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B.65 IN-ITRO-PRUFMETHODE ZUR UNTERSUCHUNG DER MEMBRAN-BARRIERE AUF HAUTVERATZUNGEN

EINLEITUNG

1. Diese Priffmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 435 (2015). Als Hautverdtzung wird das Auslosen einer
irreversiblen Hautschddigung, d. h. einer sichtbaren, bis in das Corium reichenden Nekrose der Epidermis nach
Applikation einer Priifchemikalie im Sinne der Definition des Global harmonisierten Systems zur Einstufung und
Kennzeichnung von Gefahrstoffen der UN (GHS) (1) und der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 iiber die Einstufung,
Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (CLP-Verordnung) (!)] bezeichnet. Diese Priifmethode
entspricht der aktualisierten OECD Priifrichtlinie 435 und besteht in einer In-vitro-Prifmethode zur Untersuchung der
Membranbarriere, mit der dtzende Chemikalien ermittelt werden konnen. Bei dieser Priifmethode wird eine kiinstliche
Membran verwendet, die in situ auf dtzende Chemikalien dhnlich reagiert wie Tierhaut.

2. Hautveritzungen wurden gewohnlich durch Auftragen der Priifchemikalie auf die Haut lebender Tiere und durch
anschlieende Bewertung des Umfangs von Gewebeschiden nach einem bestimmten Zeitraum bewertet (2). Aufler
dieser Priifmethode wurden alternativ (3) (4) zum In-vivo-Standardverfahren zur Untersuchung von Kaninchenhaut
(Kapitel B.4, entsprechend OECD TG 404) noch mehrere weitere In-vitro-Priifmethoden zur Ermittlung dtzender
Chemikalien (2) angenommen. In der abgestuften Priif- und Bewertungsstrategie nach dem UN GHS zur Bewertung
und Beurteilung von Hautverdtzungen und im OECD-Leitliniendokument {iber integrierte Priifungs- und Bewertungs-
ansitze (JATA = Integrated Approaches to Testing and Assessment) zur Untersuchung von Hautveritzungen und
-reizungen wird die Verwendung validierter und akzeptierter In-vitro-Priifmethoden in den Modulen 3 und 4 be-
schrieben (1) (5). Die IATA beschreiben mehrere Module, in denen Informationsquellen und Analyseinstrumente zu
Gruppen zusammengefasst werden. Sie enthalten i) Leitlinien dazu, wie vorhandene Daten aus Versuchen und aus
anderen Quellen integriert und verwendet werden konnen, um das Hautreizungs- und das Hautverdtzungspotenzial
von Chemikalien zu bewerten, und ii) einen Vorschlag zur Durchfithrung ggf. erforderlicher weiterer Versuche (u. a.
bei negativen Ergebnissen) (5). Bei diesem modularen Ansatz konnen Chemikalien aufgrund von positiven Ergeb-
nissen, die in In-vitro-Priifmethoden ermittelt wurden, als dtzend eingestuft werden, ohne Tierversuche durchfithren
zu miissen; dadurch wird die Verwendung von Tieren reduziert und optimiert, um Schmerzen und Qualen zu
vermeiden, denen fur diesen Zweck zu verwendende Tiere ausgesetzt wiirden.

3. Das im Handel unter der Bezeichnung Corrositex® erhiltliche In-vitro-Membran-Barrieremodell (6) (7) (8) wurde in
Validierungsstudien untersucht; dabei wurden fir eine Datenbank mit 163 Stoffen und Gemischen eine Gesamt-
genauigkeit zur Vorhersage von Hautverdtzungen von 79 % (128/163), eine Empfindlichkeit von 85 % (76/89) und
eine Spezifizitit von 70 % (52/74) ermittelt (7). Aufgrund ihrer anerkannten Validitit wurde diese validierte Referenz-
methode (VRM) zur Verwendung im Rahmen einer abgestuften Priifstrategie zur Bewertung des hautitzenden Gefdhr-
dungspotenzials von Chemikalien empfohlen (5) (7). Bevor ein In-vitro-Membran-Barrieremodell zur Untersuchung
auf Hautveritzungen fiir regulatorische Zwecke verwendet werden kann, sollten nach den Anforderungen der Leis-
tungsstandards (10) Verlsslichkeit, Relevanz (Genauigkeit) und die Grenzen des Verfahrens fiir den vorgeschlagenen
Verwendungszweck bestimmt werden, um sicherzustellen, dass es nach den vordefinierten Leistungsstandards (PS)
mit der VRM vergleichbar ist (9). Die gegenseitige Anerkennung der Daten gemdf dem OECD-Ubereinkommen wird
erst dann garantiert, wenn vorgeschlagene neue oder aktualisierte Methoden auf der Grundlage der Leistungsstandards
tiberpriift und in die gleichwertige OECD-Priifrichtlinie aufgenommen wurden. Gegenwirtig ist das im Handel unter
der Bezeichnung Corrositex® angebotene Modell die einzige In-vitro-Methode, die der OECD-Priifrichtlinie 435 ent-
spricht.

4. Andere Priifmethoden zur Untersuchung auf Hautverdtzungen beruhen auf der Verwendung rekonstituierter mensch-
licher Haut (OECD TG 431) (3) und isolierter Rattenhaut (OECD TG 430) (4). Diese Priifrichtlinie sieht die Moglich-
keit der Einstufung dtzender Chemikalien nach ihrer Veritzungswirkung in drei UN-GHS-Unterkategorien und nach
der Veritzungsgefahr in drei UN-Verpackungsgruppen vor. Die OECD-Priifrichtlinie wurde urspriinglich im Jahr 2006
angenommen und 2015 unter Beriicksichtigung des IATA-Leitliniendokuments sowie zur Anpassung der Liste der
Leistungsstoffe aktualisiert.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

5. Es gelten die Begriffsbestimmungen der Anlage.
AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

6. Die in dieser Priifmethode beschriebene Untersuchung ermoglicht die Ermittlung dtzender Priifchemikalien und die
Unterkategorisierung dtzender Priifchemikalien nach dem UN GHS bzw. der CLP-Verordnung (Tabelle 1). Auferdem
kann eine solche Priifmethode als Entscheidungsgrundlage fiir die Beurteilung einer dtzenden bzw. nicht dtzenden
Wirkung spezifischer Chemikalienklassen (z. B. organischer und anorganischer Sduren, Sdurederivate (?) und Basen fiir
die Zwecke der Untersuchung bestimmter Transportwirkungen) dienen (7) (11) (12). Diese Priifmethode beschreibt
ein allgemeines Verfahren dhnlich der validierten Referenzpriifmethode (7). Sie liefert keine geeigneten Informationen

(") Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung, Kenn-
zeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung der Richtlinien 67/548/EWG und
1999/45/EG und zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (ABL. L 353 vom 31.12.2008, S. 1).

(3 Der Begriff ,Sdurederivat* bezeichnet eine nicht spezifische Klasse im Allgemeinen bestehend aus Chemikalien, die mittelbar oder
unmittelbar oder durch Modifikation oder partielle Substitution aus einer Sdure hervorgegangen sind. Zu dieser Klasse zidhlen
Anhydride, Halosduren, Salze und andere Arten von Chemikalien.
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tiber Hautreizungen; mit PM B.46 (gleichwertig OECD TG 439) werden jedoch gezielt die gesundheitlichen Aus-
wirkungen von Hautreizungen in vitro untersucht (13). Eine umfassende Evaluierung lokaler Auswirkungen auf die
Haut nach einer einmaligen dermalen Exposition ist dem OECD-Leitliniendokument tiber integrierte Priifungs- und
Bewertungsansitze (IATA) zu entnehmen (5).

Tabelle 1

Die Hautveritzungskategorien und -unterkategorien des UN GHS (1) (%)

Veritzungskategorie (Kategorie 1) (fiir Be- | Potenzielle Unterkatego- Hautdtzend bei > 1 von 3 Tieren
horden, die keine Unterkategorien verwen- | rien von Veritzungswir-
den) kungen (') (fur Behorden, .
die Unterkategorien (u. a. Exposition Beobachtung
die der CLP-Verordnung)
verwenden)
Hautdtzend Hautdtzend Unterkategorie < 3 Minuten < 1 Stunde
1A
Hautdtzend Unterkategorie | > 3 Minuten [ < 1 < 14 Tage
1B Stunde
Hautitzend Unterkategorie | > 1 Stunde | < 4 < 14 Tage
1C Stunden

(") Fir die EU sieht die CLP-Verordnung fiir Hautverdtzungen die drei Unterkategorien 1A, 1B und 1C vor.

7. Eine Begrenzung der validierten Referenzmethode (7) besteht darin, dass viele nicht dtzende Chemikalien und einige
dtzende Chemikalien aufgrund der Ergebnisse der urspriinglichen Kompatibilititspriifung fir eine Untersuchung
moglicherweise nicht in Betracht kommen (Nummer 13). Wisserige Chemikalien mit pH-Werten im Bereich von
4,5 bis 8,5 konnen hiufig nicht untersucht werden; allerdings erwiesen sich 85 % der in diesem pH-Bereich
untersuchten Chemikalien in Tierversuchen als nicht dtzend (7). Die Priifmethode mit der In-vitro-Membranbarriere
kann zur Untersuchung von (in Wasser loslichen oder nicht 16slichen) Feststoffen, (wisserigen oder nicht wisserigen)
Flissigkeiten und Emulsionen verwendet werden. Priifchemikalien, die bei der Kompatibilititspriifung jedoch keine
nachweisbare Anderung bewirken (d. h. keine farbliche Verinderung im CDS (Chemical Detection System) der
validierten Referenzpriifmethode) konnen mit der Priifmethode unter Verwendung der Membranbarriere nicht un-
tersucht werden. Bei diesen Chemikalien sollten andere Priifmethoden zur Anwendung kommen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

8. Das Priifsystem umfasst zwei Bestandteile: eine synthetische makromolekulare Biobarriere und ein CDS (Chemical
Detection System); bei dieser Priifmethode werden mit dem CDS Schiden der Membranbarriere erkannt, die durch
dtzende Priifchemikalien nach der Aufbringung der Priifchemikalien auf die synthetische makromolekulare Mem-
branarriere hervorgerufen wurden (7) und die vermutlich auf denselben Veritzungsmechanismus bzw. dieselben
Veritzungsmechanismen zuriickzufithren sind, die auch auf lebende Haut einwirken.

9. Die Durchdringung (oder der Durchbruch) der Membranbarriere kann mit verschiedenen Verfahren oder mit einem
CDS gemessen werden, u. a. anhand von Verfirbungen eines pH-Indikatorfarbstoffs oder anderer Merkmale der
Indikatorlosung unter der Barriere.

10. Die Validitit der Membranbarriere, d. h. die Eignung und die Zuverlassigkeit fiir die beabsichtigte Verwendung, sollte
nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang ist auch sicherzustellen, dass unterschiedliche Zubereitungen hin-
sichtlich der Barriereeigenschaften einheitlich sind (z. B. dass sie eine Barriere gegeniiber nicht dtzenden Chemikalien
aufrechterhalten konnen, oder dass sie die Verdtzungsmerkmale von Chemikalien in den verschiedenen Unterkate-
gorien von Veritzungswirkungen nach dem UN GHS unterscheiden konnen (1). Die vorgenommene Einstufung
richtet sich nach dem Zeitraum, den eine Chemikalie benétigt, um durch die Membranbarriere in die Indikatorlosung
zu gelangen.

NACHWEIS DER LEISTUNGFAHIGKEIT

11. Vor der routinemifligen Anwendung der Priifmethode mit der In-vitro-Membranbarriere nach dieser Priifmethode
sollten Labors die erforderliche technische Befahigung durch eine ordnungsgemifSe Einstufung der zwolf in Tabelle 2
empfohlenen Leistungsstoffe nachweisen. Wenn ein dort genannter Stoff nicht verfiigbar ist bzw. wenn dies gerecht-
fertigt ist, kann ein anderer Stoff verwendet werden, fiir den geeignete In-vivo- und In-vitro-Referenzdaten verfiigbar
sind (z. B. aus der Liste der Referenzchemikalien (10)), sofern die in Tabelle 1 beschriebenen Auswahlkriterien
beriicksichtigt werden.



L 247150 Amtsblatt der Europaischen Union 26.9.2019
Tabelle 2
Leistungsstoffe (1)
a1 In-vivo-UN-GHS- In-vitro-UN-GHS-Un-
Stoff (?) CAS-Nr. Chemikalienklasse Unterkategorie (°) terkategorie ()
Bortrifluoriddihydrat 13319-75-0 Anorganische 1A 1A
Sauren
Salpetersdure 7697-37-2 Anorganische 1A 1A
Sauren
Phosphorpentachlorid 10026-13-8 Ausgangsstoffe 1A 1A
anorganischer
Sduren
Valerylchlorid 638-29-9 Saurechloride 1B 1B
Natriumhydroxid 1310-73-2 Anorganische Ba- 1B 1B
sen
1-(2-Aminoethyl)piperazin 140-31-8 Aliphatische Ami- 1B 1B
ne
Benzolsulfonylchlorid 98-09-9 Saurechloride 1C 1C
N,N-Dimethylbenzylamin 103-83-3 Aniline 1C 1C
Tetraethylenepentamin 112-57-2 Aliphatische Ami- 1C 1C
ne
Eugenol 97-53-0 Phenole NC NC
Nonylacrylat 2664-55-3 Acrylate/Metha- NC NC
crylate
Natriumbicarbonat 144-55-8 Anorganische Sal- NC NC
ze

12.

13.

(') Die zwolf oben genannten Stoffe enthalten jeweils drei Stoffe aus den drei UN-GHS-Unterkategorien dtzender Stoffe und drei
nicht dtzende Stoffe, die im Handel leicht erhiltlich sind; die Einstufungen in die UN-GHS-Unterkategorien wurden anhand der
Ergebnisse leistungsfahiger In-vivo-Priifungen vorgenommen. Diese Stoffe wurden aus der Liste mit den 40 Referenzstoffen im
Mindestverzeichnis der Chemikalien ausgewihlt, die als zum Nachweis der Genauigkeit und der Zuverldssigkeit von Priifmetho-
den geeignet ermittelt wurden, strukturell und funktionell der validierten Referenzpriifmethode dhnlich sind und unter den 163
Referenzchemikalien ausgewdhlt wurden, die urspriinglich zur Validierung der Referenzpriifmethode verwendet wurden (Cor-
rositex®) (7) (10) (14). Durch diesen Auswahlprozess sollten in grotméglichem Umfang Chemikalien beriicksichtigt werden, die
die folgenden Anforderungen erfiillten: Sie waren reprisentativ fiir die Verdtzungswirkungen (z. B. nicht dtzende Chemikalien
oder dtzende Chemikalien der UN-Verpackungsgruppen I, I und III), die mit der validierten Referenzpriifmethode gemessen oder
vorhergesagt werden konnen; sie waren représentativ fiir die im Validierungsprozess verwendeten Chemikalienklassen; sie wiesen
klar definierte chemische Strukturen auf; sie fithrten in der In-vivo-Referenzpriifung zu eindeutigen Ergebnissen; sie waren im
Handel erhaltlich; sie waren nicht mit nicht tragbaren Entsorgungskosten verbunden (14).

(%) Stoffe, die rein bzw. mit einer Reinheit von > 90 % gepriift wurden.

(*) Den UN-GHS-Unterkategorien 1A, 1B und 1C entsprechen die UN-Verpackungsgruppen I, II und III. NC (nicht 4tzend)

VERFAHREN

In den folgenden Absitzen werden die Elemente und Verfahren einer Priifmethode mit einer kimnstlichen Membran-
barriere zur Beurteilung der Verdtzungswirkung (7) (15) auf der Grundlage der aktuellen VRM (d. h. mit der im
Handel erhiltlichen Membran Corrositex®) beschrieben. Die Membranbarriere und die Kompatibilitits-/Indikator- und
Kategorisierungslosungen konnen hergestellt, zubereitet und im Handel bezogen werden. Dies gilt beispielsweise im
Falle der VRM fiir Corrositex®. Fiir die validierte Referenzpriifmethode wurde ein Priifmethodenprotokoll als Beispiel
beschrieben (7). Die Priifung sollte bei Umgebungstemperatur (17-25 °C) vorgenommen werden, und die verwende-
ten Elemente sollten die folgenden Anforderungen erfiillen.

Kompatibilititspriifung der Priifchemikalie

Vor der Durchfithrung der Priifung mit der Membranbarriere wird eine Kompatibilitdtspriifung vorgenommen, um
festzustellen, ob die Priifchemikalie vom CDS erkannt wird. Wenn das CDS die Priifchemikalie nicht erkennt, ist die
Priifmethode mit der Membranbarriere zur Beurteilung der potenziellen Verdtzungswirkung dieser Priifchemikalie
nicht geeignet. In diesem Fall sollte eine andere Priifmethode gewahlt werden. Das CDS und die Expositionsbedin-
gungen bei der Kompatibilititspriifung sollten der Exposition in der anschlieBenden Priiffung mit der Membran-
barriere entsprechen.
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Priifung zur Ermittlung der Zeitkategorie fiir Priifchemikalien

14. Wenn fur die Priifmethode relevant, sollten in der Kompatibilitatspriifung als geeignet befundene Priifchemikalien
einer Priifung zur Ermittlung der Zeitkategorie, d. h. einer Screening-Priifung zur Unterscheidung zwischen schwa-
chen und starken Sduren bzw. Basen, unterzogen werden. Bei der validierten Referenzpriifmethode beispielsweise
wird durch eine Zeitkategoriepriifung anhand des Nachweises einer starken sauren bzw. alkalischen Reserve fest-
gestellt, welche der beiden Zeitkategorien anzunehmen ist. Die Verdtzungswirkung und die UN-GHS-Unterkategorie
der hautveritzenden Wirkung sollten je nach der sauren oder alkalischen Reserve der Priifchemikalie mit zwei
unterschiedlichen Durchbruchzeiten bestimmt werden.

ELEMENTE DER PRUFMETHODE UNTER VERWENDUNG EINER MEMBRANBARRIERE
Membranbarriere

15. Die Membranbarriere besteht aus zwei Elementen: einem makromolekularen wisserigen Protein-Gel und einer per-
meablen Trigermembran. Das Protein-Gel sollte fiir Flussigkeiten und Feststoffe undurchldssig sein. Eine Durchlissig-
keit kann aber infolge einer Veritzung entstehen. Die vollstindige Membranbarriere sollte unter festgelegten Bedin-
gungen aufbewahrt werden, bei der sich die Beschaffenheit des Gels nachweislich nicht verindert (etwa durch
Austrocknung, Wachstum von Mikroorganismen, Verrutschen oder Risse, die das Verhalten der Barriere beeintrach-
tigen wiirden). Wie lange die Membranbarriere aufbewahrt werden kann, sollte ermittelt werden. Nach Ablauf der
betreffenden Frist sollten die zubereiteten Membranbarrieren nicht mehr verwendet werden.

16. Die permeable Tragermembran dient beim Geliervorgang und bei der Exposition gegeniiber der Priifchemikalie als
mechanische Unterlage fir das Proteingel. Die Trigermembran sollte dafiir sorgen, dass das Gel nicht sackt oder
verrutscht und fir alle Prifchemikalien leicht durchlissig sein.

17. Das Protein-Gel (bestehend z. B. aus Keratin, Kollagen oder Gemischen von Proteinen, die eine Gelmatrix bilden)
fungiert als Zielmaterial fur die Prifchemikalie. Das Proteinmaterial wird auf die Trigermembran aufgebracht, wo es
gelieren kann, bevor die Indikatorlosung mit der Membranbarriere verschlossen wird. Das Protein-Gel sollte eine
einheitliche Stirke und Dichte haben und keine Lufteinschliisse oder Schiden aufweisen, die seine Funktion beein-
trachtigen konnten.

CDS (Chemical Detection System)

18. Die Indikatorlosung (die gleiche Losung, die auch fiir die Kompatibilititspriifung verwendet wurde), sollte das Vor-
handensein von Priifchemikalien anzeigen. Fiir die Priifung sollten ein pH-Indikatorfarbstoff oder eine Kombination
von Farbstoffen (z. B. Kresolrot und Methylorange) verwendet werden, deren Farbe sich verdndert, wenn eine Priif-
chemikalie vorhanden ist. Das Messsystem kann visuell oder elektronisch sein.

19. Detektionssysteme, die zur Detektion des Durchgangs der Priifchemikalie durch die Membranbarriere entwickelt
wurden, sollten in Bezug auf ihre Relevanz und Zuverlissigkeit gepriift werden, um das Spektrum der erkennbaren
Chemikalien und die quantitativen Detektionsgrenzen nachzuweisen.

DURCHFUHRUNG DER PRUFUNG
Anordnung der Elemente der Priifmethode

20. Die Membranbarriere wird so in ein Flaschchen (oder Rohrchen) mit der Indikatorlosung gegeben, dass die Triger-
membran vollflichig mit der Indikatorlosung in Berithrung kommt und keine Luftblasen vorhanden sind. Dabei ist
sorgfaltig darauf zu achten, dass die Barriere nicht beschidigt wird.

Applikation der Priifchemikalie

21. Eine geeignete Menge der Prifchemikalie (z. B. 500 pl einer Fliissigkeit oder 500 mg eines fein vermahlenen Feststoffs
(7) wird vorsichtig auf die Oberfliche der Membranbarriere aufgetragen und gleichmifig verteilt. Fir jede Priif-
chemikalie und fiir die entsprechenden Kontrollen wird eine angemessene Anzahl an Replikaten (z. B. vier) (7)
zubereitet (Nummern 23 bis 25). Der Zeitpunkt, zu dem die Priifchemikalie auf die Membranbarriere aufgetragen
wird, ist zu protokollieren. Um sicherzustellen, dass kurze Veritzungszeiten prizise protokolliert werden, wird die
Priifchemikalie zeitlich abgestuft auf die Replikatflischchen gegeben.
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Messung der Durchdringung der Membranbarriere

22. Die Flaschchen werden jeweils angemessen iiberwacht, und der Zeitpunkt der ersten Anderung der Indikatorlésung
(d. h. der Zeitpunkt der Durchdringung der Barriere) wird protokolliert, und die Zeit vom Auftragen der Chemikalie
bis zur Durchdringung der Membranbarriere wird ermittelt.

Kontrollen

23. Bei Pritffungen, bei denen in Verbindung mit der Priifchemikalie ein Vehikel oder ein Losungsmittel eingesetzt wird,
sollte das Vehikel bzw. das Losungsmittel kompatibel mit dem Membranbarrieresystem sein, d. h. es sollte die
Integritit des Membranbarrieresystems nicht verdndern und keine Auswirkungen auf die Veritzungswirkung der
Priffchemikalie haben. Die Losungsmittelkontrolle (bzw. die Vehikelkontrolle) sollte ggf. gleichzeitig mit der Priif-
chemikalie gepriift werden, um die Kompatibilitit des Losungsmittels mit dem Membranbarrieresystem nachzuwei-
ser.

24. Eine positive (hautdtzende) Kontrolle mit mittlerer Verdtzungswirkung (z. B. 110 £ 15 mg Natriumhydroxid (Ver-
atzung der UN-GHS-Unterkategorie 1B)) (7) sollte gleichzeitig mit der Priifchemikalie gepriift werden, um festzustel-
len, ob die Leistung des Priifsystems annehmbar ist. Eine zweite Positivkontrolle derselben Chemikalienklasse wie die
Priifchemikalie kann zur Beurteilung des relativen Verdtzungspotenzials einer dtzenden Priifchemikalie hilfreich sein.
Die ausgewihlte/n) Positivkontrolle(n) sollte(n) eine mittlere Veritzungswirkung haben (z. B. UN-GHS-Unterkategorie
1B), damit Anderungen der Durchdringungszeit erkannt werden kénnen, die den ermittelten Referenzwert in un-
annehmbarer Weise iiber- oder unterschreiten und damit darauf hindeuten, dass das Priifsystem nicht ordnungs-
gemils funktioniert. Fiir diesen Zweck sind sehr stark dtzende Chemikalien (UN-GHS-Unterkategorie 1A) oder nicht
dtzende Chemikalien nur begrenzt verwendbar. Eine dtzende Chemikalie der UN-GHS-Unterkategorie 1B wiirde die
Erkennung einer zu kurzen oder zu langen Durchbruchzeit erméglichen. Eine schwach dtzende Chemikalie der UN-
GHS-Unterkategorie 1C konnte als Positivkontrolle eingesetzt werden, um zu priifen, ob mit der Priifmethode
konsistent zwischen schwach dtzenden und nicht dtzenden Chemikalien unterschieden werden kann. Unabhingig
vom verwendeten Ansatz sollte ein annehmbarer Reaktionsbereich der Positivkontrolle auf der Grundlage des his-
torischen Bereichs der Durchbruchzeiten bei der (den) eingesetzten Positivkontrolle(n) entwickelt werden (beispiels-
weise der Mittelwert + 2-3 Standardabweichungen). Bei jeder Priifung sollte die genaue Durchbruchzeit der Positiv-
kontrolle ermittelt werden, damit Abweichungen auferhalb des annehmbaren Bereichs erkannt werden konnen.

25. Gleichzeitig mit der Priifchemikalie sollte als weitere Mafinahme zur Qualitdtskontrolle auch eine Negativkontrolle
(nicht dtzend) (z. B. 10 %ige Zitronensiure oder 6 %ige Proprionsiure) (7) gepriift werden, um die uneingeschrankte
Funktion der Membranbarriere nachzuweisen.

Akzeptanzkriterien der Untersuchung

26. Auf der Grundlage der ermittelten Zeitparameter der UN-GHS-Unterkategorien der Verdtzungswirkung wird anhand
des Zeitraums (in Minuten) vom Auftragen einer Priifchemikalie auf die Membranbarriere bis zur Durchdringung der
Barriere die Veritzungswirkung der Priifchemikalie vorhergesagt. Damit eine Priifung als annehmbar betrachtet
werden kann, sollte sich bei der gleichzeitigen Positivkontrolle die erwartete Reaktionszeit fiir die Durchdringung
ergeben (z. B. filr Natriumhydroxid als Positivkontrolle 8-16 Minuten); aufferdem sollte die gleichzeitige Negativ-
kontrolle nicht dtzend sein, und die gleichzeitige Losungsmittelkontrolle sollte — wenn beriicksichtigt — weder dtzend
sein noch sich auf das Verdtzungspotenzial der Priifchemikalie auswirken. Vor der routinemifiigen Durchfithrung
einer Priifung nach dieser Priifmethode sollten Labors die erforderliche technische Befihigung anhand der zwdlf in
Tabelle 2 empfohlenen Leistungsstoffe nachweisen. Die Zuverlissigkeit und die Genauigkeit neuer vergleichbarer
Methoden (,Me-too-Methoden®), die ausgehend von dieser Priifmethode entwickelt wurden und strukturell und
funktionell mit der validierten Referenzmethode vergleichbar sind, (14) sollten vor ihrer Verwendung fiir vorgeschrie-
bene Prirfungen anhand der vordefinierten Leistungsstandards nachgewiesen werden (10).

Auswertung von Ergebnissen und Einstufung der Veritzungswirkung von Priifchemikalien

27. Anhand der Zeit (in Minuten) von der Auftragung der Priifchemikalie auf die Membranbarriere bis zur Durch-
dringung der Barriere werden die Priifchemikalien nach ihrer Veritzungswirkung nach UN-GHS-Unterkategorien
(1) sowie ggf. nach UN-Verpackungsgruppen eingestuft (16). Bei allen vorgeschlagenen Priifmethoden sind fiir
jede der drei Unterkategorien dtzender Chemikalien die Schwellenwerte der Zeitrdume zu ermitteln. Bei der endgiil-
tigen Entscheidung iiber diese Schwellenwerte ist zu beachten, dass zu niedrige Einstufungen einer Verdtzungsgefahr
(d. h. falsch negative Ergebnisse) moglichst minimiert werden miissen. Bei dieser Priifmethode sollten die Schwellen-
werte fiir Corrositex® aus Tabelle 3 angenommen werden, da die Priifung mit Corrositex® gegenwirtig die einzige
Priifung ist, die unter die Priifrichtlinie fallt (7).
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Tabelle 3

Vorhersagemodell Corrositex®

Mittlere Durchbruchzeit (min.)

. s . ) UN-GHS-Vorhersage (%)
Priifchemikalien der Kategorie 1 (') (mit dem Einstu- I’(rmuiftch(f?mlkg!fsr; Cfljg Eié:tg%réf 1\2/16(:)
fungstest der Methode ermittelt) mstuiung )
thode ermittelt)
0-3 min. 0-3 min. Hautdtzend opt. Unterkategorie
1A
>3 bis 60 min. >3 bis 30 min. Hautitzend opt. Unterkategorie
1B
> 60 bis 240 min. > 30 bis 60 min. Hautitzend opt. Unterkategorie
1C
> 240 min. > 60 min. Nicht hautitzend

(1) Pritfchemikalien mit stark saurer/alkalischer Reserve (6).
(3) Prisfchemikalien mit schwach saurer/alkalischer Reserve (6).
(’) Die UN-GHS-Unterkategorien 1A, 1B und 1C entsprechen den UN-Verpackungsgruppen I, Il und IIL.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

28. Die Zeiten (in Minuten) von der Auftragung bis zur Durchdringung der Barriere bei der Priifchemikalie und der (den)
Positivkontrolle(n) sollten in einer Tabelle zum einen fir die einzelnen Replikate und zum anderen als Mittelwerte *
der einzelnen Versuche angegeben werden.

Priifbericht

29. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:
Priifchemikalien und Kontrollchemikalien:

— Einkomponentiger Stoff: chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMI-
LES- oder InChl-Code, Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit
zutreffend und praktisch durchfithrbar, usw.;

— mehrkomponentiger Stoff, UVCB und Gemische: moglichst weit gehende Charakterisierung durch die chemische
Zusammensetzung (siche oben), das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigen-
schaften der einzelnen Komponenten;

— physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;
— Herkunft, Chargennummer, sofern vorhanden;

— Behandlung der Priifchemikalien/Kontrollstoffe vor der Priiffung, sofern relevant (z. B. Erwdrmen, Mahlen);

— Stabilitdt der Priifchemikalie, letztes Verwendungsdatum oder Datum fiir erneute Analyse, soweit bekannt;

— Lagerungsbedingungen.
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Vehikel:

— Angaben zur Identitit, (gegebenenfalls) Konzentration; Einsatzvolumen;

— Begriindung der Auswahl des Vehikels.

In-vitro-Membran-Barrieremodell und verwendetes Protokoll einschlieflich nachgewiesener Genauigkeit und Zuverldssigkeit
Priifbedingungen:

— Beschreibung der verwendeten Gerite und der Versuchsvorbereitung;

— Herkunft und Zusammensetzung der verwendeten In-vitro-Membranbarriere;
— Zusammensetzung und Merkmale der Indikatorlosung;

— Nachweismethode;

— Mengen der Priifchemikalie und der Kontrollchemikalien;

— Anzahl der Replikate;

— Beschreibung und Begriindung der Priiffung zur Einstufung der Zeiten;

— Anwendungsmethode;

— Beobachtungszeiten;

— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Einstufungskriterien;

— Nachweis der Befdhigung zur Durchfihrung der Prifmethode vor der regelmifligen Verwendung durch die
Priifung von Leistungschemikalien.

Ergebnisse:

— Tabellarische Darstellung einzelner Rohdaten aus einzelnen Priifungen und Kontrollen fiir die einzelnen Replikate;
— Beschreibung anderer beobachteter Wirkungen;

— abgeleitete Einstufung mit Bezug auf das Vorhersagemodell und/oder angewandte Entscheidungskriterien.
Erorterung der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen.
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Anlage

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

CDS (Chemical Detection System): Ein visuelles oder elektronisches Messsystem mit einer Indikatorlosung, die bei
Vorhandensein einer Priifchemikalie reagiert (beispielsweise durch eine Verfirbung eines pH-Indikatorfarbstoffs oder einer
Kombination von Farbstoffen aufgrund des Vorliegens der Priifchemikalie oder durch andere chemische oder elektroche-
mische Reaktionen).

Chemikalie: Ein Stoff oder ein Gemisch.

Einkomponentiger Stoff: Fin nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w vorliegt.

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehr Stoffen besteht.

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten Referenzwerten. Die Genauigkeit
ist ein Mafl der Leistung der Priffmethode und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von ,Uber-
einstimmung“ verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Prifmethode (9).

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals = Global harmonisiertes System
zur Einstufung und Kennzeichnung): Ein System zur Klassifizierung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) nach
standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesundheitlicher und 6kologischer Gefahren und zur entsprechenden
Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefahrenhinweise, Sicherheitshinweise und Sicherheitsdatenbogen, um
zum Schutz des Menschen (einschlieflich Arbeitgeber, Arbeiter, Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkrifte) und
der Umwelt Informationen iiber die schidlichen Wirkungen der betreffenden Chemikalien zu verbreiten (1).

Hautveritzung, in vive: Das Auslosen einer irreversiblen Hautschiddigung, d. h. einer sichtbaren, bis in das Corium
reichenden Nekrose der Epidermis nach Applikation einer Priifchemikalie fiir die Dauer von bis zu 4 Stunden. Ver-
dtzungsreaktionen sind gekennzeichnet durch Geschwiire, Blutungen, blutige Verschorfungen und am Ende des Beobach-
tungszeitraums von 14 Tagen durch eine auf ein Ausbleichen der Haut zuriickzufithrende Verfirbung, komplett haarlose
Bereiche und Narben. Bei der Beurteilung fragwiirdiger Schiddigungen ist die Histopathologie mit zu beriicksichtigen.

IATA: Integrated Approach to Testing and Assessment = integrierter Priifungs- und Bewertungsansatz.

Leistungsstandards: Auf einer validierten Priiffmethode beruhende Normen, auf deren Grundlage die Vergleichbarkeit
einer vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell dhnlichen Prifmethode bewertet werden kann. Sie umfassen (i)
wesentliche Elemente der Priifmethode, (i) ein Mindestverzeichnis von Referenzchemikalien, ausgewdhlt aus den Che-
mikalien, die zum Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenzmethode verwendet werden, und (iii) je
nach den fur die validierte Referenzmethode erzielten Ergebnissen die vergleichbaren Zuverlissigkeits- und Genauigkeits-
werte, die die vorgeschlagene Priifmethode bei der Bewertung anhand des Mindestverzeichnisses von Referenzchemikalien
demonstrieren sollte (9).

Mehrkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens > 10 % wfw und < 80 % w|w vorhanden sind. Ein mehr-
komponentiger Stoff ist das Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem
mehrkomponentigen Stoff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei oder mehr Stoffen ohne
chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger Stoff wird durch eine chemische Reaktion gebildet.

NC: Nicht hautitzend

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode untersucht wird.
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Relevanz: Dieser Begriff bezieht sich auf das Verhiltnis zwischen der Priifmethode und der betreffenden Wirkung und
auf die Frage, ob er aussagekriftig und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Er beschreibt das Ausmaf, in dem die
Priifmethode die untersuchte biologische Wirkung korrekt misst oder vorhersagt. Die Relevanz schliefSt eine Beurteilung
der Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Priifmethode ein (9).

Sensitivitit: Der Anteil aller positiven/wirkenden Chemikalien, die durch die Priifmethode korrekt eingestuft werden. Die
Sensitivitit ist ein Mafl der Genauigkeit einer Priffmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (9).

Spezifizitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Chemikalien, die durch die Priifmethode korrekt eingestuft werden.
Die Spezifitit ist ein Mafl der Genauigkeit einer Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei
der Bewertung ihrer Relevanz (9).

Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen in natiirlicher Form oder gewonnen durch ein Herstellungs-
verfahren, einschlieflich der zur Wahrung seiner Stabilitit notwendigen Zusatzstoffe und der durch das angewandte
Verfahren bedingten Verunreinigungen, aber mit Ausnahme von Losungsmitteln, die von dem Stoff ohne Beeintrichti-
gung seiner Stabilitit und ohne Anderung seiner Zusammensetzung abgetrennt werden konnen.

Ubereinstimmung: Die Ubereinstimmung ist ein Maf der Leistung einer Priifmethode fiir Priifverfahren mit kategorialen
Ergebnissen und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff wird gelegentlich gleichbedeutend mit Genauigkeit verwendet und
als Anteil aller gepriiften Chemikalien definiert, die korrekt als positiv oder negativ eingestuft werden. Die Ubereinstim-
mung hingt in hohem Mafe von der Privalenz bei den Typen der untersuchten Priifchemikalien ab (9).

UVCB: Stoffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe Reaktionsprodukte oder biologische
Materialien.

Zuverlissigkeit: Beschreibung der Beziehung zwischen der Priifung und der untersuchten Wirkung und ob die Priifung
aussagekraftig und niitzlich fir einen bestimmten Zweck ist. Sie wird durch Berechnung der Intra- und Inter-Labor-
Reproduzierbarkeit bewertet (9).



