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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has re-evaluated chloroform [67-66-3] considering all toxi-
cological end points. There are no human data to derive a maximum concentration at
the workplace (MAK value). In 1999, a NOAEC of 5 ml/m? was determined in a 13-week
inhalation study based on the increased cell proliferation in the kidneys and liver of
rats and mice. A MAK value of 0.5 ml/m? was established on the basis of these findings.
This value has now been confirmed also after taking the increased respiratory volume
at the workplace into account (see List of MAK and BAT values, Section Ib and Ic).
In a new 2-year inhalation study, respiratory metaplasia of the olfactory epithelium
and thickening of the bone in the nasal cavity was observed at the lowest chloroform
concentrations tested of 10 ml/m?® in rats and 5 ml/m® in mice. Toxicity in the olfactory
epithelium can be a local as well as a systemic effect. After considering the two possible
modes of action and the increased respiratory volume at the workplace, the MAK value
derived from effects in the nose would correspond to 1 ml/m3. The present MAK value of
0.5 ml/m? thus protects also against effects in the nose. As the critical effect is systemic,
chloroform remains classified in Peak Limitation Category II with an excursion factor
of 2. A developmental toxicity study with inhalation exposure of rats determined a
NOAEC of 10 ml/m?®. Additionally, malformations in rats observed in another develop-
mental toxicity study at 100 ml/m3 are suggestive of teratogenicity. The NOAEC in this
study was 30 ml/m>. Furthermore, the NOAEL for developmental toxicity after gavage
administration was 50 mg/kg body weight and day in rats and 35 mg/kg body weight
and day in rabbits. Overall, the margins between the concentrations at the workplace
calculated to be without effects and the MAK value are sufficient. Therefore, as damage
to the embryo or foetus is unlikely to occur if the MAK value is not exceeded, chloro-
form remains assigned to Pregnancy Risk Group C. Chloroform causes tumours of the
thyroid gland in rats and liver tumours in mice as well as renal tumours in both species.
However, chloroform is not expected to induce these tumours via a genotoxic mode
of action and has thus been classified in Carcinogen Category 4. There are no data for
sensitizing effects in humans and no reliable positive results from animal and in vitro
studies. Data for sensitization of the respiratory tract are not available. Uptake via the
skin can contribute significantly to systemic toxicity. Therefore, chloroform remains
designated with an “H”.
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MAK-Begriindungen — Chloroform
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MAK-Wert (1999)
Spitzenbegrenzung (2001)

Hautresorption (1999)
Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung (1999)
Fruchtschidigende Wirkung (1999)

Keimzellmutagene Wirkung

BAT-Wert

Synonyma

Chemische Bezeichnung (IUPAC-Name)
CAS-Nr.

Formel

Molmasse

Schmelzpunkt

Siedepunkt

Dichte bei 20°C

Dampfdruck bei 20°C

log Kow

Loslichkeit

1 ml/m3 (ppm) 24,954 mg/m?

0,5 ml/m? (ppm) 22,5 mg/m3
Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 2

H
Kategorie 4
Gruppe C

Methyltrichlorid
Trichlormethan

Chloroform

67-66-3

HCCl,

CHCl,4

119,38 g/mol (ECHA 2019)
-63,5°C (ECHA 2019)

61°C (ECHA 2019)

1,49 g/cm® (ECHA 2019)

211 hPa (ECHA 2019)

1,97 (ECHA 2019)

8700 mg/1 Wasser (ECHA 2019)
1 mg/m?®20,202 ml/m? (ppm)

Fiir Chloroform sind bereits eine Begriindung von 1977 sowie ein Nachtrag zur fruchtschadigenden Wirkung von 1989,
ein Nachtrag von 1999 und ein Nachtrag zur Spitzenbegrenzung von 2001 und ein Nachtrag zur Genotoxizitat von 2003
verfiigbar (Greim 1999, 2001, 2003; Henschler 1977, 1989).

Seit dem Jahr 2016 berticksichtigt die Kommission bei Stoffen, deren MAK-Wert auf systemischen Effekten basiert und
aus inhalativen Tierversuchen oder Probandenstudien in Ruhe abgeleitet wurde, dass das Atemvolumen am Arbeits-
platz hoher als unter diesen experimentellen Bedingungen ist. Dies gilt jedoch nicht fiir Gase und Dampfe, wenn
deren Blut:Luft-Verteilungskoeffizient <5 ist (sieche MAK- und BAT-Werte-Liste, Abschnitt Ib und Ic). Der Blut:Luft-
Verteilungskoeffizient von Chloroform ist angeben mit 7,43 (Corley et al. 1990). In diesem Nachtrag wird uberpriift,
ob aufgrund des hoheren Atemvolumens am Arbeitsplatz der MAK-Wert und die Schwangerschaftsgruppe geandert
werden miissen. Weiterhin wird der Nachtrag um neue relevante Ergebnisse zu einzelnen Endpunkten ergéanzt.

Chloroform wurde bis zum Ende des 19. Jahrhunderts als Inhalationsnarkotikum verwendet und war zeitweise in
Europa das am meisten verbreitete Narkosemittel. Heutzutage wird es als Losungsmittel und in der chemischen Syn-
these verwendet. Eine Hauptanwendung war die Umsetzung zu Chlordifluormethan, einem Vorlaufer von Polytetra-
fluorethen. Allerdings ist der Import und die Verwendung von Chlordifluormethan seit dem Jahr 2000 in Deutschland
und seit 2015 in Europa verboten (EU 2009). Weiterhin ist Chloroform in Reinigungs- und Desinfektionsmitteln ent-
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halten oder entsteht dort als Nebenprodukt, so auch bei der Trinkwasseraufbereitung mit Natriumhypochlorit oder
Chlordioxid (IARC 1999).

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Beim Menschen treten in hohen Konzentrationen von Chloroform, wie sie etwa bei der Anésthesie eingesetzt wurden
(12000-48 000 mg/m?), neben den neurologischen Effekten chronische Nieren- und Leberschiden sowie akut Atmungs-
storungen und Arrhythmie auf (Greim 1999; Henschler 1977).

Nach oraler und inhalativer Chloroformexposition sind die sensitivsten Zielorgane die Nase, die Nieren sowie die
Leber von Ratte und Maus. Chloroform ruft bei der Ratte Tumore in der Schilddriise und Niere sowie bei der Maus
in der Niere und Leber hervor. Hinweise auf einen genotoxischen Wirkungsmechanismus liegen nicht vor. Es gibt
weiterhin keine belastbaren Befunde fiir eine sensibilisierende Wirkung von Chloroform. In Studien zur Entwick-
lungstoxizitit ruft Chloroform nach Inhalation ab 30 ml/m® in der Ratte Retardierungen in Form von verringertem
Koérpergewicht und reduzierter Scheitel-Steil-Linge bei gleichzeitiger Maternaltoxizitit hervor, ab 100 ml/m3 gibt es
Hinweise auf Teratogenitit. Nach Schlundsondengabe fithrt Chloroform bei Ratten ab 126 mg/kg KG und Tag und bei
Kaninchen bei 50 mg/kg KG und Tag zu Entwicklungsverzégerungen bei gleichzeitiger Maternaltoxizitat. Effekte auf
die Fertilitat treten nur bei Dosierungen von ca. 1000 mg Chloroform/kg KG und Tag bei gleichzeitiger maternaler
Toxizitat auf.

2 Wirkungsmechanismus

2.1 Nierentoxizitat

Wie im Nachtrag aus dem Jahr 1999 und in Abschnitt 3.2 beschrieben, entstehen bei der Metabolisierung von Chloro-
form reaktive Intermediate, wie Phosgen und das Dichlormethyl-Radikal, die mit zelluldren Bestandteilen reagieren
konnen. Allerdings wird ein genotoxischer Wirkungsmechanismus fiir Chloroform nicht angenommen. Eine Tumor-
entstehung in Leber und Niere wurde nur bei gleichzeitiger Toxizitit festgestellt, sodass fiir Chloroform eine regene-
rative Hyperplasie als entscheidend fiir die kanzerogene Wirkung angesehen wird (Greim 1999).

In einer Studie wurde der Wirkungsmechanismus fiir die Chloroform-assoziierte Nierentoxizitdt an mannlichen
Miusen untersucht, die die NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (CPR) in der Leber nicht exprimieren und somit
ca. 95% der hepatischen mikrosomalen Cytochrom-P450 (CYP)-Aktivitat verlieren. Die Leber-CPR-Null-Mause zeigten
hohere Gehalte an Chloroform in Blut, Niere und Leber sowie eine gesteigerte Nierentoxizitét bei 150 mg/kg KG im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Die Autoren erklaren die starkere Nierentoxizitat mit einer erhohten Bioverfiigbarkeit
von Chloroform im Blut. Weiterhin vermuten die Autoren, dass CYP2E1 in der Niere entscheidend bei der Nierentoxi-
zitat durch Chloroform ist und dafiir die metabolische Aktivierung von Chloroform in der Leber eine untergeordnete
Rolle spielt. Weiterhin wird darauf verwiesen, dass der hochreaktive Metabolit Phosgen sehr schnell mit zellularen
Proteinen der Leber reagiert und es unwahrscheinlich ist, dass Phosgen von der Leber in andere Organe wie die Niere
transportiert wird (Fang et al. 2008).

2.2 Wirkung an der Nase

Der Wirkungsmechanismus fiir die Toxizitat von Chloroform in der Nase von weiblichen B6C3F1-M4usen und ménn-
lichen F344-Ratten wurde nach einer siebentégigen Exposition an sechs Stunden pro Tag gegen 1, 3, 10, 30, 100 und
300 ml Chloroform/m® untersucht. Bei weiblichen Miusen zeigte sich ab 300 ml/m? eine Induktion von Knochen-
wachstum in der proximalen Region des Endoturbinale I (dorsale Nasenmuschel). Ab 10 ml Chloroform/m? stieg in
dieser Region die Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle signifikant an. Bei médnnlichen Ratten waren Effekte
vor allem in zwei Regionen der Nasenhdohle lokalisiert. Ab 10 ml/m® kam es zu einer Vergrofierung der Becherzellen
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im Nasengang sowie in der Ethmoidregion (Lamina propria der olfaktorischen Schleimhaut und der unterliegenden
Knochen) zu vielfiltigen Veranderungen wie Umbau der Knochen der Nasenmuschel, Verlust der Bowmanschen
Driisen oder eine erhohte Zellproliferation. Die Effekte waren schwerwiegender in den unteren und nicht in der
obenliegenden Region der Bowmanschen Driisen und im oberen olfaktorischen Epithel. Die Zellproliferation zeigte
in der proximalen und zentralen Region des Endoturbinale I den starksten Anstieg, wahrend die distale Region nur
eine maflige Zunahme zeigte. Mittels immunhistochemischer Firbung wurde bei Ratten der Kontrollgruppe CYP2E1
iberwiegend im Zytoplasma des olfaktorischen Epithels und in den obenliegenden Bowmanschen Driisen gemessen.
Die Schadigungen durch Chloroform waren in diesen Gewebsschichten nicht zu beobachten und deshalb folgern die
Autoren, dass CYP2E1 in der Nase keine kritische Rolle bei der olfaktorischen Toxizitat spielt. Die durch Chloroform
induzierten Effekte liegen in der olfaktorischen Schleimhaut in den unteren Schichten der Lamina propria und somit
nicht im Hauptatemweg der Ratte. Laut den Autoren deutet die Lokalisation der toxischen Effekte darauf hin, dass
nicht die inhalative Deposition von Chloroform, sondern dessen Verteilung oder die seiner toxischen Metaboliten tiber
das Blut die adversen Effekte in der Nasenschleimhaut verursachen. Etwa 0,5% des Herzzeitvolumens gelangt durch
die Verteilung iiber das Blut in den Atemtrakt der Ratte (Méry et al. 1994). Die beschriebenen Effekte deuten an, dass
die durch Inhalation von Chloroform induzierten Effekte an der Nase durch eine systemische Verteilung der Substanz
und nicht durch eine lokale Wirkung verursacht werden. Dies wird bestatigt durch die Wirkung von Chloroform in
der Nase nach oraler Gabe. Nach Schlundsondengabe an F344-Ratten fiir vier Tage oder drei Wochen zeigten sich
Effekte wie neue Knochenbildung und erhohte Zellreplikation in der olfaktorischen Schleimhaut der Ethmoidregion
ab 34 mg Chloroform/kg KG und Tag. Die Effekte an der Leber und Niere waren erst ab 100 mg Chloroform/kg KG und
Tag festzustellen (Larson et al. 1995). Der Pathomechanismus der Knochenverdickung lésst sich tiber eine Degeneration
der Bowmanschen Driisen, welche zu einer Irritation des Periosts fithrt, und nachfolgender Proliferation der Kno-
chenzellen erklaren.

Zum Vergleich von Chloroform mit einem anderen Stoff, der lokal und systemisch an der Nase wirkt, wird eine Unter-
suchung mit Naphthalin nach inhalativer und intraperitonealer Gabe an Sprague-Dawley-Ratten herangezogen. Nach
beiden Verabreichungsformen wurden zellulare Schiddigungen ausschlief8lich in der olfaktorischen Schleimhaut der
Nase beobachtet, die dafiirsprechen, dass eine Schadigung nur nach metabolischer Umsetzung im olfaktorischen Epi-
thel eintritt. Nach inhalativer Aufnahme von Naphthalin war die Schadigung auf den medialen Gang beschrankt, in
dem hauptsachlich der nasale Atemfluss stattfindet. Bereiche mit weniger Luftfluss, etwa die Ethmoturbinalien (Sieb-
beinmuscheln), waren nach inhalativer Exposition nicht betroffen. Im Gegensatz dazu zeigten sich nach systemischer
intraperitonealer Verabreichung Schadigungen auch in den Gebieten der Ethmoturbinalien (Lee et al. 2005). Das nasale
Schadigungsprofil in den Studien von Lee et al. (2005) und Méry et al. (1994) legt somit nahe, dass Chloroform in der
Nase der Ratte nicht am Hauptatemweg wirkt, was fiir eine systemische Wirkung spricht.

Allerdings lassen sich auch Argumente fiir einen lokalen Wirkungsmechanismus fiir die Toxizit4t in der Nase finden.
So zeigen die Toxikokinetikdaten fiir den Nager und den Menschen (siehe Abschnitt 3.1), dass unverdndertes Chlo-
roform nach Inhalation die Atemwege nicht nur nach Einatmung, sondern auch nach Ausatmung passiert. Es ist
anzunehmen, dass Chloroform bei Ein- und Ausatmung durch die metabolischen Enzyme in der Nase zu toxischen
Metaboliten umgesetzt wird und das Nasenepithel schadigen kann. Ein weiterer Hinweis fiir einen lokalen Wir-
kungsmechanismus ist, dass die Effekte an Ratte und Maus nach Chloroforminhalation, wie die Degeneration des
olfaktorischen Epithels (sieche Abschnitt 5.2.1), in das Effektmuster einer lokalen Irritation passen.

Fazit: Fir die toxischen Effekte an der Nase nach Chloroforminhalation konnen sowohl systemische (nach Verteilung
iiber den Blutstrom) als auch lokale (durch direkte Wirkung am Auftreffort) Wirkungsmechanismen verantwortlich
gemacht werden.
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3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Daten zur Toxikokinetik sind bereits in der Begriindung von 1977 und im Nachtrag 1999 (Greim 1999; Henschler 1977)
aufgefiihrt.

B6C3F1-Miuse und Osborn-Mendel-Ratten wurden inhalativ fiir sechs Stunden gegen [**C]-markiertes Chloroform in
Konzentrationen von 10, 89 oder 366 ml/m3 bzw. 93, 356 oder 1041 ml/m? exponiert. Bis 48 Stunden nach der Exposition
wurden von der gesamten aufgenommenen Radioaktivitat (als Chloroform, CO,, in Urin, Faeces und Karkasse) 0,3;
0,5 und 8% von den Mausen und 2, 20 und 42 % von den Ratten abgeatmet. Die wihrend der Exposition abgeatmete
Menge konnte nicht bestimmt werden. Der Grofiteil wurde als CO, abgeatmet, bei den Méusen bereits wihrend der
Exposition. Bei den hoheren Konzentration war der Metabolismus zu CO, limitiert (Corley et al. 1990; Greim 1999).

Der Blut:Luft-Verteilungskoeffizient von Chloroform bei Ratte, Maus und Mensch wird mit 21,3; 20,8 bzw. 7,43 angegeben
(Corley et al. 1990). Das bedeutet, dass bei gleicher duflerer Belastung Ratte und Maus im Vergleich zum Menschen
mehr Substanz ins Blut aufnehmen.

Chloroform wird von Tieren schnell und vollstindig tiber den Gastrointestinaltrakt aufgenommen. Bei der Maus und
der Ratte wurde die Radioaktivitat in der Ausatemluft, den Faeces und der Karkasse bis 48 Stunden nach oraler Appli-
kation untersucht. Bei Maus und Ratte war der grofite Anteil (85 % bzw. 67 %) als [**C]-CO,, gefolgt von unverindertem
Chloroform (6 % bzw. 20 %) in der Ausatemluft messbar. Dagegen wurden von Affen 79 % unverandert abgeatmet, 18 %
als CO,. Mit Urin und Faeces wurden 2-10 % ausgeschieden (WHO 1994). Studien an Probanden zeigen, dass nach
oraler Aufnahme von 500 mg *C-Chloroform innerhalb von acht Stunden 50 % als CO, und bis zu 68 % unverindert
abgeatmet werden. Nach 1,5 Stunden wurden maximale Blutkonzentrationen von 1-5 mg Chloroform/1 erreicht (Fry
et al. 1972). Nach einmaligem Einatmen von 5 mg mit [*Cl] markiertem Chloroform (entspricht 200 ml/m3) als Dampf
und 20-sekiindigem Anhalten der Luft wurde bei Probanden eine Retention von 80 % gemessen. Innerhalb einer Stunde
nach Exposition wurden 10 % der aufgenommenen Radioaktivitat abgeatmet (Greim 1999; Morgan et al. 1970). Eine
dermale Aufnahme von Chloroform beim Menschen ist beschrieben (Borzelleca und Carchman 1982; Greim 1999).

Zwolf mannliche und weibliche Probanden zwischen 18 und 50 Jahren erhielten oral eine Gelatinekapsel mit 500 mg
Chloroform und 1 ml Olivendl. Bei vier Probanden wurden Halbwertszeiten im Blut bestimmt. Die Autoren beschreiben
eine biphasische Elimination mit initialen Halbwertszeiten von 9, 21, 12 und 14 Minuten sowie mit terminalen Halb-
wertszeiten von 96, 92, 86 und 86 Minuten (k.w.A.) (Fry et al. 1972). Es besteht jedoch eine Diskrepanz zwischen der
Abbildung der Konzentrations-Zeit-Verldufe im Blut und den angegebenen Werten fiir die initiale Halbwertszeit.

3.2 Metabolismus

Der Metabolismus von Chloroform (Abbildung 1) ist gut untersucht und bereits im Nachtrag 1999 (Greim 1999) beschrie-
ben. Chloroform wird in der Leber metabolisiert, sowohl auf oxidativem als auch auf reduktivem Wege, abhéingig von
der Substratkonzentration und dem Sauerstoffgehalt in der Zelle. Beim Menschen steht die oxidative Metabolisierung
von Chloroform durch CYP zu Trichlormethanol und weiter durch Dehydrochlorierung zu Phosgen im Vordergrund.
Phosgen reagiert mit Wasser zu HCl und CO, oder bildet instabile Addukte mit biologischen Makromolekiilen. Weiter-
hin kann Phosgen direkt mit Cystein interagieren und 2-Oxothiazolidin-4-carbonséure bilden oder tiber Glutathion
(GSH) detoxifiziert werden. Ein verminderter GSH-Status kann allerdings zur Reaktion der Metaboliten mit Proteinen
fihren.

Unter reduktiven Bedingungen wird Chloroform, ebenfalls durch CYP, zum Dichlormethyl-Radikal metabolisiert,
das entweder zu Dichlormethan abgebaut wird oder mit Fettsduren und Phospholipiden reagiert. Der reduktive
Metabolismusweg ist allerdings in der humanen Leber von untergeordneter Bedeutung, da er nur bei hohen Substrat-
konzentrationen und unter sauerstoffarmen Bedingungen stattfindet. Unter In-vivo-Bedingungen lauft in erster Linie
der oxidative Metabolismus ab (Borzelleca und Carchman 1982).
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Abb.1 Metabolismusschema fir Chloroform (nach WHO 1994)

Einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung toxischer Metaboliten und somit zur Toxizit4t von Chloroform in Leber,
Niere und Nase leistet CYP2E], das vor allem kleine planare Molekiile metabolisiert. In Rattenlebermikrosomen wurde
die Oxidation zu Phosgen bei geringeren Chloroformkonzentrationen durch CYP2E1 und bei hoheren Konzentrationen
von 5 mM vor allem durch die Isoenzyme CYP2B1/2 und 2C11 katalysiert (Docks und Krishna 1976; Gemma et al. 2003;
Greim 1999; Zanger und Schwab 2013). Ein Nachweis von CYP2E1 in der Leber, der Niere und der Nasenschleimhaut
erfolgte auf Protein- und RNA-Ebene (mittels Western- bzw. Northern-Blot) in Sprague-Dawley-Ratten, denen zwei-
mal taglich an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 5 ml Aceton/kg KG mit der Schlundsonde verabreicht wurden. Nach
24 Stunden wurde in allen drei Geweben eine Zunahme an CYP2E1-Protein und CYP2E1-Enzymaktivitat im Vergleich
zu den Kontrollratten festgestellt (Nachweis durch Hydroxylierung von 4-Nitrophenol). Nur in der Nasenschleimhaut
konnte zusétzlich ein statistisch signifikanter Anstieg an CYP2EI-mRNA nachgewiesen werden (Longo und Ingelman-
Sundberg 1993). In humanen Lebermikrosomen fand unter oxidativen Bedingungen bei der Sattigung von CYP2E1 die
Bildung von Phosgen aus Chloroform hauptsachlich durch das Enzym CYP2A6 statt (Gemma et al. 2003; Guengerich
et al. 1991). In humanen Nierenmikrosomen konnte das Protein von CYP2E1 nicht detektiert werden (Amet et al. 1997;
Cummings et al. 2000).

Minnliche Mause haben im Vergleich zu den weiblichen Tieren eine ausgeprigtere Nephrotoxizitit nach Chloroform-
gabe, da sie einen héheren CYP-Gehalt in der Niere aufweisen (Smith et al. 1984). Mittels Immunblot wurde bestétigt,
dass CYP-Isoenzyme, wie CYP2B1, CYP2C6, CYP2E1 oder CYP4A1, bei ménnlichen C57Bl/6 und DBA/2N-Mausen stér-
ker exprimiert wurden als bei weiblichen (Wolf 1991). Dieser Unterschied zeigt sich auch in den in diesem Nachtrag
aufgefiithrten Studien (Abschnitt 5), jedoch nicht bei Ratten, Kaninchen und Meerschweinchen, sodass diese Wirkung
speziesspezifisch zu sein scheint (ATSDR 1997). Im Allgemeinen ist die Regulierung von CYP2E1 komplex und die
Expression von vielfiltigen Faktoren wie Fremdstoffen, Hormonen (v.a. Wachstumshormonen, Testosteron, Schild-
driissenhormone und Insulin) oder auch Krankheiten wie Entziindungen, Ubergewicht und Diabetes beeinflussbar
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(Overton et al. 2008). Fir einen nennenswerten Einfluss von Testosteron spricht, dass mit Testosteron behandelte
weibliche ICR-M&use nach subkutaner Chloroforminjektion eine erh6hte Nierentoxizitét zeigten, wohingegen sich bei
kastrierten mannlichen Mausen keine Nierentoxizitat mehr feststellen liefy (Smith et al. 1984).

3.2.1 Unterschiede im Nasengewebe von Nager und Mensch

Untersuchungen zum Metabolismus im Nasengewebe liegen vor allem fiir Nager vor. Die Daten zur menschlichen
Nasenschleimhaut sind limitiert, was auch auf eine erschwerte Probenahme von humanem Nasengewebe zuriickzu-
fihren ist.

Der unterschiedliche nasale Metabolismus bei Nager und Mensch, der insbesondere auf der unterschiedlichen Enzym-
ausstattung der Nase beruht, wird sowohl durch die Anatomie als auch die Physiologie beeinflusst. Ratte und Maus
sind im Unterschied zum Menschen ausschliefiliche Nasenatmer und, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, nehmen bei
gleicher duflerer Belastung im Vergleich zum Menschen mehr Chloroform ins Blut auf (Corley et al. 1990; Morris et al.
2010). Insgesamt ist somit die Nase des Nagers einer hoheren Konzentration von Chloroform ausgesetzt.

Ein weiterer Unterschied in der Nase von Nager und Mensch ist, dass der Luftstrom iiber das olfaktorische Epithel bei
Ratten ca. 15% betréagt, wihrend es beim Menschen 7% sind (Harkema et al. 2006; Morris et al. 2010).

Die Nasenhohle der Ratte bzw. der Maus ist zu etwa 50 % bzw. 47 % mit olfaktorischem Epithel belegt, wohingegen der
Anteil beim Menschen nur 3 % betréigt. Die Bowmanschen Driisen liegen in der Lamina propria des gesamten olfak-
torischen Epithels. Da die Ratte im Vergleich zum Menschen zu einem deutlich hoheren Prozentsatz olfaktorisches
Epithel besitzt, ist auch der Anteil an Bowmanschen Driisen bei der Ratte im Verhéltnis zum Menschen sichtbar erhéht.
Substanzen, die in diesem Gewebe der Nase Effekte verursachen, sind deshalb fiir die Ratte besonders wirkungsvoll
(Gross et al. 1982; Harkema und Morgan 1996).

Beim Nager besitzt auch das respiratorische Epithel metabolisches Potential, da dieses Gewebe im Unterschied zum
Menschen zusitzlich ein nicht zilientragendes Ubergangsepithel aufweist, welches metabolisch aktiver ist. Das
respiratorische Epithel des Menschen wird deshalb als geringer metabolisch kompetent angesehen als das der Ratte
(Morris et al. 2010).

Im olfaktorischen Epithel ist im Vergleich zum respiratorischen Epithel ein besonders hoher Gehalt an metabolisieren-
den Enzymen enthalten, was in verschiedenen Spezies, wie Javaneraffe (Macaca fascicularis), Hund und Ratte, gezeigt
wurde (Kassinova et al. 1981; Mehta und von Borstel 1982; Scheel und Zimmermann 1981). Neben der Proteinmenge
ist auch die katalytische Aktivitdt der CYP-Enzyme im olfaktorischen Epithel erhoht. Die katalytische Aktivitét der
CYP-Enzyme im Nasenepithel ist sogar hoher als die anderer Gewebe inklusive der Leber (Sarkar 1992). Vermutet
wird, dass dies mit dem Gehalt der NADPH-Reduktase im Zusammenhang steht, dem Enzym, das fiir den Elektronen-
transfer im CYP-Reaktionszyklus verantwortlich und somit geschwindigkeitsbestimmend ist. In einer Untersuchung
an Ratten, Médusen und Hamstern betrug bei allen Spezies das Verhiltnis von NADPH-Reduktase zu CYP im olfak-
torischen Epithel 1:2 bis 1:3 im Vergleich zu 1:11 bis 1:15 in der Leber (Reed et al. 1986). Das fiir die Toxifizierung von
Chloroform relevante Enzym CYP2E1 wurde bei ménnlichen F344-Ratten vor allem in den Bowmanschen Driisen, den
Stiitzzellen des olfaktorischen Epithels, sowie in den zilientragenden Zellen des respiratorischen Epithels und in den
nichtsekretorischen Zellen des Ubergangsepithels nachgewiesen (Reed 1993). Fiir das humane Nasengewebe liegen
bisher keine Untersuchungen vor, die eine Expression von CYP2E1 auf Proteinebene zeigen. Auf Transkriptionsebene
wurde mittels qualitativer Polymerase Chain Reaction in der Nasenschleimhaut humaner Feten CYP2E1 identifiziert
(Zhang et al. 2005). In verschiedenen Studien wurde in der humanen Nasenschleimhaut von Erwachsenen die Gen-
expression von CYP2A6, 2A13, 2C und 3A, nicht aber von CYP2E1 detektiert (Ding und Kaminsky 2003). Fiir CYP2E1 ist
die Korrelation zwischen den Transkriptions- und Proteinlevel gering (Zanger und Schwab 2013). Erklart werden kann
dies durch die kurze Halbwertszeit von CYP2E1 sowie dessen Substratstabilisierung. Bei Anwesenheit von Substrat
wird die Halbwertszeit verlangert und der proteasomale Abbau verhindert.

In einer alteren Studie wurde nur eine geringe Enzymaktivitat von CYP2E1 anhand der Deethylierung von Diethyl-
nitrosamin in der humanen Nasenschleimhaut gemessen (Longo et al. 1989). In einer neueren Studie wurde keine
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Enzymaktivitat von CYP2E1 in humanem Nasengewebe identifiziert. Hierbei wurde die Rate der durch CYP2E1 und
CYP2F2 katalysierten Metabolisierung von Styrol zu Styroloxid an Mikrosomen aus respiratorischem und olfakto-
rischem Gewebe von Ratte, Maus und Mensch getestet. Die Metabolisierungsrate zu Styroloxid lag bei Ratte und Maus
in beiden Geweben in der gleichen Groflenordnung, allerdings war die Rate im olfaktorischen Epithel etwa doppelt
so hoch wie die im respiratorischen Epithel. Weiterhin war die metabolische Umsetzung zu Styroloxid bei Ratte und
Maus im respiratorischen und olfaktorischen Epithel hoher als in der Leber. Im humanen Nasengewebe konnte keine
Umsetzung von Styrol zu Styroloxid detektiert werden (Green et al. 2001).

3.2.2 Fazit

Der Mensch diirfte im Vergleich zum Nager gegeniiber einer metabolischen Aktivierung von Chloroform zu toxischen
Metaboliten in der Nase weniger sensitiv sein. Dies ist mit Unterschieden in der Anatomie und Physiologie der Nase
des Nagers zu erklaren, wodurch flicchtige Stoffe beim Nager in groierem Umfang iiber die Nase aufgenommen werden
und somit auch vermehrt mit der metabolisch aktiven Region, dem olfaktorischen Epithel, in Kontakt kommen, das
dariiber hinaus bei der Ratte einen grofieren Anteil am Nasenepithel ausmacht als beim Menschen. Fiir eine weitaus
starkere Metabolisierung in der Rattennase spricht die hohere Aktivitit von CYP-Enzymen, darunter auch das fur
die metabolische Umsetzung von Chloroform zu Phosgen relevante Enzym CYP2E1 Beim Nager wird die Aktivitat
von CYP2E1 in der Nase sogar hoher als in der Leber angesehen. Da die Ratte im Verhéltnis zum Menschen mehr
Bowmansche Driisen besitzt, ist der Ratte fiir Effekte an diesem Gewebe eine hohere Empfindlichkeit zuzuschreiben.

4 Erfahrungen beim Menschen

4.1 Einmalige Exposition

Hierzu liegen keine neuen Daten vor.

4.2 Wiederholte Exposition

Untersuchungen zu diesem Endpunkt sind in der Begriindung 1977 sowie im Nachtrag 1999 beschrieben (Greim 1999;
Henschler 1977). Weiterhin sind Erfahrungen nach wiederholter Chloroformexposition beim Menschen eingehend im
Bericht der US EPA (2001) dargestellt. Hierbei werden Studien nach einer Exposition gegen Chloroform im Trinkwasser
beschrieben, wobei auf die Koexposition mit anderen Trihalogenmethanen sowie weiteren Desinfektionsmitteln ver-
wiesen wird. Weiterhin wird auf Arbeitsplatzstudien eingegangen, bei denen Angaben zu Chloroformkonzentrationen
fehlen und ebenfalls eine Koexposition mit anderen Chemikalien stattgefunden hat (US EPA 2001). Fiir die Bewertung
der Effekte nach wiederholter Exposition sind die Studien daher nicht geeignet.

4.3 Wirkung auf Haut und Schleimhéaute

Hierzu liegen keine neuen Daten vor.

4.4 Allergene Wirkung

Hierzu liegen keine neuen Daten vor.

4.5 Reproduktionstoxizitat

In einem Ubersichtsartikel (Williams et al. 2018) wurden nach umfangreichen Recherchen 30 Studien zum Zusam-
menhang zwischen reproduktionstoxischen Effekten und Chloroformexposition identifiziert. In 29 Studien wurde die
Exposition iiber selbst berichtete Verhaltensweisen zum Duschen, Baden, Hindewaschen, Gebrauch eines Wasser-
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filters, Menge des Leitungswasserverbrauchs oder regionale Daten zu Chloroformkonzentrationen im Trinkwasser
bestimmt. In einer Studie wurden Chloroformkonzentrationen im Blut mit einem Median von 50,7 ng/1 angegeben. In
etwa der Halfte der 30 Studien wurde kein Zusammenhang zwischen der Chloroformexposition und dem Geburts-
gewicht gefunden. Aufgrund der unzureichenden Expositionserfassung ist eine eindeutige Aussage allerdings nicht
moglich. In 13 von 17 Studien, die den Parameter ,zu klein fiir das Gestationsalter” untersuchten, ergab sich kein sta-
tistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Chloroformexposition und dem fetalen Wachstum. In den anderen
vier Studien fand sich ein marginal statistisch signifikant erhohtes Risiko fiir ,zu klein fir das Gestationsalter” und
hoher Chloroformexposition. Die Autoren geben an, dass wegen der uneinheitlichen Ergebnisse und des Fehlens von
signifikanten Befunden in Studien mit héherer Qualitét beziiglich der analytisch erfassten Chloroformexpositionen,
ein kausaler Zusammenhang zwischen einer Chloroformexposition und einem Effekt auf das fetale Wachstum nicht
ableitbar ist. Ebenso lief3 sich keine Assoziation zwischen Chloroformexposition und Frithgeburten ableiten.

Aus einer Studie ergaben sich Hinweise auf mogliche Assoziationen zwischen einer Chloroformexposition und Defek-
ten der Herzscheidewand oder des Neuralrohres. Jedoch blieben die Befunde ohne klare Dosis-Wirkungs-Beziehung
und wurden auch durch die anderen epidemiologischen Studien nicht unterstiitzt (Williams et al. 2018). Da keine
quantitativen Angaben zur Chloroformexposition in den Studien vorliegen, werden diese fiir die Bewertung der
Reproduktionstoxizitit nicht herangezogen.

4.6 Genotoxizitat

Hierzu liegen keine neuen Daten vor.

4.7 Kanzerogenitat

Hierzu liegen keine neuen Daten vor.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Effekte nach einmaliger inhalativer Aufnahme sind im Nachtrag 1999 (Greim 1999) beschrieben. In der Literatur wird
ein 4-Stunden-LCs,-Wert von 10 500 mg/m® angegeben (ECHA 2019).

5.1.2 Orale Aufnahme

Die oralen LD5-Werte betragen 36 bis 1366 mg/kg KG fiir verschiedene Mausestamme und 894 bis 2000 mg/kg KG fiir
Sprague-Dawley-Ratten. Vergiftungssymptome waren Mudigkeit, verminderter Muskeltonus, Ataxie, Piloarrektion
und Prostration (Greim 1999).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Nach einmaliger Applikation von 1000 oder 4000 mg Chloroform/kg KG okklusiv iiber 24 Stunden wurden nach zwei
Wochen bei zwei Kaninchen dosisabhingig starke degenerative Verdnderungen an den Nierentubuli beobachtet.
Effekte an der Leber zeigten sich nicht (Torkelson et al. 1976).
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5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat

5.2.1 Inhalative Aufnahme

Studien zur chronischen Toxizitat von Chloroform wurden bereits im Nachtrag aus dem Jahr 1999 ausfiihrlich dar-
gestellt (Greim 1999). Chloroform wirkt leber- und nierentoxisch. Unklar war bisher, wie die minimalen Effekte am
olfaktorischen Epithel der Nase zu bewerten sind. Nochmals dargestellt und diskutiert werden im Folgenden Inhala-
tionsstudien, die fiir die Bewertung relevant sind und nach 1999 publizierte Ergebnisse. Weiterhin liegen neue Daten
zu Effekten von Chloroform auf die Nasenhdohle vor.

5.2.1.1 Zwei-Wochen-Studie

Je zehn mannliche und weibliche F344-Ratten und je zehn ménnliche und weibliche BDF1-Mause wurden gegen 0,
500, 1000, 2000, 4000 oder 8000 ml Chloroform/m?® an sechs Stunden pro Tag fiir fiinf Tage pro Woche zwei Wochen
lang exponiert. Alle méannlichen und weiblichen Méuse und Ratten starben ab einer Expositionskonzentration von
2000 ml Chloroform/m?. Bei den tiberlebenden ménnlichen Méusen wurden bei 500 und 1000 ml Chloroform/m3
Nekrosen und zytoplasmatische Basophilie des proximalen Tubulus der Niere und leichte Schwellung und Vakuo-
lisierung der Leber beobachtet. Im olfaktorischen Epithel zeigten sich Atrophie und respiratorische Metaplasie. Bei
diesen Konzentrationen traten bei weiblichen Méausen Nekrosen und Vakuolisierung in der Zentralregion der Leber
sowie Degeneration, Nekrosen und Umstrukturierungen im olfaktorischen und respiratorischen Epithel der Nase
auf. Bei den iiberlebenden weiblichen und mannlichen Ratten der 500-ml/m®- und 1000-ml/m3-Gruppen waren Va-
kuolisierungen im proximalen Tubulus der Niere und in der Zentralregion der Leber zu erkennen. In der Nasenhohle
wurden Abschuppung, Atrophie und Umstrukturierungen im olfaktorischen Epithel sowie Odeme der Lamina propria
beobachtet (Kasai et al. 2002).

5.2.1.2 13-Wochen-Studien

Je zehn ménnliche und weibliche F344-Ratten und je zehn ménnliche und weibliche BDF1-M#use wurden gegen 0, 12,
25, 50, 100 oder 200 ml Chloroform/m? an sechs Stunden pro Tag fiir fiinf Tage pro Woche 13 Wochen lang in einer
Expositionskammer exponiert. Bei den ménnlichen Méusen kam es zu einer hohen Mortalitat kurz nach Beginn der
Exposition (siehe Tabelle 1), vermutlich durch Nekrosen des proximalen Nierentubulus. Alle weiblichen Méuse sowie
alle Ratten iiberlebten die 13-wdchige Expositionszeit. Die histopathologischen Befunde an Leber, Niere und Nasen-
hohle sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 dargestellt.

Tab.1 Mortalitat der BDF1-Méause bei 13-wdchiger Exposition gegen Chloroform (Kasai et al. 2002)

é Q
Tierzahl 10 10
Konzentration (ml/m3)

0 0 0
12 2 (1/1)(1/3) 0
25 9 (8/1)(1/3) 0
50 10 (7/1)(3/2) 0

100 8 (8/1) 0
200 10 (10/1.) 0

1., 2., 3.: Tag der Exposition
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Tabh.2 Histopathologische Befunde bei BDF1-Mausen nach 13-wdchiger Exposition gegen Chloroform (Kasai et al. 2002)

Konzentration (ml/m?)

0 12 25 50 100 200
Tierzahl s) 10 10 10 10 10 10
Q 10 10 10 10 10 10
Nasenhohle
Degeneration des o. E. 3 0 2 5% 7 6" 9**
0 0 0 0 0 0 0
Vergroflerung des Knochens S 0 7 1 0 1 0
0 0 e 10" gr* g g+
Eosinophile Verdnderungen des o. E. S 0 0 0 0 1 0
0 0 e gr g+ g 10%*
Eosinophile Veranderungen des r. E. 3 0 0 0 0 1 0
0 0 g+ g+ e e g
Leber
Schwellung 3 0 0 0 0 0 10**
Q 0 0 0 0 0 0
Zellatypie S 0 0 0 0 0 0
Q 0 0 0 0 10** 10**
Nekrosen S 0 0 0 0 0 0
Q 0 0 0 0 0 10™*
Vakuolisierung s 0 0 0 0 0 0
Q 0 0 0 0 0 2
Niere (proximaler Tubulus)
Tubuldre Nekrose 3 0 7 10** 10** 9** 10**
Q 0 0 0 0 0 0
Degeneration 3 0 2 9% 10™* 8 10
0 0 0 0 0 0 0
Zytoplasmatische Basophilie S 0 8~ 1 0 2 0
0 0 0 0 0 1 0

**p < 0,01 nach Chi-Quadrat-Test
o. E.: olfaktorisches Epithel; r. E.: respiratorisches Epithel

Tab.3 Histopathologische Befunde bei F344-Ratten nach 13-wdchiger Exposition gegen Chloroform (Kasai et al. 2002)

Konzentration (ml/m?3)

0 25 50 100 200 400
Tierzahl 38 10 10 10 10 10 10
Q 10 10 10 10 10 10
Nasenhohle
Mineralisierung s 0 10** 10** 10** 10** 10**
Q 0 10** 10** 10** 10** 10**
Atrophie des o. E. 3 0 7 10** 10** 9** 10**
Q 0 10** 10** 10** 10** 10**
Nekrosen des o. E. 3 0 0 0 0 8** 10**
Q 0 0 0 0 0 1
Leber (zentral)
Ceroidansammlung S 0 0 0 0 0 10**
] 0 0 0 0 8" 10™*
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Tab.3 (Fortsetzung)

Konzentration (ml/m3)

0 25 50 100 200 400
Strukturverfall 3 0 0 0 0 10** 10™*
] 0 0 0 8** 9** 9**
Vakuolisierung 8 0 0 0 0 1 0
Q 0 0 0 0 2 0
Niere (proximaler Tubulus)
Vakuolisierung 3 0 0 0 0 3 4
Q 0 0 0 2 6 5

*p<0,05; **p <0,01 nach Chi-Quadrat-Test
o. E.: olfaktorisches Epithel; r. E.: respiratorisches Epithel

Bei weiblichen Miusen lielen sich in der Nasenhghle ab 12 ml Chloroform/m? Vergroflerung des Knochens und eosi-
nophile Verdnderungen des olfaktorischen und respiratorischen Epithels erkennen. Bei ménnlichen Méusen war in der
Nasenhohle bei 12 ml/m?® eine Knochenvergréfierung zu beobachten, allerdings ohne Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hung. In der Leber kam es bei den mannlichen Tieren zu Schwellungen ab 200 ml/m? und bei den weiblichen Tieren
zeigte sich eine Zellatypie ab 100 ml/m3. In der Niere fanden sich nur bei den mannlichen Tieren Verinderungen. Ab
12 ml Chloroform/m?3 traten tubulire Nekrosen und eine zytoplasmatische Basophilie auf. Signifikante Degenerationen
im proximalen Tubulus waren ab 25 ml/m® nur bei mannlichen Méausen zu beobachten. Bei den mannlichen und weib-
lichen Ratten war der empfindlichste Effekt ab 25 ml Chloroform/m? eine verdnderte Mineralisation sowie Atrophie
des olfaktorischen Epithels. Nur bei den ménnlichen Ratten waren ab 200 ml/m? Nekrosen des olfaktorischen Epithels
erkennbar. In der Leber méannlicher Ratten trat ab 200 ml/m?® und bei weiblichen Ratten ab 100 ml/m?® ein Struktur-
verfall auf. Ceroidansammlungen traten bei mannlichen Ratten ab 400 ml Chloroform/m® und bei weiblichen Ratten
ab 200 ml/m? auf. Die Niere zeigte signifikant verinderte Vakuolisierungen ab 400 ml Chloroform/m? bei ménnlichen
und ab 200 ml/m3 bei weiblichen Tieren (Kasai et al. 2002). Zusammenfassend erwies sich bei Ratten die Nase als
empfindlichstes Organ mit einer LOAEC von 25 ml/m3. Gleichfalls traten bei Midusen Effekte in der Nase und Niere
bei der LOAEC von 12 ml Chloroform/m? auf. Es kann keine NOAEC abgeleitet werden. Auffallend ist bei den Be-
funden in der Nase der Maus ein geschlechtsspezifischer Unterschied im Effektmuster. So sind Degenerationen des
olfaktorischen Epithels nur bei mannlichen Méusen sichtbar, wéhrend Knochenvergréflerungen und eosinophile
Verdnderungen des olfaktorischen und respiratorischen Epithels fast ausschlief3lich bei den weiblichen Mausen auf-
treten. Eine Erklarung hierfiir konnte die hohe Mortalitat kurz nach Beginn der Chloroformexposition der mannlichen
Miuse liefern, wodurch eine Knochenvergréflerung nicht sichtbar wird, da sich dieser Effekt nur bei Tieren mit einer
langeren Lebensdauer zeigt. Bei weiblichen Mausen hingegen kann eine Degeneration des olfaktorischen Epithels
bereits zu einem frithen Expositionszeitpunkt aufgetreten sein, allerdings ist am Ende der Expositionszeit eine Rege-
neration des olfaktorischen Epithels moglich. Hinweise auf eine solche Regeneration zeigen sich in den eosinophilen
Veranderungen. Die Mortalitat der ménnlichen Méause, laut Autoren aufgrund von Nephrotoxizitat verursacht, ist im
Einklang mit der erhohten Sensitivitat der ménnlichen Mause gegeniiber Chloroform und eine daraus resultierende
Nephrotoxizitét (siehe Abschnitt 3.2) (ATSDR 1997).

In einer weiteren Inhalationsstudie wurden je acht ménnliche und weibliche BDF1-M#use gegen 0, 5, 30 oder
90 ml Chloroform/m? fiir sechs Stunden pro Tag an fiinf Tagen pro Woche 13 Wochen lang exponiert. Zusitzlich
wurden ménnliche Mause gegen 1 ml Chloroform/m?® exponiert. Die Nase wurde bei dieser Studie nicht untersucht
(Greim 1999; Templin et al. 1998). Die NOAEC fiir die Leber und Niere der Maus liegt bei 5 m1 Chloroform/m? auf-
grund zentrilobuldrer Schwellungen in der Leber sowie einer signifikanten Zunahme der Zellproliferation und einer
Tubulusregeneration in der Nierenrinde der mannlichen Tiere bei 30 ml Chloroform/m?®.

Je 5-15 weibliche B6C3F1-Mause wurden sechs Stunden pro Tag fiir vier Tage, drei, sechs oder 13 Wochen an fiinf oder
sieben Tagen pro Woche gegen 0,3; 2; 10; 30 oder 90 ml Chloroform/m? exponiert. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der
13-Wochen-Studie dargestellt (Greim 1999; Larson et al. 1996). Aus dieser Studie lasst sich fiir die Leber der Maus eine
NOAEC von 2 ml Chloroform/m? aufgrund der zunehmenden Schwellung und Vakuolisierung der zentrilobuliren
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Hepatozyten und der Nephropathie (vergroferte Nuklei in den proximalen Tubuluszellen und signifikante Zunahme
der Zellproliferation in der Niere) bei 10 ml Chloroform/m? fiir die Maus ableiten. Die Nase blieb ohne Befund. Dies
stellt einen Gegensatz zu der 13-Wochen-Studie an BDF1-Miusen dar (Kasai et al. 2002), in der bei 12 ml Chloroform/m3
bei beiden Geschlechtern Effekte an der Nase beschrieben wurden. Dieser Unterschied kénnte mit einer héheren
Empfindlichkeit der BDF1-Maus erklart werden.

In einer 13-Wochen-Studie wurden weibliche und ménnliche F344-Ratten gegen 0, 2, 10, 30, 90 oder 300 m1 Chloroform/m3
fur sechs Stunden pro Tag an sieben oder fiinf Tagen pro Woche exponiert (Tabelle 10, Greim 1999; Templin et al.
1996). Fiir die Zellproliferation in der Niere ergab sich eine NOAEC von 10 ml Chloroform/m?3. Ab 2 ml/m3 traten
bei kontinuierlicher Exposition in der Nase leichte Schiddigung der Bowmanschen Driisen, respiratorische Metaplasie
(von den Autoren als olfaktorische Metaplasie bezeichnet), Mineralisierung der basalen Lamina und generalisierte
Atrophie der Ethmoturbinalien auf. Daher lasst sich fiir die Nase keine NOAEC, sondern nur eine LOAEC von 2 ml
Chloroform/m? fiir die Ratte ableiten.

5.2.1.3 104-Wochen-Studien

In einer Studie zur Kanzerogenitat und chronischen Toxizit4t auf die Nieren wurden je 50 mannliche F344-Ratten
inhalativ fiir sechs Stunden am Tag an finf Tagen pro Woche 104 Wochen lang exponiert. Weitere Gruppen wur-
den inhalativ und mittels Trinkwassergabe kombiniert gegen Chloroform exponiert. Die abgeschitzte Chloroform-
aufnahme durch Inhalation und Trinkwasseraufnahme ist in Tabelle 4 dargestellt. Im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen war das Kérpergewicht aller exponierten Tiere vermindert. Der Trinkwasserverbrauch sank deutlich
bei allen Tieren, die Chloroform mit dem Trinkwasser verabreicht bekamen. Die Mortalitat war nicht unterschied-
lich. Ausgewihlte Inzidenzen von pra- und nichtneoplastischen Verdnderungen (k. w. A.) sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab.4 Histopathologische Befunde in den Nieren von méannlichen F344-Ratten nach zweijahriger Exposition gegen Chloroform
(Nagano et al. 2006)

Konzentration im Trinkwasser (mg/l)

0 1000
Inhalationskonzentration (ml/m?3) 0 25 50 100 0 25 50 100
Abgeschitze Chloroformaufnahme (mg/kg KG und Tag) 0 20 39 78 45 73 93 135
Tierzahl 50 50 50 50 49 50 50 50
Niere
Atypische tubulare Hyperplasie 1 0 0 0 2 4 79 15:b)0)
Zytoplasmatische Basophilie 0 3 7% 82 92) 26209 350be) 362010
VergréBerter lumuldrer Tubulus 0 3 119 279 28%) 46009 489b0)  49)b)e)
Nukleare Vergréferung im p. T. 0 0 6% 339 0 34900 479b0)  50ab)e)
CPN Schweregrad + 7 219 219 30 219 2009 1390 172b).9
CPN Schweregrad 2+ 16 15 16 10 11 1 2 1
CPN Schweregrad 3+ 26 5 3 2 2 0 0 1

CPN: chronisch progressive Nephropathie; p. T.: proximaler Tubulus

).b). 9 jeweils statistisch signifikant mit p < 0,05 nach dem Chi-Quadrat-Test
% zur unbehandelten Kontrollgruppe

b zur Inhalationskontrollgruppe

9 zu den nur per Inhalation behandelten Gruppen

Weiterhin zeigte sich bei den Gruppen der kombiniert behandelten Tiere eine hohe Inzidenz positiver Glukosebefunde
im Urin (> 80 %), wéihrend die Tiere, die nur inhalativ oder oral behandelt wurden, eine geringere Inzidenz (<15 %)
aufwiesen (Nagano et al. 2006).
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In einer Inhalationsstudie wurde Chloroform in Konzentrationen von 0, 5, 30 oder 90 ml/m? an je 50 ménnliche und
weibliche BDF1-M&use und 0, 10, 30 oder 90 ml/m® an je 50 mannliche und weibliche F344-Ratten fiir sechs Stunden
pro Tag an fiinf Tagen pro Woche 104 Wochen lang verabreicht (Yamamoto et al. 2002). Aufgrund der akuten Toxizitat
in den Vorstudien wurden fiir die Méuse der 30- und der 90-ml/m3-Gruppe die Konzentrationen wie folgt schrittweise
angepasst (siche Tabelle 5).

Tab.5 Expositionsdesign bei Mausen der 104-Wochen-Inhalationsstudie (Yamamoto et al. 2002)

Konzentrationsgruppe

30 ml/m3 90 ml/m?
1. und 2. Woche 5 ml Chloroform/m? 5 ml Chloroform/m?
3. und 4. Woche 10 ml Chloroform/m? 10 ml Chloroform/m?
5. und 6. Woche 30 ml Chloroform/m? 30 ml Chloroform/m?
7. bis 104. Woche 30 ml Chloroform/m? 90 ml Chloroform/m?®

Die Daten aus dieser Studie zur Kanzerogenitit wurden bereits in der Publikation von Matsushima (1994) verdffent-
licht und sind in Greim (1999) ausfiihrlich dargestellt. In der neuen Publikation von Yamamoto (2002) wurden weitere
Daten zu nichtneoplastischen Verdnderungen in Leber und Niere sowie der klinischen Chemie und Urinanalyse ver-
offentlicht (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tab.6 Nicht-neoplastische Befunde in Niere und Leber bei Maus und Ratte nach 104-wdchiger Exposition gegen Chloroform
(Yamamoto et al. 2002)

BDF1-Maus Konzentration (ml/m3)
0 5 30 90
Tierzahl 8 50 50 50 48
Q 50 49 50 48
Leber
Nekrosen zentral 3 0 0 0 3
0 1 0 1 2
Nekrosen fokal 3 1 2 6 2
0 0 0 2 3
Verfettung 3 4 2 6 24
9 0 0 0 6"
Veréanderte Zellfoci 8 10 1** 1** 5
Q 0 1 2 6"
Niere
Zellvergroferungen im proximalen Tubulus & 0 3 43* 42**
0 0 0 0 4
Zytoplasmatische Basophilie
+ 3 33 40 8" 9**
Q 0 4 3 5
2+ 3 7 1 36 34
Q 0 0 0 2
3+ 3 0 0 2 0
0 0 0 0 0
Untypische tubuldre Hyperplasie 8 0 0 11 14**
Q 0 0 0 0
Nekrose im proximalen Tubulus g 0 0 1 2
0 1 0 0 0

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 4 14



[GMS] PUBLISSO® "

MAK-Begriindungen — Chloroform

Tab.6 (Fortsetzung)

F344-Ratte Konzentration (ml/m?®)
0 10 30 90
Tierzahl 3 50 50 50 50
Q 50 49 50 49
Leber
Veréanderte Zellfoci 3 11 16 16 18
Q 15 9 20 26
Niere
Zellvergroflerungen im proximalen Tubulus & 0 0 5* 32**
0 0 0 6 34**
Ausdehnungen des tubuldren Lumens 3 0 0 9* 27
0 0 0 5* 38**
Chronische progressive Nephropathie
+ 3 3 11" 10** 17**
Q 8 19** 27** 15**
2+ 3 6 10 24 14
Q 15 7 5 3
3+ 8 19 15 8 2
0 14 3 3 1
4+ g 19 8 2 1
0 4 2 0 2

*p =< 0,05; **<0,01 nach Chi-Quadrat-Test

Schweregrade zytoplasmatische Basophilie: +: wenige Lasionen in einzelnen Tubuli, 2+: mehr als vier Lasionen in zwei oder mehr Tubuli, 3+:
zahlreiche Lasionen innerhalb der gesamten Sektion

Schweregrad Nephropathie: +: leicht, 2+: mafig, 3+: deutlich, 4+: schwer

Weiterhin erhielt die Kommission fiir die histopathologischen Befunde der Nasenhohle eine persénliche Mitteilung
der Autoren (Nagano und Matsumoto 2019). Eine Berechnung der statistischen Signifikanzen wurde fiir die Effekte
an der Nase von den Autoren nicht vorgenommen (siehe Tabelle 8).

Bei Miusen war nach 104 Wochen ab 5 ml Chloroform/m?® die alkalische Phosphatase (ALP) im Serum signifikant
erhoht, was auf eine beginnende Schidigung der Leber hindeuten kénnte. Bei 90 ml Chloroform/m? waren bei miann-
lichen und weiblichen Méusen statistisch signifikant erhohte Inzidenzen fiir Verfettung und bei weiblichen Méusen
die fiir verdnderte Zellfoci zu erkennen. Die mannlichen Méuse zeigten in der Niere ab 5 ml/m® beginnend und ab
30 ml/m?® statistisch signifikant erhohte Zellvergrofierungen im proximalen Tubulus. Ab 30 ml/m? liefen sich zudem
untypische tubulire Hyperplasien bei den ménnlichen Tieren beobachten. Ab 30 ml Chloroform/m® nahm der Blut-
Harnstoff-Stickstoff-Wert der ménnlichen Méause ab, was auf eine Beeintrachtigung der Nieren hinweist.

Bei mannlichen und weiblichen Mausen kam es mit hoher Inzidenz zu leichten respiratorischen Metaplasien des olfak-
torischen Epithels (43 % der untersuchten Tiere) und leichten Verdickungen der Knochen (75 % der untersuchten Tiere)
ab 5 ml Chloroform/m?®. Beim Vergleich mit der nichsten Konzentrationsgruppe (30 ml Chloroform/m?3) zeigte sich
bei der ménnlichen Maus fur die Wirkung auf das olfaktorische Epithel eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung.
Die Verdickung der Knochen bei ménnlichen Mausen und alle Effekte in der Nase weiblicher Méduse waren bei 30 ml
Chloroform/m3 von geringerer Inzidenz im Vergleich zur Konzentrationsgruppe von 5 ml/m?.
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Tab.7 Ergebnisse der hamatologischen Untersuchung und der Urinanalyse bei M&dusen und Ratten nach 104-wdéchiger Exposition

gegen Chloroform (Yamamoto et al. 2002)

BDF1-Maus Konzentration (ml/m3)
0 5 30 920

Tierzahl 3 33 38 36 35

Q 28 34 24 24
Klinische Chemie
Gesamtprotein (g/dl) 3 5,6 5,8 59 6,1"*

Q 5,5 5,5 5,6 6,0
Triglyceride (mg/dl) 3 83 82 101 80

Q 82 72 81 58**
BUN (mg/dl) 3 25,8 22,5 26,3* 30,8%*

Q 17,2 214 19,3 21,4*
GOT (1U/]) 3 85 58 115 11"

Q 144 148 125 175*
GPT (IU/]) 3 29 16 40 44%

Q 28 47 39 50%*
ALP (IU/]) 3 171 184* 219** 205**

9 264 322 235 303
F344-Ratte Konzentration (ml/m?)

0 10 30 90

Tierzahl 3 27 39 36 38

Q 37 35 40 34
Klinische Chemie
Gesamtprotein (g/dl) 3 6,7 7.1 7,0 6,9

Q 7,0 7.4* 7.3 7,2
Gesamtcholesterol (mg/dl) 3 173 164 153 125**

Q 142 131 135 149
Triglyceride (mg/dl) 3 222 167 146" 87**

Q 191 126 109 94**
Phospholipide (mg/dl) 3 289 268 2417 196™*

Q 280 252 255 271
Kreatinin (mg/dl) 3 0,9 0,6 0,6™* 0,7**

Q 0,5 0,5 0,5 0,5
BUN (mg/d/1) 3 28,6 20,6 18,3** 23,2%*

Q 17,9 18,5 18,5 18,6
GOT (1U/]) 3 67 79 81 98*

Q 128 113 124 144
GPT (IU/]) 3 21 25* 24 26

Q 37 40 39 48
Gamma-GT (IU/]) 3 4 8" 10** 7*

0 4 4 5 6"
LDH (IU/]) 3 164 239 179 311

Q 297 245 239" 344
Urinanalyse
Glukose? 3 0/27 0/39 2/37 29/39**

Q 2/41 8/37* 29/41%* 24/34**

*p=0,05; **p <0,01 mit dem Dunnett-Test fiir klinische Chemie und Chi-Quadrat-Test fiir die Urinanalyse

% Anzahl der Tiere mit positivem Glukosetest/Gesamtzahl der untersuchten Tiere

ALP: Alkalische Phosphatase; BUN: Blut-Harnstoff-Stickstoff; Gamma-GT: Gamma-Glutamyltransferase; GOT: Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase; GPT: Glutamat-Pyruvat-Transaminase; LDH: Laktatdehydrogenase
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Tab.8 Nicht-neoplastische Veranderungen der Nasenhohle bei Maus und Ratte nach 104-wdéchiger Exposition gegen Chloroform

(Nagano und Matsumoto 2019)

BDF1-Maus Konzentration (ml/m3)
0 5 30 90
Tierzahl 3 50 50 50 48
Q 50 49 50 48
Nasenhohle
Verdickung der Knochen
leicht g 0 49 37 41
Q 0 37 32 33
maBig 8 0 0 0 1
0 0 0 0 1
deutlich 3 0 0 0 0
Q 0 0 0 0
schwer 8 0 0 0 0
Q 0 0 0 0
Respiratorische Metaplasie des o.E.
leicht 3 12 15 20 21
Q 4 21 14 25
maBig 3 0 0 0 0
0 0 0 0 0
deutlich 3 0 0 0 0
9 0 0 0 0
schwer 3 0 0 0 0
0 0 0 0 0
F344-Ratte Konzentration (ml/m?)
0 10 30 90
Tierzahl 3 50 50 50 50
Q 50 49 50 49
Nasenhohle
Verdickung der Knochen
leicht 3 0 35 44 33
9 0 39 40 25
mafig 3 0 0 0 5
Q 0 0 3 3
deutlich 3 0 0 0 0
0 0 0 0 0
schwer 8 0 0 0 0
Q 0 0 0 0
Respiratorische Metaplasie des o.E.
leicht g 0 29 19 8
0 0 29 27 15
maBig 38 0 11 22 16
0 0 14 10 1
deutlich 3 0 2 7 19
Q 0 0 10 17
schwer 8 0 0 2
Q 0 0 1 1

keine Signifikanzberechnung angegeben

o0.E.: olfaktorisches Epithel
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Die Leber der weiblichen und ménnlichen Ratten zeigte keine statistisch signifikante Veranderung. Die Glutamat-
Pyruvat-Transaminase und die Gamma-Glutamyltransferase waren signifikant erhoht, jedoch ohne klare Konzen-
trations-Wirkungs-Beziehung. Aufgrund der hohen Anzahl lebergeschéadigter Tiere der Kontrollgruppe waren die
Lebereffekte im unteren Konzentrationsbereich schwer zu bewerten und fraglich substanzbedingt. Bei weiblichen
Ratten war Glukose im Urin ab 10 ml Chloroform/m? erhéht, was auf eine verringerte Aufnahme von Glukose iiber
die Nierentubuli und somit auf eine Schidigung der Nieren hindeutete. Bei beiden Geschlechtern zeigte sich die
rattentypische chronische progressive Nephropathie (CPN) ab 10 ml Chloroform/m?®. Dieser Effekt ist fiir die Bewer-
tung nicht bedeutsam, da er nicht als humanrelevant angesehen wird (Hard et al. 2009). Ab 30 ml Chloroform/m? waren
bei weiblichen und ménnlichen Ratten eine signifikante Zunahme der Zellvergréflerung im proximalen Tubulus und
eine Ausdehnung des tubuldren Lumens zu erkennen. Bei den Kontrolltieren traten diese Effekte nicht auf.

Die Nasen der Ratten der Kontrollgruppen waren ohne Befund. Im Gegensatz dazu kam es schon ab 10 ml Chloroform/
m?® bei beiden Geschlechtern mit hoher Inzidenz zu einer leichten Verdickung der Knochen sowie einer respiratori-
schen Metaplasie des olfaktorischen Epithels (Nagano und Matsumoto 2019; Yamamoto et al. 2002).

Der empfindlichste Endpunkt dieser 104-Wochen-Studie ist bei Ratte und Maus die Nase aufgrund leichter respirato-
rischer Metaplasien des olfaktorischen Epithels und leichter Verdickungen der Knochen mit hoher Inzidenz. Da diese
Effekte bereits bei der geringsten eingesetzten Konzentration auftraten, ist fiir beide Spezies keine NOAEC, sondern
nur eine LOAEC ableitbar. Fiir die Ratte ergibt sich damit eine LOAEC von 10 ml Chloroform/m?® und fiir die Maus
eine LOAEC von 5 ml Chloroform/m3.

Auffallend ist bei Ratte und Maus, dass die Knochenverdickung in der Nase bereits bei der geringsten eingesetzten
Konzentration mit einer hohen Inzidenz auftritt, ihr Schweregrad jedoch mit steigender Konzentration nicht zunimmt.
Der Pathomechanismus der Knochenverdickung lésst sich iiber eine Degeneration der Bowmanschen Driisen, welche
zu einer Irritation des Periosts fithrt, und nachfolgender Proliferation der Knochenzellen erklaren. Fir die Ratte ist
beschrieben, dass diese fiir Schadigungen an den Bowmanschen Driisen besonders empfindlich ist (siehe Abschnitt
3.2). Daraus folgt, dass die Verdickung der Knochen einen Effekt darstellt, fiir den die Ratte im Vergleich zum Menschen
besonders empfindlich ist.

Die respiratorische Metaplasie, die iiber eine Degeneration der Bowmanschen Driisen, aber auch allein durch eine
Reizwirkung ausgelost werden kann, ist bei der Maus ohne Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Bei der Ratte nimmt
der Schweregrad mit der Konzentration zu.

5.2.1.4 Gesamtfazit

Die relevanten Ergebnisse der histopathologischen Untersuchungen von Leber, Niere und Nase nach inhalativer 13-
bzw. 104-wochiger Chloroformexposition von Maus und Ratte sind in den Tabellen 9 und 10 gegeniibergestellt. In
diesen Studien ergibt sich bei beiden Spezies als sensitivstes Organ die Nase. Fiir die Ratte ldsst sich nach 13-wochiger
Exposition eine LOAEC von 2 ml Chloroform/m? ableiten (Templin et al. 1996). Bei den Effekten handelt es sich um eine
leichte Schadigung der Bowmanschen Driisen, respiratorische Metaplasie im olfaktorischen Epithel, Mineralisierung
der basalen Lamina und generalisierte Atrophie der Ethmoturbinalien. Bei der Bewertung dieser Befunde ist zu be-
riicksichtigen, dass es sich hierbei um eine kontinuierliche Exposition handelt, wobei die Tiere keine Zeit hatten, sich
zu erholen. Ein Vergleich zwischen Studien mit einem 5-Tage-pro-Woche-Rhythmus und mit einem 7-Tage-pro-Woche-
Rhythmus lasst erkennen, dass bei kontinuierlicher Exposition die Effekte immer starker waren. Studien mit einem
fur den Arbeitsplatz relevanteren Expositionsrhythmus von fiunf Tagen pro Woche sind deshalb besser geeignet fiir
die Ableitung eines Arbeitsplatzgrenzwertes. Ebenso ist die 2-Jahre-Studie an der Ratte mit einer LOAEC von 10 ml
Chloroform/m? bzw. bei der Maus mit einer LOAEC von 5 ml Chloroform/m? relevant (Yamamoto et al. 2002). In
dieser traten respiratorische Metaplasie und Knochenverdickung in der Nase von Ratten und Méusen auf. Dabei ist
die respiratorische Metaplasie fiir die Bewertung relevanter, da der Mensch fiir die Verdickung der Knochen wohl
weniger sensitiv ist (Abschnitt 3.2). Fur die Ratte ist die Metaplasie aufgrund einer erkennbaren Konzentrations-Wir-
kungs-Beziehung plausibler als fiir die Maus.
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Tab.9 Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung der Leber, Niere und Nase bei der Maus nach 13- und 104-wdchiger

inhalativer Exposition gegen Chloroform

Konzentration Dauer
Tierstamm
Literatur
13 Wochen, 5 d/Wo 13 Wochen, 7 d/Wo 13 Wochen, 5 d/Wo 104 Wochen, 5 d/Wo
B6C3F1-Maus B6C3F1-Maus BDF1-Maus BDF1-Maus
Larson et al. 1996 Larson et al. 1996 Kasai et al. 2002 Nagano und Matsumoto
20199, Yamamoto et al.
2002
0 ml/m3 Leber: Schwellung Leber: Schwellung Leber, Niere, Nase: 0.B. Leber: @ zentrale Nekrose
u. Vakuolisierung u. Vakuolisierung (1/50),
der zentrilobuldren der zentrilobuldren 8 Verfettung (4/50),
Hepatozyten (@ 1/15, S: 1,0; Hepatozyten (@ 1/15, S: 1,0; verdnderte Zellfoci (10/50),
3 5/15, S: 1,0), 3 5/15, S: 1,08), fokale Nekrosen (1/50),
Niere: 0.B,, Niere: 0.B,, Niere: @ tubuldre Nekrose
Nase: 0.B. Nase: 0.B. (1/50), & zytoplasmatische
Basophilie (40/50),
Nase: @ leichte resp.
Metaplasie des o.E. (4/50),
3 leichte resp. Metaplasie
des 0.E. (12/50)
0,3 ml/m? n.u. Leber: Schwellung n.u. n.u.
u. Vakuolisierung
der zentrilobularen
Hepatozyten (@ 1/15, S: 1,0;
3 4/15,5: 1,5)
2 ml/m3 n.u. Leber: NOAEC, n.u. n.u.
Schwellung u.
Vakuolisierung der
zentrilobuldren
Hepatozyten (Q 5/14, S: 1,4;
d 5/14, S: 1,0),
Niere: 0.B.,
Nase: 0.B.
5 ml/m? n.u. n.u. n.u. Leber: NOAEC,

Q verinderte Zellfoci
(1/49), 3 Verfettung (2/50),
verdnderte Zellfoci (1/50),
fokale Nekrosen (2/50),
Niere: NOAEC,
zytoplasmatische
Basophilie (@ 4/49; 3 41/50),
3 Zellvergréfierung im
proximalen Tubulus (3/50),
Nase: LOAEC,

leichte resp. Metaplasie
des 0.E. (9 21/49; 8 15/50),
leichte Verdickung der
Knochen (@ 37/49; 3 49/50)
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Tab.9 (Fortsetzung)
Konzentration Dauer
Tierstamm
Literatur

13 Wochen, 5 d/Wo
B6C3F1-Maus
Larson et al. 1996

13 Wochen, 7 d/Wo
B6C3F1-Maus
Larson et al. 1996

13 Wochen, 5 d/Wo
BDF1-Maus
Kasai et al. 2002

104 Wochen, 5 d/Wo
BDF1-Maus

Nagano und Matsumoto
20199, Yamamoto et al.
2002

10 ml/m?® bzw.

12 ml/m? (Kasai et al.

2002)

25 ml/m? (Kasai et al.

2002)
bzw. 30 ml/m3

Leber: LOAEC,
Schwellung u.
Vakuolisierung der
zentrilobuldren
Hepatozyten (@ 2/13, S: 1,0;
3 4/13,S: 1,5),

Niere: LOAEC,

& Nephropathie (1/13, S:
1,0), vergroferte Nuklei in
PCT, sig. T Zellproliferation
in C (LL 7,6 + 3,0; Kontrolle:
1,6 £ 0,6) und M (LI: 1,6 £
0,8; Kontrolle: 0,8 + 0,3),
Nase: 0.B.

n.u.

Leber: Schwellung

u. Vakuolisierung

der zentrilobuldren
Hepatozyten (Q 4/14, S: 2,0;
38 5/15, S: 1,0),

Niere: & vergroflerte
Nuklei in PCT,

Nase: 0.B.

Leber: @ Schwellung

u. Vakuolisierung

der zentrilobuldren
Hepatozyten (10/15, S: 1,2),
3 wie @ (12/12, S: 1,2),
Niere: 8 Nephropathie
(11/12, S: 1,0), vergroflerte
Nuklei in PCT, sig. T
Zellproliferation in C (LI:
2,4 + 1,2; Kontrolle: 0,8 +
0.3),

Nase: 0.B.

Leber: 0.B.,

Niere: LOAEC,

sig. tubuldre

Nekrose (3 7/10),
Degeneration (3 2/10),

sig. zytoplasmatische
Basophilie (8 8/10),

Nase: LOAEC,
Degeneration des o0.E.

(8 2/10), sig. Vergrofierung
des Knochens (3 7/10;

Q 7/10), sig. eosinophile
Verdnderungen des o.E.

(@ 7/10) bzw. des r.E. (9 8/10)

Leber: 0.B.,

Niere: sig. tubulare
Nekrose (3 10/10), sig.
Degeneration (3 9/10),
zytoplasmatische
Basophilie (8 1/10),
Nase: sig. Degenerierung
des o.E. (8 5/10),
Vergroflerung des
Knochens (3 1/10; sig.

@ 10/10), sig. eosinophile
Verdnderungen des o.E.
(@ 9/10) bzw. des r.E. (¢ 8/10)

n.u.

Leber: @ zentrale u.
fokale Nekrose (1/50 bzw.
2/50), veranderte Zellfoci
(2/50), & Verfettung (6/50),
verinderte Zellfoci (1/50),
fokale Nekrosen (6/50),
Niere: zytoplasmatische
Basophilie (@ 3/50; & 46/50),
8 sig. T Zellvergrofierung
im proximalen Tubulus
(43/50), sig. T untypische
tubuldre Hyperplasie
(11/50), tubuldre Nekrose
(1/50),

Nase: leichte resp.
Metaplasie des o. E.

(@ 14/50; & 20/50), leichte
Verdickung der Knochen
(@ 32/50; & 37/50)

¥ keine Signifikanzberechnung in Publikation angegeben
C: Cortex; LI: Labeling Index; M: Medulla; n. u.: nicht untersucht; o.B.: ohne Befund; o.E.: olfaktorisches Epithel; PCT: proximale Tubuluszellen
in der Nierenrinde; r.E.: respiratorisches Epithel; resp.: respiratorisch; S: Schweregrad mit 1: minimal, 2: leicht, 3: maflig, 4: schwer; sig.: signi-

fikant
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Tab.10 Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung der Leber, Niere und Nase bei der Ratte nach 13- und 104-wdchiger Ex-
position gegen Chloroform

Konzentration Dauer
Tierstamm
Literaturquelle
13 Wochen, 5 d/Wo 13 Wochen, 7 d/Wo 13 Wochen, 5 d/Wo 104 Wochen, 5 d/Wo
F344-Ratte F344-Ratte F344-Ratten F344 Ratte
Templin et al. 1996 Templin et al. 1996 Kasai et al. 2002 Nagano und Matsumoto
2019%; Yamamoto et al.
2002
0 ml/m? Leber: Schadigung (9 S”:  Leber: Schiadigung Leber, Niere, Nase: 0.B.  Leber: verinderte Zellfoci
0,1; 1/15; 3 SP: 0,1; 1/15), (9 SP:0,1; 1/15; 3 SP 0,1; (9 15/50; & 11/50),
Niere: Schadigung (@ SP: 1/15), Niere: 0.B.9,
0.4; 6/14; 3 SP: 0,6; 8/14), Niere: Schidigung (@ SP: Nase: 0.B.
Nase: 0.B. 0,4; 6/14; 3 SP: 0,6; 8/14),
Nase: 0.B.
2 ml/m? n.u. Leber: Schiadigung (2 SP:  n.u. n.u.
0,1; 1/15; 3 SP: 0,2; 3/15),
Niere: Schidigung (@ SP:
0,7; 10/15; 3 SP: 0,8; 10/15),
Nase: LOAEC,
Schidigung (3 SP: 1,1;
10/10), @ wie & (k.w.A.)
10 ml/m? n.u. Leber: 0.B,, n.u. Leber: verinderte Zellfoci
Niere: NOAEC, (9 9/49; & 16/50),
Schidigung (9 SY: 0,7; Niere: NOAEC,
10/15; & SP%: 0,5; 7/15), Nase: LOAEC,
Nase: Schiadigung (3 SP: leichte Verdickung der
2,0; 10/10), Knochen (9 39/49, & 35/50),
T Zellproliferation* (ULLI: resp. Metaplasie des o.E.
4-fach iiber Kontrolle), (@ leicht 29/49, méaBig 14/49;
Q wie 8 (k.w.A) & leicht 29/50, maBig 11/50,
deutlich 2/50)
25 ml/m3 (Kasai et al. Leber: 0.B., Leber: Schiadigung (8 SY:  Leber: 0.B., Leber: veranderte Zellfoci
2002) bzw. 30 ml/m? Niere: LOAEC, 0,1; 2/15), Niere: 0.B., (@ 20/50; 3 16/50),
@ Schidigung (SP: Niere: Schiadigung (2 SP:  Nase: LOAEC, Niere: @ Zellvergréfierung
1,8; 13/13), T nicht sig. 0,8; 12/15, 3 SP: 0,6; 9/14), sig. Mineralisierung im proximalen Tubulus
Zellproliferation in C (LI: T Zellproliferation® in C (@ 10/10**; & 10/10™*), sig. (@ 6/50%; 8 5/50%),
2-fach uiber Kontrolle), (@ LI: 3-fach uber Kontrolle; Atrophie des 0.E. (¢ 10/10**; Ausdehnung des tubuldren
& Schadigung (SP:0,1; & LI: 2-fach tiber Kontrolle), & 7/10**) Lumens (@ 5/50%; 3 9/50%),
2/15), Nase: Schiadigung (3 SP: Nase: Verdickung der
Nase: LOAEC, 2,0; 10/10), Knochen (@ leicht 40/50,
& Schadigung (S":1,8;8/8) 1 Zellproliferation™ (ULLI: maBig 3/50; & leicht 44/50),
T Zellproliferation® (ULLL:  4-fach iiber Kontrolle), resp. Metaplasie des o0.E.
2-fach tiber Kontrolle), Qwie 8 (k.w.A)) (@ leicht 27/50, maflig 10/50,
Q wie 8 (k.w.A.) deutlich 10/50, schwer 1/50;

& leicht 19/50, méaBig 22/50,
deutlich 7/50, schwer 2/50)

*p=0,05; **p<0,01

4 keine Signifikanzberechnung in Publikation angegeben

b Mittelwert iiber die ganze Gruppe betroffener Tiere. Niere: Vakuolisierungen der proximalen Tubulusepithelzellen, vergrofierte proximale
Tubuluszellkerne, pyknotische (verdichtete) proximale Tubuluszellkerne sowie vereinzelt Tubuluszellnekrosen; Leber: Vakuolisierung der
Hepatozyten, degenerative Verdnderungen in den Hepatozyten und Nekrose der Hepatozyten; Nase: Schadigung der Bowmanschen Driisen
von Odemen bis zum Verlust der Driise, olfaktorische Metaplasie, Mineralisierung der basalen Lamina, generalisierte Atrophie der Ethmo-
turbinalien

ohne Befund mit Ausnahme der nicht humanrelevanten chronischen progressiven Nephropathie

C: Cortex; LI: Labeling Index; n.u.: nicht untersucht; o.B.: ohne Befund; resp.: respiratorisch; S: Schweregrad der Schiadigung mit 0: innerhalb
der ublichen Grenzen, 1: minimal, 2: leicht, 3: méaflig, 4: schwer; sig.: statistisch signifikant; ULLI: unit length labeling index

C
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5.2.2 Orale Aufnahme

Die Wirkung von Chloroform nach oraler Gabe ist in Greim (1999) ausfithrlich dargestellt. Bei Ratten wurde ein
NOAEL von 3,5 mg/kg KG und Tag nach 3-wochiger Applikation von Chloroform mit dem Trinkwasser ermittelt, bei
Miusen einer von 10 mg/kg KG und Tag per Schlundsondengabe. Fiir die Beurteilung der Ergebnisse der Inhalations-
experimente ist es von Bedeutung, dass bei der Ratte nach Verabreichung von 34 mg Chloroform/kg KG und Tag per
Schlundsonde Nasenlasionen beobachtet wurden (Greim 1999; Larson et al. 1995). Es liegen keine neuen relevanten
Daten vor.

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

5.3.1 Haut

Chloroform wirkt irritierend an der Haut von Kaninchen (Greim 1999). Es liegen keine neuen relevanten Daten vor.

5.3.2 Auge

Chloroform wirkt irritierend am Kaninchenauge (Greim 1999). Es liegen keine neuen relevanten Daten vor.

5.3.3 Allergene Wirkung

Im Datenbestand der ECHA ist ein negativer Local Lymph Node Assay (LLNA) an weiblichen CBA/J-Mausen mit einer
10%igen Zubereitung in Aceton/Olivendl (4:1) aufgefithrt. Der fiir diese Konzentration ermittelte Stimulationsindex
betrug 2,48 (ECHA 2019).

Der ebenfalls im ECHA-Datenbestand aufgefithrte Maximierungstest ist fiir die Bewertung nicht heranziehbar, da
bei den fiinf zur intradermalen und topischen Induktion mit unverdiinntem Chloroform behandelten Tieren und den
drei Kontrolltieren gleichartige Reaktionen beobachtet wurden (ECHA 2019).

Mit einem Chloroform/Methanol-Gemisch (2:1) wurde in einer alteren Untersuchung mit dem LLNA ein positives
Resultat erzielt. Nach dreimaliger Applikation des unverdiinnten Gemisches wurden in zwei Experimenten Stimu-
lationsindices in Hohe von 8,5 bzw. 10,2 ermittelt. In dieser Untersuchung wurden aber auch mit mehreren anderen
irritativen Stoffen (z.B. Oxalsdure und Natriumdodecylsulfat) positive Ergebnisse erzielt (Montelius et al. 1994).

5.4 Reproduktionstoxizitat

5.4.1 Fertilitat

Eine Multigenerationenstudie an ICR-Mausen mit oraler Chloroformgabe ist ausfithrlich im Nachtrag von 1999
(Greim 1999) beschrieben. In der hochsten Dosisgruppe von 5 mg Chloroform/ml Trinkwasser (entspricht 1000 mg
Chloroform/kg KG und Tag bei 6 ml Trinkwasserverbrauch pro Tag und 30 g KG) traten bei allen F1- und F2-Tieren
statistisch signifikante Effekte auf die Fortpflanzung, wie Reduktion der Fertilitit, Wurfgrofie sowie Gestations- und
Lebensfahigkeit, auf. Gleichzeitig war die Mortalitat erh6ht und die Kérpergewichtsentwicklung verzégert (WHO
1994).

Zur Fertilitét sind drei weitere Studien verfuigbar, die bislang noch nicht in den verschiedenen Nachtrigen enthalten
sind und deshalb im Folgenden dargestellt werden.

In einer Studie mit kontinuierlicher Verpaarung erhielten ménnliche und weibliche CD-1 Méuse (20 Paare pro Dosis-
gruppe, 40 Paare in der Kontrollgruppe) mittels Schlundsonde 6,6; 16 oder 41 mg Chloroform/kg KG und Tag. Als
Loésungsmittel und Kontrollsubstanz diente Maiskeim6l. Die FO-Tiere wurden taglich fiir insgesamt 18 Wochen
exponiert (eine Woche vor der Verpaarung, 14 Wochen Verpaarungszeit und drei Wochen nach der Verpaarung).
Die F0-Tiere wurden auf klinische Zeichen, Kérpergewicht, Trinkwasserverbrauch, Fertilitat (Anzahl der Nachkom-
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men generierenden Paare/Anzahl der Zuchtpaare), Wurfgréfie, Lebendtiere pro Wurf und Verteilung der tiberleben-
den Nachkommen untersucht, die Nachkommen auf Geschlecht und Gewicht unmittelbar nach der Geburt. In der
F1-Generation wurden nur die Tiere der Kontrollgruppe und der héchsten Dosisgruppe so weiter behandelt wie ihre
Eltern. Die Dosierung der Fi-Tiere startete am Postnataltag 22, nachdem der letzte Wurf geboren und die Tiere ent-
wohnt waren. Die ménnlichen und weiblichen F1-Tiere verschiedener Wiirfe derselben Behandlungsgruppe wurden
fur sieben Tage verpaart. Die Tiere der F1-Generation wurden auf die gleichen Endpunkte der Fertilitat untersucht
wie die FO-Tiere. Nach der Geburt wurden die Tiere der F1-Generation getotet und auf Organgewichte, Kérpergewicht,
Spermienmotilitat der Nebenhoden, Spermienmorphologie, Spermiengehalt und Estruszyklus untersucht. Weiterhin
wurde eine pathologische Untersuchung von Hoden, Nebenhoden, Eierstocken sowie von Leber, Lunge, Niere und
der Schilddriise durchgefiihrt. In der FO-Generation lief sich kein substanzbedingter Effekt beobachten. Bei den F1-
Tieren, die Chloroform erhielten, traten folgende Befunde auf: Bei den weiblichen Tieren nahm das Kérpergewicht
ab der 31. Woche signifikant starker zu, Fertilitatsindex, Anzahl der weiblichen Nachkommen pro Wurf und gesamte
Wurfgrofle waren statistisch signifikant erhoht. Bei weiblichen Tieren waren die absoluten und relativen Leberge-
wichte statistisch signifikant erhoht und es lieflen sich akzentuierte lobuldre Musterungen in der Leber bei 13 Tieren
(1 Kontrolltier) erkennen. Es kam bei allen weiblichen Tieren zu zentrilobuldren Degenerationen der Hepatozyten.
Bei den méannlichen Tieren waren eine statistisch signifikante Zunahme des Gewichtes des rechten Nebenhodens
(absolut und relativ) festzustellen und bei 8 von 20 Tieren (3 von 20 Tieren der Kontrollgruppe) minimale bis leichte
vakuolare Degenerationen im Epithel des Nebenhodengangs. Der NOAEL fiir Fertilitat liegt bei 41 mg/kg KG und Tag,
der hochsten Dosis (NTP 1988).

In einer modifizierten Multigenerationenstudie an zehn ménnlichen und 30 weiblichen ICR-Swiss-Mausen wurde
Chloroform in Konzentrationen von 0,1; 1 oder 5 mg/ml Trinkwasser verabreicht. Nach 35 Tagen wurden je eine
mannliche FO-Maus mit je drei weiblichen FO-Mé&usen fiir sieben Tage verpaart. Zwei Wochen nach Entwéhnung
der Fla-Nachkommen wurden die FO-M&use zur Generierung der Flb-Generation verpaart. Die Generierung der
Flc-Generation wurde nach demselben Schema durchgefiihrt. Zusatzlich wurden fiir eine integrierte Teratogeni-
tatsstudie weibliche Mause der F1b- und FO-Generation mit unbehandelten ménnlichen Méusen zur Gewinnung der
F2-Generation verpaart. Mit Ausnahme der Fib-Generation wurde bei allen Nachkommen sowie bei allen adulten
Tieren nach der Entwéhnung eine Nekropsie durchgefiihrt. Bei der Hochdosisgruppe der F0- und F1b-Generation
bestand eine signifikante maternale Toxizitat. Effekte auf die Fertilitat, die Wurfgrofie, den Gestationsindex und
das postnatale Uberleben waren nur in der héchsten Dosisgruppe bei gleichzeitig auftretender maternaler Toxizi-
tat zu beobachten. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Effekte in der Teratogenitatsstudie (Borzelleca und
Carchman 1982). In der nicht nach giiltigen Standards durchgefithrten Studie sind erhebliche Méngel bei Methoden-
und Ergebnisdarstellung vorhanden.

Jeweils fiinf (C57B1/C3H)F1-Méause wurden inhalativ fiir je vier Stunden an fiinf Tagen gegen 0, 400 oder 800 ml Chlo-
roform/m? exponiert. Die Morphologie der Nebenhodenspermien wurde 28 Tage nach der Exposition untersucht. Die
Anzahl der abnormalen Spermien war mit 3,48 + 0,66 bzw. 2,76 + 0,31 nach Chloroforminhalation statistisch signifikant
erhoht (Land et al. 1981). Die Anzahl der Spermien sowie der Anteil beweglicher Spermien wurden nicht ermittelt.
Daher wird die Studie nicht zur Bewertung herangezogen.

Fazit: Effekte auf die Fertilit4t traten nur bei hohen Dosierungen von ca. 1000 mg Chloroform/kg KG und Tag bei
gleichzeitiger Maternaltoxizitat auf.

5.4.2 Entwicklungstoxizitat

Studien zur Entwicklungstoxizitat sind ausfithrlich im Sammelkapitel MAK-Werte und Schwangerschaft von 1989
(Henschler 1989) sowie im Nachtrag von 1999 (Greim 1999) beschrieben. Neue Informationen liegen nicht vor.

In zwei pranatalen Entwicklungstoxizitatsstudien (eine davon nach OECD-Priifrichtlinie 414) mit inhalativer Ganz-
kérperexposition an Wistar-Ratten hatte Chloroform bei bzw. ab 30 ml/m?® Retardierungen in Form von verringer-
tem Korpergewicht und reduzierter Scheitel-Steifl-Lange zur Folge. Gleichzeitig trat bereits Maternaltoxizitat wie
erniedrigte Korpergewichtszunahme sowie reduzierte Futteraufnahme auf. Die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitat

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 4 23



[GMS] PUBLISSO® "

MAK-Begriindungen — Chloroform

betrug 10 ml/m? (Hoechst AG 1988, 1990 a, b). Die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit von 10 ml/m?® wurde anhand der
Originalstudien bestatigt.

Bei einem anderen Rattenstamm (Sprague Dawley) kam es in einer validen Studie mit inhalativer Ganzkorperexpo-
sition bei 100 ml/m? zu externen Fehlbildungen, wie verkiirzte oder fehlende Schwénze und nicht angelegte Anusofi-
nungen, und skelettalen Fehlbildungen (fehlende Rippen) in drei Wiirfen. Die NOAEC fiir diese Effekte lag bei 30 ml/m?
(Schwetz et al. 1974). Diese Studie wird als valide angesehen. Bei den Feten wurden bei 30 ml/m? ein erniedrigtes
Korpergewicht/Wurf und eine leicht verkiirzte Scheitel-Steif3-Lange festgestellt, wobei beide Effekte nicht konzen-
trationsabhingig auftraten. Die leicht verkiirzte Scheitel-Steif}-Lange konnte auch mit der bei dieser Konzentration
auftretenden hochsten Wurfgréfie zusammenhéngen. Bei 100 ml/m? kam es in drei Wiirfen zu Fehlbildungen, die als
Hinweis auf Teratogenitit zu werten sind.

5.5 Genotoxizitat

Daten zur Genotoxizitat sind umfassend in den Nachtrigen von 1999 und 2003 dargestellt (Greim 1999, 2003). In diesem
Nachtrag wird die bisherige Datenlage zusammengefasst und durch neue Studien erginzt. Studien, die vor 2003
verdffentlicht wurden und noch nicht in den bisherigen Nachtridgen aufgefithrt sind, werden nur dann ausfiihrlich
dargestellt, wenn deren Ergebnis im Widerspruch zu der bisherigen Einschétzung steht.

5.5.1 Invitro

In einem bereits in Greim (1999) aufgefithrten Rec-Assay mit Bacillus subtilis ergab Chloroform unter Zusatz eines
metabolischen Aktivierungssystems ein negatives Ergebnis (Kada 1981), in einem weiteren ein positives wobei die
Flichtigkeit der Testsubstanz im Studiendesign beriicksichtigt wurde (Matsui et al. 1989). Wichtige Untersuchungs-
details, wie die Chloroformkonzentration, bei der die Schadigung auftrat, oder Angaben zur Reinheit fehlen, sodass
die Aussagekraft dieser Untersuchung stark eingeschrankt ist.

Ein Test auf Induktion der SOS-Antwort in Salmonella typhimurium TA1536/pSK1002 (umu-Test) wurde nach 2-, 4-,
6- und 20-stiindiger Inkubation mit Chloroform mit und ohne Zugabe eines metabolischen Aktivierungssystems
durchgefiithrt. Chloroform zeigte bei 1000 mg/1 nach sechs Stunden ohne den Zusatz von S9-Mix sowie nach 20 Stunden
mit dem Zusatz von metabolischer Aktivierung ein positives Ergebnis. Angaben zur Reinheit und zum Lésungsmittel
fehlen (Ono et al. 1991). Chloroform ist erst bei sehr hoher Konzentration positiv, wobei anhand der untersuchten
Wachstumskurven davon auszugehen ist, dass die SOS-Antwort-auslésende Konzentration auch stark zytotoxisch
wirkt.

Bisher wurde Chloroform als nicht mutagen in Bakterien beschrieben (Greim 1999). Bestitigend hierzu zeigte
Chloroform keine Mutagenitat in den Salmonella-typhimurium-Stdmmen TA98, TA100, TA1535, TA1537 und in E. coli
WP2uvrA/pKM101. Allerdings liefs sich im E.-coli-Stamm WP2/pKM101 nach Zusatz eines metabolischen Aktivierungs-
systems und GSH fiir Chloroform in Konzentrationen von 0,05-2 % eine geringe, aber dennoch statistisch signifikante
Erhéhung der Zahl der Revertanten-Kolonien bis auf das 2,1-Fache im Vergleich zur Kontrolle erkennen. Ohne GSH
zeigte sich diese Zunahme nicht. Die hochste Konzentration von 5% war zytotoxisch. Die Untersuchung wurde mittels
Gasphasenexposition durchgefiihrt, bei der ein Gasexpositionsbeutel zum Einsatz kam, um das Verfliichtigen von
Chloroform zu vermeiden (Araki et al. 2004). E. coli WP2/pKM101 detektiert Mutationen an einem A:T-Basenpaar, ist
im Gegensatz zu WP2uvrA/pKM101 kompetent fiir Exzisionsreparatur und wird nach OECD-Prifrichtlinie 471 neben
dem Salmonella-typhimurium-Stamm TA102 zum Nachweis von DNA-vernetzenden (cross-linking) oder oxidierenden
Substanzen empfohlen. In dieser Untersuchung wurde Ethanol in Konzentrationen von 0,3-1% zur Stabilisierung von
Chloroform verwendet. Der Zusatz von Ethanol zu Chloroform kann zur Bildung der potenten Alkylanzien Ethyl- oder
Diethylcarbonat fithren und somit das Ergebnis beeinflussen (US EPA 2001). Weiterhin wurde Chloroform im E.-coli-
Stamm WP2/pKM101 in einer anderen Untersuchung mit und ohne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems
in Konzentrationen von 0,1 bis 1000 pg/Platte negativ getestet (Kirkland et al. 1981).
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An den Salmonella-typhimurium-Stammen TA98, TA100, TA1535 und TA1537 und war Chloroform bei 0,2 pmol/Platte
ohne Zusatz einer metabolischen Aktivierung stark mutagen. In Anwesenheit eines metabolischen Aktivierungs-
systems war die Anzahl der Revertanten-Kolonien und damit die Mutagenitét wesentlich geringer (Varma et al. 1988).
Auch in dieser Untersuchung wurde Ethanol eingesetzt, was das Ergebnis beeinflussen kann (siehe oben). Es trat
eine hohere Mutagenitit ohne metabolische Aktivierung als mit metabolischer Aktivierung auf. Im Hinblick auf den
Wirkungsmechanismus scheint dies unstimmig, da eine Toxifizierung nach metabolischer Aktivierung stattfindet.
Allerdings ist es moglich, dass Substanzen am metabolischen Aktivierungssystem binden und dadurch die Aufnahme
in die Zelle behindert wird. Weiterhin waren positive Ergebnisse, sowohl mit als auch ohne Zusatz von metabolischer
Aktivierung, nur bei der niedrigsten Konzentration zu beobachten. Es fehlt somit eine Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung. Insgesamt sind die Ergebnisse nicht plausibel.

Tests auf Genotoxizitat mit Hefestimmen verliefen negativ (Kassinova et al. 1981; Mehta und von Borstel 1982; Scheel
und Zimmermann 1981). In einem Test auf Induktion von Deletionen (DEL) durch intrachromosomale Rekombina-
tionen in Saccharomyces cerevisiae zeigte Chloroform ein positives Ergebnis ab 0,75 mg/ml und bis 5,6 mg/ml. Die
DEL-Rekombinationshiufigkeit war auf das 5,6-Fache erhoht. Der Zusatz von N-Acetylcystein (NAC) als Radikalfanger
fithrte zu einer reduzierten Induktion der DEL-Rekombinationen (aufler bei der hochsten Konzentration) sowie zu
geringerer Zytotoxizitat. Weiterhin oxidierte Chloroform Dichlorfluoresceindiacetat, ein Indikator fiir freie Radikale,
was als Hinweis gewertet wurde, dass Chloroform intrazellular freie Radikale generieren kann (Brennan und Schiestl
1998). Bereits ab der niedrigsten eingesetzten Konzentration wurde Zelltod festgestellt mit einer Uberlebensrate von
max. 64 % mit dem Zusatz von NAC bzw. max. 52 % ohne Zusatz von NAC, sodass alle Ergebnisse unter zytotoxischen
Bedingungen erhalten wurden. Weiterhin wurde kein metabolisches Aktivierungssystem eingesetzt.

In Eukaryontenzellen zeigte Chloroform nur bei zytotoxischen Konzentrationen ein mutagenes und klastogenes
Potential (Greim 1999, 2003). In einer neueren Studie wurde untersucht, ob Chloroform durch oxidativen Stress zur
Induktion sekundéarer Genotoxizitat in Hepatozyten von weiblichen Wistar-Ratten fithren kann. Zytotoxizitat wurde
durch die Messung der Laktatdehydrogenase-Freisetzung nach zwei Stunden bestimmt und zeigte sich erst ab 20 mM
Chloroform. Weiterhin wurde mittels MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Test ab 8 mM
(12 % verminderte Aktivitat) eine signifikant erhohte Zytotoxizitét festgestellt. Ein statistisch signifikant verminder-
ter GSH-Gehalt wurde erst bei zytotoxischen Konzentrationen von 20 mM beobachtet. Eine statistisch signifikante
Zunahme an DNA-Einzelstrangbriichen lief sich im Comet-Assay nach zweistiindiger Inkubation mit Chloroform
erst ab 8 mM feststellen. 8-Oxodeoxyguanosin wurde nach einer zweistiindigen Inkubationszeit mit Chloroform in
Konzentrationen von 4, 8 oder 20 mM untersucht und war nicht statistisch signifikant erhoht. Malondialdehyd und
4-Hydroxynonenal wurden zur Bestimmung der Lipidperoxidation herangezogen. Ab Konzentrationen von 4 mM
und einer Inkubationszeit von zwei Stunden wurde eine statistisch signifikante Zunahme der Lipidperoxidations-
produkte sowie eine konzentrationsabhéangige statistisch signifikante Steigerung von Malondialdehyddeoxyguanosin
(M1dG)-Addukten beobachtet (Beddowes et al. 2003). Die Autoren geben widerspriichliche Angaben zum Beginn der
Zytotoxizitat an. Beschrieben, aber nicht abgebildet, ist ein MTT-Assay mit einer signifikanten Zytotoxizitit ab 8 mM.
Demnach treten die beobachteten Einzelstrangbriiche bei beginnender Zytotoxizitat auf. Der GSH-Gehalt war nicht
vermindert und eine Erh6hung von 8-Oxodeoxyguanosin wurde nicht festgestellt, was als Hinweis auf eine nicht ROS-
vermittelte Genotoxizitat gewertet wurde. Zur Untersuchung des GSH-Status ist anzumerken, dass keine Messung
von GSSG durchgefiithrt wurde, wodurch eine Induktion der GSH-Bildung durch GSSG ersichtlich gewesen wire. Es
ist deshalb nicht auszuschlief3en, dass eine eventuelle Abnahme von GSH maskiert ist.

V79-Zellen wurden gegen Chloroform in Konzentrationen von 6, 10 oder 12 mM inkubiert und danach auf Aneuploidie
untersucht. Chloroform verursachte eine Stérung des Spindelapparates, z. T. bei zytotoxischen Konzentrationen (Onfelt
1987).
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5.5.2 Invivo

Nach bisheriger Datenlage zeigte Chloroform in Soma- bzw. Keimzellen von Drosophila melanogaster keine mutagene
Wirkung. Die Untersuchung von transgenen Lacl-Méusen auf Chloroform-induzierte Genmutationen in der Leber war
negativ. In-vivo-Genotoxizitatstests bei Sdugern hatten auf ein klastogenes Potential hingewiesen, allerdings nur bei
hohen, meist toxischen Dosierungen (Greim 1999, 2003). Die Klastogenitat und Aneugenitit von Chloroform wurde
nun in einer Studie untersucht. Weiterhin gibt es eine Untersuchung zur DNA-Bindungsaktivitidt von Chloroform.
Beide neueren Studien sind im Folgenden dargestellt.

In einem Mikronukleustest in Knochenmarkserythrozyten nach OECD-Priifrichtlinie 474 wurden je sechs ménnliche
und weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit 120, 240 oder 480 mg Chloroform/kg KG und Tag an fiinf aufeinander-
folgenden Tagen mittels Schlundsonde behandelt. Als Losungsmittelkontrolle diente Maiskeimdl, als klastogene
Positivkontrolle wurde Cyclophosphamid und als aneugene Positivkontrolle wurde Carbendazim eingesetzt. Alle
Tiere wurden 24 Stunden nach der letzten Dosierung getétet. In der hchsten Dosisgruppe von 480 mg/kg KG und Tag
wurden klinische Zeichen wie Stérungen der Bewegungskoordination, verminderte und erhéhte Atmung, gekrimmte
Korperhaltung, verminderte Korpertemperatur, Lethargie, Reibung der Schnauze, verminderte Aktivitit, Ptosis,
Piloarrektion und Tremor festgestellt. Die Kérpergewichtsentwicklung der behandelten Tiere war im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle dosisabhiangig verringert. Die Positivkontrollen sowie die Losungsmittelkontrollen zeigten die
erwarteten Ergebnisse. Das Verhiltnis von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten, ausgedriickt als
% polychromatische Erythrozyten, sank dosisabhéngig und betrug bei der 480-mg/kg-Gruppe 38 % (3) bzw. 27 % () und
bei der Kontrollgruppe 62 % (3) bzw. 44 % (). Dies wurde von den Autoren als Hinweis auf Knochenmarkstoxizitat und
Erreichen des Zielorgans gewertet und belegt zusammen mit den klinischen Zeichen, dass ausreichend hohe Dosen
gewahlt wurden. In 2000 ausgezahlten polychromatischen Erythrozyten war der individuelle Anteil mit Mikronuklei
in der gleichen Grofienordnung wie in der Losungsmittelkontrolle. Der Gruppenmittelwert jeder Dosisgruppe an
polychromatischen Erythrozyten mit Mikronuklei unterschied sich nicht statistisch signifikant von der Kontrolle.
Zusammenfassend zeigte die Studie, dass Chloroform in Konzentrationen bis 480 mg/kg KG und Tag weder klastogen
noch aneugen bei Ratten wirkt (Covance Laboratories Ltd 2009).

In einer Studie zur Untersuchung der kovalenten Bindung von Chloroform an DNA, RNA und Proteine wurde radio-
aktiv markiertes [U-*C]-Chloroform sechs miannlichen Wistar-Ratten und minnlichen Balb/c-Méausen i.p. injiziert. Die
Dosis betrug 500 pCi/kg KG. Nach 22 Stunden wurden die Tiere getotet und Leber, Lunge, Niere und Magen entnom-
men und auf Bindung untersucht. Zusatzlich wurde die enzymatisch in 5-Mononukleotide verdaute DNA der Leber
der Maus mittels HPLC auf Bindung untersucht. In einem weiteren Versuchsansatz wurden sechs Ratten und 18 Mause
zwei Tage vor der Chloroforminjektion zur Enzyminduktion i.p. mit Phenobarbital oder beta-Naphthoflavon vorbehan-
delt. In beiden Spezies war die Bindung an RNA und Proteine hoher im Vergleich zur DNA, was von den Autoren als
Hinweis auf eine schwach ausgepriagte DNA-Bindungsaktivitat von Chloroform gewertet wurde. Mit Ausnahme des
Magens zeigten die Organe der Maus hohere DNA-Bindungswerte als die der Ratte. Die HPLC-Untersuchung ergab,
dass die gesamte kovalent gebundene Radioaktivitit in einem einzelnen Peak gemessen wurde und nicht mit den
Peaks der unmodifizierten Nukleotide ibereinstimmte. Dies wurde als Hinweis auf ein durch Chloroform induziertes
DNA-Addukt gewertet, ohne genauere Adduktidentifikation. Die Vorbehandlung mit den CYP450-Induktoren Pheno-
barbital oder beta-Naphthoflavon ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied bei der Bindung von Chloroform
an die DNA der Mausleber, jedoch eine Abnahme bei der Leber der Ratte (Colacci et al. 1991). In dieser Untersuchung
wurde keine Identifizierung des DNA-Addukts durchgefithrt. Anzumerken ist, dass fiir die Untersuchung der Bindung
in Niere, Lunge und Magen die Organproben von je 18 Mausen oder sechs Ratten gepoolt analysiert wurden. Fiir die
Analyse der DNA-Bindung in der Leber wurden bei den Ratten die sechs Einzeltiere separat ausgewertet, wahrend
bei den Mausen drei gepoolte Proben von je sechs Tieren verwendet wurden, was eine vergleichende Betrachtung,
sowohl der vier Organe als auch der zwei Spezies, beeintrachtigt.
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5.5.3 Fazit

Im Gegensatz zu den bisherigen Untersuchungen mit Bakterien und Hefen zeigten sich in einigen neu aufgefithrten
Studien Hinweise auf ein mutagenes Potential von Chloroform. Allerdings wurde die Studie an Hefen unter zyto-
toxischen Bedingungen und ohne den Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems durchgefiihrt. Bei den vier
Studien mit Bakterien sind bei drei die Ergebnisse nicht plausibel oder die Studienbeschreibung unzureichend. Die
Studie von Araki (2004) erfillt im Wesentlichen die derzeit giiltigen Anforderungen der OECD-Priifrichtlinie 471.
In einem Stamm, E. coli WP2/pKW101, wurde eine mutagene Wirkung von Chloroform festgestellt. In dieser Unter-
suchung wurde allerdings Ethanol zur Stabilisierung von Chloroform verwendet, was zu den potenten Alkylanzien
Ethyl- oder Diethylcarbonat fithren kann. In einer anderen Studie ergab Chloroform mit E. coli WP2/pKW101 ein
negatives Ergebnis. Genmutationen traten bei einer Untersuchung an Lacl-transgenen B6C3F1-Mausen in vivo nicht
auf. Das Ergebnis der In-vitro-Untersuchung zur mutagenen Wirkung wurde somit in vivo nicht bestétigt.

Dass DNA-Einzelstrangbriiche in Rattenhepatozyten nur bei zytotoxischen Konzentrationen auftreten (Beddowes et al.
2003) geht konform mit der bisherigen Datenlage, wonach Genotoxizitat bei beginnender Zytotoxizitét eintritt. Weiter-
hin wurde Lipidperoxidation bei der nicht zytotoxischen Konzentration von 4 mM festgestellt. Wie in Abschnitt 3.2
dargestellt, ist eine Lipidperoxidation durch die Bildung des Dichlormethyl-Radikals unter reduktiven Bedingungen,
d.h. bei hohen Konzentrationen und geringem Sauerstoffgehalt, beschrieben. Der Blut:Luft-Verteilungskoeffizient wird
fiir den Menschen mit 743 angegeben (Abschnitt 3.1), wodurch sich nach Inhalation von 2,5 mg/m? (MAK-Wert) eine
Chloroformkonzentration im Blut von 18 pg/l ergeben wiirde. Verglichen mit der in vitro eingesetzten Konzentration
von 4 mM (477 mg/]) ist die bei der Exposition in Hohe des MAK-Werts erreichte Konzentration im Blut weitaus ge-
ringer und eine Lipidperoxidation wird deshalb bei Einhaltung des MAK-Wertes nicht von Relevanz sein. In einer
neu aufgefithrten In-vitro-Studie wurden fiir Chloroform aneugene Effekte beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigten
die bisherigen In-vivo-Genotoxizitatstests an Sdugern keine Klastogenitdt oder Aneugenitét in nichtzytotoxischen
Dosierungen. Dieses Ergebnis wird in einem nach aktueller Priifrichtlinie durchgefithrten Mikronukleustest an Ratten
bestatigt.

5.6 Kanzerogenitat

5.6.1 Kurzzeitstudien

Chloroform ist nicht initiierend, jedoch ergeben sich Hinweise auf eine Tumorpromotion (Greim 1999). In einer bisher
noch nicht aufgefithrten Kurzzeitstudie wurde Chloroform mit dem Trinkwasser mannlichen C57 BL/10ScSn/01a-
und Theiller-Original-M&usen verabreicht und verschiedene Tumorzellarten (Ehrlich-Lettré-Aszites-Karzinom,
B16-Melanom, Lewis-Lungenkarzinom) intraperitoneal oder subkutan injiziert bzw. intramuskulér in die Flanke
transplantiert (Capel et al. 1979).

Das Studiendesign ist nicht bewertungsrelevant, daher wird die Untersuchung nicht ausfithrlicher dargestellt. Weitere
neue Studien sind nicht verfiigbar.

5.6.2 Langzeitstudien

Die kanzerogene Wirkung von Chloroform ist im Nachtrag 1999 ausfithrlich dargestellt. Nach Gabe per Schlundsonde
erzeugt Chloroform bei méannlichen Ratten Nierentumoren und bei weiblichen Ratten Schilddriisentumoren sowie bei
beiden Geschlechtern der Maus Lebertumoren. Nach Applikation im Trinkwasser lassen sich bei ménnlichen Ratten
Nierentumoren feststellen. Nach Inhalation von Chloroform sind bei ménnlichen Mausen ebenfalls erhchte Nieren-
tumorinzidenzen zu beobachten (Greim 1999).

In einer Studie zur Kanzerogenitit wurde nur die Niere untersucht. Je 50 mannliche F344-Ratten wurden inhalativ
fir sechs Stunden am Tag an fiinf Tagen pro Woche 104 Wochen lang exponiert. Zusatzlich wurde weiteren Gruppen
kombiniert Chloroform inhalativ und mittels Trinkwassergabe verabreicht (siehe Abschnitt 5.2.1). Es zeigten sich
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nur in der kombinierten Expositionsgruppe Nierenzellkarzinome (Nagano et al. 2006). Die Anzahl der Adenome und
Karzinome ist in Tabelle 11 dargestellt. Detaillierte Angaben fehlen.

Tab.11 Adenome und Karzinome der Niere bei méannlichen F344-Ratten (Nagano et al. 2006)

Konzentration im Trinkwasser (mg/1)

0 1000
Inhalationskonzentration (ml/m?3) 0 25 50 100 0 25 50 100
Abgeschitzte Chloroformaufnahme (mg/kg 0 20 39 78 45 73 93 135
KG und Tag)
Nierenzelladenome 0 0 0 1 0 2 0 4
Nierenzellkarzinome 0 0 0 0 0 2 4 14

Zwei weitere, bisher noch nicht aufgefithrte Langzeitstudien (Eschenbrenner und Miller 1945; Habs et al. 1983) sind
aufgrund ihrer Beschreibung oder des Studiendesigns (zu geringe Tierzahl, vor Applikation Bestrahlung mit Neutro-
nen, rudimentére Studienbeschreibung) nicht zur Bewertung heranzuziehen.

6 Bewertung

Sensitivste Effekte sind die Verdickung des Knochens in der Nasenhohle, zelluldre Verdnderungen des olfaktorischen
Epithels sowie eine erhchte Zellproliferation in der Leber und Niere bei Mausen und Ratten nach inhalativer Exposi-
tion.

MAK-Wert. In den Studien am Menschen (siehe Abschnitt 1) sind die Konzentrationen von Chloroform sehr hoch,
sodass daraus kein MAK-Wert abgeleitet werden kann.

Der bisher giiltige MAK-Wert wurde aus subchronischen Studien abgeleitet, bei denen sich fiir die erhohte Zell-
proliferation in Niere und Leber eine NOAEC von 5 ml/m3 fiir die Maus bzw. in der Niere eine NOAEC von 10 ml/m?
fur die Ratte ergeben hatte (Greim 1999; Templin et al. 1996). Seit dem Jahr 2016 beriicksichtigt die Kommission
bei systemischen Effekten aus inhalativen Tierversuchen das erhohte Atemvolumen am Arbeitsplatz im Vergleich
zum Atemvolumen unter experimentellen Bedingungen durch Halbierung der entsprechenden Konzentration. Bei
Beriicksichtigung der moglichen Wirkungsverstarkung bei chronischer Exposition (1:2) und da die NOAEC aus tier-
experimentellen Untersuchungen stammt (1:2 fiir die Ubertragung auf den Menschen), ergibt sich eine Konzentration
von 0,63 ml/m®. Mit dem Preferred Value Approach kann ein MAK-Wert von 0,5 ml/m?® abgeleitet werden. Dieser Wert
entspricht dem bisher giiltigen MAK-Wert.

Bereits im Nachtrag 1999 (Greim 1999) wurde auf minimale durch Chloroform induzierte Effekte am olfaktorischen
Epithel der Ratte hingewiesen. Neue Daten nach chronischer Inhalation von Chloroform in einer 2-Jahre-Studie
bestitigen, dass die Nase zu den empfindlichsten Zielorganen zahlt. Es zeigen sich respiratorische Metaplasie des
olfaktorischen Epithels sowie leichte Verdickung der Knochen bei der jeweils niedrigsten getesteten Konzentration
von 10 ml Chloroform/m? bei Ratten bzw. von 5 ml Chloroform/m? bei Mausen. Fiir die Knocheneffekte ist der Mensch
weniger empfindlich als der Nager und fiir die Metaplasie sind die Befunde an der Ratte plausibler als die an der Maus
(vergleiche Abschnitt 5.2.1.4 und Abschnitt 3.2.2). Aulerdem weisen Nager im olfaktorischen Epithel eine deutlich ho-
here Metabolisierung durch CYP2E1 auf als Menschen. Fiir die metabolische Umsetzung zu Phosgen und somit fiir die
toxische Wirkung von Chloroform an der Nase wird deshalb vermutet, dass der Nager sensitiver ist als der Mensch.

Die Effekte nach Inhalation von Chloroform auf das olfaktorische Epithel konnen sowohl systemisch als auch lokal
bedingt sein (siehe Abschnitt 2.2), weshalb im Folgenden hierfiir zwei Ableitungswege dargestellt werden.

Ausgehend davon, dass die Naseneffekte Giber die systemische Aufnahme und Verteilung entstanden sind, wird aus
der LOAEC von 10 ml Chloroform/m? aus der chronischen Inhalationsstudie der Ratte eine NAEC (LOAEC dividiert
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durch 3) von 3,3 ml Chloroform/m? abgeschitzt. Unter Beriicksichtigung des erhohten Atemvolumens am Arbeitsplatz
im Vergleich zu inhalativen Tierversuchen in Ruhe (1:2) ergibt sich eine Konzentration von 1,6 ml/m3 Da der Mensch
nicht empfindlicher ist als die Ratte, kénnte mit dem Preferred Value Approach ein MAK-Wert von 1 ml/m? abgeleitet
werden.

Unter der Annahme eines lokalen Effekts im olfaktorischen Epithel (Ubertragung der Tierversuchsdaten auf den
Menschen 1:2 nach Briining et al. (2014)) wiirde sich ausgehend von der NAEC von 3,3 ml/m® und mit dem Preferred
Value Approach auch ein MAK-Wert von 1 ml/m? errechnen. Zusammenfassend liegen die systemischen Effekte an
Niere bzw. Leber und die Naseneffekte im gleichen Konzentrationsbereich, wobei allerdings angenommen werden
kann, dass das olfaktorische Epithel des Menschen weniger sensitiv ist, da der zur Toxifizierung notwendige Meta-
bolismus in der Nase des Nagers wesentlich ausgeprégter stattfindet. Dies stellt einen zusétzlichen Sicherheitsabstand
zwischen MAK-Wert und den auftretenden Effekten in der Nase dar. Somit schiitzt der bestehende MAK-Wert von
0,5 ml/m?® (2,5 mg/m?) auch vor Effekten an der Nase und kann daher beibehalten werden.

Spitzenbegrenzung. Der MAK-Wert wurde aufgrund von systemischen Wirkungen abgeleitet, deshalb verbleibt
Chloroform in Spitzenbegrenzungs-Kategorie II. Zur Halbwertszeit liegt eine Studie (Fry et al. 1972) nach oraler
Gabe an Probanden mit initialen Halbwertszeiten von unter einer Stunde vor, was fiir einen Uberschreitungsfaktor
von 1 sprechen wiirde. Zur Studie ist allerdings anzumerken, dass in den dargestellten Ergebnissen eine Diskrepanz
zwischen der Abbildung und im Text angegebenen Werten besteht. Die aus dem Tierversuch aus den Leber- und
Niereneffekten abgeleitete NOAEC (0,625 ml/m?) ist 1,25-fach so hoch wie der MAK-Wert. Bei einer Halbwertszeit von 15
Minuten betrégt die Spitzenkonzentration bei einem Uberschreitungsfaktor von 2 das 1,5-Fache der Blutkonzentration
bei kontinuierlicher Exposition in Hohe des MAK-Werts (berechnet aus Hartwig 2011), also nur 20 % (1,5/1,25) iiber der
Blutkonzentration, die sich aus der NOAEC ergibt. Da der Blut:Luft-Verteilungskoeffizient fiir den Menschen deutlich
geringer (etwa 1/3) im Vergleich zum Nager (Corley et al. 1990) ist, ist bei gleicher dufierer Belastung der Mensch
weniger belastet und auch deshalb ein Uberschreitungsfaktor von 2 vertretbar.

Fruchtschidigende Wirkung. In zwei prinatalen Entwicklungstoxizitdtsstudien (eine davon nach OECD-
Prifrichtlinie 414) mit inhalativer Ganzkorperexposition traten folgende Effekte auf: An Wistar-Ratten hatte
Chloroform bei bzw. ab 30 ml/m? Retardierungen in Form von verringertem Kérpergewicht und reduzierter Scheitel-
Steifl-Lange zur Folge. Gleichzeitig trat bereits Maternaltoxizitit wie erniedrigte Kérpergewichtszunahme sowie
reduzierte Futteraufnahme auf. Die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit betragt 10 ml/m3 (Greim 1999; Hoechst AG 1988,
1990 a, b). Bei Sprague-Dawley-Ratten kam es bei 100 ml/m?® zu externen (verkiirzte bzw. fehlende Schwinze und nicht
angelegte Anus6ffnungen) und skelettalen Fehlbildungen (fehlende Rippen) in drei Wiirfen. Die NOAEC fiir derartige
Effekte lag bei 30 ml/m3 (Henschler 1989; Schwetz et al. 1974). Die Fehlbildungen in drei Wiirfen bei 100 ml/m3 sind als
Hinweis auf Teratogenitit zu werten. Nach Schlundsondengabe fithrte Chloroform bei Sprague-Dawley-Ratten und
Dutch-Belted-Kaninchen zu Entwicklungsverzégerungen bei gleichzeitiger Maternaltoxizitat. Erste Effekte traten bei
Ratten ab 126 mg/kg KG und Tag und bei Kaninchen bei 50 mg/kg KG und Tag auf. Die entsprechenden NOAEL fiir
Entwicklungstoxizitit liegen bei 50 mg/kg KG und Tag (Ratten) bzw. bei 35 mg/kg KG und Tag (Kaninchen). Teratogene
Effekte wurden nicht beobachtet (Henschler 1989; Thompson et al. 1974).

Die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit von 10 ml/m3 bei Ratten entspricht unter Beriicksichtigung des erhhten Atem-
volumens einem 10-fachen Abstand zum MAK-Wert von 0,5 ml/m? (2,5 mg/m3). Zur toxikokinetischen Ubertragung
der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit von 50 mg/kg KG und Tag (Ratten) bzw. 35 mg/kg KG und Tag (Kaninchen) in
eine Konzentration in der Luft am Arbeitsplatz werden berticksichtigt: die den toxikokinetischen Unterschieden zwi-
schen Ratte bzw. Kaninchen und dem Menschen entsprechenden speziesspezifische Korrekturwerte (1:4 bzw. 1:2,4), die
experimentell bestimmte Resorption (100 %; praktisch vollstandige Resorption bei Mausen und Ratten nach 48 bzw. 96
Stunden (ATSDR 1997)), das Kérpergewicht (70 kg) und das Atemvolumen (10 m?) des Menschen sowie die angenom-
mene 100%ige inhalative Resorption. Damit errechnen sich entsprechende Konzentrationen von 17,6 bzw. 20,4 ml/m3
(88 mg/m3 bzw. 102 mg/m?®), was einem 36- bzw. 41-fachen Abstand zum MAK-Wert von 0,5 ml/m? (2,5 mg/m?®) ent-
spricht. Aufgrund der ausreichend grofien Abstinde der umgerechneten NOAEC/NOAEL fur Entwicklungstoxizitit
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zum MAK-Wert und der bei einem Rattenstamm aufgetretenen Fehlbildungen, deren NOAEC einen 30-fachen Abstand
zum MAK-Wert hat, wird die Zuordnung von Chloroform zur Schwangerschaftsgruppe C bestétigt.

Krebserzeugende Wirkung. Chloroform wirkt kanzerogen auf die Leber von Mausen, die Schilddriise von Ratten
und die Niere bei beiden Spezies. Der Kanzerogenitit geht eine zytotoxische Wirkung voraus (Greim 1999). Seit
dem Nachtrag 1999 liegen keine neuen bewertungsrelevanten Untersuchungen zur krebserzeugenden Wirkung vor.
Chloroform wird deshalb weiterhin in die Kategorie 4 fiir Kanzerogene eingestutft.

Keimzellmutagene Wirkung. In einer neuen Untersuchung wurde im Gegensatz zur bisherigen Datenlage in E. coli
WP2/pKW101 eine mutagene Wirkung von Chloroform festgestellt. Eine Beeinflussung durch das Lésungsmittel ist
hierbei nicht auszuschlieBen. Das Vorkommen von Genmutationen wurde in einer Untersuchung an LacI-transgenen
B6C3F1-Méiusen in vivo getestet (Greim 1999), fiir Chloroform ergab der Test einen negativen Befund. Das Ergebnis
der neuen In-vitro-Untersuchung zur mutagenen Wirkung wurde somit in vivo nicht bestétigt. Ein Indikatortest auf
DNA-Strangbriiche sowie ein Test auf die Induktion von Lipidperoxidation in vitro zeigt sich nur in hohen, meist
zytotoxischen Konzentrationen positiv. In vivo wurde in einer Studie nach aktueller Priifrichtlinie im Mikronukleustest
keine Klastogenitit oder Aneugenitét festgestellt. Insgesamt ergibt sich fiir Chloroform kein Verdacht auf eine
keimzellmutagene Wirkung und es erfolgt daher keine Einstufung in eine der Kategorien fiir Keimzellmutagene.

Hautresorption. Chloroform wurde bereits 1999 aufgrund von In-vitro-Daten, die durch Modellrechnungen gesttitzt
wurden, mit ,H“ markiert. Die berechneten dermalen Aufnahmemengen liegen mit ca. 2000 mg weit héher als die bei
Einhaltung des MAK-Werts aufgenommene Menge (Greim 1999). Chloroform bleibt deshalb mit ,H“ markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Zur sensibilisierenden Wirkung liegen weiterhin keine Befunde beim Menschen und
keine validen positiven Ergebnisse aus experimentellen Untersuchungen am Tier oder aus In-vitro-Untersuchungen
vor. Chloroform wird daher weiterhin weder mit ,Sh“ noch mit ,Sa“ markiert.

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (www.dfg.
de/mak/interessenkonflikte) stellen sicher, dass die Inhalte und Schlussfolgerungen der Publikation ausschlie8lich
wissenschaftliche Aspekte berticksichtigen.
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