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1. Ausgangslage

Bei der (teil-)gezielten Überprüfung der Produkte mit dem Wirkstoff Chlorothalonil bezüglich Eintrag
ins Grundwasser, wurden u.a. die Grundwassermetaboliten R417888 und SYN548764 unter Berück-
sichtigung des Leitfadens Sanco/221/2000 -rev.1 0- final (Europäische Kommission, 2003) durch das
BLV als relevant beurteilt (BLV, 2019). Im Rahmen des rechtlichen Gehörs zur (teil-)gezielten Über-
prüfung hat die Bewilligungsinhaberin von Chlorothalonil weitere toxikologische Untersuchungen zu
den Grundwassermetaboliten R417888 und SYN548764 eingereicht. Diese Untersuchungen werden
in diesem Gutachten bewertet und einbezogen, um die Relevanz der Grundwassermetaboliten
R417888 und SYN548764 neu zu bewerten.

Zudem hat die Bewilligungsinhaberin weitere Studien mit dem Metaboliten R182281 eingereicht, ei-
nem Metaboliten in pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln, der auch Teil der entsprechenden
Rückstandsdefinitionen ist (sowohl Vollzug als auch Risikobewertung). Für R182281 kann aufgrund
der bisherigen Datenlage ein gentoxisches Potential nicht ausgeschlossen werden (BLV, 2019; EFSA,
2018). Auch die mit R182281 eingereichte Studie wird hier beurteilt.

Um die Relevanz der Grundwassermetaboliten SYN507900 und R611968 zu beurteilen, hat die Bewil-
ligungsinhaberin ein read-across vom Metaboliten R182281 vorgeschlagen. Das Beurteilungskonzept
des read-across zur Relevanzbeurteilung von Grundwassermetaboliten wird vom BLV grundsätzlich
akzeptiert. SYN507900 und R611968 werden momentan als relevant betrachtet (BLV, 2019). Im vor-
liegenden Gutachten wird also unter Berücksichtigung der neuen toxikologischen Erkenntnisse zu
R182281 die Relevanz von SYN507900 und R611968 neu beurteilt. Ebenso wird der read-across
ausgehend von R417888 unter Berücksichtigung der nachgereichten Daten neu beurteilt.

2. Relevanzbeurteilung unter Berücksichtigung der nachgereichten Daten

2.1 R417888(M12): Nachgereichte Daten

Mit dem Metaboliten R417888 wurden im Rahmen des rechtlichen Gehörs die folgenden Studien ein-
gereicht:

R417888 - Crl:CD(SD) Rat In Vivo Comet Test. Report Number: GG30DP .••••••
2019.
R417888 - Validation of a Bioanalytical Method for the Determination of R417888 in Rat
Plasma (K2EDTA) using Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometric Detection
(LC-MS/MS). Report Number: LX12NW. Shah, Niksha, 2019
R417888 - In Vitro Micronucleus Test in Human Lymphocytes. Report Number: FX04HP. Gil-
by, Ben, 2019.

Diese Studien werden nachfolgend beurteilt.

2.1.1 Auswertung In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay

Studientitel R417888 - Crl:CD(SD) Rat In Vivo Comet Test
Referenz ,2019
Durchführung 11. März 2019 - 14. August 2019
Testlabor Covance CRS Limited, Woolley Road, Alconbury, Huntingdon, Cam-

bridgeshire, PE28 4HS, United Kingdom
Reportreferenz Report Number: GG30DP
Leitlinie(n) OECD Guideline For The Testing Of Chemicals (2016): In Vivo Mam-

malian Alkaline Comet Assav, Test Guideline 489
Abweichungen von der Es werden im Studienbericht keine mit der Positivkontröllsubstanz
Leitlinie erzeugte Dosis-Wirkungs-Kurven im Duodenum ausgewiesen. Es wird

davon ausgegangen, dass dies die Gültigkeit der Ergebnisse des Tests
nicht in Frage stellt.
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GLP Ja
Testmaterial R417888, batch number MES 517/1,

In einem in vive Comet-Assay wurde das Potential von R417888 untersucht, in der DNA von Leber-
und Duodenumzellen von Crl:CD(SD) Ratten Strangbrüche zu induzieren. Die folgende Abweichung
von der Testleitlinie wurde festgestellt

Nebst der Leber wurde das Duodenum untersucht. In der Testrichtlinie wird bestimmt, dass für andere
Gewebe als der Leber, mit der Positivkontrollsubstanz in diesen Geweben erzeugte Dosis-Wirkungs-
Kurven im Testbericht ausgewiesen werden müssen (OECD, 2016a). Solche Dosis-Wirkungs-Kurven
für das Duodenum fehlen im Testbericht. Diese Abweichung stellt die Gültigkeit der Testergebnisse
nicht grundsätzlich in Frage. Mit der simultanen Positivkontrolle, 200 mg/kg KG Ethylmethansulfonat
(EMS), wurde im durchgeführten Test im Duodenum verglichen mit der Negativkontrolle nämlich eine
statistisch signifikante Erhöhung von DNA-Strangbrüchen beobachtet. Zudem umfassen die histori-
schen Positivkontrollen welche das Duodenum betreffen und im Zeitraum zwischen März 2017 und
März 2019 erzeugt wurden, 14 Studien. Dabei betrug das Minimum des Masses für Strangbrüche im
Median 26 % tai! intensity (TI), während in den entsprechenden historischen Negativkontrollen maxi-
mal 3 % TI gemessen wurden. Damit kann die Kompetenz des durchführenden Labors, Substanzen
welche DNA-Strangbrüche im Duodenum verursachen als solche zu identifizieren, als hinreichend
belegt betrachtet werden.

Material und Methoden
Gruppen von 6 männlichen Crl:CD(SD) RaUen wurden mittels Schlundsonde im Abstand von rund 24
h zwei Dosen von entweder 500, 1000 oder 2000 mg/kg KG R417888 in Carboxymethylcellulose ver-
abreicht. Einer weiteren Gruppe von 6 Tieren, der Negativkontrolle, wurde jeweils Carboxymethylcellu-
lose alleine verabreicht. Den drei Tieren der Positivkontrollgruppe wurde einmalig 200 mg/kg KG
Ethylmethansulfonat (EMS) verabreicht. Ungefähr 0.5 h nach der zweiten Dosis (Test- und Negativ-
kontrollgruppe, nach 3 h im Fall der Positivkontrolle) wurden aus Leber und Duodenum der Tiere Ein-
zelzell-Suspensionen gewonnen. Die DNA dieser Zellen wurde danach mittels Einzelzeli-
Gelelektrophorese auf Strangbrüche untersucht.

Die höchste in diesem Comet-Assay verabreichte Dosis, 2000 mg/kg KG, wurde vorab in einem Ver-
such mit je zwei männlichen und weiblichen Crl:CD(SD) Ratten bestimmt. In einem weiteren Vorver-
such wurden drei männlichen Ratten im Abstand von ungefähr 24 h zwei Dosen von 2000 mg/kg KG
R417888 verabreicht, und 0.5,.1, 2, 4, 8 und 24 h nach der zweiten Gabe Blut entnommen und
R417888 im Plasma gemessen. Die höchsten durchschnittlichen Plasmakonzentrationen wurden 0.5
h nach der zweiten Gabe gemessen. Deshalb wurden im Comet-Assay die Einzelzell-Suspensionen
der Zielgewebe Leber und Duodenum 0.5 h nach der zweiten Dosierung, der angenäherten Tmax
(Plasma) von R417888, hergestellt. Die Bestimmung von R417888 im Rattenplasma erfolgte anhand
einer validierten Methode (vgl. Abschnitt 2.1 .2).

Resultate
Die Stabilität von R417888 in 0.5% Carboxymethylcellulose, dem Vehikel bei der Dosierung der Rat-
ten mittels Schlundsonde, wurde mit einer validierten Methode überprüft und bestätigt.

Weder in den Leber- noch in den Duodenumzellen und in keiner der getesteten Dosen, war das Mass
für DNA-Strangbrüche, die Fluoreszenz-Intensität im «Kometenschweif» (%TI), gegenüber der Nega-
tivkontrolle statistisch signifikant erhöht (Tabelle 1 und Tabelle 2). Bewertet werden die Gruppenmit-
telwerte des Median der %TI1. Auch ergaben sich keine statistisch signifikante, zunehmende Dosis-

1Pro Tier wurden auf drei verschiedenen Objektträgern je fünfzig Zellen elektrophoretisch aufgetrennt
und ausgewertet. Pro Objektträger wird der Median des Messwerts %TI bestimmt, der Mittelwert der
drei Mediane entspricht dem relevanten Wert der individuellen Tiere. Aus diesen Mittelwerten der
Mediane der individuellen Tiere werden die Gruppenmittelwerte bestimmt. Letztere werden statis-
tisch beurteilt.
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Effekt-Trends. In der Leber zeigte sich eine statistisch signifikante Verminderung der %TI und ein
statistisch signifikanter negativer Trend.

Tabelle 1: Ergebnisse %TI in der Leber

Behandlung Dosis
(mg/kglTag)

Anzahl Zellen
beurteilt

Gruppenmittelwert der Media-
ne der tai/lntensität % (SO)#

Negativkontrolle

R417888

R417888

. R417888

EMS

500

1000

2000

200

900

900

900

900

450

0.60 (0.3)

0.25* (0.2)

0.22* (0.1)

0.47* (0.3)

26.57***L+ (4.2)
Negativkontrolle:

EMS:

SD:

#

0.5% Carboxymethylcellulose

Ethylmethanesulfonat, Positivkontrolle, einmalig: ungefahr 3 Stunden vor Tötung der Tiere verabreicht

Standardabweichung

Fehler von ± 1% aufgrund Rundung der Werte für tabellarischen Prasentation der Resultate können auftre-

ten

Ausschliesslich die mediane Fluoreszenz-Intensitat des «Kometenschweifs» wurde statistisch bewertet (einseitige Tests)
p-Werte Ergebnisse der Vergleiche mit der Kontrolle mittels Williams Test, ausser falls mit (+) bezeichnet mit dem t-

Test

L

p < 0.001 (signifikant)
p < 0.05 (signif kant)

Analyse der log-transformierten Daten

Die %TI-Werte aller Dosisstufen (Gruppenmittelwerte der Mediane) sowohl der Leber- als auch der
Duodenumzellen lagen innerhalb der 95%-Konfidenzgrenze der entsprechenden historischen Nega-
tivkontrolldaten des durchführenden Labors. Die Positivkontrollsubstanz EMS induzierte statistisch
signifikant höhere TI-Werte als die Negativkontrolle.

Tabelle 2: Ergebnisse %TI im Duodenum

Behandlung Dosis
(mg/kglTag)

Anzahl zellen Gruppenmittelwert des Medians
beurteilt der tai/lntensität % (SO)#

Negativkontrolle

R417888

R417888
R417888

EMS

500

1000
2000

200

900

900.

900
900

450

2.30 (0.8)

2.12 (0.6)

2.46 (1.0)
2.49 (0.6)

34.64 ***+ (1.8)
N.egativkontrolle: 0.5% Carboxymethylcellulose

EMS: Ethylmethanesulfonat, Positivkontrolle, einmalig, ungefahr 3 Stunden vor Tötung der Tiere verabreicht

SD: Standardabweichung

# Fehler von ± 1% aufgrund Rundung der Werte für tabellarischen Prasentation der Resultate können auftre-

ten

Ausschliesslich die mediane Fluoreszenz-Intensitat des «Kometenschweifs» wurde statistisch bewertet (einseitige Tests)
p-Werte Ergebnisse der Vergleiche mit der Kontrolle mittels Williams Test, ausser falls mit (+) bezeichnet mit dem t-

Test

p < 0.001 (signifikant)
p < 0.05 (signifkant)

Die Anzahl sogenannter hedgehog Zellen in der Leber behandelter Tiere war gegenüber der Kontrolle
erhöht: durchschnittlich wurden 0.0, 0.7, 2.0 und 0.8 hedgehog Zellen in der Kontrolle, und den Be-
handlungsgruppen 500, 1000 und 2000 mg/kg KG gefunden (vgl. Tabelle 3). Ein signifikanter Dosis-
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Wirkungstrendscheint nicht vorzuliegen. Aus dem Studienreport geht aber nicht klar hervor, ob die
Anzahl der hedgehog Zellen ebenfalls statistisch untersucht wurde.

Tabelle 3: Anzahl Hedgehog-Zellen in Duodenum

Behandlung Tiernum- Anzahl Gruppenmittel Anzahl Gruppenmittel
(mg/kg/day) mer Hedgehog Anzahl Hedgehog Anzahl

Zellen Hedgehog-Zellen Zellen Hedgehog-Zellen
(SO) (SO)

Negativkon- 101 34 3.7 (0.8) 0 0.0 (0.0)
trolle 102 3 0
(-)

103 3 0
104 0
105 4 0
106 5 0

R417888 201 11 11.0 (3.3) 0 0.7 (1.2)
(500) 202 12 1

203 15 0
204 11 0
205 12 0
206 5 3

R417888 301 14 12.5 (4.6) 0 2.0 (1.3)
(1000) 302 14 3

303 9· 1
304 7 3
305 20 2
306 11 3

R417888 401 36 26.7 (8.3) 0 0.8 (1.2)
(2000) 402 2129 1

403 16 3
404 0

405 22 1
406 36 0

EMS 501 1 0.3 (0.6) 0 0.0 (0.0)
(200) 502 0 0

503 0 0

Duodenum Liver

Negativkontrolle: 0.5% Carboxymethylcellulose

EMS: Ethylmethanesulfonat, Positivkontrolle, einmalig, ungefähr 3 Stunden vor Tötung der Tiere verabreicht

Auch im Duodenum wurden hedgehog Zellen beobachtet: in der Negativkontrolle, den Behandlungs-
gruppen 500,1000 und 2000 mg/kg KG R417888 betrug die durchschnittliche Anzahl an hedgehog
Zellen 3.7, 11.0, 12.5 und 26.7 (vgl. Tabelle 3). Der Studienautor spricht von einer dosisabhängigen
Zunahme. Aus dem Studienreport geht aber nicht klar hervor, ob die Anzahl der hedgehog Zellen
statistisch auf einen Trend untersucht wurden.

Diskussion
Der Comet-Assay erfüllt sowohl in der Leber als auch im Duodenum die Kriterien der Leitlinie (OECD,
2016a) für ein negatives Resultat:
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a. keine der Testkonzentrationen weist eine statistisch signifikante Erhöhung der %TI, vergli-
chen mit der Negativkontrolle auf

b. mit einem geeigneten Trendtest wird keine konzentrationsabhängige Zunahme der %TI
festgestellt

c. alle Ergebnisse liegen innerhalb der Verteilung der zugehörigen historischen Negativkon-
trolldaten

d. direkter oder indirekter Nachweis der Exposition I Toxizität des Zielgewebes

Der letztere Punkt wird als erfüllt angesehen, da R417888 nach Verabreichung per Gavage im Plasma
nachgewiesen wurde (indirekter Nachweis) und der Comet-Assay mit der Limitdosis gemäss Leitlinie
durchgeführt wurde (2000 mg/kg KG, OECD, 2016a).

Die Bedeutung der signifikanten und dosisabhängigen Abnahme der %TI in der Leber ist unklar. Die
Ätiologie von hedgehog Zellen im Comet-Assay ist ebenfalls unklar. Der Studienautor erachtet die
beobachtete Zunahme der hedgehog Zellen im Duodenum als behandlungsbedingt. Deren Ursache
sei zwar unklar, sei aber wahrscheinlich auf Zytotoxizität zurückführen. Weiterführende Untersuchun-
gen, z.B. Histopathologie, um durch die Gabe von R417888 verursachte Zytotoxizität im Duodenum-
gewebe zu belegen, wurden aber keine durchgeführt.

Schlussfolgerung des Studienautors I der Studienautorin
Unter den Bedingungen des Tests hat R417888, welches männlichen Crl:CD(SD) Ratten mittels
Schlundsonde verabreicht wurde, zu keiner Erhöhung von DNA-Strangbrüchen in Leber- und Duo-
denumzellen geführt. R417888 erbrachte in diesem in vive Comet-Assay ein negatives Resultat.

Schlussfolgerung BLV
Die Stabilität von R417888 in 0.5% Carboxymethylcellulose wurde mit einer validierten Methode be-
stimmt. Nach Einschätzung des Fachbereichs Laboratorien des BLV - es scheint keine Validierungs-
Richtlinien zu geben - sind die Parameter für die Validierung insgesamt adäquat gewählt und auch die
Resultate sehen plausibel aus. Insbesondere werden im Rahmen der Validierung die höher kon-
zentrierten Lösungen zur Analyse in den Arbeitsbereich verdünnt, so dass mit der Validierung effektiv
ein Arbeitsbereich von 1-100 mg/mL Probe abgedeckt wird. Jedoch wäre es sehr sinnvoll, den vorge-
sehenen Arbeitsbereich (z.B. entsprechend dem validierten Bereich) anzugeben, um riesige Verdün-
nungsfaktoren klar auszuschliessen.

Zur Bestimmung von R417888 im Plasma anhand der validierten Methode (vgl. 2.1.2) gilt es zu be-
merken, dass die Versuchs-Lösungen mit Ausnahme der 24 h Werte nach der Aufarbeitung gemäss
validierter Methode oberhalb des Messbereichs lagen und 20-fach mit blank Matrix-Extrakt verdünnt
wurden. Dieses Vorgehen ist gemäss den validierten Methoden grundsätzlich vorgesehen. war jedoch
nicht Bestandteil der Validierung (d.h. es wurden im Rahmen der Validierungen keinerlei Verdün-
nungsversuche durchgeführt). Nach Einschätzung des Fachbereichs Laboratorien des BLV sollte die-
se Verdünnung (entspricht nicht guter Laborarbeit) unter üblichen Umständen nicht zu einer extremen
Verfälschung der Resultate führen. Der Zeitpunkt der Gewinnung der Einzelzell-Suspensionen der
Zielgewebe, 0.5 h nach der zweiten Dosierung, der angenäherten Tmax, ist deshalb adäquat gewählt.

Die biologische Bedeutung der signifikanten und dosisabhängigen Abnahme der %TI in der Leber ist
unklar.

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass die Entstehung von hedgehog Zellen ein Indikator sowohl für
Zytotoxizität als auch für Gentoxizität sein können (e.g. Lorenzo, Y. et al.). Sind hedgehogs auf Gen-
toxizität zurückzuführen, entsprechen sie einer Stufe in einem Kontinuum von gentoxischen Schäden.
In einem solchen Fall ist nebst einer Zunahme von hedgehogs auch immer eine Zunahme der %TI zu
erwarten. Im Comet-Assay mit R417888 wurde keine Zunahme der %TI beobachtet und deshalb er-
achten wir die Zunahme von hedgehog Zellen nicht als Indikator für Gentoxizität, sohdern als Hinweis
auf andere, letztlich ungeklärte Effekte.
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2.1.2 Auswertung Validation Of Bioanalytical Method: Rat Plasma

Studientitel R417888 - Validation of a Bioanalytical Method for the Determination of
R417888 in Rat Plasma (K2EDTA) using Liquid Chromatography with
Tandem Mass Spectrometric Detection (LC-MS/MS)

Referenz Shah, N., 2019
Durchführuno 04. April - 11. Mai 2019
Testlabor Covance CRS Limited

Woolley Road, Alconbury, Huntingdon
Cambridqeshire, PE28 4HS, United Kinodom

Reportreferenz Report Number: LX12NW
Leitlinie(n) SANCO/3029/99 Rev 4 (11/07/2000) for pre-registration data require-

ments and SANCO 825/00 Rev 8.1 (16/11/2010) for post-registration
monitorino.

Abweichungen von der -
Leitlinie
GLP Ja
Testmaterial R417888, Batchnummer MES 517/1,98 % ReinheitsQrad

Die Validierungsstudie zum Nachweis von R417888 in Rattenplasma wurde vom Fachbereich Labora-
torien (FB LAB) des BLV bewertet. Der FB LAB schliesst, dass die LC-MS/MS Methoden gemäss den
Unterlagen als geeignet erscheinen, um R417888 in Rattenplasma im Konzentrationsbereich von 0.05
bis 1.5 mg/L zu quantifizieren. Die Methoden erfüllen die Validierungsanforderungen gemäss SAN-
CO/825/00 rev. 8.1 (16.11.2010) und SANCO/3029/99 rev.4 (11.07.2000).

2.1.3 Auswertung In Vitro Mikronukleus Test in Humanlymphozyten

Studientitel R417888 - In Vitro Micronucleus Test in Human Lymphocytes
Referenz Gilby, 8., 2019
Durchführung 25. Februar 2019 - 3. April 2019
Testlabor Covance CRS Limited

Woolley Road, Alconbury, Huntingdon
Cambridoeshire PE28 4HS, United Kinodom

Reportreferenz Report Number: FX04HP
Leitlinie(n) OECD Guideline for the Testing of Chemicals (2016): In vitro mamma-

lian Cell Micronucleus Test, Test Guideline 487
Abweichungen von der Keine
Leitlinie
GLP Ja
Testmaterial R417888, Batchnummer MES 517/1, 98 % Reinheitsorad

In einem in vitro Mikronukleus-Test wurde das Potential von R417888 untersucht, in humanen Lym-
phozyten aus peripherem Blut die Inzidenz von Mikronuklei zu erhöhen. Mikronuklei können aus
Chromosomenfragmenten mit fehlendem Zentromer oder aus intakten Chromosomen, welche wäh-
rend der Anaphase der Mitose nicht zu einem der Spindelpole zu migrieren vermochten, hervorgehen.
Mittels des in vitro Mikronukleus-Tests können folglich sowohl aneugene (nummerische Chromoso-
menaberrationen) als auch klastogene (strukturelle Chromosomenaberrationen) Wirkungen detektiert
werden. Im vorliegenden Test wurden keine Abweichungen von der Testleitlinie festgestellt.

Material und Methoden
Es wurden Vor- und Hauptversuche durchgeführt. Hier werden ausschliesslich die Hauptversuche
diskutiert. Humane Lymphozyten aus peripherem menschlichem Blut (Primärkulturen) zweier ver-
schiedener Spender wurden mit Phytohämagglutinin (PHA) behandelt, um die Mitose anzuregen. Un-
gefähr 48 h nach der PHA-Stimulation wurden die Lymphozyten mit verschiedenen Konzentrationen
von R417888 in DMSO und entweder mit oder ohne metabolischer Aktivierung mittels S9-Mix inku-
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biert. Die Behandlungsdauer betrug entweder 3 oder 20 h. Da 2000 jJg/ml R417888 in DMSO voll-
ständig löslich waren und keine ausgeprägte zytotoxische Wirkung auf die Lymphozyten hatte, betrug
die höchste getestete Konzentration 2000 jJg/ml. Dies entspricht der maximal in der Testrichtlinie
(OECD, 2016b) vorgesehenen Testkonzentration.

Die getesteten Konzentrationen und Behandlungspläne der Hauptversuche werden in Tabelle 4 ge-
zeigt. Jeweils mindestens drei aufeinanderfolgende Testkonzentrationen wurden auf Mikronuklei un-
tersucht (unterstrichen in Tabelle 4). Negativkontrollen (DMSO) und geeignete Positivkontrollen wur-
den jeweils mitgeführt. Bei den Negativkontrollen wurden jeweils 4 Replikate, bei den Positivkontrollen
und den Behandlungsgruppen jeweils 2 Replikate untersucht.

Tabelle 4: Übersicht zur Behandlungsdauer, +1- metabolische Aktivierung mit S9-Mix, geprüfte Kon-
zentrationen
Hauptstudie: - 89-Mix, 3 h Behandlung

- 89-Mix, 3 h Behandlung
(Wiederholu ng)
+ 89-Mix, 3 h Behandlung
- 89- Mix, 20 h Behandlun

2.5, 125, 250, 500, 1000 und 2000 jJg/mL
50, 500, 1000, 1500 und 2000 jJg/mL

50, 500, 1000 und 2000 jJg/mL
2.5, 125, 250, 500, 1000, 1500 und 2000 jJ ImL

Unterstrichen: Kulturen, welche auf Mikrokerne analysiert wurde

Zur statistischen Bewertung wurde die arcsin-Wurzel-Transformation auf die Daten angewendet. Mit
R417888 behandelte Gruppen wurden mittels Williams-Test, Positivkontrollen mittels t-Test mit den
Negativkontrollen verglichen. Die Daten wurden mittels linearer Kontraste auf Trends untersucht. Das
statistische 8ignifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt.

Resultate
Negativ- und Positivkontrollen erbrachten die jeweils erwarteten Resultate und demonstrierten, dass
das Testsystem im durchführenden Labor korrekt funktionierte (vgl. mit historischen Kontrolldaten des
Labors, Tabelle 9, Tabelle 10 und Tabelle 11). In keinem der Behandlungsarme wurde relevante Zyto-
toxizität festgestellt. Bei einer Behandlungsdauer von 3 h und einer Inkubation ohne S9-Mix war die
Anzahl Mikronuklei pro 1000 untersuchter Zellen bei der Behandlungskonzentration 2000 jJg/mL ge-
genüber der Negativkontrolle statistisch signifikant erhöht (Tabelle 5) und lag auch ausserhalb der
oberen 95%-Kontroligrenze der historischen Negativkontrollen des Labors (Tabelle 9). Ein konzentra-
tionsabhängiger, zunehmender Trend der Mikronukleus-Inzidenz wurde nicht festgestellt.

T b 11 5 H h 3 h B h dl . R417888 h 89 M'a e e auptversuc , e an ung mit ,0 ne - IX

Behandlungl Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase Pro 1000 Zel- Mittelwert p-Wert d Trendtest p-
(~g/mL) (%) len Wert e

Negativkontrolle (Lö- 0.0 4 5.8
sungsmitteW 6

5
8

R417888 1500 1.8 6 6.0 1.000
6

R417888/1000 2.9 7 5.0 1.000 0.564
3

R417888 12000 8.7 8 10.0 0.047* 0.078
12

MMCb I 0.3 35.1 31 33.0 <0.001***
35

COLc I 0.06 23.7 25 24.5 <0.001 ***
24
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• Lösungsmittelkontrolle = DMSO (0.5 % vIv)

b Positivkontrolle (Klastogenität): Mitomycin C

C Positivkontrolle (Aneugenität): Colchicin

d p-Werte fOr den Williams-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Behandlungsgruppe und Negativkontrolle, bzw. für den t-
Test beim paarweisen Vergleich zwischen Positiv- und Negativkontrolle

• p-Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die unteren getesteten Konzentrationen
beinhaltet

• p<0.05, ••• p<0.001

In einem Wiederholexperiment wurden zusätzlich zu den R417888-Konzentrationen 500,1000 und
2000 IJg/mL, die Konzentration 1500 IJg/mL auf Mikronuklei untersucht (3 h Inkubation, ohne S9 Mix).
Beim Wiederholexperiment wurde bei keiner der geprüften Konzentrationen eine statistisch signifikan-
te Erhöhung der Mikronukleus-Inzidenz verglichen mit der Negativkontrolle festgestellt. In den Be-
handlungsgruppen ergab sich auch kein konzentrationsabhängiger statistisch signifikanter zunehmen-
der Trend der Mikronukleus-Inzidenz und alle Inzidenzen lagen innerhalb der 95%-Kontrollgrenze der
historischen Negativkontrollen des durchführenden Labors (Tabelle 6).

T b 11 6 H h 3 B dl 888 h S M' W d h Ia e e auptversuc , h ehan unq mit R417 o ne 9- IX; le er 0 experiment
Behandlungl Mittelwert ZweikerniQe Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase Pro 1000 Zel- Mittelwert poWert d Trendtest p-
(lJg/ml) (%) len Werte
Negativkontrolle (lö- 0.0 4 5.5
su ngsmittel)8 8

4
6

R417888/500 O.Of 3 4.5 1.000
6

R417888/1000 1.5 7 6.0 0.902 0.761
5

R417888/1500 2.0 9 7.0 0.695 0.343
5

R417888/2000 2.3 8 6.5 0.695 0.315
5

MMCb / 0.3 39.2 39 33.5 <0.001***
28

COle / 0.06 27.4 23 24.5 <0.001 ***
26

• Lösungsmittelkontrolle = DMSO (0.5 % vIv)

b Positivkontrolle (Klastogenität): Mitomycin C
C Positivkontrolle (Aneugenität): Colchicin

d p-Werte für den Williams-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Behandlungsgruppe und Negativkontrolle, bzw. fOr den t-
Test beim paarweisen Vergleich zwischen Positiv- und Negalivkontrolle

• p-Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die unteren getesteten Konzentrationen
beinhaltet

f Der Cytostase-Wert wird mit 0.0 ausgewiesen da der CBPI-Wert der Behandlungsgruppe <?: jenem der Konlrollgruppe betrug
• p<O.05, ••• p<O.001

Sowohl bei einer Inkubationszeit von 3 h mit S9-Mix als auch bei einer Inkubationszeit von 20 hohne
metabolischer Aktivierung mit S9-Mix wurden bei den mit R417888 behandelten Zellen keine statis-
tisch signifikanten Erhöhungen der Mikronukleus-Inzidenzen und keine konzentrationsabhängigen
statistisch signifikanten zunehmenden Trends festgestellt (Tabelle 7 und Tabelle 8). Die beobachteten
Mikronukleus-Inzidenzen der mit R417888 behandelten Zellen lagen zudem alle innerhalb der 95%-

10/52

314.1/2013/16580 \ COO.2101.102.6.975784 \ 000 00.61



Kontrollgrenze der historischen Negativkontrollen des durchführenden Labors (vgl. mit Tabelle 10 und
Tabelle 11).

H dlTabelle 7: auptversuch, 3 h Sehan ung mit R417888, mit S9-Mix
Behandlungl Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase Pro 1000 Zel- Mittelwert poWert c Trendtest p-
(jJg/mL) (%) len Wert d

Negativkontrolle (Lö- 0.0 6 7.5
sungsmittel)a 10

8
6

R417888 1500 o.oe 9 9.5 1.000
10

R417888 /1000 7.9 7 6.5 0.788 0.494
6

R417888 12000 3.5 7 7.0 0.788 0.360
7

CPAb 110 28.3 17 19.5 <0.001 ***
22

a Lösungsmittelkontrolle = DMSO (0."5% vIv)

b Positivkontrolle (Klastogenität): Cyclophosphamid (erfordert metabolische Aktivierung für klastogene Wirkung)

C poWerte für den Williams-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Behandlungsgruppe und Negativkontrolle, bzw. für den t-

Test beim paarweisen Vergleich zwischen Positiv- und Negativkontrolle

d p-Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die unteren getesteten Konzentrationen
beinhaltet

e Der Zytostase-Wert wird mit 0.0 ausgewiesen da der CBPI-Wert der Behandlungsgruppe ~ jenem der Kontrollgruppe betrug

* p<0.05, *** p<0.001

T b 11 8 H h 20 h S h dl 't R417888 h S9 M'a e e aup versuc , e an ung ml ,0 ne - IX

Behandlungl Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase Pro 1000 Zel- Mittelwert poWert d Trendtest p-
(jJg/mL) (%) len Wert e

Negativkontrolle (Lö- 0.0 6 6.0
sungsmittel)a 6

6
6

R417888 1500 O.Of 3 5.5 0.666
8

R417888/1000 3.9 4 4.5 0.535 0.405
5

R417888 11500 3.3 2 5.0 0.535 0.372
8

R417888 12000 6.7 4 4.5 0.535 0.372
5

MMCb 10.1 26.6 18 19.5 <0.001 ***
21

COLc 10.015 46.6 15 14.5 0.006**
14

a Lösungsmittelkontrolle = DMSO (0.5 % vIv)

b Positivkontrolle (Klastogenität): Mitomycin C
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c Positivkontrolle (Aneugenit3t): Colchicin

d p-Werte für den Williams-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Behandlungsgruppe und Negativkontrolle, bzw. für den t-
Test beim paarweisen Vergleich zwischen Positiv- und Negativkontrolle

• p-Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die unteren getesteten Konzentrationen
beinhaltet

, Der Zytostase-Wert wird mit 0.0 ausgewiesen da der CBPI-Wert der Behandlungsgruppe ~ jenem der Konlrollgruppe betrug
** p<0.01, *** p<0.001

Tabelle 9: Historische Kontrolldaten des durchführenden Labors von Oktober 2016 bis Oktober 2018.
3 h Exposition, ohne S9-Mix (42 Studien)

Negativkontrolle Mitomycin C (0.2 oder Colchicin (0.05, 0.06
0.3 ua/mL) oder 0.07 u ;J/mU

Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni-
ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen
MN/1000 MN (Mittel MN/1000 MN (Mittel MN/1000 MN (Mittel
Zellen der Grup- Zellen der Grup- Zellen der Grup-

pe) De) pe)
Minimum 2.0 3.3 16.0 17.0 14.0 15.5
Maximum 14.0 10.5 62.0 58.0 48.0 47.0
Mittelwert 6.5 6.6 32.8 32.8 24.7 24.7

Standardabwei- 2.4 1.7 10.7 10.0 7.0 6.6
chung

Untere 95% Kon- 3.1 20.7 11.5
trollgrenzen

Obere 95 Kontroll- 9.9 52.8 37.9
grenzen

Tabelle 10: Historische Kontrolldaten des durchführenden Labors von Oktober 2016 bis Oktober 2018.
3 h Exposition, mit S9-Mix (45 Studien)

Negativkontrolle Cyclophosphamid (5 oder 10
ua/mL)

Zwei kernige Zweikernige Zweikernige Zweikernige
Zellen Zellen Zellen Zellen
MN/1000 MN (Mittel der MN/1000 Zellen MN (Mittel der
Zellen GrUDDe) Gruppe)

Minimum 1.0 3.3 13.0 16.0
Maximum 15.0 12.5 38.0 36.5
Mittelwert 6.4 6.4 23.2 23.2
Standardabweichuna 2.6 2.0 5.7 5.2

Untere 95% Kontrollorenzen 2.4 12.7

Obere 95 Kontrollarenzen 10.4 33.6
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Tabelle 11 Historische Kontrolldaten des durchführenden Labors von Oktober 2016 bis Oktober 2018.
20'h Exposition, ohne S9-Mix (42 Studien)

Negativkontrolle Mitomycin C (0.05 oder Colchicin (0.01, 0.015
0.1 jJg/mL) oder 0.002 IJg/mL)

Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni-
ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen
MN/1000 MN (Mittel MN/1000 MN (Mittel MN/1000 MN (Mittel
Zellen der Grup- Zellen der Grup- Zellen der Grup-

pe) pe) pe)

Minimum 0.0 4.3 15.0 16.0 13.0 14.0

Maximum 14.0 11.5 41.0 37.0 25.0 23.0

Mittelwert 7.1 7.1 26.7 26.7 17.1 17.1

Standardabwei- 2.4 1.7 6.7 6.1 2.4 2.1
chung

Untere 95% Kon- 3.8 18.6 13.0
trollgrenzen

Obere 95 Kontroll- 10.5 38.8 21.3
grenzen

Diskussion
Gemäss der Testrichtlinie (OECD, 2016b) wird eine Prüfsubstanz als klar positiv erachtet, falls bei
einer der geprüften Versuchsbedingungen:

a. mindestens eine der Testkonzentrationen verglichen mit der simultanen Negativkontrolle eine
statistisch signifikant erhöhte Mikronukleus-Inzidenz aufweist

b. die Erhöhung bei mindestens einer der Versuchsbedingungen konzentrationsabhängig ist,
wenn sie mit einem geeigneten Trendtest daraufhin untersucht wird

c. ein Ergebnis ausserhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt (z.B. der
95%-Kontrollgrenzen

Werden alle diese drei Kriterien erfüllt, wird die Prüfsubstanz als aneugen/klastogen im untersuchten
Testsystem betrachtet. Demgegenüber gilt eine Prüfsubstanz als klar negativ, wenn in allen unter-
suchten Versuchsbedingungen:

a. die Mikronukleus-Inzidenz keiner der geprüften Testkonzentrationen statistisch signifikant ge-
genüber der simultanen Negativkontrolle erhöht ist

b. keine konzentrationsabhängige Erhöhung der Mikronukleus-Inzidenz vorliegt, werden die Inzi-
denzen mit einem geeigneten Trendtest daraufhin untersucht

c. alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z.B. der
95%-Kontrollgrenzen

Eine Prüfsubstanz wird als nicht-aneugen/klastogen im untersuchten Testsystem betrachtet, wenn alle
Bedingungen für ein negatives Resultat erfüllt werden.
Bei einer Expositionsdauer von 3 h mit S9-Mix und einer Expositionsdauer von 20 hohne S9-Mix wur-
den keine gegenüber den simultanen Negativkontrollen statistisch signifikant erhöhten und keine kon-
zentrationsabhängig erhöhten Mikronukleus-Inzidenzen festgestellt. Alle Mikronukleus-Inzidenzen
lagen zudem innerhalb der 95%-Kontrollgrenzen der historischen Negativkontrollen des durchführen-
den Labors.

Bei einer Expositionsdauer von 3 hohne S9-Mix wurde bei der höchsten getesteten R417888-
Konzentration, 2000 IJg/mL, eine gegenüber der simultanen Negativkontrolle statistisch signifikant
erhöhte Mikronukleus-Inzidenz festgestellt. Diese lag auch ausserhalb der oberen 95%-Kontrollgrenze
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der historischen Negativkontrollen des durchführenden Labors. Konzentrationsabhängige Erhöhungen
der Mikronukleus-Inzidenzen wurden keine festgestellt.

Damit ist R417888 gemäss oben genannter Kriterien weder klar positiv noch klar negativ. Die Bestim-
mungen der Testrichtlinie sehen in einem solchen Fall vor, dass weitere Untersuchungen durchgeführt

. werden können, etwa zusätzliche Zellen evaluiert oder ein Wiederholexperiment mit veränderten Ver-
suchsbedingungen durchgeführt wird.

Im vorliegenden Fall wurde das Experiment mit einer Expositionsdauer von 3 h ohne metabolischer
Aktivierung mit S9-Mix wiederholt, wobei gegenüber dem ursprünglichen Experiment eine zusätzliche
R417888-Konzentration untersucht wurde. Hierbei wurden keine gegenüber der simultanen Negativ-
kontrolle statistisch signifikant erhöhten Mikronukleus-Inzidenzen festgestellt. Alle Mikronukleus-
Inzidenzen des Wiederholexperiments lagen innerhalb der 95%-Kontrollgrenze der historischen Nega-
tivkontrollen des durchführenden Labors. Konzentrationsabhängige Erhöhungen der Mikronukleus-
Inzidenzen wurden keine festgestellt.

Schlussfolgerung des Studienautors / der Studienautorin
Da das nicht eindeutig positive Resultat nach 3 h Behandlung ohne S9-Mix des ursprünglichen Expe-
riments in einem Wiederholexperiment mit veränderten Prüfkonzentrationen nicht reproduziert wurde
- das Wiederholexperiment erbrachte ein eindeutig negatives Ergebnis - erachtet der Studienautor
das Ergebnis nach 3 h Behandlung ohne S9-Mix insgesamt als negativ.

Folglich schloss der Studienautor, dass sich unter den experimentellen Bedingungen keine Hinweise
ergeben hätten, dass R417888 in kultivierten humanen Lymphozyten eine erhöhte Bildung von Mikro-
nuklei induziert hätte. Infolgedessen schliesst der Studienautor, dass R417888 in diesem in vitra Mik-
ronukleustest negativ war (nicht klastogen und nicht aneugen).

Schlussfolgerung BLV
Einzig bei einer Expositionsdauer von 3 h und ohne metabolische Aktivierung mit S9-Mix ergaben sich
Hinweise, dass die Behandlung mit R417888 zu einer erhöhten Inzidenz an Mikronuklei in den expo-
nierten Lymphozyten führen könnte. Das Ergebnis war nicht eindeutig positiv. Zur Klärung des Befun-
des, wurde deshalb das Experiment mit dreistündiger Exposition ohne metabolische Aktivierung mit
S9-Mix wiederholt. Dabei wurde eine zusätzliche Konzentration, 1500 jJg/ml, getestet. Im Wiederhol-
experiment resultierte ein klar negatives Ergebnis.

Beim nicht eindeutig positiven bzw. negativen Experiment betrug die statistisch signifikant erhöhte
Mikronukleus(MN)-lnzidenz 10/1000 Zellen (Tabe"e 5). Die obere Grenze des 95%-Kontrollbereichs
der historischen Negativkontrollen beträgt 9.9/1000 Zellen (Tabelle 9). Das Ergebnis der mit 2000
(Jg/ml behandelten Zellen liegt also nur knapp ausserhalb der 95%-Kontrollgrenzen. Eine konzentrati-
on~abhangige Zunahme der MN-Inz:idenz: wurde keine beobachtet.
Da das erste Experiment mit einer Expositionsdauer von 3h ohne S9-Mix nicht eindeutig positiv war,
d.h. keine konzentrationsabhängige Zunahme beobachtet wurde, die erhöhte MN-Inzidenz nur margi-
nal ausserhalb der historischen Negativkontrollen lag und das Wiederholexperiment ein eindeutig
negatives Ergebnis erbrachte, erachten wir das Ergebnis des vorliegenden in vitro Mikronukleus-Tests
als negativ. Unter den experimentellen Bedingungen hatte R417888 in kultivierten humanen Lympho-
zyten kein klastogenes und kein aneugenes Potential.

2.1.4 R417888 (M12): Beurteilung Relevanz

R417888 wurde bei der (teil-)gezielten Überprüfung der Produkte mit dem Wirkstoff Chlorothalonil als
relevant beurteilt, da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass R417888 gentoxisch ist. R417888
erbrachte positive Ergebnisse in in vitra Säugerze"-Mutationstest, die nicht in vivo nachuntersucht
wurden. Zudem bestand eine Datenlücke bezüglich Aneugenität, diese wurde bei R417888 nicht un-
tersucht.
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Mit dem vorgelegten in vivo Comet-Assay werden die positiven Ergebnisse in in vitra Säugerzellmuta-
tionstests adressiert. Zwar können mit dem Comet-Assay keine crass-linking agents detektiert werden,
solche können aber in den Stämmen E.coliWP2/E.coIiWP2 (pKM1 01) und S. typhimurium TA102 in
Ames-Tests erkannt werden. R417888 war in mehreren Ames-Tests mit dem Stamm E.coli WP2 ne-
gativ (RAR, 2017). Es kann daher geschlossen werden, dass R417888 in vive wahrscheinlich nicht
mutagen ist.

Die bisher fehlenden Untersuchungen zum aneugenen Potential von R417888 werden mit dem jetzt
eingereichten in vitra Mikronukelus-Test in Humanlymphozyten adressiert. Dieser erbrachte ein nega-
tives Ergebnis. Interessant wäre aber zu klären, warum die positiven Ergebnisse in Chromosomenab-
errationstests nach OECD Testrichtlinie 473 (OECD, 2016c), die allesamt bei der Exposition ohne S9-
Mix beobachtet wurden, in diesem Mikronukleus-Test nicht reproduziert werden konnten. Während mit
dem Test nach OECD Testrichtlinie 473 nur klastogene Wirkungen detektiert werden können, können
mit dem Mikronukleus-Test nach OECD Testrichtlinie 487 sowohl klastogene als auch aneugene Wir-
kungen detektiert werden. Es kann aber festgehalten werden, dass sich R417888 in vive nicht klasto-
gen war (BLV, 2019).

Die im Rahmen des rechtlichen Gehörs nachgereichten Studien, die hier diskutierten in vive Comet-
und in vitra Mikronukleus-Tests, erlauben unter Berücksichtigung der bereits bewerteten Studien
(BLV, 2019) den Schluss, dass R417888 wahrscheinlich kein gentoxisches Potential hat. Damit und
unter Berücksichtigung des bereits diskutierten karzinogenen Potentials (BLV, 2019) ist R417888 ein
toxikologisch nicht relevanter GrundwassermetaboW.

2.2 R182281(505-3701): Nachgereichte Daten

Mit dem Metaboliten R182281 wurden im Rahmen des rechtlichen Gehörs die folgenden Studien ein-
gereicht

R182281 - Crl:CD(SD) Rat In Vivo Comet Test. Report Number: GG30DP .••••••
2019.
R182281 - Validation of a Bioanalytical Method for the Determination of R182281 in Rat
Plasma (K2EDTA) using Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometric Detection
(LC-MS/MS). Report Number: LX12NW. Shah, Niksha, 2019

Diese Studien werden nachfolgend beurteilt.

2.2.1 Auswertung In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay

Studientitel R182281 - Crl:CD(SD) Rat In Vivo Comet Test
Referenz ,2019
DurchführunQ 11. März 2019 - 14. AUQust 2019
Testlabor Covance CRS Limited, Woolley Road, Alconbury, Huntingdon,

CambridQeshire, PE28 4HS, United Kingdom
Berichtnummer NR52CX
Dokumentennummer R182281 10078
Leitlinie(n) OECD Guideline For The Testing Of Chemicals (2016): In Vivo

Mammalian Alkaline Comet Assay, Test Guideline 489
Abweichungen von der Leitlinie Es werden im Studienbericht keine mit der Positivkontrollsub-

stanz erzeugte Dosis-Wirkungs-Kurven im Duodenum ausge-
wiesen. Es wird davon ausgegangen, dass dies die Gültigkeit
der Ergebnisse des Tests nicht in Frage stellt.

2 Die dänischen Behörden (the Danish Environmental Protection Agency) haben nach der Auswertung
weiterer Studien den Metaboliten R417888 ebenfalls als nicht relevant eingestuft
(https:/lmst.dk/service/nyheder/nyhedsarkiv/2019/sep/pesticidrest-skader-ikke-arveanlaeggene/).
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Testmaterial R182281, Batchnummer P2, Reinheits
GLP Ja

In einem in vive Comet-Assay wurde das Potential von R182281 untersucht, in der DNA von Leber-
und Duodenumzellen von Crl:CD(SD) Ratten Strangbrüche zu induzieren. Die folgende Abweichung
von der Testleitlinie wurde festgestellt:

Nebst der Leber wurde das Duodenum untersucht. In der Testrichtlinie wird bestimmt, dass für andere
GeWebe als der Leber, mit der Positivkontrollsubstanz in diesen Geweben erzeugte Dosis-Wirkungs-
Kurven im Testbericht ausgewiesen werden müssen (OECD, 2016a). Solche Dosis-Wirkungs-Kurven
für das Duodenum fehlen im Testbericht. Diese Abweichung stellt die Gültigkeit der Testergebnisse
nicht grundsätzlich in Frage. Mit der simultanen Positivkontrolle Ethylmethansulfonat (EMS) wurde im
durchgeführten Test im Duodenum bei einer Dosis von 200 mg/kg KG verglichen mit der Negativkon-
trolle nämlich eine statistisch signifikante Erhöhung von DNA-Strangbrüchen beobachtet. Zudem um-
fassen die historischen Positivkontrollen welche das Duodenum betreffen und im Zeitraum zwischen
März 2017 und März 2019 erzeugt wurden, 14 Studien. Dabei betrug das Minimum des Masses für
Strangbrüche im Median 26 % TI, während in den entsprechenden historischen Negativkontrollen
maximal 3 % TI gemessen wurden. Damit kann die Kompetenz des durchführenden Labors, Substan-
zen welche DNA-Strangbrüche im Duodenum verursachen als solche zu identifizieren, als hinreichend
belegt betrachtet werden.

Materia. und Methoden
Die Stabilität von R182281 in 0.5% Carboxymethylcellulose, dem Vehikel bei der Dosierung der Rat-
ten mittels Schlundsonde, wurde mit einer validierten Methode überprüft und bestätigt.

Es wurden pro Behandlungsgruppe 6 männliche Crl:CD(SD) Ratten mittels Schlundsonde im Abstand
von rund 24 h zwei Dosen mit einem Volumen von 10 ml/kg und einer Dosis von entweder 31.25,62.5
oder 125 mg/kg KG R182281 in 0.5% Carboxymethylcellulose verabreicht. Als Negativkontrolle wurde
6 weiteren männlichen Crl:CD(SD) Ratten jeweils 20 ml/kg 0.5% Carboxymethylcellulose verabreicht.
Den drei Tieren der Positivkontrollgruppe wurde einmalig ein Volumen von 10 ml/kg und einer Dosis
von 200 mg/kg KG Ethylmethansulfonat (EMS) verabreicht. Einzelzell-Suspensionen aus der Leber
und dem Duodenum der Test- und Negativkontrollgruppen wurden ungefähr 4 h nach der zweiten
Dosis und 3 h nach der Einzeldosis der Positivkontrolle gewonnen. Die DNA dieser Zellen wurde da-
nach mittels Einzelzell-Gelelektrophorese auf Strangbrüche untersucht.

Die höchste in diesem Comet-Assay verabreichte Dosis, 125 mg/kg KG, wurde vorab aus einem Vor-
versuch abgeleitet. Im Vorversuch wurden je zwei männliche und weibliche Crl:CD(SD) Ratten im
Abstand von ungefähr 24 h zwei Dosen von 125 oder 250 mg/kg KGlTag mg/kg KG R812281 verab-
reicht. Zusätzlich wurden drei männlichen Tieren 0.5, 1, 2, 4, 8 und 24 h nach der zweiten Dosisgabe
von 125 mg/kg KGlTag Blut entnommen und R182281 im Plasma gemessen. Die durchschnittlichen
Plasmakonzentrationen waren zwischen 0.5 hund 8 h vergleichbar (243.0 mg/L (0.5 h), 274.3 mg/L (1
h), 258.7 mg/L (2 h), 290.0 mg/L (4 h), 293.3 mg/L (8 h) und 199.7 mg/L (24 h). Deshalb wurden im
Comet-Assay die Einzelzell-Suspensionen der Zielgewebe Leber und Duodenum 4 h nach der zwei-
ten Dosierung, der angenäherten Steady-State Konzentration (Plasma) von R182281, hergestellt. Die
Bestimmung von R812281 im Rattenplasma erfolgte anhand einer validierten Methode (vgl. Abschnitt
2.2.2).

Resultate
In den Leber wurde mittels linearer Kontraste im Williams-Test kein statistisch signifikanter Trend für
die Zunahme des TP) beobachtet. Im Williams -Test wurde aber im paarweisen Vergleich gegenüber
der Negativkontrolle bei einer Dosis von 125 mg/kg KGlTag eine statistisch signifikante Erhöhung der
Gruppenmittelwerte des Median der %TI beobachtet (Tabelle 12).

Im Duodenum wurde gemäss Williams-Test über alle getesteten Dosen kein Trend für die Zunahme
des TI identifiziert. Weiter wurde im paarweisen Vergleich zwischen der höchsten Dosis und der ver-
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suchsinternen Negativkontrolle im Williams-Test keine statistisch signifikante Erhöhung der Gruppen-
mittelwerte des Median der %TI identifiziert (Tabelle 14).

Die TI-Werte inklusive Negativkontrolle der Leber- als auch der Duodenumzellen aller Dosisstufen
lagen innerhalb der 95%-Kontrollgrenzen der entsprechenden laborinternen historischen Negativkon-
trolldaten des durchführenden Labors (Tabelle 13 und Tabelle 15). Die Positivkontrollsubstanz EMS
induzierte gemäss t-Test im Mittel statistisch signifikant mehr Strangbrüche als die Negativkontrolle
und lag innerhalb der 95%-Kontrollgrenzen der laborinternen historischen Positivkontrolle.

Tabelle 12: Resultate und statistische Angaben zur %TI in der Leber

Behandlung Dosis (mg/kglTag) Anzahl Zellen Gruppenmittelwert des Medians
der tai/lntensität % (SO) #beurteilt

Vehikel 900

R182281 31.25 900

R182281 62.5 900

R182281 125 900

EMS 200 450

0.26 (0.2)

0.22 (0.1)

0.28 (0.2)

0.48* (0.2)

25.73***+ (0.9)
Negativkontrolle: 0.5% Carboxymethylcellulose

EMS: Ethylmethansulfonat, Positivkontrolle einmalig ungefähr 3 Stunden vor dem Studienende verabreicht

SO: Standardabweichung

Fehler von ± 1% können aufgrund vom Runden der Werte im Rahmen der tabellarischen Präsentation der

Resultate können auftreten.

Ausschliesslich die mediane Fluoreszenz-Intensität des «Kometenschweifs» wurde statistisch bewertet (einseitige Tests)
p Werte Ergebnisse der Vergleiche mit der Kontrolle mittels Williams Test, ausser falls mit (+) bezeichnet mit dem dem

t-test (+).

#

p < 0.001 (signifikant)
p < 0.05 (signif kant)

Tabelle 13: Historische laborinterne Comet Kontrolldaten der Leber (Wistar Han und Sprague-Dawley
Ratten) - Median % tai/lntensität - März-17 - Mar-19

Kontrollwerte (Vehikel) Positivkontrollwerte

106 Tiere 19 Studien 58 Tiere 18 Studien

Minimum 0.0 0.1 16.8 18.2
Maximum 1.7 0.9 60.2 54.9

Mittelwert 0.4 0.4 34.2 33.4
Standardabweichung 0.3 0.2 11.3 11.0

Untere 95% Kontrollgrenze 0.0 0.0 11.5 11.4

Obere 95% Kontrollgrenze 1.1 0.9 56.8 55.3
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Tabelle 14: Resultate und statistische Angaben zur %Tllntensität im Dünndarm

Behandlung Dosis (mg/kg/Tag) Anzahl Zellen be- Gruppenmittelwert des Medi-
urteilt ans der tai/lntensität % (SO)#

Vehikel 900 1.98 (0.6)
R182281 31.25 900 1.71 (0.5)
R182281 62.5 900 1.80 (0.2)
R182281 125 900 1.50 (0.8)
EMS 200 450 34.97***L+ (7.0)
Negativkontrolle: 0.5% Carboxymethylcellulose

EMS: Ethylmethanesulfonat. Positivkontrolle einmalig ungefähr 3 Stunden vor dem Studienende appliziert
SO:
#

Standardabweichung

Fehler von ± 1% können aufgrund vom Runden der Werte im Rahmen der tabellarischen Präsentation der
Resultate können auftreten.

Ausschliesslich die mediane Fluoreszenz-Intensität des «Kometenschweifs» wurde statistisch bewertet (einseitige Tests)

p Werte Ergebnisse der Vergleiche mit der Kontrolle mittels Williams Test, ausser falls mit (+) bezeichnet mit dem dem
t-test (+).

p < 0.001 (signifikant)

p < 0.05 (signifkant)

Analyse nach logarithmischer Transformation der Daten vorgenommenL

Tabelle 15: Historische laborinterne Comet Kontrolldaten des Duodenums (Wistar Han und Sprague-
Dawley Ratten)- Median % Taillntensität- März-17 - Mar-19

Kontrollwerte (Vehikel) Positivkontrollwerte
78 Tiere 14 Studien 42 Tiere 14 Studien

Minimum 0.1 0.3 23.2 26.0
Maximum 4.1 3.0 55.1 50.5
Mittelwert 1.4 1.3 38.3 38.3
Standardabweichung 1.0 0.8 9.7 9.1
Untere 95% Kontrollgrenze 0.0 0.0 18.9 20.1
Obere 95% Kontrollgrenze 3.4 3.0 57.7 56.5

Die Anzahl sogenannter hedgehog Zellen in der Leber behandelter Tiere war gegenüber der Kontrolle
erhöht. Durchschnittlich wurden 0.8, 1.3 und 2.5 hedgehog Zellen in den Behandlungsgruppen mit
31.25, 62.5 und 125 mg/kg KG gefunden (Tabelle 16). In der Positivkontrolle und der Negativkontrolle
wurden keine hedgehog Zellen identifiziert. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde statistisch nicht
unter:>ucht. Der Studienautor spricht von einer dosisabhängigen Zunahme. Die numerische Zunahme
sei gemäss Studienautor wahrscheinlich auf mechanische/enzyminduzierte Schädigungen während
der Probenaufbereitung zurückzuführen oder beruhe auf extremen genotoxische Effekten.

Auch im Duodenum wurden hedgehog Zellen beobachtet. In der Negativkontrolle, den mit 31.25, 62.5
und 125 mg/kg R182281 behandelten Gruppen betrug die durchschnittliche Anzahl an hedgehog ZeI-
len 1.7, 4.2, 10.3 und 12.7. In der Positivkontrolle wurden durchschnittlich 0.7 hedgehog Zellen identi-
fiziert. Der Studienautor spricht von einer dosisabhängigen Zunahme. Im Duodenum wurden auch in
der Negativkontrolle hedgehog Zellen identifiziert, was vom Studienautor als mögliche ZeIlbeschädi-
gung während der Probenaufbereitung gewertet wird.

Weiterführende Untersuchungen im Lebergewebe, um die dosisabhängige Zunahme der hedgehog
Zellen zusammen mit der Zunahme des TI Wertes bei der höchsten Dosis innerhalb der 95%-
Kontrollgrenze besser einordnen zu können, wurden aber auf Grund der negativen Bewertung des
Studienautors keine durchgeführt.
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Tabelle 16: Resultate und statistische Angaben zu den hedgehog Zellen in der Leber und dem Duo-
denum '

Duodenum Liver
Behandlung Tiernum- Anzahl Gruppenmittel Anzahl Gruppenmittel
(mg/kg/day) mer Hedgehog Anzahl Hedgehog Anzahl

Zellen Hedgehog Zellen Zellen Hedgehog Zellen
(SD) (SD)

Vehikel 101 2 1.7 (0.5) 0 0.0 (0.0)
(-) 102 1 0

103 2 0
104 1 0
105 2 0
106 2 0

R182281 201 3 4.2 (3.3) 0 0.8 (0.8)
(31.25) 202 2 1

203 6 1
204 2 0
205 10 2
206 2 1

R182281 301 5 10.3 (6.3) 0 1.3 (1.8)
(62.5) 302 3 0

303 8 1
304 11 3
305 19 4
306 16 0

R182281 401 7 12.7 (4.6) 2 2.5 (1.0)
(125) 402 8 4

403 19 2
404 16 3
405 13 3
406 13 1

EMS 501 0 0.7 (1.2) 0 0.0 (0:0)
(200) 502 2 0

503 0 0
Negativkontrolle 0,5% Carboxymethylcellulose
EMS Ethylmethanesulfonat, Positivkontrolle, Einmalige Gabe ungefahr 3 Stunden vor der Terminierung.

Diskussion
Gemäss der Testrichtlinie (OECD, 2016a) wird eine Prüfsubstanz als klar positiv erachtet, falls bei
einer der geprüften Versuchsbedingungen:

a. mindestens eine der Testkonzentrationen verglichen mit der simultanen Negativkontrolle eine
statistisch signifikante Erhöhung aufweist,

b. die Erhöhung dosisabhängig ist, wenn sie mit einem geeigneten Trendtest daraufhin unter-
sucht wird,

c. ein Ergebnis für die gegebene Spezies, Negativkontrolle, Administrationsroute und Anzahl an
Dosisgaben ausserhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt.
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Werden alle diese drei Kriterien erfüllt, weist die Prüfsubstanz die Fähigkeit auf DNA-Strangbrüche im
untersuchten Gewebe und Testsystem induzieren zu können. Demgegenüber gilt eine Prüfsubstanz
als klar negativ, wenn in allen untersuchten Versuchsbedingungen:

a. keine der Testkonzentrationen eine statistisch signifikante Erhöhung verglichen mit der Nega-
tivkontrolle aufweist,

b. mit einem geeigneten Trendtest keine konzentrationsabhängige Zunahme festgestellt wird,
c. alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der zugehörigen historischen Negativkontrolldaten für

eine gegebene Spezies, Vehikel, Administrationsroute, Gewebe und Anzahl Dosisgaben lie-
gen,

d. direkte oder indirekte Exposition oder Toxizität des Zielgewebes nachgewiesen werden kann.

Nach Verabreichung von R182281 per Gavage wurde R182281 im Plasma nachgewiesen und er-
bringt daher einen indirekten Expositionsnachweis.

R182281 zeigte bei der höchsten Dosis eine signifikante Erhöhung von DNA-Strangbrüchen. Aller-
dings innerhalb der 95% Kontrollgrenzen der historischen Negativkontrolle. Zusammen mit der beo-
bachteten Zunahme an hedgehog Zellen in der Leber kann die hier durchgeführte Studie ohne weitere
histopathologischen Untersuchungen weder als klar positiv noch als negativ gewertet werden.

Schlussfolgerung Studienautors I der Studienautorin
R182281 zeigte keine Hinweise auf eine Auslösung einer erhöhten Inzidenz an DNA- Strang brüchen
in der Leber oder dem Dünndarm bei der Behandlung männlicher Crl:CD(SD) Ratten mittels Schlund-
sonde und weist daher im in vive Comet-Assay ein negatives Resultat auf.

Schlussfolgerung BLV
Die Stabilität von R182281 in 0.5% Carboxymethylcellulose wurde mit einer validierten Methode be-
stimmt. Nach Einschätzung des Fachbereichs Laboratorien des BLV - es scheint keine Validierungs-
Richtlinien zu geben - sind die Parameter für die Validierung insgesamt adäquat gewählt und auch die
Resultate sehen plausibel aus. Insbesondere werden im Rahmen der Validierung die höher kon-
zentrierten Lösungen zur Analyse in den Arbeitsbereich verdünnt, so dass mit der Validierung effektiv
ein Arbeitsbereich von 1-100 mg/mL Probe abgedeckt wird. Jedoch wäre es sinnvoll, den vorgesehe-
nen Arbeitsbereich (z.B. entsprechend dem validierten Bereich) anzugeben, um riesige Verdünnungs-
faktoren klar auszuschliessen.
Im Rahmen der Methodenvalidierung für die Formulierungsanalyse betreffend des durchgeführten
Comet-Assays mit R182281 wird die Stabilität des Standards sowie der «extracted solution» nach 8
Tagen nicht überprüft, obwohl in beiden Fällen Stabilitätsuntersuchungen nach 8 Tagen durchgeführt
werden. Wenn die Standard- und Extrakt-Stabilitäten von R182281 derart gering sind, dass diese
jeweilS neu hergestellt werden müssen, dann wäre dies unbedingt im Studien bericht zu erwähnen.

Zur Bestimmung von R182281 im Plasma anhand der validierten Methode im Bioanalysis Contributing
Report zu R182281 -Grl:CD(SD) Rat In Vivo Comet Test (vgl. 2.2.2) gilt es zu bemerken, dass die
Versuchs-Lösungen nach der Aufarbeitung gemäss validierter Methode weit oberhalb des Messbe-
reichs lagen und in 2 Stufen 600-fach mit blank Matrix-Extrakt verdünnt wurden. Dieses Vorgehen ist
gemäss den validierten Methoden grundsätzlich vorgesehen, war jedoch nicht Bestandteil der Validie-
rung (d.h. es wurden im Rahmen der Validierungen keinerlei Verdünnungsversuche durchgeführt).
Eine derartige Verdünnung (Faktor 600) bringt diverse Unsicherheiten mit sich (z. B. stellt sich die
Frage, ob sich Überhaupt noch die ganze Menge Analyt im hochkonzentrierten Extrakt löst (z.B. wäre
eine Phasentrennung denkbar». Eine Berechnung detaillierter quantitativer Daten ist daher nach An-
sicht des FB Laboratorien als unsicher zu beurteilen.

Eine genaue Einschätzung des Zeitpunktes für eine optimale Probeentnahme ist daher mit grossen
Unsicherheiten verbunden. Da der gewählte Zeitpunkt der Probeentnahme in diesem Versuch aber
den generellen Empfehlungen der OECD Leitlinie folgt, sollten diese Unsicherheiten keinen Einfluss
auf die Testresultate aufweisen.
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Die in der Studie getesteten Höchstdosis wurde vom Studienautor als maximum tolerated dose (MTD)
identifiziert obwohl in der Vorstudie bei den männlichen Ratten bei 125 mg/kg KGlTag einzig eine
leichte Reduktion des Körpergewichts von 1.4-4.3% beobachtet wurde. In der Vorstudie zeigte einzig
eine der weiblichen Ratten klinische Symptome. Allerdings wurde in der Vorstudie mit einer Dosis von
250 mg/kg KGlTag in beiden Geschlechtern die MTD klar überschritten. Weiter zeigten andere Stu-
dien mit wiederholter Gabe von R182281 (RAR, 2017) in männlichen Ratten mit einer Dosis um -125
mg/kg KGlTag klinische und klinisch-chemische Effekte.

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass die Entstehung von hedgehog Zellen ein Indikator sowohl für
Zytotoxizität als auch für Gentoxizität sein können (e.g. Lorenzo, Y. et al.). Sind hedgehogs auf Gen-
toxizität zurückzuführen, entsprechen sie einer Stufe in einem Kontinuum von gentoxischen Schäden.
In einem solchen Fall ist nebst einer Zunahme von hedgehogs auch immer eine Zunahme der %TI zu
erwarten. Im Comet-Assay mit R182281 wurde im Duodenum keine Zunahme der %TI beobachtet
und deshalb erachten wir die Zunahme von hedgehog Zellen im Duodenum nicht als Indikator für Ge-
notoxizität sondern als Hinweis auf andere, letztlich ungeklärte Effekte.

In der Leber ist das Testergebnis weniger eindeutig. Unter den Bedingungen des Tests, hat die höchs-
te getestete Dosis von R182281 im Vergleich zur Negativkontrolle in der Leber von männlichen
Crl:CD(SD) Ratten zu einer statistisch signifikanten Erhöhung von DNA-Strangbrüchen geführt. Wei-
terführende Untersuchungen wären für die Einordnung der beobachteten Zunahme an hedgehog ZeI-
len in der Leber sehr hilfreich gewesen. Die Erhöhung von DNA-Strangbrüchen in der Leber lag inner-
halb der 95%-Konfidenzgrenze der entsprechenden historischen Negativkontrolldaten und war nahe •
bei deren Mittelwert. Der unklare Befund sollte weiter untersucht werden. Daten zur Zytotoxizität sowie
histopathologische Untersuchungen werden für eine definitive Beurteilung benötigt. Aufgrund fehlen-
der Untersuchungen zu Klärung des zweideutigen Resultats in dem hier beurteilten in vive Comet-
Assay kann für R182281 in der Leber ein mögliches genotoxisches Potential nicht ausgeschlossen
werden.

2.2.2 Auswertung Validation Of Bioanalytical Method: Rat Plasma

Studientitel R182281 - Validation of a Bioanalytical Method for the Determination of
R182281 in Rat Plasma (K2EDTA) using Liquid Chromatography with
Tandem Mass Spectrometric Detection (LC-MS/MS)

Referenz Shah, N., 2019
Durchführung 04. April - 11. Mai 2019
Testlabor Covance CRS Limited

Woolley Road, Alconbury, Huntingdon
Cambridaeshire, PE28 4HS, United Kingdom

Berichtn ummer WN22JV
Leitlinie(n) SANCO/3029/99 Rev 4 (11/07/2000) for pre-registration data require-

ments and SANCO 825/00 Rev 8.1 (16/11/2010) for post-registration
monitoring.

Abweichungen von der Keine
Leitlinie
GLP Ja.
Testmaterial R182281 Batchnummer P2, 98.7 % Reinheitsgrad

Die Validierungsstudie zum Nachweis von R182281 in Rattenplasma wurde vom Fachbereich Labora-
torien (FB LAB) des BLV bewertet. Die LC-MS/MS Methoden gemäss den Unterlagen werden vom FB
LAB als geeignet erachtet, um R182281 in Rattenplasma im Konzentrationsbereich von 0.05 bis 1.5
mg/L zu quantifizieren. Betreffend Wiederfindungsrate wurde am Tag 0 bei der quantitativen Ionen-
transition ein Mittel von 109% identifiziert und bei der bestätigenden Ionentransformation ein Mittel von
108%. Die mittlere Wiederfindungsrate sollte im Idealfall zwischen 80-100% liegen. Da die Wiederfin-
dungsrate noch innerhalb von 70-110% liegt, sind die Validierungsanforderungen gemäss SAN-
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CO/825/00 rev. 8.1 (16.11.2010) und SANCO/3029/99 rev.4 (11.07.2000) erfüllt, wenn auch nicht
ideal.

2.2.3 R182281(505-3701): Beurteilung Gentoxizität

Ein gentoxisches Potential konnte anhand der neu eingereichten in vivo Studie in der Leber nicht
gänzlich ausgeschlossen werden. Weiter ist R182281 akut oral toxisch Kategorie 3 und weist ein an-
deres toxisches Profil als die Muttersubstanz auf. Grundsätzlich sind Metaboliten, welche als toxisch
einzustufen sind, gemäss Leitfaden Sanco/221/2000 -rev.10-final als relevant anzusehen. In der
Langzeitstudie mit R182281 wurden bei Ratten keine behandlungsbedingten Tumore beobachtet und
somit kein kanzerogenes Potential festgestellt.

2.3 SYN548764(SYN548581M11): Nachgereichte Daten

Mit dem Metaboliten SYN548764 wurden im Rahmen des rechtlichen Gehörs die folgenden Studien
eingereicht:

SYN548764- Salmonella Typhimurium and Escherichia Coli, Reverse Mutation Assay:
SYN548764_10015. Sokolowski, A., 2019
SYN548764- Human Lymphocytes, In Vitra Micronucleus Test, SYN548764_10017. Gilby, B.,
2019
SYN548764- V79 Cells , Gene Mutation Assay in Chinese Hamster V79 Cells in vitra
(V79/HPRT), SYN548764_1 0019, Sokolowski, A. , 2019

Diese Studien werden nachfolgend beurteilt.

2.3.1 Auswertung 5. typhimurium and E. coli Reverse Mutation Assay

Studientitel SYN548764 _ Salmonella Typhimurium and Escherichia Goli
Reverse Mutation Assay
Final Report

Referenz Sokolowski, A., 2019
Durchführung 22. Januar 2019 -18. Januar 2019
Testlabor Envigo CRS GmbH, in den Leppsteinswiesen 19, 64380 Ross-

dorf, Deutschland
Berichtnummer 1941400
Dokumentennummer SYN548764 10015
Leitlinie(n) OECD Guideline For The Testing Of Chemicals (1997): Bacteri-

al Reverse Mutation Test. Test Guideline 471
Abweichum~en von der Leitlinie Keine
GLP Ja
Testmaterial SYN548764, Batchnummer MES 377/3, Reinheitsgrad 99 %

(w/w)

In einem Ames-Test wurde das Potential von SYN548764 untersucht, Genmutationen (Basenaus-
tausch, Rasterverschiebungen Punktmutationen etc.) in den Salmonella typhimurium (S. Thyphimuri-
um) Stämmen TA 1535, TA 1537, TA 98 und TA 100 sowie in den Escherichia coli (E. co") Stämmen
WP2 uvrA (pKM101) und WP2 (pkM101) zu induzieren.

Material und Methoden
In der Studie wurde die Präinkubationsmethode verwendet, wobei die Testsubstanz mit den Bakteri-
enstämmen bei 3r für 60 min. vorinkubiert wurden, bevor diese mit dem Agar vermischt wurden.
Die Testsubstanz wurde in entionisiertem Wasser gelöst. Als versuchsinterne Negativkontrolle wird
zum einen die Lösungsmittelkontrolle (entionisiertes Wasser) und zum anderen die unbehandelte
Kontrolle herangezogen. Als Positivkontrolle wurde in den Versuchen ohne metabolische Aktivierung
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für die Stämme TA 1535 und TA 100 Natriumazid (NAN3), für die Stämme TA 1537 und TA 98 4-nitro-
o-phenylenediamin (4-NOPD), sowie für die Stämme WP2 uvrA und WP2 Methylmethansulfonat
(MMS) verwendet. Mit metabolischer Aktivierung wurde für alle geprüften Stämme als Positivkontrolle
2- Aminoanthracen (2-AA) benutzt.

Im Vorexperiment wurden die Bakterienstämme pro Platte mit 3, 10, 33, 100, 333, 1000, 2500 und
5000 IJgder Testsubstanz SYN548764 exponiert. Das Vorexperiment wurde schliesslich als Experi-
ment I verwendet. Im Experiment II wurden die Bakterienstämme pro Platte mit 33, 100, 333, 1000,
2500 und 5000 IJgder gleichen Testsubstanz exponiert.
Die Evaluation wurde anhand des Petri Viewer zusammen mit der Software Ames Study durchgeführt.
Eine statistische Analyse wurde keine durchgeführt.

Resultate
Die OECD Richtlinie 471 macht keine konkrete Angabe zur Erhöhung der Anzahl Revertanten-
Kolonien um von einer relevanten Erhöhung zu sprechen. Gemäss der Publikation von Levy, D., D., et
al. (2019) ist aber eine 2-3-fache Erhöhung der Anzahl Revertanten-Kolonien auf den behandelten
Platten gegenüber den unbehandelten Platten als relevante erhöhte Anzahl zu betrachten. Es wurde
im Versuch in beiden Experimenten mit und ohne metabolische Aktivierung keine relevante Erhöhung
der Anzahl Revertanten-Kolonien beobachtet verglichen zur Lösungsmittelkontrolle und unbehandel-
ten Kontrolle (Verhältnis< 2) (Tabelle 17: Zusammenfassung der Resultate ohne metabolische Akti-
vierung Experiment ITabelie 17, Tabelle 18, Tabelle 19 und Tabelle 20).

Die versuchsinternen Negativkontrollen lagen alle innerhalb des 99%-Kontrollgrenzen der laborinter-
nen Negativkontrollen, weshalb die Validität des Versuchs bestätigt werden konnte (Tabelle 21 und
Tabelle 22).

Die versuchsinterne Positivkontrolle im Experiment I mit dem Stamm WP2 uvrA pKM101 lag unterhalb
der durch das BLV errechneten unteren 99%- Kontrollgrenze der historischen Positivkontrolldaten
(Mittelwert ± 3SD; unter Annahme einer angenäherten Normalverteilung). Verglichen zur Lösungsmit-
telkontrolle zeigte die versuchsinterne Positivkontrolle allerdings mit einer 2-3-fachen Erhöhung der
Anzahl Revertanten ein positives Resultat und bestätigt das Funktionieren des Versuchs.

Eine mögliche Dosiswirkungsbeziehung wurde statistisch in der Studie nicht evaluiert. Die Resultate
weisen allerdings nicht auf eine vorhandene Dosiswirkungsbeziehung hin.

T b 11 17 Z f dRitt h t b r h Akf . E t Ia e e usammen assunq er esu a e 0 ne me a 0 ISC e IVlerung xpenmen
Metabo- rrestgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert tSO)
lische Ak- tration
tivierung pro

Platte)
TA 1535 TA 1537 TA 98 TA 100 WP2 WP2 uvrA

I2KM101 I2KM101
Ohne S9 Entionisier- 11 ± 3 13 ± 2 25 ± 10 113±11 279 ± 16 367 ± 9

~esWasser 13 ± 2 12 ± 2 33 ± 10 118±13 289 ± 31 353 ± 13
SYN548764 ~ IJg 12 ± 4 13 ± 3 31 ± 9 107 ± 19 317 ± 25 378 ± 30

10 IJg 12 ± 5 12 ± 3 28 ± 1 121 ± 8 317 ± 20 373 ± 46

~31Jg 12 ± 2 10 ± 2 31 ± 5 126 ± 8 312±19 403 ± 9

100 IJg 12 ± 1 14 ± 5 35 ± 7 119±11 324 ± 21 370 ± 11

~33 IJg 8±2 13 ± 2 31 ± 5 107 ± 15 316 ± 19 344 ± 23

1000 IJg 10 ± 2 15 ± 3 31 ± 3 104 ± 7 318 ± 13 353 ± 27
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Metabo- Testgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert tSD)
lische Ak- tration
tivierung pro

Platte)
TA 1535 TA 1537 TA 98 TA 100 WP2 WP2 uvrA

~KM101 ~KM101
12500IJQ 8±3 9±3 29 ± 7 103 ± 25 325 ± 8 378 ± 23

~OOO IJQ 18±3 9 ± 1 29 ± 7 109 ± 13 328 ±6 387 ± 14

NaN3 10 IJg 1948± 45 1515 ± 7

4-NOPD 10 J.lQ 353 ± 23

I4-NOPD ~O 1J9 70 ±4

MMS 12.0IJL 3917 ± 182 3594 ± 106

Tabelle 18: Zusammenfassung der Resultate mit metabolischer Aktivierung Experiment I

Metabolische trestgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert iSO)
Aktivierung ~ration

(pro
Platte)

TA 1535TA 1537 TA 98 TA 100 WP2 WP2 uvrA
~KM101 ~KM101

MitS9 Entionisiertes 17 ± 3 14 ± 5 42 ±8 136 ± 12 315 ± 12 402 ± 20
lWasser 14± 3 15 ± 48 ± 10 151 ± 13 336 ± 10 437 ± 16
ISVN548764 31lg 13 ±3 15 ±3 47 ± 12 133 ± 12 326 ±3 424 ± 52

10 Ilg 16 ±4 11 ±4 39 ± 2 149 ± 16 333 ± 37 388 ± 23
331lg 17 ± 3 15 ± 1 40 ± 13 136 ± 7 337 ± 19 419 ± 14
100llg 14 ± 2 16 ±4 37'±9 122 ± 7 330 ± 16 420 ±8
3331lg 14 ± 2 13 ±4 42 ±3 136 ±6 327 ± 18 418 ±9
1000llg 10 ±4 17 ± 2 42 ±4 137±6 344 ± 24 418 ± 10
2500llg 18± 3 16 ± 2 43 ± 12 134 ± 10 336 ± 30 417 ± 49
5000llg 8±3 13 ± 2 42 ± 6 136 ± 11 341 ± 13 406 ± 26

2-AA 2.51lg 275 ± 415 ± 31 3046 ± 3703989 ± 210
15

2-AA 10.01lg 933 ± 31 1270 ± 43

T b 11 19 Z f d R I t h b r h Ak· . E 11a e e usammen assunQ er esu ta e 0 ne meta 0 ISC e tlvlerunQ xpenment
Metabo- trestgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert ±SD)
lische Aktiv- tration
ierung (pro

Platte)
TA 1535 TA 1537TA 98 TA 100 WP2 WP2 uvrA

~KM101 ~KM101
Ohne S9 Entionisier- 13 ± 4 13 ± 4 38 ± 3 125 ± 10 277±31 297 ±5

es Wasser 11±3 14±2 35±2 127±5 271±21 287±13

SYN548764 ß3IJQ 13 ± 3 16 ± 4 27 ± 9 120 ± 10 300 ± 9 276 ± 1S

100 IJg 18 ± 6 17 ± 6 35 ± 8 140 ± 11 306 ± 8 283 ± 21

ß33 IJQ 16 ± 6 18 ± 5 27 ±4 131 ± 8 292 ± 22262 ± 16
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Metabo- trestgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert iSO)
lische Aktiv- ~ration
ierung (pro

Platte)
TA 1535 TA 1537 TA 98 TA 100 WP2 WP2 uvrA

~KM101 ~KM101
1000 I-Ig 10 ± 4 12 ± 5 31 ± 2 122 ± 2 293 ± 18280 ± 19

12500l-lg S±2 10 ± 1 25 ± 3 126 ±4 301 ± 21263 ± 6

5OO0l-lg 10 ± 1 11 ± 4 33 ± 12 130 ± 11 239 ± 8 259 ± 11

NaN3 10 I-Ig 1104 ±

I4-NOPO 10l-lg 125 1726 ± 123

I4-NOPD 150I-Ig 123

MM8 [2.0 I-IL 480 ± 16

Tabelle 20: Zusammenfassung der Resultate mit metabolische Aktivierung Experiment II

Metabolische trestgruppe Konzen- ~nzahl revertante Kolonien (Mittelwert iSO)
Aktivierung ~ration

(pro
Platte)

TA 1535 TA 1537 TA 98 TA 100 WP2 WP2
~KM101 uvrA

oKM101
Mit 89 /I1tionisiertes 15 ± 2 16±5 41± 5 144±9 308± 18 335±11

asser 13±3 12±3 42± 1 136±17 320± 17 365±20
IYN548764 331-1g 15 ± 5 11 ± 4 48 ± 10 133 ± 20 313 ± 4 366 ± 32

100l-lg 16 ± 6 14 ± 5 39 ± 4 143 ± 11 323 ± 10 340 ± 31
1333I-Ig 14 ± 5 15 ± 6 35 ± 2 136 ± 6 304 ± 18 334 ± 41
1000 I-Ig 14 ± 3 14 ± 2 48 ± 6 144 ± 9 330 ± 18 372 ± 14
2500l-lg 14 ± 3 10 ± 1 39 ± 2 153 ± 9 302 ± 24 350 ± 37
5000 ua 16 ± 5 14 ± 2 40 ± 9 127 ± 6 320 ± 27 345 ± 28

AA 2.5 I-Ig 389 ±6 211 ± 26 3419 ± 3958 ±
170 198

AA 10.0 ua 977 ± 49 1601 ± 67

Tabelle 21: Übersicht der historischen Kontrolldaten
ohne S9 MitS9

IStamm Historische Kontrollen Mit- SO Min Max Mit- SO Min Max
~el- teI-
lWert wert

trA 1535 Lösungsmittelnegativkontrolle 11 2.3 6 22 12 2.3 7 22
unbehandelte Negativkontrolle 11 2.9 6 28 12 2.8 7 23
Positivkontrolle 1245 161.4 367 1791 398 61.0 183 613

trA 1537 Lösu ngsm ittelnegativkontrolle 10 2.2 6 19 13 3.2 7 30
unbehandelte Negativkontrolle 10 2.7 5 21 14 3.6 6 29
Positivkontrolle 94 30.0 48 231 170 64.8 81 421

rrA 98 Lösungsmittelnegativkontrolle 126 4.2 13 43 36 6.1 12 56
unbehandelte Negativkontrolle 127 4.7 14 40 39 6.4 12 59
Positivkontrolle 1421 176.8 196 2068 3908 815.0 223 5918

25/52

314.112013/16580 \ COO.2101.102.6.975784 \ 000 00.61



ohne 59 Mit 59
!Stamm Historische Kontrollen Mit- 50 Min Max Mit- 50 Min Max

~el- teI-
lwert wert

rT"A100 Lösu ngsm ittelnegativkontrolle 160 29.3 79 214 148 31.3 76 216
unbehandelte Negativkontrolle 181 26.1 80 235 171 27.7 87 218
Positivkontrolle 12074 262.7 511 2850 3626 981.9 553 5860

IWP2 pKM101 Lösungsmittelnegativkontrolle 1205 27.6 171 289 233 29.3 194 310
unbehandelte Negativkontrolle [220 32.2 167 297 259 33.4 204 338
Positivkontrolle 3894 522.5 2576 5458 1277 403.5 950 4063

IWP2 uvrA Lösungsmittelnegativkontrolle 324 39.5 243 389 378 48.0 277 469
pKM101 unbehandelte Negativkontrolie 339 32.3 279 402 389 39.2 302 476

Positivkontrolle 3706 589.3 2754 5261 2191 252.7 1720 2731

Tabelle 22: Errechnete Kontrollgrenzen unter der Annahme der angenäherten Normalverteilung (BLV
Beurteilung)

ohne 59 Imit59 I
!StammHistorische Kontrollen Iu± 25D ü"±35D ü"±25D ü"±35D
rrA Lösungsm ittelnegativkontrolle 6.4, 15.6 4.1,17.9 7.4,16.6 5.1,18.9
1535 unbehandelte Negativkontrolle 5.2, 16.8 2.3,19.7 6.4,17.6 3.6,20.4

Positivkontrolle 922.2, 1567.8 760.8, 1729.2 276,520 215,581
trA Lösungsmittelnegativkontrolle 5.6, 14.4 3.4, 16.6 6.6,19.4 3.4,22.6
1537 unbehandelte Negativkontrolle 14.6,15.4 1.9,18.1 6.8,21.2 3.2,24.8

Positivkontrolle 34, 154 4,184 40.4,299.6 -24.4,364.4
rT"A98 Lösungsmittelnegativkontrolle 17.6,34.4 13.4, 38.6 23.8,48.2 17.7,54.3

unbehandelte Negativkontrolle 17.6,36.4 12.9,41.1 26.2,51.8 19.8,58.2
Positivkontrolle 64.4,774.6 -109.4,951.4 2278,5538 1463,6353

trA 100 Lösungsmittelnegativkontrolle 101.4,218.6 72.1,247.9 85.4,210.6 54.1,241.9
unbehandelte Negativkontrolle 1-28.8,233.2 102.7,259.3 115.6,226.4 87.9,254.1
Positivkontrolle 1548.6, 2599.4 1285.9, 2862.1 1662.2,5589.8 680.3,6571.7

!WP2 Lösungsmittelnegativkontrolle 149.8,260.2 122.2,287.8 174.4,291.6 145.1,320.9
pKM10 unbehandelte Negativkontrolle 155.6, 284.4 123.4,316.6 192.2,325.8 158.8,359.2
1 Positivkontrolle 12849,4939 2326.5, 5461.5470,2084 66.5,2487.5
WP2 Lösungsmittelnegativkontrolle 245,403 205.5, 442.5 282,474 234,522
uvrA unbehandelte Negativkontrolle 274.4,403.6 242.1, 435.9 310.6,467.4 271.4,506.6
pKM10 Positivkontrolle 5473.9,4884.61938.1,5473.91685.6,2696.4 1432.9,2949.1
1

Diskussion
Der Ames- Test erfüllt keines der folgenden Kriterien der Leitlinie (OECD, 1997) für ein positives Re-
sultat:

a. Eine konzentrationsabhängige Erhöhung der Anzahl Revertanten-Kolonien
b. Erhöhte Anzahl Revertanten-Kolonien bei einer oder mehreren Konzentrationen in mindestens

einem Stamm mit oder ohne metabolischer Aktivierung.
c. Biologische Relevanz der Resultate ist bei den Befunden zu berücksichtigen.

Schlussfolgerung des Studienautors I der Studienautorin
Unter den Bedingungen des Tests hat SYN548764 bei keiner der getesteten Stämme ein positives
Resultat bezüglich Genmutationen (Basenaustausch, Rasterverschiebungen Punktmutationen etc.)
gezeigt. SYN548764 hat in diesem Ames-Test daher ein negatives Resultat erbracht.
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Schlussfolgerung BLV
In der Leitlinie wird festgehalten, dass mit metabolischer Aktivierung 2-Aminoanthracen nicht als ein-
ziger Indikator für eine Bestätigung der Effizienz gelten sollte. In der Studie wurden keine weiteren
Positivkontrollen bei einer metabolischen Aktivierung eingesetzt. Allerdings wird im Studien bericht
bestätigt, dass jeder S9 Mix Batch routinemässig neben 2-Aminoanthracen auch mit Benzo[a]pyren
getestet wird. Somit kann die Verwendung von 2-Aminoanthracen als einzige Positivkontrolle bei einer
metabolischen Aktivierung akzeptiert werden. Die Zertifikate im Anhang des Studienreports zeigen für
T98, dass mit Benzo[a]pyren eine 2-5-fach höhere Anzahl an Revertanten verglichen zur Kontrolle
beobachtet werden kann.

SYN548764 wies bei keiner der getesteten Stämme ein positives Resultat bezüglich Genmutationen
(Basenaustausch, Rasterverschiebungen Punktmutationen etc.) auf. Die Resultate der Positivkontrolle
des Stammes WP2 uvrA pKM1 01 weisen auf leichte Qualitätsprobleme im Rahmen der Studiendurch-
führung hin, welche aber die Ergebnisse des Tests nicht in Frage stellen.

Im Rahmen dieses Ames-Tests weist SYN548764 in den hier geprüften Bakterienstämmen (S. Thy-
phimurium TA 1535, TA 1537, TA 98 und TA 100 sowie E. caliWP2 uvrA (pKM101) und WP2
(pkM1 01)) kein mutagenes Potential auf.

2.3.2 Auswertung In Vitro Micronucleus Test In Human Lymphocytes

Studientitel SYN548764 -In Vitra Micronucleus Test in Human Lymphocytes
Final ReDort

Referenz Gilby, B. , 2019
Durchführung 25 März 2019 -17 Mai 2019
Testlabor Covance CRS Limited

Woolley Road, Alconbury, Huntingdon
Cambridaeshire, PE28 4HS, United Kingdom

Berichtnummer CR95FJ
Dokumentennummer SYN548764 10017
Leitlinie(n) OECD Guideline For The Testing Of Chemicals (2016): In Vitra Mam-

malian Cell Micronucleus Test, Test Guideline 487
Abweichungen von der Keine
Leitlinie
Glp Ja
Testmaterial SYN548764, Batchnummer MES 377/3, Reinheitsgrad 99% (w/w)

In einem in vitra Mikronukleus Assay wurde das Potential von SYN548764 untersucht, eine Erhöhung
der Anzahl Mikronuklei in menschlichen Lymphozyten zu induzieren als Surrogat für die Untersuchung
eines möglichen Potentials betreffend Chromosomenaberrationen (Klastogenität und Aneugenität).
Mikronuklei können ihren Ursprung in azentrischen Chromosomenfragmenten oder der der nicht kor-
rekten Chromosomenmigration zu den Polen der Zellen während der Annaphase der Zellteilung ha-
ben.

Material und Methoden
In der durchgeführten Studie wurde die Testsubstanz in Wasser gelöst. Die Effekte von SYN548764
auf den pH und die Osmolarität des Kulturmediums wurde ebenso geprüft.

Humane Lymphozyten wurden zwei gesunden erwachsenen Nichtraucher-Probanden (18-35 Jahre
alt, Vorstudie weibliche Probandinnen, Hauptstudie je ein männlicher Proband und eine weibliche
Probandin) entnommen, gepoolt und mit Kulturmedium verdünnt. Die kultivierten Zellen wurden zur
Stimulierung der Zellteilung mit Phytohaemagglutinin (PHA) inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
der Testsubstanz, Negativkontrolle und den Positivkontrollen behandelt. Für die Analyse der zweiker-
nigen Zellen wurde die Zytokinese nach der 3-stündigen und während der 20-stündigen Behandlung
mittels Cytochalasin B blockiert.

27/52

314.1/2013/16580 \ COO.2101.102.6.975784 \ 000 00.61



In der Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem Vehikel, in diesem Fall mit Wasser, behandelt, und
in der Positivkontrolle ohne metabolische Aktivierung mit Mitomycin (0.3, IJg/ml (3 h) und 0.1 IJg/ml (20
h)) und mit Kolchizin (0.06 und 0.07, IJg/ml (3 h) sowie 0.015 und 0.02 IJg/ml (20 h)).
Mit metabolischer Aktivierung wurden die Zellen mit Cyclophosphamid behandelt (10 IJg/ml).

Tabelle 23: Übersicht zur Behandlungsdauer, +/- metabolische Aktivierung mit S9-Mix, geprüfte Kon-
zentrationen
Vorstudie
- S9-Mix, 3 h Behandlung
+ S9-Mix, 3 h Behandlung
- S9-Mix, 20 h Behandlung

3.91,7.81,15.63,31.25,62.5,125,250,500,1000 und 2000 IJg/mL.
3.91,7.81,15.63,31.25,62.5,125,250,500,1000 und 2000 IJg/mL.
3.91, 7,81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 und 2000 IJg/mL.

Hauptstudie
- S9-Mix, 3 h Behandlung
+ S9-Mix, 3 h Behandlung
- S9-Mix, 20 h Behandlung
- S9-Mix, 3 h Behandlung,

Wiederholung
+ S9-Mix, 3 h Behandlung,

Wiederholung
- S9-Mix, 20 h Behandlung,

Wiederholung

250, 500, 1000 und 2000 IJg/mL*.
250, 500, 1000 und 2000 IJg/mL#.
50,500,750,1000,1049.76,1166.4,1296,1440 und 1600 IJg/mL. *
250, 500$, 1000$ und 2000$ IJg/mL.

250, 500$, 1000$ und 2000$ )Jg/mL.

20$, 200, 300, 400, 500$, 600$, 700, 800$, 900, 1000, 1100 und 1200
IJg/mL.

Die Daten zur Zytotoxizität wurden im Bericht wiedergegeben, die Mikronukleusdaten wurden durch die Firma im Bericht

nicht aufgeführt. Die Anzahl M kronuklei in der Negativkontrolle lag über der historischen Kontrolle und wurde vom Studien-

autor als Ausreisser identifiziert. Aus diesem Grund wurde das Experiment mit den gleichen Dosen wiederholt.

# Es wurden weder Daten zur Zytotoxizität noch zu den Mikronuklei im Studien bericht präsentiert.

L Konzentrationen, welche bezüglich Mikrokernen untersucht und im Bericht rapportiert wurden, sind unterstrichen.

Nach der Zellernte, Fixierung und der Färbung mit einer Aciridinorange-Lösung wurden die Proben mit
den Zellen in der Interphase mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierbei wurden einkernige,
zweikernige und mehrkernige Zellen beurteilt und abnormale Zahlen von Zellen in der Mitose, po-
lyploide sowie nekrotische Zellen und Zellüberreste notiert.

Zur statistischen Bewertung wurden die Daten mittels arcsin-Wurzel transformiert. Im paarweisen
Vergleich wurden die mit SYN548764 behandelten Proben mit der Negativkontrolle mittels Williams-
Test (William 1971, 1972) geprüft. Die Positivkontrollen wurden paarweise mit der Negativkontrolle
mittels t-Test verglichen. Über lineare Kontraste wurde zudem ein möglicher Trend evaluiert. Das sta-
tistische Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt.

Resultate

Betreffend Osmolarität und pH im Zellkulturmedium wurde bei der Testsubstanz SYN548764 vergli-
chen mit der Negativkontrolle einzig eine Erhöhung von 10 mOsmol/kg und eine pH-Erhöhung von 0.2
beobachtet.

In der Vorstudie wurde bei einer Exposition von 3h mit und ohne metabolischer Aktivierung keine Zy-
tostase identifiziert. Bei einer 20-stündigen Exposition ohne metabolische Aktivierung wurde vergli-
chen mit der Kontrolle ab einer Dosis von 2000 IJg/mL eine Zytostase mit einem CBPI (Cytokinesis-
block proliferation index) von> 45% +/-5% (74.4%) beobachtet. Dementsprechend wurden in der
Hauptstudie bei einer 20-stündigen Exposition Konzentrationen bis 1600 IJg/mL getestet.
In der ersten Hauptstudie wurde verglichen mit der Kontrolle eine Zytostase mit einem CBPI von>
45% +/-5% (54%) ab einer Konzentration von 500 )Jg/mL beobachtet.
In einem Wiederholungsexperiment mit einer Exposition von 20h ohne metabolische Aktivierung wur-
de daraufhin bis 1200 IJg/mL getestet, wobei verglichen mit der Kontrolle eine Zytostase ab einer Kon-
zentration von 800 IJg/mL mit einem CBPI von> 45% +/-5% (55.3%) beobachtet wurde.
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In der wiederholten Hauptstudie wurde bei einer Exposition von 3h mit und ohne metabolische Aktivie-
rung keine statistisch signifikant erhöhte Anzahl Mikronuklei pro 1000 zweikernigen Zellen beobachtet.
Ebenso wenig wurde ein Trend mit steigender Dosis beobachtet. Allerdings lagen sowohl die interne
Kontrolle als auch die mit SYN548764 behandelten Gruppen ohne metabolische Aktivierung höher als
die obere 95%-Konfidenzgrenze der historischen Negativkontrolldaten. In einem zweiseitigen unge-
paarten Welch-test - durchgeführt durch das BLV - erwies sich der Mittelwert der Negativkontrolle des
Experiments als statistisch signifikant unterschiedlich zum Mittelwert der historischen Negativkontrolle
(P-Wert =6.2-5, KI= 4.3 bis 6.7).
Die Positivkontrollen wiesen mit und ohne metabolische Aktivierung eine statistisch signifikant erhöhte
Anzahl Mikronuklei auf, was auf eine funktionierende Testdurchführung hindeutet. Die Mittelwerte der
Positivkontrollen im Experiment lagen innerhalb der historischen Positivkontrolldaten.

Tabelle 24 Wiederholunq Hauptstudie: Exposition von 3h ohne S9
Behandlungl Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase pro1000 Zel- Mittelwert Paarweiser Trendtest P-
((.Jg/ml) (%) len Vergleich Wette

P-Wert d

Negativkontrolle (lö-
sungsmitteW

12.00.0 12
13
11
12

SYN548764 1500 12.07.2 13
11

SYN548764 11000 2.6 13
12

12.5

SYN548764 12000 22.7 13
11

12.0

MMCb10.3 12.9 41
38

39.5

COle/0.07 21.7 38
31

34.5

1.000

1.000

1.000

<0.001 ***

<0.001***

0.699

0.908

a. Negativkontrolle = Wasser (10% vIv)

b. Positivkontrolle (Klastogenität) = Mitomycin C

c. Positivkontrolle (Aneugenität) =Kolchizin

d. P-Werte Paarweiser Vergleich zur Negativkontrolle mittels Williams- Test für SYN548764 und für die Positivkontrolle mit-
tels t-test

e. P- Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die getesteten Konzentrationen
von SYN548764

P-Wert<0.001
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Tabelle 25: Laborinterne Historische Kontrolldaten mit einer Exposition von 3h ohne S9 (24. März
2017 bis 27. März 2019,48 Versuche)

Negativkontrolle Mitomycin C (0.2 or 0.3 Kolchizin (0.05, 0.06
IJg/mL) oder 0.07 ~ ;J/mL)

Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni- Zweikerni-
ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen ge Zellen
MN/1000 MN (Mittel ' MN/1000 MN (Mittel MN/1000 MN (Mittel
Zellen der Grup- Zellen der Grup- Zellen der Grup-

pe) pe) pe)
Minimum 2.0 3.3 14.0 14.5 14.0 15.5
Maximum 12.0 9.8 62.0 58.0 48.0 47.0
Mittelwert 6.5 6,5 31,1 31.1 24.8 24.8
Standa rdabwei- 2.3 1.6 9.4 9.1 6.7 6.2
chung

Untere 95% Kon- 3.3 20.0 12.4
trollgrenzen

Obere 95 Kontroll- 9.6 49.4 37.2
grenzen

T b 11 26 W d h I H t t d' E 3h 't S9a e e le er 0 ung aup s u le: XPOSIIon von ml

Behandlungl Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase pro1000 Zel- Mittelwert Paarwei- Trendtest p-
(J,lg/mL) (%) len ser Ver- Werld

gleich
P-WertC

Negativkontrolle (VehikeW 0.0 3 4.0
3
6
4

SYN548764 1 500 1.1 4 3.0 1.000
2

SYN548764 11000 1.2 3 3.5 1.000 0.678
4

SYN548764 1 2000 4.6 5 5.0 0.452 0.301
5

CPAb 110 33.2 13 14.5 <0.001***
16

a. Negativkontrolle = Wasser (10% vIv)

b. Positivkontrolle (Klastogenität) = Cyclophosphamid (erfordert metabolische Aktivierung für klastogene Wirkung

c, P-Werte Paarweiser Vergleich zur Negativkontrolle mittels Williams- Test für SYN548764 und für die Positivkontrolle mit-
tels t-test

d. P- Werte fOr den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die getesteten Konzentrationen
von SYN548764

P-Wert<0.001
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Tabelle 27: Laborinterne Historische Kontrolldaten betreffend mit einer Exposition von 3h mit S9 (24.
März 2017 bis 27. März 2019,48 Versuche)

Negativkontrolle Cyclophosphamid
(5 oder 10 IJg/mL)

Zweikernige Zweikernige Zweikernige Zweikernige Zel-
Zellen Zellen Zellen len
MN/1000 Zel- MN (Mittel der MN/1000 Zel- MN (Mittel der
len Gruppe) len Gruppe)

Minimum 1.0 3.3 13.0 16.0

Maximum 15.0 10.8 37.0 36.5

Mittelwert 6.2 6.2 23.1 23.1
Standa rdabweich ung 2.3 1.7 5.4 5.0
Untere 95% Kontrollgrenzen 2.9 13.1

Obere 95 Kontrollgrenzen 9.6 33.0

In der Wiederholungsstudie wurde bei einer Exposition von 20h ohne metabolische Aktivierung keine
statistisch signifikant erhöhte Anzahl Mikronuklei pro 1000 zweikernigen Zellen beobachtet. Ebenso
wenig wurde ein Trend mit steigender Dosis beobachtet. Allerdings lag die interne Kontrolle direkt an
der oberen 95%-Konfidenzgrenze der historischen Kontrolldaten und das Testresultat mit 20 IJg/ml
SYN548764 ausserhalb. In einem zweiseitigen Welch-test für ungepaarte Stichpropen erweist sich der
Mittelwert des E:xperiments als statistisch nicht signifikant unterschiedlich zur histori~chen Kontrolle
(P-Wert =0.1, KI= 5.2 bis 15).
Die Positivkontrollen wiesen eine statistisch signifikant erhöhte Anzahl Mikronuklei auf, was auf eine
funktionierende Testdurchführung hinweist. Dabei lagen der Mittelwert der Positivkontrolle Kolchizin
oberhalb der 95%-Kontrollgrenzen der historischen Kontrolldaten. In einem zweiseitigen ungepaarten
Welch-test erweist sich der Mittelwert des Experiments als statistisch nicht signifikant unterschiedlich
zur historischen Kontrolle (P-Wert =0.32, KI= -36.7 bis 49.5).

Tabelle 28: Wiederholung Hauptstudie: Exposition von 20h ohne S9
Behandlung/ Mittelwert Zweikernige Zellen welche Mikronuklei enthalten
Konzentration Zytostase pro1000 Zellen Mittelwert Paarweiser Trendtest
(lJg/mL) (%) Vergleich P-WertC

P-Wertb

Negativkontrolle (Vehikel)a 0.0 11 10.5
9
12
10

SYN548764 / 20 1.0 11 12.0 1.000
13

SYN548764 / 500 27.2 7 8.0 0.323 0.159
9

SYN548764 / 600 40.3 10 9.0 0.323 0.150
8

SYN548764 / 800 55.3 7 8.0 0.197 0.067
9

MMCb /0.1 39.4 28 32.0 <0.001***
36

COLc/0.015 50.1 20 23.5 <0.001 ***
27

a. Ne.gativkontrolle = Wasser (10% vIv)
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b. Positivkontrolle (Klastogenität) = Mitomycin C
c. Positivkontrolle (Aneugenit3t) =Kolchizin

d. P-Werte Paarweiser Vergleich zur Negativkontrolle mittels Williams-Test für SYN548764 und für die Positivkontrolle mit-
tels t-test

e. P- Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die getesteten Konzentrationen
von SYN548764

f. ••• P-Wert<O.001

Tabelle 29: Laborinterne Historische Kontrolldaten betreffend einer Exposition von 20h ohne 59 (24.
März 2017 bis 27. März 2019 zu 48 Versuchen

Negativkontrolle

T b 11 30 G t b . ht d R It t b 11 rt t V ha e e esam Ü erslc er esu a e Ü er a e ausqewe e en ersuc e
Exposition Behandlungl Zytostase Zweikernige Zellen welche Mikronuklei

Konzentration (%) enthalten
(J,lg/mL) pro1000 Paarweiser Trendtest

Zellen Vergleich P-Wertf

P-Werte
Wiederholt Negativkontrollea 0.09 12.0 0.699
3-h SYN548764 (500) 7.2 12.0 1.000 0.908
-S9 SYN548764 (1000) 2.6 12.5 1.000

SYN548764 (2000) 22.7 12.0 1.000

MMC (0.3)b 12.9 39.5 <0.001***
COL (0.07)C 21.7 34.5 <0.001 ***

Wiederholt Negativkontrollea 0.0 4.0 0.678
3-h SYN548764 (500) 1.1 3.0 1.000 0.301
+S9 SYN548764 (1000) 1.2 3.5 1.000

SYN548764 (2000) 4.6 5.0 0.452

CPA (10)d 33.2 14.5 <0.001***
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Exposition Behandlungl Zytostase Zweikernige Zellen welche Mikronuklei
Konzentration (%) enthalten
(lJg/mL) pro1000 Paarweiser Trendtest

Zellen Vergleich P-Wertf
P-Werte

Wiederholt Negativkontrolle a 0.0 10.5 0.159
20-h SYN548764 (20) 1.0 12.0 1.000 0.150
-S9 SYN548764 (500) 27.2 8.0 0.323 0.067

SYN548764 (600) 40.3 9.0 0.323
SYN548764 (800) 55.3 8.0 0.197

MMC (0.1)b 39.4 32.0 <0.001***
COL (0.015)C 50.1 23.5 <0.001 ***

Negativkontrolle = Wasser (10% vIv)

Positivkontrolle (Klastogenität): Mitomycin C

Positivkontrolle (Aneugenität): Colchicin

Positivkontrolle (Klastogenität) = Cyclophosphamid (erfordert metabolische Aktivier,ung für klastogene Wirkung

p-Werte für den Williams-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Behandlungsgruppe und Negativkontrolle, bzw. für

den t-Test beim paarweisen Vergleich zwischen Positiv- und Negativkontrolle

p-Werte für den Trendtest mittels linearer Kontraste, welcher die Negativkontrolle und die unteren getesteten Konzentrati-
onen beinhaltet

Der Cytostase-Wert wird mit 0.0 ausgewiesen da der CBPI-Wert der Behandlungsgruppe ;::jenem der Kontrollgruppe
p<0.01

<0.001

Diskussion
Gemäss der Testrichtlinie (OECD, 2016b) wird eine Prüfsubstanz als klar positiv erachtet, falls bei
einer der geprüften Versuchsbedingungen:

a. mindestens eine der Testkonzentrationen verglichen mit der simultanen Negativkontrolle eine
statistisch signifikant erhöhte Mikronukleus-Inzidenz aufweist,

b. die Erhöhung bei mindestens einer der Versuchsbedingungen konzentrationsabhängig ist,
wenn sie mit einem geeigneten Trendtest daraufhin untersucht wird,

c. ein Ergebnis ausserhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt (z.B. der
95%-Kontrollgrenzen).

Werden alle diese drei Kriterien erfüllt, wird die Prüfsubstanz als aneugen/klastogen im untersuchten
Testsystem betrachtet. Demgegenüber gilt eine Prüfsubstanz als klar negativ. wenn in allen unter-
suchten Versuchsbedingungen:

a. die Mikronukleus-Inzidenz keiner der geprüften Testkonzentrationen statistisch signifikant ge-
genüber der simultanen Negativkontrolle erhöht ist,

b. keine konzentrationsabhängige Erhöhung der Mikronukleus-Inzidenz vorliegt, wenn diese mit
einem geeigneten Trendtest daraufhin untersucht wird,

c. alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z.B. der
95%-Kontrollgrenzen).

Eine Prüfsubstanz wird als nicht-aneugen/klastogen im untersuchten Testsystem betrachtet, wenn alle
Bedingungen für ein negatives Resultat erfüllt werden.

Im hier durchgeführten in vitra Mikronukleus Test wies keine der Testkonzentrationen eine statistisch
signifikante Erhöhung verglichen mit der Negativkontrolle auf. Weiter wurde mit einem geeigneten
Trendtest keine konzentrationsabhängige Zunahme festgestellt. Allerdings lagen sowohl die interne
Kontrolle als auch die mit SYN548764 behandelten Gruppen ohne metabolische Aktivierung und einer
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Exposition von 3 h höher als die obere 95%-Konfidenzgrenze der historischen NegativkontrOlldaten. In
einem zweiseitigen ungepaarten Welch-test - durchgeführt durch das BLV - erwies sich der Mittelwert
der Negativkontrolle des Experiments als statistisch signifikant unterschiedlich verglichen mit dem
Mittelwert der historischen Negativkontrolle (p-Wert =6.2 x 10.5, KI= 4.3 bis 6.7).
In der wiederholten Hauptstudie lag bei einer Exposition von 20 h ohne metabolische Aktivierung die
interne Kontrolle direkt an der oberen 95%-Konfidenzgrenze der historischen Kontrolldaten und das
Testresultat mit 20 J,Jg/ml SYN 548764 ausserhalb. In einem Welch-Test konnte allerdings kein statis-
tisch signifikanter Unterschied zu diesem Befund identifiziert werden verglichen mit der historischen
Negativkontrolle.
Die Negativkontrolle des Versuchs mit einer Exposition von 3 hohne S9 ist aus Sicht BLV nicht als
Teil der historischen Kontrolldaten anzusehen. In der Studie wird mitgeteilt, dass übereinstimmend mit
der OECD Richtlinie 487 (2016) diese Negativkontrolle Teil der laborinternen historischen Kontrollda-
ten sei, weil diese nicht als extremer Ausreisser angesehen werden müsse und interne Qualitätskon-
trollen bestanden hätten. Aus unserer Sicht hätte diese Bewertung anhand von Berechnungen doku-
mentiert werden müssen.
Zu hinterfragen ist ebenfalls, dass im ersten Versuch der Hauptstudie die internen Negativkontrollen
ausserhalb der historischen Kontrolldaten lagen und durch den Studienautor als Ausreisser bezeich-
net werden und vermutlich deshalb die Studienergebnisse im Studienbericht nicht aufgezeigt wurden.

Schlussfolgerung Studienautors 1 der Studienautorin
SYN548764 zeigte keine Hinweise auf eine Induktion von einer erhöhten Anzahl an Mikronuklei in
Zellkulturen mit menschlichen Lymphozyten und weist daher im in vitra Mikronukleus Test ein negati-
ves Resultat auf.

Schlussfolgerung BLV
Unter den Bedingungen des Tests, hat SYN548764 zu keiner statistisch signifikanten Erhöhung von
Mikronuklei in Zellkulturen mit menschlichen Lymphozyten geführt. Die Anzahl Mikronuklei lagen ohne
metabolische Aktivierung bei einer Exposition von 3 h zusammen mit der internen Kontrolle aus-
serhalb der oberen 95%-Kontrollgrenze der historischen Negativkontrollen. Eine analoge Verschie-
bung der Positivkontrolle wurde nicht beobachtet. Die Anzahl Mikronuklei der simultanen Positivkon-
trolle lag innerhalb der 95%-Kontrollgrenze der historischen Positivkontrollen. Es kann deshalb nicht
gefolgert werden, dass das Experiment insgesamt zu höheren Anzahlen Mikronuklei geführt hätte. Der
Versuch mit einer Exposition von 3h ohne metabolische Aktivierung schien nicht unter Kontrolle ge-
wesen zu sein. Die Akzeptierbarkeit der Negativkontrolle ausserhalb der 95%-Kontrollgrenzen gemäss
OECD Leitlinie wurde nicht genügend dokumentiert und lässt daher für das BLV keine Schlussfolge-
rung zu. Die Aussagekraft dieses Versuches ist deshalb eingeschränkt.

2.3.3 Auswertung Gene Mutation Assay In Chinese Hamster V79 Cells In Vitro

Studientitel SYN548764 - Gene Mutation Assay in Chinese Hamster V79 Cells in vitra
(V79/HPRT)
Final Report

Referenz Sokolowski, A. , 2019
Durchführunq 22. Januar 2019 - 02 AUQust 2019
Testlabor Envigo CRS GmbH, in den Leppsteinswiesen 19, 64380 Rossdorf,

Deutschland
Berichtnummer 1941200
Dokumentennummer SYN548764 10019
Leitlinie(n) OECD Guideline For The Testing Of Chemicals (2016): In Vitra Mammali-

an Cell Gene Mutation Tests using the Hprt and xprt genes, Test Guide-
line 476

Abweichungen von der Keine
Leitlinie
GLP Ja
Testmaterial SYN548764, Batchnummer MES 377/3, Reinheitsgrad 99% (w/w)
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In einem in vitra Mutagenitätsassay wurde das Potential von SYN548764 untersucht, Mutationen (z.B.
Basenpaarsubstitution, Rasterverschiebungen, kurze Deletionen und Insertionen) in V79 Zellen zu
induzieren.

Material und Methoden
Für die Studie wurde entionisiertes Wasser als Lösungsmittel verwendet (10% viv). Die Effekte von
SYN548764 auf den pH und die Osmolarität des Kulturmediums wurde mittels einem Osmometer und
pH-Meter geprüft.

Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem Vehikel, in diesem Fall mit entionisiertem Wasl)er und
als Positivkontrolle ohne metabolische Aktivierung mit Etylmethansulfonat (EMS) (300, !-Ig/ml) und mit
metabolischer Aktivierung mit 7,12-dimethylbenz(a)anthrazen (DMBA) (2.3 !-I9/ml) exponiert.
In der statistischen Analyse wurden eine Dosiswirkungsbeziehung über eine lineare Regression ana-
lysiert und mittels des Statistikprogramms R wurden die Resultate über den t-Test paarweise mit der
Negativkontrolle verglichen. Das statistische Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt.

Folgende Konzentrationen an SYN548764 wurden im Rahmen dieser Studie getestet (Tabelle 31):

Tabelle 31: Übersicht zur Behandlungsdauer, +1- metabolische Aktivierung mit S9-Mix, geprüfte Kon-
zentrationen

[Konzentrationen (lJg/mL)

Vorexperiment 4 hExposition

ohne S9 mix

mit S9 mix

15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 1000 und 2000*

15.6,31.3,62.5,125,250,500,1000 und 2000*

Hauptexperiment I 4 hExposition

mit S9 mix

2.5

2.5

125

125

250

250

500

500

1000

1000

2000*

2000*

ohne S9 mix

Mit S9 mix 2.5 250 500 1000 2000*

Maximal zu testende Konzentration in der OECD Leitlinie 476

Resultate:
Betreffend Osmolarität und pH im Zellkulturmedium wurde durch die Testsubstanz SYN548764 einzig
eine Erhöhung von 23 mOsmol/kg und einer pH-Reduktion von 0.1 beobachtet.

In der Vorstudie wurde keine Präzipitation beobachtet, und keine Hinweise auf eine stark zytotoxische
Wirkung beobachtet, weshalb eine maximale Konzentration von 2000 IJg/ml Testsubstanz im Haupt-
experiment getestet wurde.

Ohne metabolische Aktivierung wurde im paarweisen Vergleich keine statistisch signifikant erhöhte
Mutationsfrequenz verglichen zur Negativkontrolle identifiziert. Anhand einer linearen Regression
konnte keine Dosiswirkungsbeziehung identifiziert werden. Die Mutationsfrequenz lag zudem inner-
halb der 95%-Kontrollgrenzen der historischen Negativkontrollen.
Mit metabolischer Aktivierung wurde anhand einer linearen Regression keine Dosiswirkungsbezie-
hung identifiziert. Weiter lag die Frequenz an Mutationen innerhalb der 95%-Kontrollgrenzen der histo-
rischen Negativkontrollen. Allerdings wurde bei der höchsten Konzentration im paarweisen Vergleich
eine statistisch signifikant erhöhte Frequenz an Mutationen beobachtet.
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Aufgrund des nicht eindeutig negativen Ergebnis aus dem Experiment I mit metabolischer Aktivierung
wurde dieses Experiment wiederholt (Experiment IA). Die Mutationsfrequenzen lagen dieses Mal alle
tiefer als die der Negativkontrollen und lagen innerhalb der 95%-Kontrollgrenzen der historischen Ne-
gativkontrollen. Weiter wurde keine Dosiswirkungsbeziehung identifiziert.

Es wurden im Hauptexperiment I und IA mit und ohne metabolische Aktivierung anhand der relativen
korrigierten Klonierungseffizienz (relative RS) <50% keine zytotoxischen Effekte beobachtet. Es wurde
zudem weder Präzipitation noch Phasentrennung bis zur höchsten getesteten Konzentration beobach-
tet.
Die Positivkontrollen wiesen mit und ohne metabolische Aktivierung eine statistisch signifikant erhöhte
Frequenz an Mutationen auf, was auf eine funktionierende Testdurchführung hinweist. Die Mittelwerte
der Positivkontrollen lagen innerhalb der historischen Kontrolldaten.

Tabelle 32: Resultate Hauotexoeriment I mit und ohne metabolische AktivierunQ
Behand- Konz. PI S9 relative relative rel. an- MF 95% statistische
lungen (4h) J..Ig/mL P Klonie- ZeIldich- gepasste Fre- Kontroll- Analyse·"

S rungs- te Klonie- quenz grenzen t-Test lineare

effizi- % rungsef- an mu- (p- Re-
fizienz tante Wert) gressi-enz I %a (rela- Kolo- onsana

% tive nien I Iyse
Überle- 106 Zel- (p-
bensrate len Wert)
RS)

Negativkon- - - 100.0 100.0 100.0 11.9 Negativ-
trolle" kontrolle:

2.8 - 30.9
EMS) 300.0 - - 95.3 79.6 76.3 233.6 Positiv- 0.000 s 0.595

kontrolle:
21.1 -
425.5

SYN548764 625 - - 96.3 96.2 87.3 # #
SYN548764 125.0 - - 94.1 94.5 88.8 # #

SYN548764 250.0 - - 93.8 91.4 90.2 16.0 0.220

SYN548764 500.0 - - 97.3 74.0 71.6 14.3 0.153

SYN548764 1000.0 - - 85.3 79.1 65.7 12.8 n.c.

SYN548764 2000.0 - - 83.7 84.8 70.3 15.2 0.167

Negativkon- - + 100.0 100.0 100.0 10.7 Negativ-
trolle· kontrolle:

3.1 -30.7
DMBA 2.3 - + 106.3 94.1 100.1 101.3 Positiv- O.OOOs 0.113

kontrolle:
-9.2 -
385.2

SYN548764 62.5 - + 99.6 102.3 102.9 # #
SYN548764 125.0 - + 97.0 89.9 86.9 # #
SYN548764 250.0 - + 94.8 88.8 84.2 14.6 0.179
SYN548764 500.0 - + 100.4 87.9 87.6 10.5 n.c.

SYN548764 1000.0 - + 81.8 97.6 79.8 11.8 0.375
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Behand- Konz. PI 59 relative relative rel. an- MF 95% statistische
lungen (4h) jJg/ml P Klonie- Zeildich- gepasste Fre- Kontroll- Analyse'"'"

5 rungs- te Klonie- quenz grenzen t-Test lineare

effizi- % rungsef- an mu- (p- Re-
fizienz tante Wert) gressi-enz I %a (rela- Kolo- onsana

% tive nien I Iyse
Überle- 106 Zel- (p-
bensrate len Wert)
R5)

SYN548764 2000.0 - + 78.4 104.0 81.4 19.7 0.003s

..
PIPS PräzIpitation I Phasentrennung

Mittelwert Berechnung basierend auf den Daten von zwei Lösungsmittelkontrollen in jeder Kultur.
statistische Analyse basierend auf den Mittelwerten der Kulturen 1 und 2

MF Mutationsfrequenz
# Kultur wurde nicht weitergezogen, da im Minimum einzig 4 Kulturen analysierbar sein müssen.

n.c. nicht berechnet da die MF unter der MF der Negativkontrolle liegt oder nicht mindestens 1 darüber lag.

S Statistisch signifikant (p < 0.05)

Tabelle 33: Resultate Hauptexperiment IA mit metabolischer Aktivierung
Behand- Konz. PI 59 relative relati- ret. ange- MF 95% statistische
lungen (4h) jJg/mL P Klonie- ve passte mu- Kontroll- Analyse'"'"

5 rungs- Zell- KIonie- tante grenzen t-Test lineare
effizi- dichte rungseffi- Ko- Re-

zienz 10- gressi-enz I %
%

%a (relati- nien I onsana-
ve Überle- 106 Iyse
bensrate Zel-
R5) len

Negativkon- - + 100.0 100.0 100.0 8.3 Negativkon-
trolle'" trolle: 3.1 -

30.7
DMBA. 2.3 - + 91.9 99.7 92.2 80.0 Positiv Kon- 0.000

trolle: 21.1-
425.5

SYN548764 62 - + 94.8 106.6 100. # #

SYN548764 125.0 90. 113.3 103 # # 0.419

SYN548764 250.0 - + 91.9 108.9 108.9 7.0 n.c.

SYN548764 500.0 - + 84.4 108.4 89.8 7.5 n.c.

SYN548764 1000.0 - + 84.2 117.6 97.8 5.5 n.c.

SYN548764 2000.0 - + 70.2 118.3 81.9 7.0 n.c.
..PIPS PräzIpitation I Phasentrennung

Mittelwert Berechnung basierend auf den Daten von zwei Lösungsmittelkontrollen in jeder Kultur.
statistische Analyse basierend auf den Mittelwerten der Kulturen 1 und 2 MF Mutationsfrequenz

# Kultur wurde nicht weitergezogen, da im Minimum einzig 4 Kulturen analysierbar sein müssen.

n.c. nicht berechnet da die MF unter der MF der Negativkontrolle liegt oder nicht mindestens 1 darüber lag.

S Statistisch signifikant (p < 0.05)
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Tabelle 34: Laborinterne historische Kontrolldaten: Anzahl mutanter Kolonien pro 106 Zellen nach 4h
Behandlungszeit(2014 - 2018)

Parameter Positivkontrolle EMS Negativkontrolle
150 und 300 jJg/mL (Medium, Aceton, Wasser,

GI DMSO, Ethanol, THF, EGDE)J:
(,)-
1/10) Spannweite: 53.9 - 872.3 3.4-41.0="l0_
..QC) Mittelwert: 223.3 16.9.! c:
GI :s Standardabweichung: 101.1 7.0E :D
GI .:;: 95% Kontrollgrenzen 21.1 - 425.5* 2.8 - 30.9c: ._
J:~
OOC( Anzahl Studien: 199 199

Parameter Positivkontrolle DMBA Negativkontrolle
1.1 und 2.3 jJg/mL (Medium, Aceton, Wasser,

DMSO, Ethanol, THF, EGDE)
GI-
.cO) Spannweite: 55.6 -739.9 2.4 -40.4(,)(/)
I/I.:t..
=C) Mittelwert: 188.0 16.9o c:..Q:s

Standardabweichung: 98.6 6.9cu ••.
~ .S!
E .2: 95% Kontrollgrenzen -9.2 - 385.2* 3.1-30.7.•...•..._ ~

:toc( Anzahl Studien: 193 193
Errechnet durch BLV analog zur Negalivkontrolle Mittelwert ± 2x SD (Annahme einer Normalverteilung)

Diskussion
Gemäss der Testrichtlinie (OECD, 2016b) wird eine Prüfsubstanz als klar positiv erachtet, falls bei
einer der geprüften Versuchsbedingungen:

a. mindestens eine der Testkonzentrationen verglichen mit der simultanen Negativkontrolle eine
statistisch signifikante Erhöhung aufweist,

b. die Erhöhung konzentrationsabhängig ist, wenn sie mit einem geeigneten Trendtest daraufhin
untersucht wird,

c. ein Ergebnis ausserhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt (z.B. 95%-
Kontrollgrenzen basierend auf der Poisson-Verteilung).

Werden alle diese drei Kriterien erfüllt, wird die Prüfsubstanz als mutagen im untersuchten Testsystem
betrachtet. Demgegenüber gilt eine Prüfsubstanz als klar negativ, wenn in allen untersuchten Ver-
suchsbedingungen:

a. keiner der geprüften Testkonzentrationen statistisch signifikant gegenüber der simultanen Ne-
gativkontrolle erhöht ist.

b. keine konzentrationsabhängige Erhöhung vorliegt, wenn sie mit einem geeigneten Trendtest
daraufhin untersucht wird,

c. alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen z.B.
95%-Kontrollgrenzen basierend auf der Poisson-Verteilung).

Im vorliegenden in vitro Mutagenitätsassay wurde keine konzentrationsabhängige Zunahme der Muta-
tionsfrequenz mit einem geeigneten Trendtest festgestellt, weiter lagen alle Resultate innerhalb der
Verteilung der historischen Negativkontrolle. Mit metabolischer Aktivierung wurde im Experiment I eine
statistisch signifikante Erhöhung der Mutationsfrequenz bei der höchsten getesteten Konzentration
verglichen mit der Negativkontrolle identifiziert. Allerdings konnte diese Erhöhung im wiederholten
Experiment (Experiment IA) nicht bestätigt werden.
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Schlussfolgerung Firma
SYN548764 zeigte am HPRT Lokus keine Hinweise auf eine Induktion von Mutationen in V79 Zellen
und weist daher im in vitra Mutagenitätsassay ein negatives Resultat auf.

Schlussfolgerung BLV
Der zweideutige Befund aus dem ersten Experiment mit metabolischer Aktivierung liegt innerhalb der
laborinternen historischen Negativkontrolle. Weiter wurde in einem zweiten Experiment (lA) bei der
höchsten Dosis keine statistisch signifikante Erhöhung verglichen mit der Negativkontrolle beobachtet.
Unter den Bedingungen des Tests, hat SYN548764, zu keiner biologisch relevanten dosisabhängigen
statistisch signifikanten Erhöhung der Mutationsfrequenz in V79 Zellen geführt. SYN548764 erbrachte
somit in diesem in vitro Mutagenitätsassay ein negatives Resultat.

2.3.4 SYN548764 (SYN548581, M11): Beurteilung Relevanz

Für SYN548764 konnte ein mutagenes Potential in Bakterien- und in Säugerzellen ausgeschlossen
werden. Das aneugene oder klastogene Potential kann nicht abschliessend beurteilt werden. Der vor-
liegende in vitro Mikronukleusassay weist Fragen bezüglich seiner Qualität auf. Ein mögliches genoto-
xisches Potential kann daher nicht vollständig ausgeschlossen werden und daher ist SYN548764 re-
levant.

3. Übertragungskonzept (Read-across)

Basierend auf Leitlinien der EFSA, der ECHA und der OECD sowie den Empfehlungen zum Vorgehen
der EFSA (ECHA (European Chemicals Agency), 2013; European Chemicals Agency (ECHA), 2017;
European Food Safety Authority, 2018; OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development), 2014) akzeptiert das BLV teils das durch die Firma vorgeschlagene Übertragungskon-
zept (read-across), um anhand toxikologischer Informationen untersuchter Substanzen strukturell
ähnliche, ungeprüfte Substanzen zu charakterisieren. So hat das BLV die Grundwassermetaboliten
R419492 und R471811 gestützt auf read-across als nicht relevant beurteilt (BLV, 2019).
In den vorgeschlagenen Übertragungskonzepten ist R417888 die Ausgangssubstanz für die sulphonic
acid pathway metabolites und R182281 die Ausgangssubstanz für die dechlorinated hydroxyl metabo-
fites (BLV, 2019). Für beide Substanzen wurden im Rahmen des rechtlichen Gehörs Daten einge-
reicht. Deshalb muss geprüft werden, ob die Relevanzbeurteilung der Metaboliten, welche den sulp-
honic acid pathway metabolites respektive den dechlorinated hydroxyl metabolites zugeordnet wur-
den, unter Berücksichtigung der nachgereichten Daten revidiert werden muss.

Bei den als relevant beurteilten Metaboliten des sulphonic acid pathway, waren fehlende Daten zur
GSH-Reaktivität mit ausschlaggebend, warum die Karzinogenität dieser Metaboliten als nicht abge-
klärt beurteilt wurden. Keine entsprechenden Daten wurden während des rechtlichen Gehörs einge-
reicht. Deshalb werden R418503 und SYN548008, ungeachtet dessen, dass R417888 nun als nicht
relevant betrachtet werden kann, weiterhin als relevant erachtet.

Zu R182281 wurden im rechtlichen Gehör ausschliesslich Daten zur Gentoxizität, zu den dechlorina-
ted hydroxyl metabolites SYN507900 und R611968 wurden gar keine Daten nachgereicht. Deshalb
werden SYN507900 und R611968 weiterhin als relevant betrachtet. Die Vorbehalte bezüglich akuter
Toxizität und Reproduktionstoxizität gegenüber einem read-across ausgehend von R182281 bestehen
weiterhin.

Die Gruppierung der Metaboliten für den read-across wird in Abbildung 1 im Abschnitt 5.2 des An-
hangs dargestellt. Im Abschnitt 5.3 des Anhangs werden toxikologische Daten zu Chlorothalonil und
seinen Metaboliten zusammengefasst. Diese Angaben wurden für den read-across berücksichtigt.
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4. Schlussfolgerungen und Zusammenfassung

Im Peer-Review der Risikobewertung im Rahmen der Bewilligungserneuerung von Chlorothalonil in
der EU wurde vorgeschlagen, Chlorothalonil in die Kategorie 1B für karzinogene Wirkungen einzustu-
fen. Wird Chlorothalonil als Karzinogen der Kategorie 1B betrachtet, sind alle Grundwasserme-
taboliten von Chlorothalonil relevant, ungeachtet ihrer toxikologischen Eigenschaften. Bis jetzt
hat der EU-RMS NL bei der ECHA jedoch noch keinen Vorschlag zur Neubeurteilung der Einstufung
und Kennzeichnung eingereicht.
Das BLV unterstützt die Einschätzung des Peer Reviews und sieht eine Einstufung in die Kategorie
1B für karzinogene Wirkung als angemessen an. Die EU-Kommission basiert ihren Entscheid, die
Genehmigung von Chlotothalonil nicht mehr zu verlängern, u.a. auf die Einschätzung des Peer Re-
views, dass Chlorothalonil in die Kategorie 1B für karzinogene Wirkungen eingestuft werden müsste
(Europäische Kommission, 2019).

Wird der Leitfaden der Europäischen Kommission zur Relevanzbeurteilung von Grundwassermetaboli-
ten (Europäische Kommission, 2003) angewendet und die momentan gültige Legaleinstufung von
Chlorothalonil in die Kategorie 2 für karzinogene Wirkungen vorausgesetzt, und werden weiter die im
Rahmen des rechtlichen Gehörs nachgereichten Daten berücksichtigt lässt sich Folgendes zusam-
menfassen:

R417888, R419492, R471811, und R611965 sind nicht relevante Metaboliten.
Aufgrund von Überlegungen zu strukturellen Ähnlichkeiten wurden R417888, R419492 und R471811
im read-across der Gruppe der sulphonic acid pathway metabolites eingeteilt. Wir gehen davon aus,
dass diese Metaboliten ein ähnliches toxikologisches Profil aufweisen. Toxikologische Eigenschaften
geprüfter Gruppenmitglieder können auf toxikologisch ungeprüfte Gruppenmitglieder übertragen wer-
den. Aufgrund der ähnlichen Toxizität von in einer Beurteilungsgruppe zusammengefassten Metaboli-
ten kann nicht zugelassen werden, dass jeder einzelne Metabolit davon bis zur maximal möglichen
Konzentration von 10 1-19/1 im Grundwasser vorkommt. Da die drei Beurteilungsgruppen toxikologische
Effekte in den ähnlichen Hauptzielorganen (Leber und Niere) hervorrufen, ist deren Exposition in der
Summe zu beurteilen. R417888, R419492, R471811 und R611965 dürfen deshalb in der Summe
10 IJg/L im Grundwasser nicht überschreiten.

Die Metaboliten R418503, SYN507900, R611968, SYN548008, SYN548764, M2, M7 und M10 sind
relevant. Sie dürfen im Sinne des Zulassungsverfahrens Konzentrationen im Grundwasser von je 0.1
1J9/Lnicht überschreiten.

R182281 ist ein toxikologisch relevanter Rückstand in/auf Lebensmitteln. Ein gentoxisches Potential
kann für diesen Metaboliten auch unter Berücksichtigung des während des rechtlichen Gehörs einge-
reichten Comet-Assays nicht ausgeschlossen werden.
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5.2 Gruppierung der Metaboliten für Read-across

Übersicht der Metabolisierung von Chlorothalonil im Boden. (vgl. Abbildung 1)

Gruppe der sulphonic acid Metaboliten
Chlorolhalonil

Gruppe der dechlorinated hydroxyl
Metaboliten
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Gruppe der carboxylic acid Metaboliten

In Rot sind die Metaboliten aus der Metabolisierung von Chlorothalonil im Boden der sulphonic acid
Gruppe eingefärbt, in Blau die Metaboliten der Gruppe der dechlorinated hydroxyl Metaboliten und in
Violett die carboxylic acid Metaboliten.
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5.3 Datenbasis für die Gruppierung der Metaboliten zwecks read-across Beurteilung

- Bacteria reverse mutation assay (3 studies):
negativ

- Bacteria DNA-repair assay (differential kill-
ing; 1 study): positiv

- Chromosome aberration assay (2 studies);
positive -59.1 negativ +59 (CHO cells) and
1 equivocal +59 (human Iymphocytes).

- Forward-mutation assay (2 studies): negativ
- Cell transformation test (1 study): negativ
- Erythrocyte micronucleus test Rat (2 stud-

ies): negativ / Mouse (2 studies): negativ /
Chinese hamster (1 study): negativ

- Bone-marrow chromosome aberration test
Rat (2 studies): negativ /Mouse (2 studies):
negativ / Chinese hamster (3 studies): 2
negativ. 1 equivocal at single dosing and
negativ at repeated dosing.

-+ Gentoxisches Potential unwahrscheinlich

- Akut oral nicht toxisch ~ LD50 5000 mglkg
KG (Ratte/Mäuse)

- Akut inhalativ toxisch Kat. 3 H330 und rei-
zend H335

- Augenschädigend Kat. 1 H318.
- Hautsensibilisierend Kat. 1A H317
- Ergebnisse aus den Kurz- und Langzeit so-

wie Reproduktions- und Entwicklungsstu-
dien:
~Karzinogen Kat. 1B Nierenadenome und
karzinome (ECHA momentan Kat. 2 H351)

ACI: 0.015 (SF von 1000
ARID: 0.05 (SF von 100)
AOEL: 0.003 (SF von 100 und 20 % orale
Absorption)
AAOEL: 0.01 SF von 100 und 20 % orale
Absorption)

31".112013116580 \ coo 2101.102.6.915784 \000.00.61

I. Aryl - Reverse mutation assay in bacteria~ nega-
tiv
In vitro reverse mutation assay ~negativ

- 29 OOO-fach tiefere GSH-Reaktivität als
Chlorothalonil. Deshalb wird angenommen.
dass R417888 eine tiefere Nierentoxizität



- In vitro reverse mutation assay ~ negativ
Salmonella Typhimurium and Escherichia
Coli Reverse Mutation Assay ~ negativ

- In vitro chromosome aberration study ~ ne-
gativ

- In vitro chromosome aberration study ~
positiv (-59), nega-tiv (+S9)

- In vitro chromosome aberration study ~
positiv (-59), negativ (+59)

- In vitro chromosome aberration test in hu-
man Iymphoeytes ~ unklar (-$9), negativ
(+S9)

- In vitro cell gene mutation assay with mouse
lymphoma cells ~ negativ

- In vitro cell gene mutation assay with mouse
lymphoma cells ~ negativ (-59), positive
(+S9)

- In vitro ce" gene mutation assay with mouse
lymphoma cells ~ negativ (-59), unklar
(+S9),

- Cell Mutation Assay at the Thymidine Ki-
nase locus (TK +1-) in Mouse lymphoma
l5178Y Cells ~ negative

- In vitro Mikronukleustes ~ negativ
- Micronucleus test in mouse -~negativ be-

treffend Klastogenität, DatenlUcke betreffen
Aneugenität

- In vive micronucleus test in mice 7 negativ
betreffend Klast enität, Oatenlücke betref-

und ein tieferes kanzerogenenes Potenzial
aufWeist als Chlorohalonil.

- Akut orale Toxizität (Ratte) ~ l050 > 2000
mglkg KG

- Mehrere 90 - Tagestudien in der Ratte ~
NOAEl=200

- DEREK alerts:
Karinogenität (116, POlyhalogenated
aromatic)~ plausibel
Nierentoxizität (rapidprototype038
Aromatic nitrile)~ zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene ~ kein alert
Alpha-2-mu-Globulin Nierentoxizität
(264 POlyhalogenated benzene)~ kei
alert
Photoalergenität (453 Halogenated
aromatic compound)~ kein alert

.,. Nicht relevant
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,
YN548708

Na salt))
,5-cichloro-
,6-
icyanoben-
ene-1,3-
isulfonic

~ cid
=S(C1=C(

)C(C!)=
(C#N)C(S(
0)(0)=0)=
1CI)(0)=0

R417888 Im Säu-
rundwasser, ermeta-
bertlächen- olismus

ryl, Aryl
alide,
itrile, ,
uffonic
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- Reverse mutation assay in bacteria~ nega- - Keine Daten zur GSH-Reaktivität
tiv - DEREK alerts:

fend Aneugenität
- R417888 - Oral (Gavage ) Proof of Exposur

Study in the Mouse ~ 4 Stunden nach der
Dosisgabe konnte die Knochenmarkexposi-
tion indirekt Ober die Konzentration im Blut
und im Plasma bestätigt werden

- In vivo UDS test ~ negativ
- In vive Comet Assay: negativ

-+ Gentoxisches Potential unwahrscheinlich

- In vitro chromosome aberration assay ~
positiv

- In vitro cell mutation assay ~ negativ
- In vive micronucleus test ~ negativ

-+ Gentoxisches Potential unwahrscheinlich

45152

Karinogenität (116, Polyhalogenated
aromatic)~ plausibel
Nierentoxizität (rapidprototype038
Aromatic nitrile)~ zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene ~ zweideutig

-+ Relevant (Keine Informationen zur GSH-
Reaktivität)



419492 ; <j
419492 '1:'-;7

SYN548765 '-\
M8)
-carbamoyl-
,5-dichloro-
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-+ Aussagekraft bezüglich Aneugenität lim;· _
tiert. Ein gentoxisches Potential wurde
im EFSA Peer Review als unwahrschein-
lich beurteilt.

- Reverse mutation assay in bacteria 07 nega - 1.4 x l06·fach tiefere GSH-Reaktivität als
tiv Chlorothalonil
In vitro chromosome aberration assay -7 DEREK alerts:
negativ - Karinogenität (116. POlyhalogenated aroma-

- In vitro cell mutation assay in mouse Iym- 'ic)? plausibel
phoma cells 07 negativ Nierentoxizität (rapidprototype038 Aromatic

nitrile)? zweideutig
Hautsensibilisierung (415 aclivated benzene
-7 kein alert

-+ Nicht relevant

- Reverse mutation assay in bacteria 07 nega- - 3.3 x l06-fach tiefere GSH-Reaktivität als
tiv Chlorothalonil

- DEREK alerts:
Karinogenilät (116, Polyhalogenated
aromatic)? plausibel
Nierentoxl~ltät (rapidprototype038
Aromatic nitrile)? kein alert

- In vitro chromosome aberration assay 07
negativ
In vitro cell mutation assay in mouse lym-
phoma ~ell$7' negativ
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lcarbamoyl-
,5,6-

richloroben-
ene-1-
ulfonale
=S(C1=C(
I)C(CI)=C(
(N)=O)C(CI

)=C1C(N)=0
)([0-
)=O.[Na+]

YN548581 :P?" "<SYN548764 ' •
M11) ,.
-carbamoyl- •.•
,3,5-
ichloro-6-
yanoben-
ene-1-
ulfonic acid
Ic1c(C(N)=
)c(CI)c(C#
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R417888
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cld
ogP=-
.47,
ogKp= -
.3

ryI, Aryl
alide,
en-

-+ Aussagekraft bezüglich Aneugemtät limI-
tiert. Ein gentoxisches Potential wurde
im EFSA Peer Review als unwahrschein-
lich beurteilt

- Reverse mutation assay in bacteria ., nega- -
liv

- In vitro Mikronukleustest ., negative (sup-
portive)
In vitro cell mutation assay in mouse lym-
phoma cells ., negative

-+ Gentoxisches Potential unwahrschein-
lich, kann aber nicht gänzlich ausge-
schlossen werden.

41152

Hautsenslbilisierung (415 acllvaled
benzene., kein alert

-+ Nicht relevant

9000-fach liefere GSH-Reaktivität als Chlo-
rothalonil und R417888 3-fach tiefer als
R417888

- DEREK alerts:
Karinogenilät (116, Polyhalogenated
aromatic)., plausibel
Nierentoxizität (rapidprototype038 Ar-
omatic nitrile)" zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene" kein alert

-+ Relevant (Gentoxisches Potential nicht
gänzlich ausgeschlossen)
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- Reverse mutation assay in bacteria ~ nega
tiv

- In vitro chromosome aberration assay ~
negativ
In vilro cell mutation assay in mouse lym-
phoma cells ~ negativ

-+ Aussagekraft bezüglich Aneugenität limi-
tiert. Ein gentoxisches Potential wurde
im EFSA Peer Review als unwahrschein-
lich beurteilt.

~8152

- 10200-fach tiefere GSH-Reak1iv~at als Chi
rothalonil. 1470-fach höher als R611965 und
3-fach höher als R417888.

- DEREK alerts:
Karinogeniläl (116, Polyhalogenaled
aromatic)~ plausible
Nierentoxizität (rapidprototype038
Aromatic nitrile)~ kein alert
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene ~ kein alert

-+ Relevant (GSH-Reaktivität höher als bei
R417888 und R611965)
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182281
güter, Grund- ICkung
wasser, Ober-~ber die
f1ächenge- Mut-
Wässer, Se-
!:Iimente, Rat- ersub-
e IStanz

IChlore-
halonil
ADME

ßtudien)
1'<10%.
Daher
oxikole-

gisch
~ber
IChlore-
halonil

"icht ab-
gedeckt.

ryl Aryl a y 9 - Keine Daten zu zur GSH-Reakllvltät
na lide,
"'itrile,
Phenol

ogP=
12.87,

ogKp=-
12.19

- Cell mutation assay (mouse lymphoma
l5178Y cells): positive+l-S9 (at cylotoxic
concentrations)

- Gene mutation assay (Chinese hamster V79
cells): equivocal-S9, negative +S9

- Chromosome aberration assay (CHO cells):
positive +/- S9.

- In vive mouse micronucleus study: negative
- In vive chromosome aberration test: negati-

ve
- Dominant lethal test: negative
- In vive rat liver UDS study: negative
- In vive Comet: negative

-+ Unklares Resultat. Ein gentoxisches Po·
tential kann nicht vollständig ausge-
schlossen werden.

- langzeittoxizität Ratte, ~ NOAEl 3.0 mglkg
KGfTag, keine Karzinogenität

- Akut orale Toxizität~ lD50: 50-300 mglkg
KG{Kat. 3. H301)

- 90-Tagestudie Ratte~ NOAEl1
mglkgKGfTag

- 1-Jahreshundestudie~NOAEl: 0.83 mglkg
KGfTag

- Reproduktionstoxizität Ratte: ~ NOAEl
Entwicklung: 1.5 mglkg KGfTag

- Entwicklungstoxizität Kaninchen: ~ NOAEl
Muttertiere und Entwicklung 1 mgikg
KGfTag.

- Entwicklungstoxizität Ratte: ~ NOAEl: 5
mglkg KGfTag

- DEREK alerts:
- Karinogenität (116, Polyhalogenated

aromatic)~ plausibel
Nierentoxizität (rapidprototype038
Aromatic nitrile)~ zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benze ne ~ plausibel
Alpha-2-mu-Globulin Nierentoxiziläl
(264 Polyhalog~naled benzene)~
kein alert

- Photoalergenität (453 Halogenated
aromatic compound)~ kein alert

-+ Relevant CGentoxisches Potential nicht
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Reverse mu1ation assay in bacteria ~
negativ
In vitro chromosome aberration study ~
positiv
Cell mutation assay in mouse lymphoma
cells ~ negativ
Mouse micronucleus test ~ negativ

-+ Genotxisches Potential unwahrschein-
lich

Reverse mutation assay in bacteria ~
negativ
In vitro chromosome aberration assay ~
unklar
In vitro cell mutation ill:t:iGY in mou:s.e Iym~
phoma cells ~ negativ

Keine Daten zur GSH-Reaklivitäl.
DEREK alerts:

Karinogenität (116, Polyhalogenated
aromatic)~ plausibel
Nierentoxizität (rapidprotOlype038 Ar-
omatic n~rile)~ zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene ~ kein alert
Alpha-2-mu-Globulin Nierentoxizltät
(264 Polyhalogenated benzene)7 kei
alert
Photoalergenität (453 Halogenated
aromatic compoundH kein alert

-+ Relevant (Keine Daten zur GSH-Reaktivität,
kein Ausschluss einer möglichen akuten
oralen Toxizität verglichen mit R182281)

8 900-fach tiefere GSH Reaktiv~ät als ehle-
rothalonil
DEREK alerts:

Karinogenität (116, Polyhalogenated
aromatlc)7 plausibel
Nierentoxizität (rapidprototype038 Ar-

314 1f1Q1311M80 \ COO 2101.102 6.11751&4 \000 DOSt

50/52



henol
ogP=
.22.
ogKp= -
.76
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In vive micronucleus test in mice with
R611968., negativ

-+ Genolxisches Potential unwahrschein-
lich

Reverse mutation assay in bacteria .,
negativ
In vitro cell mutation assay in mouse lym-
phoma cells ., negativ
Micronucleus test in mouse" negativ
In vive micronucleus test in mice., nega-
tiv
Bacterial reverse mutation assay (Ames)
., negativ
Bacterial reverse mutation assay (Ames)
., negativ
Cell mutation assay in mouse lymphoma
L5178Y cells ., negativ
UDS test with rat he atoc ativ

51152

omatic nitrile)., zweideutig
Hautsensibilisierung (415 activated
benzene., plausibel
Alpha-2-mu-Globulin Nierentoxizität
(264 POlyhalogenated benzene)., kei
alertPhotoalergenität (453 Halogena-
ted aromatic compound)., kein alert

-+ Relevant (Kein Ausschluss einer mögli-
chen akuten oralen Toxizität verglichen mit
R182281)

- 1.5 x 10l-fach tiefere GSH-Reaktivität als
Chlorothalonil

- Akut orale Toxizität., LD50 > 2000 mglkg
KG I > 5000 mglkg KG

- Nicht hautreizend (Kaninchen)
- Kurzzeitloxizität (90 - Tagesstudie Hund) .,

NOAEl50 mglkg KGlTag.
- 90 - Tagesstudie Ratte" NOAEl197

mglkg KGlTag
- Langzeittoxizität Ratte., NOAEl200 mglkg

KGlTag
- Reproduktionstoxi:zität Ratte., NOAEL EI-

temtiere 269 mg/kg KGlTag; NOAEL Ent-
wicklun und Re roduktion > 911 m k
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-+ Gentoxisches Potential unwahrschein.
lich

52152

KGlTag
- Teratogenität Kaninchen~ NOAEL Mutter·

tiere und Entwicklung< 250 mglkg KGfTag
- Teratogenität Ratten ~ NOAEL Muttertiere

und Entwicklung> 2000 mglkg KGfTag
DEREK alerts:

Karinogenitat (116, Polyhalogenated
aromatic)~ plausibel
Nierentoxizitat (rapidprototype038
Aromatic nitrile)~ kein alertHautsensi·
bilisierung (415 aclivated benzene ~
kein alert
A1pha-2-mu-Globulin Nierentoxizitat
(264 Polyhalogenated benzene)~
zweideutigPhotoalergenitat (453 Halo-
genated aromatic compound)~ kein
alert

ACI: 0.5 mglkg KGrrag (SF von 100)
ARfD: 0.83 mglkg KG (SF von 300)

-+ Nicht relevant


