowie die Transparenz und die Anwenderfreundlichkeit (z.B. keine Verwendung
kommerzieller Software) einer solchen ITS/STS/IATA sein (Ezendam et al., 2016). Eine solch
abschlieRende Analyse wird auch klaren ob letztlich Ergebnisse fiir alle KE vorliegen missen,
um eine valide Wirkstarkenbewertung zu ermoglichen. Erste Hinweise liegen vor, dass
bereits Ansatze mit in vitro Tests flir nur zwei KEs eine hohe Pradiktivitdt aufweisen
(Ezendam et al., 2016).
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Tabelle 6 Aktualisierte cut—off Werte der angewendeten Testsysteme

Test

Kategorie GMS

Kategorie HS

Humanbefunde

Auswertung durch IVDK

Klassischer LLNA

EC3 Wert>10%

EC3 Wert <2 %'
EC3 Wert>2 < 10 %°

GPMT?

(+ andere Adjuvans
Tests)

> 30 % bis < 60 % Pos bei id
Induktion mit> 0,1 % bis<1%
oder

> 30 % Pos bei id Induktion mit
>1%

> 30 % Pos bei id Induktion mit <
0,1%

oder

> 60 % Pos bei id Induktion mit >
0,1%bis<1%

Buehler Test?

(+ andere Nicht—
Adjuvans Tests)

215 % bis < 60 % Pos bei top.
Induktion mit > 0,2 % bis <20 %
oder

215 % Pos bei top. Induktion
mit > 20 %

> 15 % positive bei top. Induktion
mit<0,2 %
oder

> 60% positive bei top. Induktion
mit > 0,2 % bis <20 %

Bioverfiigbarkeit

log Koyw

Ke / log Kp

3D Hautmodelle 2
epiCs®

Nur qualitativ: gute (log Kosw von -2 bis 5) vs. weniger gute

Bioverfligbarkeit

Relativer Vergleich kongruenter Inhaltsstoffe moglich; GMS erwartet

bei log Ky -Werten von < -5

Noch kein cut—off validiert (1) EE-ECsq < 7 mg/mL = stark oder

extrem stark sensibilisierend, EE-ECsq > 7 mg/mL = schwach oder
moderat sensibilisierend; 2) Kombination aus EE-ECso und 1L-1ay),
aber relativer Vergleich chemisch verwandter Inhaltsstoffe moglich,
Verwendung in Kombination mit NCTC2544 IL-18 Test

Haptenisierung
DPRA

PPRA
ADRA-DM

Mittlere Depletion Cystein & Lysin > 6,38 % = positiv
Cystein Depletion > 13,89 % - positiv

Mittlere Depletion Cystein & Lysin 2 10 % - positiv
Mittlere Depletion Cystein & Lysin >7,75 % = positiv

Keratinozytenreaktion
NCTC2544 |L-18 Test

KeratinoSens™*

Cut—off noch nicht validiert (IL-18 1,2fach erhéht = positiv),
Wirkstarkenbewertung nur in Kombination mit 3D Hautmodelle 2>
epiCS® (friihere Publikationen Cut—off IL—18 1,4fach erhéht = HS)

Cut—off noch nicht validiert; rel. Wirkstarke innerhalb
Substanzklassen

(Cut—off im Vorlaufer-test’:
EC1,52100 uM oder Iy < 3)

(Cut—off im Vorlaufer-test:
EC1,5<100 puM oder |l 2 3)
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Test Kategorie GMS Kategorie HS
SENS-IS Cut—off noch nicht validiert: Uberexpression (> 1,3fach) von
mindestens 7 Genen aus dem REDOX oder SENS-IS Panel = positiv
Kein positives Ergebnis oder nur | Positives Ergebnis in einer der
Gruppe mit 50 % Testkonzen- drei niedrigen Testkonzen-
tration positiv trationen (0,1, 1 oder 10 %)
Reifung & Migration
von DCs
U-SENS™ Cut—off noch nicht validiert Cut—off noch nicht validiert (CD86
(CD86 Expression: EC150 >40 Expression: EC150 < 40 pug/mL;
pg/mlL) CV70 <100 pg/mL)
h—CLAT Cut-off noch nicht validiert (fiir | Cut—off noch nicht validiert
Einstufung H317: CD86
Expression > 1,5fach und/oder
CD54 Expression > 2fach)
Kein Cut-off bestimmt
VITOSENS® Kein Cut-off bestimmt (x—fache
Induktion der CREM/CCR2
Genexpression bei 1C20)
LCSA Cut-off noch nicht validiert Cut-off noch nicht validiert
Konz. mit halbmaximaler CD86 Konz. mit halbmaximaler CD86
Expression = 100 uM (EC50.ens) Expression < 100 pM (EC50.ens)
ROS in THP-1 Cut—off noch nicht validiert (fir | Cut—off noch nicht validiert
Einstufung; ROS 2fach Induktion
(EC2) bei £ 10 % Zytotoxizitat)
SH-Assay Cut—off noch nicht validiert — positiv bei Ab- oder Zunahme vom

Kontrollwert um mindestens 15 %

T-Zellaktivierung /
Proliferation antigen-
spezifischer T-Zellen

CAATC—-Assay und
andere Tests

Kein Cut-off bestimmt

Kein Cut-off bestimmt

QSAR-Toolbox

Zuerst strukturelle und mechanistische Charakterisierung der

Substanz und ihrer Metaboliten nétig, anhand dieser

Kategoriebildung; bei genligend S

ubstanzen in Kategorie mit

experimentellen Daten qualitativer Read—out moglich

Standardwert aus Toolbox: -1 oder 1

Standardwert aus Toolbox: 2

MOLCODE

Potenziell Quantifizierung moglich, jedoch kostenpflichtig

TOXTREE (SMARTS)

Mechanismus der Proteinreaktivitat ermitteln

weitere in silico
Modelle

qualitative/mechanistische Aussagen
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2 ARBEITSSCHRITT 2: AUSDEHNUNG DER SUBSTANZAUSWAHL

2.1 Erweiterte Substanzauswahl anhand der Anregung aus dem
Begleitkreis

Auf Anregung des Begleitkreises aus dem Vorgangerprojekt wurde fiir den Antrag eine Liste
weiterer Substanzen zusammengestellt, welche im Rahmen dieses Projektes (zumindest
teilweise) hinsichtlich ihrer sensibilisierenden Wirkung charakterisiert und bewertet werden
sollen. Diese sind in der folgenden Tabelle 7 wiedergegeben.

Tabelle 7 Uberblick iiber neue zur Bewertung vorgeschlagene Substanzen
Nr. | Substanz CASRN Anmerkung/Erklarung
1 Dipentene (Limonen) 138-86-3 In Epoxidharzsystemen

2 [2-[(2-methyl-1-oxoallyl)oxy]ethyl] hydrogen | 20882-04-6 verwendete Substanzen, die
gekennzeichnet sind mit

succinate
R43/H317 aber ohne
3 3,3'-oxybis(ethyleneoxy)bis(propylamine) 4246-51-9 schwerwiegendere Eigenschaften
a 29 39817-09-9 (kanz, repro, dtzend) und die in
[methylenebis(phenyleneoxymethylene)] FP-0324 noch nicht bewertet
wurden

bisoxirane = Bisphenol F-Diglycidylether
Limonen wird vermutlich nur als

Duftstoff verwendet
5 N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropan-1,3- 2372-82-9 Von Herrn Kersting
diamin = bis(aminopropyl)laurylamine vorgeschlagen: Listung auf Basis
6 3-Aminopropyltriethoxysilan 919-30-2 des Vorkommens in Harter oder
RV; bis auf Piperazin nicht R43
7 1,3-Diaza-2,4-cyclopentadien = Imidazol 288-32-4 gekennzeichnet, woméglich
8 Bis[(dimethylamino)methyl]phenol 71074-89-0 | keine Testung auf

Sensibilisierung erfolgt, da als
itzend (R34/1B bzw. R35/1A)
eingestuft (column 2 of REACH)

9 Propantriolglycidylether (1,2,3-Propanetriol, | 90529-77-4 /
glycidyl ethers bzw. 1,2,3-Propanetriol, 25038-04-4
polymer with 2-(chloromethyl)oxirane )

10 Piperazin 110-85-0 s.0. aber als R43 gekennzeichnet
11 Hydrazin Epoxidharzharter in Japan

12 | N,N-dimethyl-cyclohexanamine 98-94-2 dtzend (ECHA, 2016b)

13 | Allyl 2,3-epoxypropyl ether 106-92-3 R40, R43 (ECHA, 2016b)™

(Allylglycidylether)

" Diese Substanz ist als Kanzerogen der Kategorie 1B eingestuft:
http://echa.europa.eu/documents/10162/13640/svhc _axvrep echa cmr hydrazine en.pdf
' Diese Substanz ist auch als Kanzerogen der Kategorie 2 eingestuft
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14 Propyloxirane 1003-14-1 R 40, nicht R43, vermutlich nicht
selbst Epoxidharzinhaltsstoff™

15 | 7-oxabicyclo[4.1.0]hept-3-yImethyl 7- 2386-87-0 R43 (ECHA, 2016b)*
oxabicyclo[4.1.0]heptane-3-carboxylate

16 | 4,4-methylenebis[N,N-bis(2,3- 28768-32-3 R43 (ECHA, 2016b; for details see
epoxypropyl)aniline] = 4,4'- CORAP justification)
Methylenebis(N,N-diglycidylaniline) =
TGMDA

17 Epoxidharzmonomere, modifiziert 25068-38-6/ | z.B. O’Boyle et.al., 2014

9003-36-5

Falls eine ungenigende Datenbasis eine Bewertung der sensibilisierenden Wirkung nicht
erlaubt, sollen einige dieser Chemikalien im Rahmen dieses Projektes getestet werden. Die
Auswahl erfolgte durch den Begleitkreis in Abstimmung mit dem Auftragnehmer.

Limonen scheint wegen seiner chemischen Struktur nicht als reaktive Komponente von
Epoxidharzen relevant, sondern findet nur als Duftstoff Verwendung (Basketter et al., 2006).
Aus diesem Grund wurde eine Bewertung zuriickgestellt. Limonen selbst ist nicht oder nur
schwach sensibilisierend, fiir die beobachtete sensibilisierende Wirkung sind seine
Oxidationsprodukte, z.B. Hydroperoxide verantwortlich (Api et al., 2015; Basketter et al.,
2006).

2.2 Chemische Modifikationen der Komponenten von Epoxidharzen

Verschiedene Autoren untersuchten den Einfluss von Strukturverdanderungen sensibilisieren-
der Substanzen auf die Wirkstarke der Sensibilisierung sowie die technische Eignung dieser
modifizierten Verbindungen. Im Folgenden werden Strukturmodifikationen verschiedener
Substanzen berichtet und diskutiert, welche auch im Hinblick auf Komponenten von
Epoxidharzen von Relevanz sein konnten.

Goebel et al. (2014) zeigte fur Strukturmodifikationen von Komponenten von Haarfarbe-
mitteln abgeschwachte Sensibilisierung in der Peptidreaktivitat, der CD86-Expression in THP-
1-Zellen und im LLNA bei gleicher Funktionalitat. So fuhrte z.B. die Methylierung von p-
Phenylendiamin zu einer Abschwachung der sensibilisierenden Wirkung (in vitro und in vivo;
z.B. im LLNA ein EC3 Wert von 4,3 % gegeniiber 0,1 % bei der Muttersubstanz). Allerdings
zeigten frihere Versuche dieser Gruppe, dass eine 2-Hydroxyethylierung keine Verringerung
der sensibilisierenden Wirkstdarke zur Folge hat. Ob eine solche Modifikation des
strukturverwandten Harters m-Xylidendiamin (MXDA; CASRN: 1477-55-0) ebenfalls eine
verminderte sensibilisierende Wirkung (bei gleicher Funktionalitat) zur Folge hatte, ist nicht
bekannt, kann aber im Rahmen des laufenden Projektes nicht geklart werden.

' Diese Substanz ist auch als Kanzerogen der Kategorie 2 eingestuft (ECHA, 2016b)
® U.S. EPA, HIGH PRODUCTION VOLUME (HPV) CHEMICALS CHALLENGE PROGRAM TEST PLAN For
Cycloaliphatic Epoxy Resin ERL-4221 CAS NO. 2386-87-0
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Strukturformeln:

H:.H\/O\/I‘!H;

p-Phenylendiamin m-Xylidendiamin (MXDA)

HH,

Delaine et al. (2014) konnten zeigen, dass die sensibilisierende Wirkung von Allylalkoholen
(z.B. Geraniol durch die oxidative Umwandlung zu Epoxidalkoholen und —aldehyden be-
stimmt wird, dhnlich dem Limonen (CASRN: 138-86-3; siehe Abschnitt 2.1), welches erst
durch oxidative Prozesse in eine sensibilisierende Substanz umgewandelt wird. Von der-
selben Autorengruppe wurden a,B-ungesattigte Aldehyd- und 2,3-Epoxyaldehydgruppen als
Strukturdeterminanten der Sensibilisierung identifiziert (Delaine et al., 2013), was fir die
oxidative Aktivierung dieser Verbindungen spricht. Die Autoren weisen zudem darauf hin,
dass die strukturell sehr dhnlichen Substanzen sich teilweise stark in ihrer Wirkstarke unter-
scheiden (schwache bis starke Sensibilisierer) und dass, bereits kleine Strukturdnderungen
genigen um diese Unterschiede zu bewirken. Allerdings wurde die Bewertung von Limonen
zuriickgestellt (s.o.).

Speziell zu Komponenten von Epoxidharzen unternahmen O’Boyle et al. (2014) Versuche zur
Synthese von Epoxidharzmonomeren mit geringerer Sensibilisierungspotenz. Als Ausgangs-
produkte dienten Bisphenol A- und Bisphenol F-Diglycidylether (siehe Abbildung 8).

OO AU

Abbildung 8: Strukturformeln fiir Bisphenol A-Diglycidylether (links) und Bisphenol F-
Diglycidylether (rechts)

Diese wurden folgendermalen modifiziert:

a) durch Einfihrung nichtaromatischer Ringe

b) durch Verlangerung der 2,3-Epoxypropoxyseitenketten zu 3,4-Epoxybutoxygruppen
c) durch Verkirzung der 2,3-Epoxypropoxyseitenketten zu 2,3-Epoxypropylgruppen

Die Strukturformeln (nur fiir Bisphenol A-Diglycidylether gezeigt) sind in der folgenden
Abbildung 9 wiedergegeben.
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a)
b)
c)
SOTON

Abbildung 9: Strukturformeln der Modifikationen von Bisphenol A-Diglycidylether

Diese Verbindungen wurden hinsichtlich ihrer sensibilisierenden Eigenschaften im LLNA,
teilweise auch im DPRA, und ihrer technischen Eignung (initiale Zersetzungstemperatur,
Aktivierungsenergie fir Zersetzung, maximale Gewichtsverlustrate und Temperatur bei
maximaler Gewichtsverlustrate nach Polymerisation mit Triethylentetramin) getestet.

Hierbei zeigte sich, dass die modifizierten Diglycidylether im LLNA eine maximal um den
Faktor 2,3 hohere EC3 als die Muttersubstanz aufweisen, entsprechend einer geringeren
Wirkstarke der Sensibilisierung. Eine ausfiihrlichere Darstellung der Ergebnisse der Tests auf
Sensibilisierung erfolgt in Abschnitt 3.3.8.

Die Untersuchungen zu technischen Eignung der Polymerisate ergaben fiir die Varianten mit
verlangerten Seitenketten (b) eine deutlich niedrigere Zersetzungstemperatur (nach den
Autoren moglicherweise wegen eines verringerten Crosslinkings), fir die anderen beiden
Varianten leicht hohere Werte. Auf Basis dieser und der anderen physiko-chemischen
Eigenschaften wurden von O’Boyle et al. (2014) vor allem die Varianten mit verkirzter
Seitenkette (Variante c) technisch als addquat zu den Muttersubstanzen angesehen. Diese
Modifikation von Bisphenol F-Diglycidylether zeigte auch im LLNA den hoéchsten EC3-Wert.
Ob dies auch fur Bisphenol A-Diglycidylether und seine Derivate zutrifft, kdnnte in einem
LLNA oder einem in vitro Test (dann aber auch mit einem direkten Vergleich der Bisphenol F-
Diglycidylether-Varianten) verifiziert werden. Im Rahmen dieses Projekts ist dies nicht
moglich.
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In einer friheren Veroffentlichung dieser Arbeitsgruppe wurden andere Varianten von
Bisphenol A-Diglycidylether und Phenylglycidylether getestet, bei denen die Oxirangruppen
durch Methoxygruppen (O-CHs) ersetzt wurden. Diese Modifikationen zeigten eine geringere
Wirkstarke im LLNA und KeratinoSens™ und liefern einen weiteren Beleg fir die Relevanz
der Epoxidgruppen bei der Sensibilisierung (O'Boyle et al., 2012). Uber die technische
Verwendbarkeit wurden keine Untersuchungen angestellt, jedoch scheint der Ersatz der
Epoxidgruppen eine drastische Minderung der Reaktivitat zu implizieren. Deshalb wird eine
weitergehende Bewertung zuriickgestellt.

Eine weitere Studie befasste sich mit anderen Varianten des Phenylglycidylethers, welche in
der folgenden Abbildung 10: Phenylglycidylether (a; CASRN: 122-60-1) und dessen
Strukturmodifikationen (b-f) wiedergegeben sind. Diese wurden im LLNA und im
KeratinoSens™ getestet (Delaine et al., 2011).

o OO

Abbildung 10:  Phenylglycidylether (a; CASRN: 122-60-1) und dessen Strukturmodifika-
tionen (b-f)

Phenylglycidylether erwies sich auch in dieser Untersuchung im LLNA als stark
sensibilisierend, ebenso Variante e), bei der das Sauerstoffatom der Seitenkette durch
Schwefel ersetzt wurde. Alle anderen Varianten waren im LLNA mittelstark sensibilisierend.
Schwache Sensibilisierer waren lediglich Modifikationen, bei denen der aromatische Ring
durch eine n-Butylgruppe oder eine 2-Butengruppe ersetzt wurde (Struktur nicht gezeigt).
Ob diese Varianten technisch geeignet fiir den Einsatz in Epoxidharzen sind, wurde bei
Delaine et al. (2011) nicht untersucht. Deshalb wird eine weitergehende Bewertung
zurickgestellt.

Diese Varianten wurden bereits von Niklasson et al. (2009; 2011) im DPRA und LLNA
getestet, wobei vergleichbare Ergebnisse wie bei Delaine et al. (2011) erhalten wurden. In
diesen Tests war auch ein Analog von Derivat e) mit einem Stickstoff- statt einem
Schwefelatom stark wirksam.

Auch auf wiederholte Anfrage beziglich weitergehender Informationen beim Lehrstuhl der
Universitdat Goteborg, welcher diese Forschungen vornahm, konnte keine Riickmeldung
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erhalten werden. Dagegen konnte von einer der Autorinnen (Niam O’Boyle) noch
zusatzliches Material erhalten werden, in dem bislang unveroffentlichte humane Patch-Tests
mit den derivatisierten Bisphenol F-Diglycidylethern berichtet wurden. Diese sind im Detail
in Abschnitt 4 referiert.

2.3 Finale Neustoffliste fiir FP-0384

Im Rahmen einer Sitzung des Begleitkreises (9.9.2015) wurde anhand weiterer Listen von in
Epoxidharzsystemen relevanten Substanzen diskutiert, welche von diesen im Rahmen des
FP-0384 bewertet werden sollten. Diese entstammten

der bereits in FP-0324 auf Anregung der Industrie nachgereichten Liste (

e Tabelle 8)
e derim Forschungsantrag flir FP-384 beinhaltete Liste (siehe Abschnitt 2.1, Tabelle 7)
e und einer erganzende Liste auf Anregung der Baustoffchemie (Tabelle 9)

Tabelle 8 Zusatzliche Stoffliste aus Expertenbefragung in FP-0324

CASRN Substanz FoBiG IVDK

9046-10-0 Poly[oxy(methyl-1,2-ethanediyl)], ?-(2-aminomethylethyl)- | - U
?-(2-aminomethylethoxy)
PolyPropylenEthyleneDiamin - U

37189-83-6 12-Octadecadienoic acid (9Z,12Z)-, dimer, - u
polymer with N-(2-aminoethyl)-1,2-ethanediamine

6864-37-5 2,2’-dimethyl-4,4’'methylenebis(cyclohexylamine) - u
Polyaminoamido-imidazolines - U

Asparaginsaureester - -

55492-52-9 Bisphenol F-Epoxidharz - H
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Tabelle 9 Zusatzliche Stoffliste auf Anregung der Deutschen Bauchemie e.V.
CASRN Substanz R-Satze H-Satze
1173092-74-4 |Carbomonocyclisch alkyliertes Gemisch aus|34-43 314-317

Poly-Aza-Alkanen, hydriert

135108-88-2

Formaldehyd, Polymer mit Benzenamin,
hydriert

22-34-43-48/22-
52/53

302-314-317-373-
412

68391-18-4  |4,4'-Isopropylidendiphenol, oligomere 21/22-34-43-52/53 |302-312-314-317-
Reaktionsprodukte mit 1-Chlor-2,3- 412
epoxypropan, Reaktionsprodukte mit 2-
Piperazin-1-ylethylamin

158885-14-4 14,4'-I1sopropylidendiphenol, oligomere 302-312-314-317-
Reaktionsprodukte mit 1-Chlor-2,3- 412
epoxypropan und 1,3-
Cyclohexandimethanamin

113930-69-1 |4,4'-Isopropylidendiphenol, Oligomer mit |34-43-51/53 314-317-411
1-Chlor-2,3-epoxypropan und m-
phenylenbis(methylamin)

38294-64-3  |4,4'-Isopropylidendiphenol, Oligomer mit |34-43-52/53 314-317-412

1-Chlor-2,3-epoxypropan und 3-Amino-
methyl-3,5,5-trimethylcyclohexylamin

Auf der Sitzung des Begleitkreises wurden die in diesen drei Listen enthaltenen Substanzen
hinsichtlich ihrer Relevanz in Epoxidharzsystemen diskutiert und als Ergebnis folgende Liste
(Tabelle 10) fiir eine weitergehende Bearbeitung im Rahmen dieses Projektes zusammen-

gestellt:
Tabelle 10 Ergebnis der in FP-0384 zusatzliche zu bearbeitenden Inhaltsstoffe
Substanz CASRN Anmerkung/Erklarung
N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropan-1,3-diamin | 2372-82-9 Von BG Bau vorgeschlagen:
. . . Listung auf Basis des

3-A Itrieth I 919-30-2

rinopropyltriethoxystian Vorkommens in Harter oder RV;
Haftvermittler, <1%, prio niedrig nicht R43 gekennzeichnet
Bis[(dimethylamino)methyl]phenol 71074-89-0 | womdglich keine Testung auf

Sensibilisierung erfolgt da als

Propantriolglycidylether (1,2,3-Propanetriol, 90529-77-4/ itzend (R34/1B bzw. R35/1A)
glycidyl ethers bzw. 1,2,3-Propanetriol, polymer 25038-04-4 eingestuft (column 2 of REACH)
with 2-(chloromethyl)oxirane )
N,N-Dimethyl-cyclohexanamin 98-94-2 dtzend (ECHA, 2016b)
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7-Oxabicyclo[4.1.0]hept-3-yImethyl 7- 2386-87-0 R43 (ECHA, 2016b)"
oxabicyclo[4.1.0]heptane-3-carboxylat

4,4-Methylenbis[N,N-bis(2,3-epoxypropyl)anilin] | 28768-32-3 R43 (ECHA, 2016b; for details see
CORAP justification)

Epoxidharzmonomere (siehe Abschnitt 2.2) - Modifizierte Epoxidharze,
O’Boyle et.al., 2014

Formaldehyd, Polymer mit Benzenamin, hydriert | 135108-88-2 | Vorschlag Dt. Bauchemie, R43
(technisches Produkt)

4,4'-1sopropylidendiphenol, Oligomer mit 1- 38294-64-3 Vorschlag Dt. Bauchemie, R43
Chlor-2,3-epoxypropan und 3-Aminomethyl-
3,5,5-trimethylcyclohexylamin

Nach der Sitzung des Begleitkreises wurde eine zusatzliche Liste von Herrn Kersting aus dem
Bereich der Klebstoffindustrie nachgereicht (Tabelle 11):

Tabelle 11 Zusatzliche Stoffliste auf Anregung der Klebstoffindustrie (nachgereicht)

CASRN Substanz

25513-64-8 2,2,4-Trimethylhexan-1,6-diamin (Einzelisomer von Trimethylhexamethylendiamin
(TMD), CASRN 25620-58-0)

2579-20-6 1,3-Cyclohexylen-bis-methylamin

90640-46-3 Polyethylenpoly-, triethylentetramin

Y U.S. EPA, HIGH PRODUCTION VOLUME (HPV) CHEMICALS CHALLENGE PROGRAM TEST PLAN For

Cycloaliphatic Epoxy Resin ERL-4221 CAS NO. 2386-87-0
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Aus diesen Listen wurde abschlieRend die folgende Stoffliste (Tabelle 12) fiir die Bearbeitung
in FP-0384 erstellt:

Tabelle 12 Finale Inhaltsstoffliste fiir die Bearbeitung im Projekt FP-0384
FP-0324 -Wirkstarke
CASRN Substanz
FoBiG IVDK
Epoxidharze
25068-38-6 | Bisphenol A-Harze HS H
25085-99-8 | Reaktionsprodukt Bisphenol A Epichlorhydrin HS H
1675-54-3 Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340 HS H
9003-36-5 Bisphenol F-Harze HS H
28064-14-4 | Bisphenol-F-Epichlorhydrin HS H
13410-58-7 | Epoxidharz-Monomer a) (aus O'Boyle) - -
- Epoxidharz-Monomer b) (aus O'Boyle) - -
- Epoxidharz-Monomer c) (aus O'Boyle) - -
Harter, aromatische Amine
101-77-9 4,4'-Diaminodiphenylmethan GMS U
Harter, aliphatische Amine
107-15-3 Ethylendiamin HS S
111-40-0 Diethylentriamin HS S
56-18-8 Dipropylentriamin U -2 GMS u
25620-58-0/ | Trimethylhexamethylendiamin (TMD) / 2,2,4- Hs U
25513-64-8 | Trimethylhexan-1,6-diamin (Einzelisomer)
112-24-3 Triethylentetramin HS S
109-55-7 N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan U -2 GMS U
112-57-2 Tetraethylenpentamin GMS U
4067-16-7 Pentaethylenhexamin GMS U
68131-73-7 | Polyethylenpolyamin GMS U
26336-38-9 | Polyethylenamin GMS U
wana |y oo Neoropan i -
Harter, cycloaliphatische Amine
1761-71-3 4,4'-Diaminocyclohexylmethan U 2> GMS U
136210-32-7 Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3- U U

methylcyclohexyl)methan
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140-31-8 N-Aminoethylpiperazin, 2-Piperazin-1-ylamin U U
S R s "
3312-60-5 3-Cyclohexylaminopropylamin u U
694-83-7 1,2-Diaminocyclohexan (DCH) u u
2579-20-6 1,3-Cyclohexylen-bis(methylamin) - -
Harter, sonstige
1477-55-0 m-Xylidendiamin (MXDA) HS H
73050-11-0 | m-Xylylendiamin/Acrylonitril Adduct U U
1760-24-3 N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan u u
2997-01-5 Polyoxyalkylenamin, 1,10-Diamino-4,7,dioxadecan U U
919-30-2 3-Aminopropyltriethoxysilan - -
Oligomerisierter Harter: 4,4'-Isopropylidendiphenol,
38294-64-3 | Oligomer mit 1-Chlor-2,3-epoxypropan und 3- - -
Aminomethyl-3,5,5-trimethylcyclohexylamin
135108-88-2 | Formaldehyd, Polymer mit Benzenamin, hydriert - -
90640-46-3 | Polyethylenpoly-, triethylentetramin - -
Saureanhydride
85-44-9 Phthalsaureanhydrid HS = SHS U
85-43-8 Tetrahydrophthalsaureanhydrid HS U
85-42-7 Hexahydrophthalsdaureanhydrid HS U
11070-44-3 | Methyltetrahydrophthalsaureanhydrid U u
25550-51-0 | Methylhexahydrophthalsaureanhydrid U U
Sekundare und tertidre Amine
sssza |HEmmmen e s 1 u
98-94-2 N,N-Dimethyl-cyclohexanamin - -
Phenole
98-54-4 tert-Butylphenol GMS S
80-05-7 Bisphenol A GMS S
90-72-2 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol u u
71074-89-0 | Bis[(dimethylamino)methyl]phenol - -
Reaktivverdlinner
2426-08-6 Butylglycidylether GMS S
2425-79-8 1,4-Butandiol-diglycidylether HS H
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17557-23-2 | Neopentylglykol-diglycidylether U U
2461-15-6 2-Ethylhexylglycidylether U U
16096-31-4 | 1,6-Hexandiol-diglycidylether HS H
26761-45-5 | Versaticsdureglycidylester (z.B. Cadura E 10) GMS u
30499-70-8 | Trimethylolpropan-triglycidylether U—>HS U
68609-97-2 | C12/C14-Monoglycidylether U -2 GMS u
26142-30-3 Z;)glx/p;:gsl\gfhnegrlykoldiglycidylether/ Polyoxypropylen- U= GMS (U) U
9072-62-2 Polypropylenglycol-chloromethyloxiran polymer U= GMS (0) U
41638-13-5 | Dipropylenglycol-diglycidyl ether U U
14228-73-0 | Cyclohexandimethanol-diglycidylether

u/u u/u
17351-75-6 | Cyclohexandimethanol-divinylether
3101-60-8 p-tert.-Butylphenol-monoglycidylether U U
122-60-1 Phenylglycidylether HS > SHS H
2210-79-9 o-Kresylglycidylether HS (U) H
26447-14-3 | Kresyl-glycidylether, Isomerengemisch HS H
90529-77-4 / | Propantriol-glycidylether (1,2,3-Propantriol-glycidylether / i i
25038-04-4 |1,2,3-Propanetriol, polymer mit 2-(chlormethyl)oxiran)
B0 | elantiheptan 3-carbona - -
28768-32-3 | 4,4-Methylenbis[N,N-bis(2,3-epoxypropyl)anilin] (TGMDA) |- -
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3 ARBEITSSCHRITT 3: ERWEITERTE DATENDOKUMENTATION ZUR

SENSIBILISIERENDEN WIRKUNG BEI ERWEITERTER SUBSTANZAUSWAHL

3.1 Allgemein

Die Suche nach vorhandenen Daten fiir die Inhaltsstoffe war — wie bereits in FP-0324 - auf
zwei Sdulen gestuitzt. Die Suche nach veroffentlichter Literatur wurde einerseits

— substanzspezifisch und andererseits
— methodenorientiert
durchgefihrt.

Die Suche nach substanzspezifischer Literatur fir Inhaltsstoffe, die bereits in FP-0324
bewertet wurden, sowie flir methodenorientierte Neuvertffentlichungen wurde auf die
Jahre ab 2012 beschrankt. Fir neu zu bewertende Inhaltsstoffe erfolgte die Literatur-
recherche ohne Begrenzung des Veroffentlichungsdatums.

Sowohl die substanzspezifischen, als auch die methodenorientierte Suche wurden wie bereit
im Vorgangerprojekt durchgefihrt.

Als Ausgangspunkt wurde das Literatursuchportal PubMed (NLM, 2016c) (Suchworte bei
substanzspezifischer Suche: ,allergy OR allergic OR hypersensitiv* OR sensitis* OR sensitiz*“
— verknipft mit CAS-Nummer oder dem Namen der Substanz). Weiterhin wurde die
,Dissemination Database” der Europdischen Chemikalienbehdrde (ECHA) auf das
Vorhandensein eines Registrierungsdossiers fir den fraglichen Inhaltsstoff Gberprift (ECHA,
2016b). AbschlieRend wurde noch eine Suche Uber Google bzw. Google Scholar
durchgefihrt.

In den Kapiteln 3.2 und 3.3 sind die gefundenen Daten jeweils pro Substanz aufgefiihrt und
mit den entsprechenden Quellen versehen (Stand systematische Literatursuche Oktober
2015; teilweise ausgeweitet bis Mai 2016).

Anmerkungen:

Humanbefunde (,,/n vivo (Schritt A)“) werden in Kapitel 3 nicht berichtet, da die Bearbeitung
durch den Informationsverbund Dermatologischer Kliniken (IVDK; Prof. Geier) erfolgt (siehe
eigenstandiger Teilbericht).

Nachfolgend sind alle bisher ermittelten Ergebnisse aus in vivo (ohne Humanbefunde), in
vitro oder in silico Experimenten jeweils substanzspezifisch in Kurzform aufgelistet. Soweit
moglich, wurden, wie in Teilbericht 5.1 beschrieben, in silico Anwendungen zur Bereit-
stellung von zusatzlichen Daten durchgefiihrt. Fur alle Inhaltsstoffe mit verfligbarer Struktur
(SMILES Code) wurden die Module TOXTREE, sowie die QSAR Toolbox Modelle zur Protein-
bindung (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 fir
einen Inhaltsstoff ein SMILES zur Verfligung 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 Uber den mdglichen Reaktivitatsmechanismus bzw.
mogliche Metaboliten des Inhaltsstoffes gefunden werden konnte.
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3.2 Aktualisierung der Datenlage zu bereits in FP-0324 bewerteten
Substanzen

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse einer Nachrecherche zu den in FP-0324
bewerteten Substanzen berichtet. Insbesondere wurden mittlerweile erschienene
Registrierungsdossiers auf nicht veroffentlichte Industriestudien gepruft.

Vorbemerkung: In mehreren Studien werden zu Vergleichszwecken Ergebnisse zu in vivo und
in vitro Tests aus friiheren Verdéffentlichungen verwendet. Nicht in allen Fdllen war die
konkrete Zuordnung eines Resultates zu einer bestimmten Veroéffentlichung moglich (bei
Nennung einer Reihe von Veroffentlichungen zum Datensatz ohne konkrete Zuordnung zum
Einzeldatum). In diesem Fall wurde als Quelle die letzte nachvollziehbare Literatur
angegeben.

3.2.1 Epoxidharze

3.2.1.1 Bisphenol A-Harze, CASRN 25068-38-6

In diesem Abschnitt werden auch die Ergebnisse des Reaktionsprodukts Bisphenol A
Epichlorhydrin (CASRN 25085-99-8) und Bisphenol A-Diglycidylether, CASRN 1675-54-3
berichtet.

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H315-H317-H319-H411 (ECHA, 2016a)
Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Diese Epoxidharze (mit Molekulargewicht < 900 Da) sind die haufigsten und
wichtigsten Ausléser der Kontaktallergie beim Menschen (v.a. Baugewerbe — weit
verbreitet und haufigstes Allergen). Fast alle vorliegenden Meerschweinchentests zu
Bisphenol A-Diglycidylether und Harzen waren positiv, sofern die MolekilgroRe
1000-1200 nicht uberschritt. Ein vorliegender LLNA ergab fir Bisphenol A-Harz im
Vehikel Aceton ein positives Ergebnisse, bei Verwendung von Aceton/Olivendl (AAO)
einen positiven und einen negativen Befund. Auch Bisphenol A-Diglycidylether in
AAO war im LLNA positiv, in Dimethylformamid negativ.

— In vitro: Die Bioverfugbarkeit ist gemald dem log Ko,w als gut zu bewerten. Bisphenol
A-Diglycidylether (CASRN 1675-54-2) zeigte im KeratinoSens™™ positive Reaktionen
(EC1,5 =5 uM, lmax = 13 uM).

— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus

— Gesamtbewertung: HS

Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340 (CAS-Nummer 1675-54-3) ist in einem neuen Ranking-
System (Basketter et al., 2014) in Kategorie 3 (Known contact allergens) klassiert (siehe
Abschnitt 1.4.1).

Neu veroffentlichte experimentelle Daten sind in der folgenden Tabelle 13
zusammengefasst.
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Tabelle 13 Neue Ergebnisse zu Bisphenol A-Diglycidylether (1675-54-3)

Test Ergebnis Bemerkungen Quelle

in vivo

LLNA positiv Vehikel AOO*, LLNA-Daten | (Delaine et al., 2011)

EC3:1,24 %

in FP0324 nicht
beriicksichtigt, Wertung der
Autoren nicht einheitlich:
,moderate” (Delaine) bzw.
,strong” (O’Boyle)

Bewertung der
Wirkstarke auch in
(O'Boyle et al., 2014)

positiv
Sl: 8,38 (arithmetisches
Mittel, EC3 nicht ausweisbar)

Vehikel AOO, nicht gepoolte
Individualdaten, nur eine
Konzentration getestet

(O'Boyle et al., 2014)

modifizierter | positiv Wert dhnlich der EC3 (Roberts, 2015)
rLLNA (vgl. EC3:0,5% (1,5 %) eines klassischen
1.2.1.3) LLNA aus der Literatur
in vitro
DPRA positiv mittelstark nach OECD (Hirota et al., 2015;
Mittlere Depletion: 39 % 442C, Peptiduberschuss 10- | Nukada et al., 2013;
(Cys: 74,8, Lys:3,2%) (Cys) bzw. 50-fach (Lys), Takenouchi et al.,
Reaktionszeit 24 h 2015)
positiv mittelstark nach OECD 442C | (Natsch et al., 2013)
Mittlere Depletion: 23,4 % und Kriterien der Autoren,
(Cys: 42,5, Lys: 1,1 %) Peptid-tberschuss 10- (Cys)
bzw. 50-fach (Lys),
Reaktionszeit 24 h
Keratino positiv (Natsch et al., 2013)
Sens™ EC1,5: 5,2 uM
h-CLAT positiv (Ashikaga et al., 2010;
EC1,5 (CD86): 18,27 Hirota et al., 2015;
EC2,0 (CD54): 22,2 2013; Nukada et al.,
VTS (Zvtot 36 ug/mL 2012; Takenouchi et
(Zytotox.): 36 ug/m al., 2015; Tsujita-Inoue
et al., 2014)
MUSST positiv (Natsch et al., 2013)

EC1,5: 26,4 uM

in silico
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Test

Ergebnis

Bemerkungen

Quelle

iSENS vers. 2 | mittelstark (1675-54-3)

7,3%

vorhergesagte EC3 im LLNA:

ANN Modell welches 3D-
Molekulstruktur
miteinbezieht

(Tsujita-Inoue et al.,
2015)

DEREK

positiv

Substanz ist nicht Teil des
Trainingssets

(Nukada et al., 2013;
Takenouchi et al.,
2015)

*: AOO: Aceton/Olivendl 4:1

3.2.1.2 Reaktionsprodukt Bisphenol A Epichlorhydrin, CASRN 25085-99-8
siehe unter der CASRN 25068-38-6

3.2.1.3 Bisphenol-A-Epichlorhydrin MW 340, Bisphenol A-Diglycidylether, CASRN 1675-

54-3

siehe unter der CASRN 25068-38-6
Einstufung: H319-H315-H317 (ECHA, 2016a)

3.2.1.4 Bisphenol F-Harze, CASRN 9003-36-5

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H315-H317-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Diese Epoxidharze wirken beim Menschen stark sensibilisierend. 5 von 6
Meerschweinchentests waren positiv. Der vorliegende LLNA ergab fiir Bisphenol F-
Harz im Vehikel Aceton eine EC3 von 0,7 % (EC1,5 = 0,6 %). In einer zweiten,
unabhangigen Testung in Aceton im Vehikel Aceton ein positives Ergebnisse, bei
Verwendung von Aceton/Olivenél (AOQO) einen negativen Befund.

In vitro: Die Bioverfugbarkeit ist gemall dem log Ko,w als gut zu bewerten. Bisphenol
F-Diglycidylether (CASRN 28064-14-4) zeigte im KeratinoSens™ positive Reaktionen

(EC1,5 =7 UM, lmax = 5 uM).

In silico: Proteinreaktivitat Gber Sy2 Mechanismus

Gesamtbewertung: HS

Neue Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tabelle 14 Neue Ergebnisse zu Bisphenol F-Diglycidylether
Test Ergebnis Bemerkungen Quelle
in vivo
LLNA positiv Vehikel AOO* (Delaine et al., 2011)
EC3:1,13% LLNA-Daten in FP-0324 nicht Bewertung der
beriicksichtigt, Wertung der Autoren Wirkstarke auch in
nicht einheitlich: ,,moderate” (Delaine) (O'Boyle et al., 2014)
bzw. ,strong” (O’Boyle)
in vitro
DPRA positiv Restmenge Peptid (80 min): 7,8 % (O'Boyle et al., 2012)
Depletion: 92,2 % Substanzlberschuss 10-fach gegenuber
Peptid

*: AOO: Aceton/Olivendl 4:1

3.2.1.5 Bisphenol-F-Epichlorhydrin, CASRN 28064-14-4
siehe unter der CASRN 9003-36-5

3.2.2 Harter, aromatische Amine

3.2.2.1 4,4'-Diaminodiphenylmethan, CASRN 101-77-9

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H373-H317-H341-H350-H370-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Die Substanz wird als relativ haufiges Allergen bei Epoxidharz-Exponierten
und -Allergikern gefunden. Ergebnisse aus den Versuchen an Meerschweinchen

deuten auf eine sehr geringe sensibilisierende Wirkstarke hin.

In vitro: Es liegen nur Daten zu dermalen Resorption vor (gering bis mittlere

Aufnahme in die Haut).

In silico: Pro-Hapten (Metabolit, z.B. Michael Addition)
Gesamtbewertung: GMS

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden, vermutlich weil die Substanz als
Kanzerogen (H350) nicht weiter verwendet wird (siehe auch neuere Berechnungen der Hohe
des berufsbedingten Krebsrisikos, (HCN, 2015)).
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3.2.3 Harter, aliphatische Amine

3.2.3.1 Ethylendiamin, CASRN 107-15-3
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H226-H311-H302-H332-H314-H334-H317 (ECHA, 2016a)
Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Humanbefunde erlauben keine Zuordnung zu einer Wirkstarkenkategorie. Die
Mehrzahl der vorliegenden Versuche an Meerschweinchen kam zu einem positiven
Ergebnis, fir Ethylendiaminhydrochlorid jedoch zu negativen Resultaten. Im LLNA
war die freie Base stark positiv.

— In vitro: Die Bioverfiigbarkeit der Substanz wird als gerade noch gut eingeschatzt. In
DPRA-Tests zeigte sich eine nur geringe Reaktivitdt (Peptiddepletion: > 6,4 bis
maximal 15 %). Positive Ergebnisse wurden im ARE Luciferasetests (u.a.
KeratinoSensTM; EC1,5 = 99,9 UM, lmax = 13,2 uM), im MUSST, im Reifungstest von T-
Lymphozyten und im h-CLAT erzielt.

— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: HS

Die Substanz ist in einem neuen Ranking-System (Basketter et al., 2014) in Kategorie 3
(Known contact allergens) klassiert (siehe Abschnitt 1.4.1).

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15 Neue Ergebnisse zu Ethylendiamin
Test Ergebnis Bemerkungen Quelle
in vivo
in vitro
DPRA negativ Peptidiberschuss 10- (Hirota et al., 2015;
Mittlere Depletion: 0,35 % | (Cys) bzw. 50-fach (Lys), Nukada et al., 2013;
(Cys: 0,7, Lys: -0,3 %) Reaktionszeit 24 h Takenouchi et al., 2015)
negativ Peptidlberschuss 10- (Natsch et al., 2013)
Mittlere Depletion: 1,71 % | (Cys) bzw. 50-fach (Lys),
(Cys: 3,4, Lys: 0 %) Reaktionszeit 24 h
positiv Peptidlberschuss 15- (Bauch et al., 2012)
Mittlere Depletion: 9,7 % (Cys) bzw. 3-fach (Lys),
(Cys: 0,7 Lys:18,6 %) Reaktionszeit 24 h
schwach nach OECD 442C
PPRA negativ keine der Testkonz. fiihrt | (Lalko et al., 2013)
(EC15 > 30 mM) zu einer Depletion von
mindestens 15 %
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SH-Assay positiv Es werden nur Werte bei | (Hirota et al., 2015; 2013;
Maximale Depletion: Zytotoxizitat < 50 % Suzuki et al., 2009;
19,5 % bestimmt Tsujita-Inoue et al., 2014)
ARE-Assay positiv Induktion > 1,5 des (Hirota et al., 2015;
E1,5: 132,8 ug/mL Kontrollwertes gilt als Tsujita-Inoue et al., 2014)
| 2,03 positives Ergebnis. Es
werden nur Werte bei
Zytotoxizitat < 50 %
bestimmt
KeratinoSens™ | positiv (Natsch et al., 2013)

EC1,5: 99,88 uM

positiv

EC1,5: 451,7 uM

Siehe auch Kapitel 5

Testung innerhalb dieses
Projekts (FP-0384)

LuSens negativ (Bauch et al., 2012)
EC1,5: -
negativ (Ramirez et al., 2014)
EC1,5:> 750 uM

SENS-IS positiv (10 % = moderat Laut Autoren vergleichbar | (Cottrez et al., 2016)
sensibilisierend, gemaR mit der Einordnung von
den Wirkstarkeregeln im Humandaten von
LLNA) (Basketter et al., 2014)

U-SENS Positiv Laut Vorhersagemodell (Piroird et al., 2015)
(EC150 = 16 pug/mL; Cat 1A nach CLP (EC,
CV70 =58 ug/mL) 2008)

h-CLAT positiv Es werden nur Werte bei | (Ashikaga et al., 2010;
EC1,5 (CD86): 265,7 Zytotoxizitat < 50 % Hirota et al., 2015; 2013;
EC2,0 (CD54): - bestimmt Nukada et al., 2012;

Takenouchi et al., 2015;

CV75 (zytotox.): 271,7 Tsujita-lnoue et al., 2014)
ug/mL
positiv (Bauch et al., 2012)
EC1,5 (CD86): 109 pg/mL
EC2,0 (CD54): -

MUSST positiv (Natsch et al., 2013)

EC1,5: 782,0 uM

negativ

EC1,2: 25 pg/mL (412 pM)

(Bauch et al., 2012)
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Human Skin
Explant Test

positiv
T-Zellstimulation: 5,25-
fach

IFN-y-Stimulation: 11,3-
fach

Maximale
Testkonzentration
assoziiert mit< 15 %
Zytotoxizitat

(Ahmed et al., 2016)

in silico

iSENS vers. 2 schwach bis mittelstark unterschiedliche Werte in | (Tsujita-Inoue et al.,
LLNA: 7,1-11 % Modellversion

iSENS vers. 2 mittelstark ANN Modell welches 3D- | (Tsujita-Inoue et al.,
vorhergesagte EC3 im Molekilstruktur 2015)
LLNA: 2,6 % miteinbezieht

DEREK positiv Substanz ist Teil des (Nukada et al., 2013;

Trainingssets

Takenouchi et al., 2015)

3.2.3.2 Diethylentriamin, CASRN 111-40-0

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H330-H335 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Im Human Maximierungstest wurde die Substanz als starkes Allergen
bezeichnet. Wegen der geringen bis maBigen Verwendung ist die absolute Zahl der
Patienten mit einer Kontaktallergie aber relativ gering. 2 Versuchen an
Meerschweinchen kamen zu einem positiven Ergebnis. In LLNA-Tests war die
Substanz positiv.

In vitro: Die Bioverfligbarkeit der Substanz wird als gerade noch gut eingeschatzt. Im
DPRA Test zeigte sich eine nur geringe Reaktivitdt (mittlere Peptiddepletion: 7,8 %).
Ein positives Ergebnis wurde im KeratinoSens™ (EC1,5 = 1259,4 PM, lpnax = 1,7 pM)
gemessen.

In silico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

Gesamtbewertung: HS

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16 Neue Ergebnisse zu Diethylentriamin

Test Ergebnis Bemerkungen Quelle

in vivo

in vitro

DPRA positiv Peptidlberschuss 10- (Cys) (Hirota et al., 2015;
Mittlere Depletion: 22,4 % | bzw. 50-fach (Lys), Nukada et al., 2013;
(Cys:44,80, Lys: -1,9 %) Reaktionszeit 24 h Takenouchi et al., 2015)

grenzwertig schwach/
mittelstark nach OECD 442C

negativ Sekundar zitierte
Mittlere Depletion: 4 % unveroffentlichte Daten

(Cys: 5,7, Lys: -2,3 %)

(Urbisch et al., 2015,
supplementary table)

Keratino | negativ Siehe auch Kapitel 5

Sens™ | Ec1,5:-

Testung innerhalb dieses
Projekts (FP-0384)

h-CLAT negativ Es werden nur Werte bei
EC1,5 (CD86): - Zytotoxizitat < 50 % bestimmt
EC2,0 (CD54): -

CV75 (Zytotoxizitat):
1221,6 pg/mL

(Ashikaga et al., 2010;
Hirota et al., 2015; 2013;
Nukada et al., 2012;
Takenouchi et al., 2015;
Tsujita-lnoue et al., 2014)

in silico
iSENS mittelstark ANN Modell welches 3D- (Tsujita-Inoue et al.,
vers. 2 vorhergesagte EC3 im Molekilstruktur miteinbezieht | 2015)
LLNA: 2,7 %
DEREK positiv Substanz ist Teil des (Nukada et al., 2013;

Trainingssets

Takenouchi et al., 2015)

3.2.3.3 Dipropylentriamin, CASRN 56-18-8

Einstufung: H302-H311-H314-H317-H330 (ECHA, 2016a)
— Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Humanbefunde erlauben keine abschliefende Bewertung. Ein GPMT und ein
LLNA kamen zu positiven Ergebnissen, wobei im LLNA eine stdrkere Wirkung

beobachtet wurde.

— In vitro: Die Bioverfugbarkeit der Substanz wird als gerade noch gut eingeschatzt, im

Vergleich zu den anderen Hartern erscheint sie mittelmaRig.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U 2> GMS
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Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im reduzierten LLNA
wurde ein EC3 Wert von 3,9 % (w/v) bzw. 297,2 mM ermittelt. Im KeratinoSens™ ergab sich
ein positives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: 356 uM).

3.2.3.4 Trimethylhexamethylendiamin  (TMD, Trimethylhexan-1,6-diamin), CASRN
25620-58-0, auch CASRN 25513-64-8

Diese CAS-Nummer 25620-58-0 bezeichnet ebenso wie CAS-Nummer 25513-64-8 das
Isomerengemisch aus 2,2,4-Trimethylhexan-1,6-diamin (CASRN 3236-53-1) und 2,4,4-
Trimethylhexan-1,6-diamin (CASRN 3236-54-2).

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H314-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der wenigen Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke
nicht moglich. In zwei GPMT und einem LLNA wurden stark positive Ergebnisse
erhalten.

— In vitro: Die Bioverfugbarkeit der Substanz wird als gerade noch gut eingeschatzt, im
Vergleich zu den anderen Hartern erscheint sie mittelmaRig.

— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: HS

An aktuellerer Literatur liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor
(Kolle et al.,, 2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der
Stimulationsindex des 3H—Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne
Einsatz radioaktiver Agenzien gemessen werden (siehe 1.2.1.4). Zum Vergleich wurden fir
die Testsubstanzen auch klassische LLNAs durchgefiihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls
berichtet. In der Auswertung bisheriger Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als
Schwellenannahme fiir sensibilisierende Wirkung als vergleichbar zur EC3 im LLNA.
Trimethylhexamethylendiamin wurde in beiden Tests mit Konzentrationen von 1, 3 und 10 %
in Aceton getestet. Die EC1,5 im LNCC war 0,5 % (bei Stimulationsindices bis 3,42), die EC3
im LLNA allerdings mit 1,9 % etwas hoher (bei Stimulationsindices bis 8,86; Wert des LLNA
entspricht des bereits in FP-0324 berichteten Wertes aus (Gamer et al., 2008)). Nach den
Kriterien beider Tests ist die Substanz als sensibilisierend anzusehen (Kolle et al., 2012).

Die Substanz (CASRN 25513-64-8) war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen.
Im KeratinoSens™ ergab sich ein negatives Testergebnis (sieche auch Kapitel 5, EC1,5: nicht
bestimmbar).
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3.2.3.5 Triethylentetramin, CASRN 112-24-3
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der wenigen Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke
nicht moglich. Insgesamt 4 GPM Tests und ein Test nach Bihler zeigten positive
Wirkung.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gering bis mittelmaRig eingeschatzt.

— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: HS

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden. Obwohl eine
Registrierung mit der Abgabefrist 2013 vorgesehen war findet sich keine IUCLID Datensatz
der Substanzregistrierung unter REACH (stattdessen Hinweis auf Annex lll, reduzierte
Datenanforderungen fiir REACH 2018 unter bestimmten Bedingungen).

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™
ergab sich ein negatives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht bestimmbar).

3.2.3.6 N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan, CASRN 109-55-7
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H226-H302-H312-H314-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der wenigen Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke
nicht méglich. Mehrere Meerschweinchentests zeigten positive Wirkung, jedoch mit
eher geringer Wirkstarke. Im LLNA mit sieben unterschiedlichen Vehikeln wurden EC3
Werte zwischen 1,7 und > 10 % ermittelt. In sechs Versuchen resultierte daraus die
Einstufung HS, in einem Fall die Zuordnung GMS.

— In vitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als mittelmaRig eingeschatzt. In DPRA-Tests
zeigte sich eine nur geringe Reaktivitdt (Cys: 10 %, Lys 0 %). Im h-CLAT zeigte sich
qualitativ ein positives Ergebnis.

— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U 2> GMS

Die Substanz ist in einem neuen Ranking-System (Basketter et al., 2014) in Kategorie 2
(Strong intrinsic sensitising properties) klassiert (siehe Abschnitt 1.4.1). Dies steht etwas im
Gegensatz zu einer Einschatzung derselben Autoren aus dem Jahr 2006, hier wurde die
Substanz als moderat humansensibilisierend bezeichnet (Basketter und Kimber, 2006).

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in Tabelle 17 zusammengefasst.
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Tabelle 17 Neue Ergebnisse zu N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan

Test Ergebnis Bemerkungen Quelle

in vivo

in vitro

DPRA negativ Peptidiberschuss 10- (Hirota et al., 2015; Nukada

Mittlere Depletion: 4,0 %
(Cys:8,0, Lys: -2,1 %)

(Cys) bzw. 50-fach (Lys),
Reaktionszeit 24 h

et al., 2013; Takenouchi et
al., 2015)

negativ

Mittlere Depletion: 5,1 % (Cys:

10,2, Lys: 0 %)

Peptidiberschuss 10-
(Cys) bzw. 50-fach (Lys),
Reaktionszeit 24 h

(Natsch et al., 2013)

Keratino | positiv (Natsch et al., 2013)
™
Sens EC1,5: 85,76 uM
EC3:472,42
IC50: 1337,9
negativ Siehe auch Kapitel 5 Testung innerhalb dieses
EC1,5: - Projekts (FP-0384)
h-CLAT positiv (Ashikaga et al., 2010; Hirota
EC1,5 (CD86):82,1 etal., 2015; 2013; Nukada et
EC2,0 (CD54): 165,8 al., 2012; Takenouchi et al.,
2015; Tsujita-Inoue et al.,
CV75 (Zytotox.): 276,7 ug/mL 2014)
MUSST negativ (Natsch et al., 2013)
EC1,5: > 7000 puM
in silico
DEREK positiv Substanz ist Teil des (Nukada et al., 2013;

Trainingssets

Takenouchi et al., 2015)

3.2.3.7 Tetraethylenpentamin, CASRN 112-57-2
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Auf Basis der wenigen Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke
nicht moglich. Zwei Versuche an Meerschweinchen kamen zu widersprichlichen

Ergebnissen.

Die Substanz

war

Teil der

vergleichenden

Bewertung der

sensibilisierenden Wirkstarke von Leung und Auletta (1997).
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gering eingeschatzt.
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— In silico: Mogliches Pro-Hapten (Toxtree: Schiff Basenbildner; QSAR Toolbox: keine
Metaboliten)

— Gesamtbewertung: GMS

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden. Obwohl eine
Registrierung mit der Abgabefrist 2013 vorgesehen war findet sich keine IUCLID Datensatz
der Substanzregistrierung unter REACH (stattdessen Hinweis auf Annex lll, reduzierte
Datenanforderungen fiir REACH 2018 unter bestimmten Bedingungen).

Eine neue Analyse in der QSAR Toolbox (v.3.4) ermittelt flinf mogliche Metaboliten der
Substanz, davon wurden drei als Schiff Basenbildner identifiziert. Die Substanz war Teil der in
diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™ ergab sich ein negatives
Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht bestimmbar).

3.2.3.8 Pentaethylenhexamin, CASRN 4067-16-7
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H410 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Humanbefunde liegen nicht vor. Ein GPMT zeigte ein positives Ergebnis. Die
Substanz war Teil der vergleichenden Bewertung der sensibilisierenden Wirkstarke
von Leung und Auletta (1997).
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gering eingeschatzt.
— In silico: Mogliches Pro-Hapten (Toxtree: Schiff Basenbildner; QSAR Toolbox: keine
Metaboliten)

— Gesamtbewertung: GMS
Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

Eine neue Analyse in der QSAR Toolbox (v.3.4) ermittelt flinf mogliche Metaboliten der
Substanz, davon wurden drei als Schiff Basenbildner identifiziert.

3.2.3.9 Polyethylenpolyamin, CASRN 68131-73-7
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H410 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde liegen nicht vor. Ein GPMT zeigte ein positives Ergebnis.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gering eingeschatzt.
— In silico: Mogliches Pro-Hapten (Toxtree: Schiff Basenbildner; QSAR Toolbox: keine
Metaboliten)

— Gesamtbewertung: GMS (Einschrankung: nur giiltig bei < 0.1 % Monomergehalt)
Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

Eine neue Analyse in der QSAR Toolbox (v.3.4) ermittelt flinf mogliche Metaboliten der
Substanz, davon wurden drei als Schiff Basenbildner identifiziert.



98
3.2.3.10 Polyethylenamin, CASRN 26336-38-9 (Monomer CASRN 593-67-9)
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H410 (Hersteller Einstufung nach FP-0324)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
— In vitro: Es liegen keine Ergebnisse aus in vitro Versuchen vor. Die Bioverfiigbarkeit
wurde als gering eingeschatzt.
— In silico: Mogliches Pro-Hapten (Toxtree: Schiff Basenbildner; QSAR Toolbox: keine
Metaboliten)

— Gesamtbewertung: GMS (Einschriankung: nur giiltig bei < 0.1 % Monomergehalt;
Analogiebetrachtung zu anderen Aminen)

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden (auch eine neue Analyse in der QSAR
Toolbox (v.3.4) ergab keine neuen Informationen).

3.2.4 Harter, cycloaliphatische Amine

3.2.4.1 4,4'-Diaminocyclohexylmethan, CASRN 1761-71-3
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H314-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Beim Menschen wurden nur vereinzelt Sensibilisierungen beobachtet. Ein
GPMT zeigte ein positives Ergebnis (GMS), zwei weitere Meerschweinchentests sind
nicht bewertbar.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.

— Insilico: Keine Proteinreaktivitat vorhergesagt (auch nicht fir Metaboliten)

— Gesamtbewertung: U 2> GMS

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden. Die Substanz war Teil
der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™ ergab sich ein negatives
Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht bestimmbar).

3.2.4.2 Bis(4-(1,2-bis(ethoxycarbonyl)ethylamino)-3-methylcyclohexyl)methan,  CASRN
136210-32-7

Einstufung: H317-H410 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
— in vitro: Die Bioverfugbarkeit wurde je nach Parameter widerspriichlich abgeschatzt,
insgesamt aber eher als gering erachtet.
— Insilico: Keine Proteinreaktivitat vorhergesagt (Metaboliten teilweise reaktiv)
— Gesamtbewertung: U

Mittlerweile liegt fur diese Substanz ein Registrierungsdossier vor (ECHA, 2016b; Abfrage
August 2015). Dort findet sich eine Industriestudie zu einem GPMT gemall OECD Guideline
406 (Klimisch RL 1). Die Induktion erfolgte intradermal mit 5% Testsubstanz, epikutan mit
50 % in Polyethylenglykol 400. Die erste Auslésebehandlung (nach 3 Wochen) wurde mit 5 %
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durchgefiihrt, die zweite (nach 4 Wochen) mit 12 und 25 %. Bei der ersten Ausldsung zeigten
nach 48 h 17/20 Tieren Hautreaktionen, nach 72 h 9/20 Tieren. Bei der wiederholten
Auslosebehandlung reagierten bei einer Konzentration von 25 % nach 48 h 10/20 Tieren,
nach 72 h 4/20 Tieren. Fir die 12 % Testgruppe waren es entsprechend 7/20 und 4/20
Tieren. Deshalb wurde die Substanz als sensibilisierend bewertet (unveréffentlichter
Studienbericht, 1992; ESR.001). Es ist anzumerken, dass durch das gewdhlte Studiendesign
(Verwendung einer intradermalen Induktionsdosis von > 1 %) formal keine Einstufung in die
Kategorie HS erfolgen kann.

Als log Koyw wird im Registrierungsdossier ebenfalls der mit EPI Suite™ berechnete Wert als
Schlisselstudie angegeben (log Kow = 5,99), da die experimentelle Ermittlung mittels der
gewidhlten Methodik (HPLC) nicht funktionierte.

3.2.4.3 N-Aminoethylpiperazin, 2-Piperazin-1-ylamin, CASRN 140-31-8
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H314-H317-H311-H318-H302-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der wenigen Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke
nicht moéglich. Zwei Versuche an Meerschweinchen kamen zu positiven Ergebnissen,
waren aber widersprichlich die Wirkstarke betreffend.

— invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde noch als gut eingeschatzt, stellt aber im Vergleich
zu den anderen cycloalipathischen Hartern die schlechteste Bewertung dar.

— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U
Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™
ergab sich ein positives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: 231,9 uM).

3.2.4.4 Isophorondiamin (IPD), 3-Aminomethyl-3,5,5-trimethylcyclohexylamin, CASRN
2855-13-2

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfiigbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H314-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Die Substanz ist beim Menschen als wichtiges Allergen bekannt, eine
Wirkstarkenzuordnung ist nicht moglich. Drei Versuche an Meerschweinchen und ein
LLNA zeigten stark positive Ergebnisse.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: HS

An aktuellerer Literatur liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor
(Kolle et al.,, 2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der
Stimulationsindex des 3H—Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne
Einsatz radioaktiver Agenzien gemessen werden. Zum Vergleich wurden fir die
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Testsubstanzen auch klassische LLNAs durchgefihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls
berichtet. In der Auswertung bisheriger Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als
Schwellenannahme fiir sensibilisierende Wirkung als vergleichbar zur EC3 im LLNA.
Isophorondiamin wurde in beiden Tests mit Konzentrationen von 0,3, 1 und 3 % in Aceton
getestet. Die EC1,5 im LNCC war 1,2 % (bei Stimulationsindices bis 2,94), die EC3 im LLNA
1,0 % (bei Stimulationsindices bis 20,2; Wert des LLNA entspricht des bereits in FP-0324
berichteten Wertes aus (Gamer et al., 2008)). Nach den Kriterien beider Tests ist die
Substanz als sensibilisierend anzusehen (Kolle et al., 2012).

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im reduzierten LLNA
wurde ein EC3 Wert von 4,1 % (w/v) bzw. 240,28mM ermittelt. Im KeratinoSens™ ergab sich
ein positives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: 87,9 uM).

3.2.4.5 3-Cyclohexylaminopropylamin, CASRN 3312-60-5
Einstufung: H302-H314-H317 (Hersteller Einstufung aus FP-0324)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

3.2.4.6 1,2-Diaminocyclohexan (DCH, Cyclohex-1,2-ylendiamin), CASRN 694-83-7
Einstufung: H302-H312-H332-H314-H335 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Humanbefunde liegen nicht vor. Versuche an Meerschweinchen und LLNAs
kamen zu widerspruchlichen Ergebnissen.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U

Mittlerweile liegt fur diese Substanz ein Registrierungsdossier vor (ECHA, 2016b; Abfrage
August 2015). Die Selbsteinstufung des Joint Entry weicht wesentlich von der in FP-0324
genannten Einstufung ab (R34-43 entspricht H314 und H317): Acute Tox. 4 H302, Acute Tox.
4 H312, Acute Tox. 4 H332, Skin Corr. 1A H314, Eye Damage 1 H318. Hier wurde die Substanz
also nicht mehr als sensibilisierend eingestuft, diese Wertung findet sich allerdings noch bei
anderen Notifizierern.

Das Registrierungsdossier enthalt keine Schlisselstudie, als unterstiitzend (supporting-study,
ESR.001) findet sich die bereits in FP-0324 referierte Studie von Gamer et al. (2008). Die
Experimentatoren vermuten, dass ein klar positives Ergebnis aus dem LLNA in einer ersten
Teilstudie mit Aceton als Vehikel eine Uberschatzung der sensibilisierenden Wirkstarke
darstellte. In einem unabhdngigen Wiederholungsversuch und in einem weiteren Test mit
dem Standardvehikel Aceton/ Olivenél konnte die hohe Sensibilisierungsstarke nicht
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bestatigt werden. Die Autoren selbst werten die Befunde als fraglich (weitere Details siehe
FP-0324, Abschnitt 2.2.4.6).

Als zweite unterstlitzende Studie ist eine Industriestudie referiert, welche einen Intrakutan-
test an Meerschweinchen beschreibt (unverdffentlichter Studienbericht, 1989; siehe
ESR.002, keine Studie gemal Guideline, Klimisch RL 2). Die epikutane Induktion erfolgte
mittels eines Tropfens einer Emulsion von 10 % Testsubstanz in Wasser, zwei Tage spater
wurde mit intradermalen Injektionen von 0,1 mL einer 1 % Emulsion begonnen, welche
insgesamt 4 Behandlungen in Abstanden von einer Woche umfassten. Die Auslose-
behandlung erfolgte nicht okklusiv 2 Wochen nach Abschluss der Induktionsphase, eine
wiederholte Auslosebehandlung wurde eine Woche spater durchgefiihrt. Appliziert wurde
jeweils 1 Tropfen einer 1 oder 10 % Emulsion in Wasser. Bei der ersten Auslosebehandlung
mit 10 % zeigten sich nach 24 oder 48 h jeweils bei 8/9 Tieren leichte bis mittelstarke
Hautreaktionen. Da es zu diesen Zeitpunkten ebenfalls bei den nicht sensibilisierten
Kontrolltieren zu leichten Hautreaktionen kam (3/5), wurde die Auslésebehandlung eine
Woche spater wiederholt. In der Testgruppe mit 10 % traten nach 48 h bei 6/9 Tieren leichte
Roétungen auf (66 %), jedoch keine Effekte in der Negativkontrollgruppe. Die Testgruppe mit
1 % Emulsion blieb ohne Hautreaktionen. Nach Wertung der Autoren ist die Substanz
aufgrund der Befunde bei wiederholter Auslésung ein schwacher Sensibilisierer (die Autoren
des IUCLID-Datensatzes werten die Befunde als unklar).

Weiter werden noch insgesamt 3 Studien von Read-across-Substanzen mit negativen
Befunden referiert (ESR.004 — ESR.006, zwei mit 2-Methyl-1,5-pentandiamin (CASRN 15520-
10-2), eine mit Hexan-1,6-diamin (CASRN 124-09-4), alle nicht Guideline-konform).

An aktuellerer Literatur liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor
(Kolle et al.,, 2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der
Stimulationsindex des 3H—Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne
Einsatz radioaktiver Agenzien gemessen werden. Zum Vergleich wurden fir die Test-
substanzen auch klassische LLNAs durchgefiihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls berichtet. In
der Auswertung bisheriger Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als Schwellenannahme fir
sensibilisierende Wirkung als vergleichbar zur EC3 im LLNA. 1,2-Diaminocyclohexan wurde in
beiden Tests mit Konzentrationen von 0,3, 1 und 3 % in Aceton getestet. Die EC1,5 im LNCC
war 0,6 % (bei Stimulationsindices bis 1,98), die EC3 im LLNA 0,4 % (bei Stimulationsindices
bis 8,39; Wert des LLNA entspricht des bereits in FP-0324 berichteten Wertes aus (Gamer et
al., 2008)). Nach den Kriterien beider Tests ist die Substanz als sensibilisierend anzusehen
(Kolle et al., 2012).

3.2.5 Harter, sonstige

3.2.5.1 m-Xylidendiamin (MXDA), CASRN 1477-55-0
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H332-H314-H317-H412-EUHO071 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Die Substanz ist beim Menschen als wichtiges Allergen bekannt, eine
Wirkstarkenzuordnung ist nicht moglich. Versuche an Meerschweinchen kamen
Uberwiegend zu positiven Ergebnissen, LLNA waren durchgangig positiv.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
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— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)
— Gesamtbewertung: HS

An aktuellerer Literatur liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor
(Kolle et al.,, 2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der
Stimulationsindex des 3H—Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne
Einsatz radioaktiver Agenzien gemessen werden. Zum Vergleich wurden fiir die Testsub-
stanzen auch klassische LLNAs durchgefiihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls berichtet. In der
Auswertung bisheriger Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als Schwellenannahme fir
sensibilisierende Wirkung als vergleichbar zur EC3 im LLNA. m-Xylidendiamin wurde in
beiden Tests mit Konzentrationen von 0,3, 1 und 3 % in Aceton getestet. Die EC1,5 im LNCC
war 0,4 % (bei Stimulationsindices bis 5,73), die EC3 im LLNA ebenfalls 0,4 % (bei
Stimulationsindices bis 44,2; Wert des LLNA entspricht des bereits in FP-0324 berichteten
Wertes aus (Gamer et al., 2008)). Nach den Kriterien beider Tests ist die Substanz als
sensibilisierend anzusehen (Kolle et al., 2012).

Bei der in silico Modellierung der Proteinreaktivitat (Toxtree und QSAR Toolbox) ergaben
sich Unterschiede im Vergleich zum Ergebnis aus dem Vorgdngerprojekt. Damals wurden 12
Metaboliten identifiziert, mittlerweile werden in der QSAR Toolbox (v.3.4) 20 mogliche
Metaboliten identifiziert. Einige dieser Metaboliten werden Uber die verschiedenen
bekannten Proteinbindungsmechanismen (SB, MA, Sy2) als proteinreaktiv erkannt. Die
Modellierung in TOXTREE ergibt wie zuvor Hinweise auf die Schiffbasenbildung, aber auch
auf Michael Addition und den Mechanismus der Sy2 Substitution (wie friiher wird davon
ausgegangen, dass es sich dabei um die Reaktivitat von Metaboliten handelt, Vgl. FP-0324).

3.2.5.2 m-Xylylendiamin/Acrylnitril-Addukt, CASRN 73050-11-0
Einstufung: H302-H312-H317-H332 (Hersteller Einstufung aus FP-0324)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
— Invitro: Es liegen keine Daten vor.
— Insilico: Befunde fehlen weil keine eindeutige Struktur zuzuordnen ist.

— Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden. Obwohl zusatzlich die
CASRN 90530-16-8 (Uibermittelt von Herrn Gahlmann der STAUF Klebstoffwerke GmbH) mit
in die Datenrecherche eingeschlossen wurde (keine Registrierung unter REACH, keine Daten
aus eChemPortal und ChemlD plus; C&L inventory (14.12.2015) H317 SkinSens Cat 1).

Die Substanz (CASRN 90530-16-8) war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen.
Im reduzierten LLNA wurde ein negativer Testbefund erhalten (d.h. EC3 Wert > 10 % (w/Vv)).
Im KeratinoSens™ ergab sich ein negatives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht
bestimmbar).

3.2.5.3 N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan,  N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-
ethylendiamin, CASRN 1760-24-3

Einstufung: H332-H318-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
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— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gering eingeschatzt.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U

Mittlerweile liegt fur diese Substanz ein Registrierungsdossier vor (ECHA, 2016b; Abfrage
August 2015). Die Selbsteinstufung des Joint Entry weicht wesentlich von der in FP-0324
genannten Herstellereinstufung ab (R38-41-43-52/53): Eye Damage 1 H318, Skin Sens. 1
H317.

Das Registrierungsdossier enthalt als Schlisselstudie einen GPMT gemaR OECD Guideline
406 (Klimisch RL 1). Die Induktion erfolgte mittels intradermaler Injektionen mit 0.1 % in
Paraffin, die epikutane Applikation mit 10 % Testsubstanz. Diese Konzentration wurde auch
fur die Auslosebehandlung verwendet. 24 und 48 h nach Auslésebehandlung zeigten 6/20
Tieren (30 %) eine positive Reaktion. Die Substanz wurde deshalb als sensibilisierend
bewertet (unveroffentlichter Studienbericht, 1992; siehe ESR.001).

Als unterstiitzend wurde ein LLNA referiert. Konzentrationen der Testsubstanz von 5, 10, 25
und 50 % in Aceton/Olivendl 3:1 bewirkten Stimulationindices von 1,7; 2,5; 4,7 und 7,9,
entsprechend einer EC3 von 13 % (unveroffentlichter Studienbericht, 2005; siehe ESR.002,
gemaR OECD Guideline 429, Klimisch RL 1).

Als unterstitzend wurden ein weiterer GPMT berichtet (unveréffentlichter Studienbericht,
1987; siehe ESR.003, gemalR OECD Guideline 406, Klimisch RL 1). Intradermale Induktion
erfolgte mit 0,5 % in Wasser, die epikutane Induktion und die Auslésebehandlung mit
unverdinnter Testsubstanz. Bei der Testgruppe zeigten nach 24 und 48 h 20/20 Tieren
Hautreaktionen, in der negativen Kontrolle reagierte keines der Tiere. Die Substanz wurde
deshalb als sensibilisierend bewertet (ABER beachte mogliche Hydrolyse, siehe auch 3.3.2).

Als log Ko/w werden im Registrierungsdossier aus technischen Griinden ebenfalls nur
berechnete Werte prasentiert: die Modelle sind nicht genannt und liefern in einem Fall
einen Wert von -0,3 und im anderen Fall einen Wert von -3,4.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™
ergab sich ein negatives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht bestimmbar).

3.2.5.4 Polyoxyalkylenamin, 1,10-Diamino-4,7,dioxadecan, CASRN 2997-01-5
Einstufung: H312-H315-H318-H335-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde gerade noch als gut eingeschatzt.
In silico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)
— Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden. Die Substanz war Teil
der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™ ergab sich ein positives
Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: 118,3 uM).
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3.2.6 Saureanhydride

3.2.6.1 Phthalsaureanhydrid, CASRN 85-44-9
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H315-H317-H318-H334-H335 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Versuche an Meerschweinchen und LLNA kamen durchwegs zu positiven
Ergebnissen.

— In vitro: Die Bioverfligbarkeit wurde als gut eingeschatzt. Die Proteinreaktivitat in
DPRA-Tests war hoch fir Lysin-haltige Peptide und GSH als Substrat, niedrig flr
Cystein-haltige Peptide (Bereich zwischen 31 und 75 % fir Lys, Cystein geringer,
kombiniert beispielsweise 24 %). Tests auf die Keratinozytenreaktion erbrachten
Testergebnisse, die in Richtung niedriger Reaktivitdt deuten. Ein MUSST zeigte ein
negatives Ergebnis, zwei h-CLAT-Tests kamen zu widerspriichlichen Ergebnissen. ,

— Insilico: Proteinreaktivitat Gber Acylierung

— Gesamtbewertung: HS = SHS

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18 Neue Ergebnisse zu Phthalsaureanhydrid
Test Ergebnis Bemerkungen Quelle
in vivo
GPMT positiv (5/5 bei 0,1 | keine relevante (Morimoto et al., 2014)
%, 1/5 bei 0,01 %) Wirkungsverstarkung bei
Koexposition mit DNCB oder TDI*
Mouse ear positiv (10 %) keine relevante (Morimoto et al., 2014)
swelling test Wirkungsverstarkung bei
(MEST) Koexposition mit DNCB oder TDI*
in vitro
DPRA positiv Peptidlberschuss 10- (Cys) bzw. (Hirota et al., 2015;

Mittlere Depletion:

18,5 % (Cys: 0, Lys:
37 %)

50-fach (Lys), Reaktionszeit 24 h
mittelstark nach OECD 442C

Nukada et al., 2013;
Takenouchi et al.,
2015)

positiv

Mittlere Depletion:

38,5 % (Cys: 1,9,
Lys: 75 %)

Peptidlberschuss 10- (Cys) bzw.
50-fach (Lys), Reaktionszeit 24 h

mittelstark nach den Kriterien der
Autoren und OECD 442C

(Natsch et al., 2013)

positiv

Mittlere Depletion:
24 % (Cys: 31,3 Lys:

Peptidiberschuss 15- (Cys) bzw. 3-
fach (Lys), Reaktionszeit 24 h

mittelstark nach OECD 442C

(Bauch et al., 2012)
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16,7 %)

PPRA

positiv (gesamt)

EC15 (Cys) > 15 mM (keine der

Testkonzentrationen fiihrt zu einer

Depletion von mindestens 15 %)
EC15 (Cys + HRP/P) = 0,07 mM
EC15 (Lys) = 0,99 mM

EC15 (Lys + HRP/P) = 1,65 mM

(Lalko et al., 2013)

ADRA (siehe
Abschnitt 0)

positiv

Mittlere Depletion:
42,7 % (Cys: 1,0,
Lys: 84,4 %)

modifizierte Aminosauren,
Peptidlberschuss wie DPRA (10-
fach fiir Cys, 50-fach fur Lys),
Reaktionszeit 24 h

(Fujita et al., 2014)

ADRA-DM
(siehe
Abschnitt 0)

positiv

Mittlere Depletion:
47,5 % (Cys: -1,8,
Lys: 96,9 %)

wie ADRA, mit 100-fach
geringeren Konzentrationen an
Testsubstanz, Reaktionszeit 24 h

(Yamamoto et al.,
2015)

SH-Assay positiv Es werden nur Werte bei (Hirota et al., 2015;
Maximale Zytotoxizitat < 50 % bestimmt Hirota et al., 2013;
Depletion: 27,9 % Tsujita-Inoue et al.,
2014)
ARE-Assay negativ Induktion > 1,50 des Kontroll- (Hirota et al., 2015;

E1,5:>3200 pg/mL
Imax:1,08

wertes gilt als positives Ergebnis.

Es werden nur Werte bei
Zytotoxizitat < 50 % bestimmt

Tsujita-Inoue et al.,
2014)

KeratinoSens™

negativ (Bauch et al., 2012)
E1,5: -
negativ (Natsch et al., 2013)

EC1,5:> 2000 uM
EC3:>2000 uM
IC50: > 2000 pM

LuSens negativ (Bauch et al., 2012)
E1,5: -
negativ (Ramirez et al., 2014)
E1,5:> 2400 uM

SENS-IS positiv (1 % > stark (Cottrez et al., 2015)

sensibilisierend,
gemal} den Wirk-
starkeregeln im
LLNA)
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U-SENS negativ Autoren bemerken das (Piroird et al., 2015)
(EC150 und CV70 > | Widersprichliche Ergebnis
200 pg/mL) zwischen LLNA und U-Sens (ohne
Humandaten zur Verfligung zu
haben)
h-CLAT negativ Es werden nur Werte bei (Ashikaga et al., 2010;
EC1,5 (CD86): - Zytotoxizitdt < 50 % bestimmt Hirota et al., 2015;
EC2,0 (CD54): - 2013; Nukada et al.,
2012; Takenouchi et
cv7s o al., 2015; Tsujita-Inoue
(Zytotoxizitat): > etal,, 2014)
400 pg/mL
MUSST positiv (Natsch et al., 2013)
EC1,5: 1080 uM
EpiDerm™, stark positiv Qualitativ richtige, quantitativ (McKim et al., 2012)
SkinEthic RHE auf Basis falsche Zuordnung
(SenCeeTox) Transkriptom-
Analysen der
Keratinozyten-
reaktion in 3D-
Hautmodellen
in silico
iSENS ver.2 schwach bis unterschiedliche Werte in (Tsujita-Inoue et al.,
mittelstark Abhdngigkeit von Modellversion 2014)
vorhergesagte EC3
im LLNA: 12-21 %
iSENS ver.2 stark (Tsujita-Inoue et al.,
(plus in silico vorhergesagte EC3 2015)
Parameter) im LLNA: 0,77 %
DEREK positiv Substanz ist Teil des Trainingssets | (Nukada etal., 2013;

Takenouchi et al.,
2015)

*: DNCB: Dinitrochlorbenzol; TDI Toluoldiisocyanat

3.2.6.2 Tetrahydrophthalsaureanhydrid, CASRN 85-43-8

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfiigbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H317-H318-H334-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde liegen nicht vor. Ein GPMT zeigte ein positives Ergebnis.
— invitro: Die Bioverflgbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
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— Insilico: Proteinreaktivitat tiber Acylierung (und Metabolit)
— Gesamtbewertung: HS (in Analogie zu Phthalsdureanhydrid)

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

3.2.6.3 Hexahydrophthalsaureanhydrid, CASRN 85-42-7
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H318-H334-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Ein GPMT und ein LLNA zeigten jeweils ein positives Ergebnis.
— invitro: Die Bioverflgbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Proteinreaktivitat tiber Acylierung (und Metabolit)
— Gesamtbewertung: HS (in Analogie zu Phtalsdureanhydrid)

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
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Tabelle 19 Neue Ergebnisse zu Hexahydrophthalsdureanhydrid

Test Ergebnis Bemerkungen Quelle

in vivo

in vitro

DPRA positiv Peptidiberschuss 10- (Cys) bzw. 50-fach (Natsch et al.,
Mittlere Depletion: 33 % | (Lys), Reaktionszeit 24 h 2013)

(Cys: 15,7, Lys: 34,6 %) grenzwertig mittelstark/stark nach den
Kriterien der Autoren und OECD 442C

PPRA positiv (gesamt) EC15 (Cys) > 10 mM (keine der Test- (Lalko et al.,
konzentrationen fiihrt zu einer Depletion 2013)
von mindestens 15 %)

EC15 (Cys + HRP/P) = 4,34 mM
EC15 (Lys) = 1,06 mM
EC15 (Lys + HRP/P) = 1,03 mM

Keratino | negativ (Natsch et al.,
Sens™ | EC1,5: > 2000 uM 2013)

EC3:> 2000 uM
IC50: > 2000 pM

MUSST | positiv (Natsch et al.,
EC1,5: 1037 uM 2013)

in silico

3.2.6.4 Methyltetrahydrophthalsdureanhydrid, CASRN 11070-44-3
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H317-H318-H334 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Es liegen keine Tierdaten vor.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Proteinreaktivitat tiber Acylierung (und Metabolit)
— Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.
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3.2.6.5 Methylhexahydrophthalsaureanhydrid, CASRN 25550-51-0

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H317-H318-H334 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstdrke nicht
moglich. Es liegen keine Tierdaten vor.

In vitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt.

In silico: Proteinreaktivitat Giber Acylierung (und Metabolit)

Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

3.2.7 Sekundare und tertidare Amine

3.2.7.1 3-((6-Aminotrimethylhexyl)amino)propionitril; N-cyanethyliertes Trimethylhexa-

methylendiamin, CASRN 93941-62-9

Einstufung: H302-H314-H317 (Hersteller Einstufung aus FP-0324)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
In vitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
In silico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)
Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.
Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™
ergab sich ein positives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: 414,4 uM).

3.2.8 Phenole

3.2.8.1 tert-Butylphenol, CASRN 98-54-4

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H315-H318-H361f (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

In vivo: Die Humandaten deuten darauf hin, dass der Inhaltsstoff eher ein seltenes
Allergen ist. Eine Wirkstarkenzuordnung ist nicht moglich. Ein GPMT zeigte ein
negatives Ergebnis.

In vitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt.

In silico: Keine Proteinreaktivitat vorhergesagt (auch nicht fiir Metaboliten)
Gesamtbewertung: GMS (trotz sparlicher Datenlage, human seltenes Allergen, keine
Sensibilisierung im Tierversuch und keine Proteinreaktivitdt vorhergesagt)

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

Eine Information aus dem 2. Begleitkreistreffen besagt, dass die Substanz seit dem 1.1.2016
wegen der reprotoxischen Effekte nicht mehr vermarktet wird.
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3.2.8.2 Bisphenol A, CASRN 80-05-7
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H318-H361f-H317-H335-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Die Humandaten deuten darauf hin, dass der Inhaltsstoff eher ein seltenes
Allergen ist. Eine definitive Wirkstarkenzuordnung ist nicht méglich. Ein GPMT und
ein LLNA zeigten jeweils ein negatives Ergebnis.

— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.

— Insilico: Keine Proteinreaktivitat vorhergesagt (auch nicht fir Metaboliten)

— Gesamtbewertung: GMS (trotz sparlicher Datenlage, human seltenes Allergen, keine
Sensibilisierung im Tierversuch und keine Proteinreaktivitdt vorhergesagt)

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

3.2.8.3 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol, CASRN 90-72-2
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H315-H319-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Ein GPMT zeigte ein negatives Ergebnis.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Pro-Hapten (Metabolit, Schiff Basenbildner)

— Gesamtbewertung: U
Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im KeratinoSens™
ergab sich ein negatives Testergebnis (siehe auch Kapitel 5, EC1,5: nicht bestimmbar).

Fiir diesen Inhaltsstoff wurde in der QSAR Toolbox zudem noch eine weitere Mechanistische
Domane bei den Protein Binding Alerts vorhergesagt (jeweils Michael Akzeptor und auch
einige der 12 identifizierten Metaboliten reagieren nach diesem Mechanismus).

3.2.9 Reaktivverdiinner

3.2.9.1 Butyl-glycidylether, CASRN 2426-08-6
Einstufung: H226-H351-H341-H332-H302-H335-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Im Human-Maximierungstest wird die Substanz als starkes Allergen bewertet.
Ein GPMT sowie 2 LLNA zeigten positive Ergebnisse (alle Kategorie GMS).

— Invitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt. Die Substanz war Teil der im
Vorgangerprojekt durchgefiihrten in vitro Testung (h-CLAT). Im DPRA war eine hohe
Peptidreaktivitdit zu beobachten (Peptiddepletion 32,5 bis 84 %). Tests zur
Keratinozytenreaktion kamen zu positiven Resultaten (Test 1: EC1,5 = 218,5 uM, Imax
=340,7 uM; Test 2: EC1,5 = 59 UM, lmax = 107 uM), ein h-CLAT war negativ.
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— In silico: Proteinreaktivitat Glber Sy2 Mechanismus
— Gesamtbewertung: GMS

Die Substanz ist in einem neuen Ranking-System (Basketter et al., 2014) in Kategorie 3
(Known contact allergens) klassiert (siehe Abschnitt 1.4.1).

Mittlerweile veroffentlichte Daten sind in der folgenden Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20 Neuere Ergebnisse zu Butyl-glycidylether
Test Ergebnis Bemerkungen Quelle
in vivo

modifizierter

schwach positiv

Wert dhnlich der EC3 (18 %)

(Roberts, 2015)

rLLNA (siehe | Ec3:31 % eines klassischen LLNA aus
1.2.1.1) der Literatur
in vitro
DPRA positiv Peptidlberschuss 10- (Cys) (Hirota et al., 2015;
Mittlere Depletion: 60,3 % bzw. 50-fach (Lys), Nukada et al., 2013;
(Cys: 60,3, Lys: korrigiert 66 Reaktionszeit 24 h Takenouchi et al., 2015)
%, da Gberlappend mit Cys) | mittelstark nach OECD 442C
positiv Peptidlberschuss 10- (Cys) (Natsch et al., 2013)
Mittlere Depletion: 39,4 % | Pzw. 50-fach (Lys),
(Cys: 67,3, Lys: 11,5 %) Reaktionszeit 24 h
mittelstark nach Kriterien
der Autoren & OECD 442C
positiv Mittelstark nach OECD 442C | Testung innerhalb dieses
Mittlere Depletion: 33,86 % Projekts (FP-0384)
(Cys: 57,9, Lys: 4,15 %)
SH-Assay positiv Es werden nur Werte bei (Hirota et al., 2015; 2013;
Max. Depletion: 50,1 % Zytotoxizitdt < 50 % Suzuki et al., 2009;
bestimmt Tsujita-Inoue et al., 2014)
ARE-Assay positiv Induktion > 1,50 des (Hirota et al., 2015;
(3hnlich E1,5:4,22 pg/mL Kontrollwertes gilt als Tsujita-Inoue et al., 2014)
KeratinoSen I .83 positives Ergebnis. Es
™ max- 7 .
s) werden nur Werte bei
Zytotoxizitat < 50 %
bestimmt
Keratino positiv (Natsch et al., 2013)
Sens™

EC1,5: 218,53 uM

positiv

EC1,5: 48,89 uM

Testung innerhalb dieses
Projekts (FP-0384)
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LuSens positiv (Ramirez et al., 2014)
EC1,5:< 72,34 uM

SENS-IS positiv (1 % > stark Autoren bewerten es als (Cottrez et al., 2015)
sensibilisierend, gemaR nicht relevant (zu hoch im
den Wirk-starkeregeln im Vgl. zum realen LLNA
LLNA) Ergebnis)

h-CLAT negativ Es werden nur Werte bei (Ashikaga et al., 2010;
EC1,5 (CD86): - Zytotoxizitat < 50 % Hirota et al., 2015; Hirota
EC2,0 (CD54): - bestimmt etal., 2013; Nukada et

al., 2012; Takenouchi et

V75 Inytotox.). 185,3 al., 2015; Tsujita-Inoue et
ug/m al., 2014)

MUSST positiv (Natsch et al., 2013)
EC1,5:291,9 uM

in silico

iSENS vers.2 | schwach bis mittelstark unterschiedliche Werte in (Tsujita-Inoue et al.,
LLNA: 4,3-5,5 % Modellversion

iSENS vers. 2 | schwach oder nicht ANN Modell welches 3D- (Tsujita-Inoue et al.,

(plus in silico

sensibilisierend

Molekulstruktur

2015)

Parameter) | vorhergesagte EC3im miteinbezieht
LLNA: 18 %
DEREK positiv Substanz ist Teil des (Nukada et al., 2013;

Trainingssets

Takenouchi et al., 2015)

3.2.9.2 1,4-Butandiol-diglycidylether, CASRN 2425-79-8

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H302-H312-H332-H319-H315-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Die Substanz ist ein wichtiges Humanallergen und das zweithdufigste Allergen

unter

den Reaktivverdinnern.

widerspruchliche Ergebnisse.
— invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt. Die Substanz war Teil der im
Vorgingerprojekt durchgefiihrten in vitro Testung (KeratinoSens™ & h-CLAT).
KeratinoSens™ und h-CLAT zeigten ein positives Ergebnis.
— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus
— Gesamtbewertung: HS

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Meerschweinchentests

zeigten teilweise
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Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine Cys-Depletion von 86,64 % und eine Lys-Depletion on 18,21 % (mittlere Depletion:
52,42 %).

3.2.9.3 Neopentylglykol-diglycidylether, CASRN 17557-23-2
Einstufung: H315-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Ein GPMT zeigte ein positives Ergebnis.

— Invitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt. Die Substanz war Teil der im
Vorgingerprojekt durchgefiihrten in vitro Testung (KeratinoSens™ & h-CLAT).
KeratinoSens™ und h-CLAT zeigten ein positives Ergebnis.

— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus

— Gesamtbewertung: U

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine Cys-Depletion von 71,48 % und eine Lys-Depletion on 12,20 % (mittlere Depletion:
41,84 %).

3.2.9.4 2-Ethylhexyl-glycidylether, CASRN 2461-15-6
Einstufung: H315-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— Invivo: Humanbefunde oder Tierdaten liegen nicht vor.
— Invitro: Die Bioverfugbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus
— Gesamtbewertung: U

Mittlerweile liegt fiir diese Substanz ein Registrierungsdossier vor(ECHA, 2016b; Abfrage
August 2015). Die Selbsteinstufung des Joint Entry weicht etwas von der in FP-0324
genannten Herstellereinstufung ab (R36/38-43-52/53): Skin Irrit. 2 H315, Skin Sens. 1A H317,
d.h. Augenreizung und Okotoxizitat wurden nicht beibehalten.

Das Registrierungsdossier enthdlt als Schlisselstudie einen Maurer Optimierungstest
(unveroffentlichter Studienbericht, 1983; siehe ESR.001, gemadR OECD Guideline 406,
Fassung von 1982, Klimisch RL 2). Intradermale und epikutane Induktion wurden mit 0,1 %
Testsubstanz in 20 % Propylenglykol/80 % Salzlésung durchgefiihrt. Die erste, intradermale
Auslésebehandlung (in der Zusammenfassung offensichtlich falschlicherweise als epikutan
beschrieben) erfolgte nach 2 Wochen mit derselben Konzentration, die Auswertung erfolgte
nach 24 h. Dabei zeigten 18/20 Tieren positive Hautreaktionen. 10 Tage spater erfolgte eine
epikutane Auslésung mit 30 % Testsubstanz in Vaseline. 24 h danach zeigten 19/20 Tieren
positive Hautreaktionen, nach 48 h 17/20 Tieren. Die Substanz wurde als sensibilisierend
gewertet.

Als log Kow wurde im Registrierungsdossier experimentell ermittelt und ein Wert von 3,83
genannt.
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Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine Cys-Depletion von 50,7 % und eine Lys-Depletion on 4,15 % (mittlere Depletion: 27,42
%). Im KeratinoSens'™ ergab sich ein positives Testergebnis (siche auch Kapitel 5, EC1,5:
28,81 uM).

3.2.9.5 1,6-Hexandiol-diglycidylether, CASRN 16096-31-4
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H315-H319-H317-H412 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Die Substanz ist ein wichtiges Humanallergen und das haufigste Allergen
unter den Reaktivverdinnern. Ein Meerschweinchentest und ein LLNA zeigten
positive Ergebnisse.

— Invitro: Die Bioverfiigbarkeit wurde als gut eingeschatzt. Die Substanz war Teil der im
Vorgingerprojekt durchgefiihrten in vitro Testung (KeratinoSens™ & h-CLAT).
KeratinoSens™ und h-CLAT kamen zu positiven Resultaten.

— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus

— Gesamtbewertung: HS

Aktuellere Daten aus der Literatur konnten nicht gefunden werden.

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine Cys-Depletion von 83,89 % und eine Lys-Depletion on 15,94 % (mittlere Depletion:
49,92 %).
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3.2.9.6 Versaticsaure-glycidylester (z.B. Cadura E 10) 2,3-epoxypropyl-neodecanoat,
CASRN 26761-45-5

IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H340-H317-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:
— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Drei Meerschweinchentests zeigten positive Ergebnisse.
— invitro: Die Bioverflgbarkeit wurde als gut eingeschatzt.
— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus
— Gesamtbewertung: GMS

Aktuellere Daten konnten nicht gefunden werden.

3.2.9.7 Trimethylolpropan-Triglycidylether, CASRN 30499-70-8
Einstufung: H360-H314-H317-H411 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Tierdaten liegen nicht vor.

— In vitro: Die Bioverfligbarkeit wurde noch als gut eingeschatzt, stellt aber im
Vergleich mit den anderen Reaktivverdiinnern die schlechteste Bewertung dar. Die
Substanz war Teil der im Vorgangerprojekt durchgefiihrten in vitro Testung
(KeratinoSens™ & h-CLAT). KeratinoSens™ und h-CLAT kamen zu positiven
Resultaten.

— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus

— Gesamtbewertung: U > HS

Mittlerweile liegt fur diese Substanz ein Registrierungsdossier vor (ECHA, 2016b; Abfrage
August 2015). Die Substanz wurde als sogenannte Multiconstituent substance registriert und
als Reaction mass of 1-(2,3-epoxypropoxy)-2,2-bis ((2,3-epoxypropoxy)methyl) butane and 1-
(2,3-epoxypropoxy)-2-((2,3-epoxypropoxy)methyl)-2-hydroxymethyl butane bezeichnet.

Das Registrierungsdossier enthdlt als Schlisselstudie einen Maurer Optimierungstest
(unveroffentlichter Studienbericht, 1976; siehe ESR.001, gemaR einer Guideline der US
Association of Food and Drug Officials, Klimisch RL 2). Die Induktion erfolgte mit insgesamt
10 intradermalen Injektionen von 0,1 mL von 0,1 % Testsubstanz in Salzlosung an
verschiedenen Stellen der Tiere (zum Teil mit Complete Bacto Adjuvans). 14 Tage spater
erfolgte die intradermale Auslésebehandlung mit 0,1 mL 0,1 % Testsubstanz in Salzlésung.
Die Auswertung erfolgte Uber eine Messung der Hautdicke, wobei 5/20 Tieren positive
Reaktionen zeigten. Bei der Induktionsbehandlung zeigten ebenfalls 5/20 Tieren positive
Reaktionen (Reizwirkungen). Gemall der Auswertungsmethodik dieses Tests ist damit keine
sensibilisierende Wirkung zu unterstellen.

Weiter liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor (Kolle et al.,
2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der Stimulationsindex des *H-
Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne Einsatz radioaktiver
Agenzien gemessen werden. Zum Vergleich wurden fiir die Testsubstanzen auch klassische
LLNAs durchgeflihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls berichtet. In der Auswertung bisheriger
Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als Schwellenannahme fiir sensibilisierende Wirkung
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als vergleichbar zur EC3 im LLNA. Trimethylolpropan-Triglycidylether wurde in beiden Tests
mit Konzentrationen von 1, 3 und 10 % in Aceton getestet. Die EC1,5 im LLNC war 1,7 % (bei
Stimulationsindices bis 2,87), die EC3 im LLNA 1,4 % (bei Stimulationsindices bis 12,0; Wert
des LLNA entspricht des bereits in FP-0324 berichteten Wertes aus (Gamer et al., 2008) mit
CASRN 3454-29-3). Nach den Kriterien beider Tests ist die Substanz als sensibilisierend
anzusehen (Kolle et al., 2012).

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine Cys-Depletion von 88,19 % und eine Lys-Depletion on 17,67 % (mittlere Depletion:
41,84 %).

3.2.9.8 (C12/C14-Monoglycidylether, C12/C14-Alkylglycidylether, CASRN 68609-97-2
IUCLID Datensatz der Substanzregistrierung unter REACH verfligbar (Abgabefrist 2010).
Einstufung: H315-H317 (ECHA, 2016a)

Kurzzusammenfassung der Ergebnisse aus FP-0324:

— In vivo: Auf Basis der Humanbefunde ist eine Einschdatzung der Wirkstarke nicht
moglich. Tierdaten (Meerschweinchentests und LLNA) kamen zu widerspriichlichen
Ergebnissen.

— In vitro: Die Substanz war Teil der im Vorgdngerprojekt durchgefuhrten in vitro
Testung (KeratinoSens™ & h-CLAT). Der KeratinoSens ™ zeigte ein positives, der h-
CLAT ein negatives Ergebnis. Die Bioverfugbarkeit wurde als gering eingeschatzt.

— Insilico: Proteinreaktivitat iber Sy2 Mechanismus

— Gesamtbewertung: U 2> GMS

An aktuellerer Literatur liegt ein Lymph node cell count assay (LNCC) zu dieser Substanz vor
(Kolle et al.,, 2012). Dieser Test ist eine Modifikation des LLNA, bei der nicht der
Stimulationsindex des 3H—Thymidineinbaus, sondern die Zellzahlen im Lymphknoten ohne
Einsatz radioaktiver Agenzien gemessen werden. Zum Vergleich wurden fiir die Testsub-
stanzen auch klassische LLNAs durchgefiihrt, diese Ergebnisse sind ebenfalls berichtet. In der
Auswertung bisheriger Vergleichsdaten erwies sich eine EC1,5 als Schwellenannahme fir
sensibilisierende Wirkung als vergleichbar zur EC3 im LLNA. Der C12/C14-Monoglycidylether
wurde in beiden Tests mit Konzentrationen von 1, 3 und 10 % in Aceton getestet. Die EC1,5
im LLNC war 0,7 % (bei Stimulationsindices bis 3,11), die EC3 im LLNA 0,6 % (bei
Stimulationsindices bis 22,8; Wert des LLNA entspricht des bereits in FP-0324 berichteten
Wertes aus (Gamer et al., 2008)). Nach den Kriterien beider Tests ist die Substanz als
sensibilisierend anzusehen (Kolle et al., 2012).

Die Substanz war Teil der in diesem Projekt durchgefiihrten Testungen. Im DPRA ergab sich
eine