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Trichlormethan

(CAS-NR.: 67-66-3)

Dieser Einstufungsvorschlag stützt sich im Wesentlichen auf die MAK-Begründung
von 1999 (Greim 1999).

1. Mutagenität:

1.1 Untersuchungen in vitro

1.1.1 Bakterielle Genmutationstests

Sämtliche in der Literatur berichteten konventionellen Ames-Tests waren mit und oh-
ne metabolische Aktivierung negativ (zusammengestellt in IPCS 1994, später: LeCu-
rieux et al. 1995). Pegram et al. (1997) dokumentierten eine statistisch signifikante
Verdopplung der Revertantenzahl bei hohen Chloroformdosierungen (2,1 und 2,8
mM) in Glutathion-S-Transferase T1-1-transgenen Salmonellen; in diesem System
hatte Bromdichlormethan eine ausgeprägte mutagene Wirkung. Dieser Befund erin-
nert an Untersuchungen von Thier et al. (1993) mit Dihalomethanen in Glutathi-
ontransferase T1-1-transgenen Salmonellen, die Mutagenität in der Rangfolge
Dibrommethan > Bromchlormethan > Dichlormethan ergaben.

Es liegen eine Reihe von Tests in anderen bakteriellen Systemen vor, die ebenfalls
mit und ohne metabolische Aktivierung negativ waren (zusammengestellt in IPCS
1994, außerdem DeMarini et al. 1991, Kada 1981, LeCurieux et al. 1995). Lediglich
ein Test mit Photobacterium phosphoreum war positiv (Wecher and Scher 1982).

1.1.2. Genmutationstests an Eukaryonten

Zahlreiche Untersuchungen erfolgten an Saccharomyces cerevisiae und anderen
Pilzen (zusammengestellt in IPCS 1994). Die meisten ergaben ein negatives Resul-
tat; eine Untersuchung an Saccharomyces cerevisiae D7 war mit einem Anstieg der
Genkonversion am trp5- und am ilv1- Locus und der mitotischen Rekombination am
ade2- Locus positiv bei Konzentrationen von 20-50 mM, die bereits eine zytotoxische
Wirkung aufwiesen (Callen et al. 1980). Chloroform war positiv in einem weiteren
Test auf Deletionen durch intrachromosomale Rekombination in Saccharomyces ce-
revisiae (Brennan and Schiestl 1998).

Ein HPRT-Test in V79-Zellen verlief in zwei von drei Experimenten positiv (Hoechst
AG 1987). Eine weitere Studie ohne metabolische Aktivierung erbrachte ein negati-
ves Ergebnis; in dieser Arbeit wurde allerdings keine Positivkontrolle angegeben
(Sturrock 1977).
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Ein L5178Y TK +/- (Maus-Lymphom) -Test war in 2 Versuchen schwach positiv im
zytotoxischen Bereich nach metabolischer Aktivierung ab Konzentrationen von 0,025
µl/ml entsprechend ca. 1 mM. (Mitchell et al. 1988). Ebenfalls schwach positiv im
zytotoxischen Bereich war der Test in 3 Versuchen ab 0,012 µl/ml entsprechend ca.
0,5 mM (Myhr and Caspary 1988). Ohne metabolische Aktivierung verlief der Test
negativ (Caspary et al. 1988, Mitchell et al. 1988).

1.1.3 Tests auf DNA-Bindung

Ein Versuch zur Bindung an Kalbsthymus-DNA nach Aktivierung durch Lebermikro-
somen von Phenobarbital-behandelten Ratten verlief positiv (DiRenzo et al. 1982).

1.1.4 Tests auf DNA-Reparatur

Es liegen eine Reihe von Tests auf außerplanmäßige DNA-Reparatur (UDS) in der
Literatur vor, die auch bei metabolischer Aktivierung negativ verliefen (zusammenge-
stellt bei IPCS 1994, außerdem Suzuki 1987).

1.1.5 Tests auf DNA-Strangbrüche

In einem Alkalielutions-Assay in Rattenhepatozyten war Chloroform in nicht toxi-
schen Konzentrationen bis 3 mM negativ; höhere Konzentrationen wurden nicht ge-
prüft. (Sina et al. 1983).

1.1.6 Zytogenetische Tests

Humanlymphozyten wiesen in einer Studie mit Konzentrationen bis 400 µg/ml ent-
sprechend ca. 3,3 mM keine Chromosomenaberration und SCEs auf (Kirkland et al.
1981). In einer Studie an Humanlymphozyten ohne und mit metabolischer Aktivie-
rung durch Rattenhepatozyten rief Chloroform ebenfalls keine SCE’s hervor (Lindahl-
Kiessling et al. 1989). In einer anderen SCE-Studie an Humanlymphozyten war Chlo-
roform ab 10 mM positiv mit einem Anstieg der SCEs pro Zelle um den Faktor 1,5-2
(Morimoto and Koizumi 1983). In K3D-Zellen war der SCE-Test ebenfalls positiv; mit
1 mM Chloroform stieg die SCE-Rate bei metabolischer Aktivierung von 7,4 auf 10,0
SCEs an (Fujie et al. 1993). Ein SCE-Test in SHE-Zellen mit 0,1-10 mM Chloroform
soll mit und ohne metabolische Aktivierung positiv ausgefallen sein (Suzuki 1987). In
CHO-Zellen führte eine Begasung mit 7000 ml/m3 Chloroform nicht zum Anstieg von
SCEs (White et al. 1979). Eine weitere Studie an CHO-Zellen führte ebenfalls nicht
zum Anstieg von SCEs (Perry and Thompson 1981), während in einer dritten Studie
über ein positives Ergebnis berichtet wurde (Athanasiou and Kyrtopoulos 1981).
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1.1.7 Zelltransformationstests

Zwei Zelltransformations-Tests mit BHK-Zellen verliefen negativ (Daniel et al. 1980,
Styles 1981). In SHE-Zellen war ein Test auf Verstärkung der Zelltransformation
durch SA7 Adenovirus nach Begasung mit Chloroform mit Konzentrationen, die das
Überleben der Zellen schon beeinträchtigten, positiv (Hatch et al. 1983).

1.2 Untersuchungen in vivo/ ex vivo

1.2.1 Genmutationstest

Ein Genmutationstest in der Leber von lacI-transgenen (Big Blue) Mäusen war auch
nach Inhalation einer hepatotoxischen Dosis von 90 ppm Chloroform an 6 Stun-
den/Tag über 10-180 Tage negativ (Butterworth et al. 1998).

Zwei sex-linked recessive lethal-Tests (Gocke et al. 1981, Vogel et al. 1981) und ein
Augenmosaiktest (Vogel and Nivard 1993) an Drosophila melanogaster verliefen ne-
gativ.

Ein host-mediated assay an der Maus wird als schwach positiv beschrieben (San
Agustin and Lim-Sylianco 1978).

1.2.2 Tests auf DNA-Bindung

Zur DNA-Bindung in vivo liegen zwei Untersuchungen vor. In der einen werden für
Maus und Ratte Negativbefunde berichtet (Diaz-Gomez and Castro 1980), in der an-
deren waren die Befunde in Leber und Niere der Ratte nach Gabe von 48 mg/kg p.o.
schwach positiv, jedoch negativ bei der Maus (Pereira et al. 1982).

1.2.3 Tests auf DNA-Reparatur

Negativ verliefen zwei Untersuchungen zur DNA-Reparatursynthese (UDS) in Rat-
tenhepatozyten ex vivo nach Behandlung der Tiere mit Chloroform in Dosierungen
bis zu 400 mg/kg p.o (Mirsalis et al. 1982) bzw. 477 mg/kg p.o. (Larson et al. 1994).
Diese Dosen sind hepatotoxisch.

1.2.4 Tests auf DNA-Strangbrüche

Ein Alkalielutionstest in der Niere nach Behandlung mit bis zu 1.5 mmol/kg entspre-
chend ca. 180 mg/kg Chloroform p.o verlief negativ; diese Dosierung hatte keinen
Einfluss auf Körpergewicht und Nierengewicht (Potter et al. 1996).
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1.2.5 Zytogenetische Tests

Ein In-vivo-Chromosomenaberrationstest mit Chinesischen Hamstern führte zu ei-
nem negativen Ergebnis (Hoechst 1988). Bei diesem Knochenmarkstest mit je 5
Männchen und Weibchen pro Gruppe wurden Dosierungen von 40, 120 bzw. 400
mg/kg einmalig per Schlundsonde verabreicht. Die höchste Dosierung induzierte to-
xische Zeichen; lokale zytotoxische Effekte im Knochenmark traten nicht auf (Hem-
mung der mitotischen Aktivität); in einem Vortest wurden nach Gabe von 500 mg/kg
letale Effekte beobachtet. Die Präparationszeitpunkte lagen bei 6 h, 24 h und 48 h
nach Behandlung. Vereinzelt wurden so genannte "heavily damaged cells" gefunden,
insbesondere nach Gabe der höchsten Dosierung: jeweils 1 "exchange" (d.h. Aus-
tauschaberration, die nicht weiter differenziert wurde) in 3 der 4 behandelten Tier-
gruppen bei jeweils 1000 ausgewerteten Zellen und jeweils 1 Zelle mit einer nicht
näher definierten "multiplen Aberration" in 2 der 4 behandelten Tiergruppen. Die Au-
toren diskutieren dies kritisch, ohne das Ergebnis als positiv zu bewerten. Angesichts
der vagen Beschreibung der so genannten "heavily damaged cells" und insbesonde-
re der sehr niedrigen Ereignisraten kann kein Verdacht auf eine mutagene Wirkung
abgeleitet werden.

In Knochenmarkszellen der Ratte war der Befund positiv nach Einmalgabe von
1 mmol/kg entsprechend etwa 120 mg/kg KG i.p oder p.o. (Fujie et al. 1990). Anga-
ben zur Toxizität wurden nicht gemacht. Bei der Maus war ein Chromosomenaberra-
tionstest nach s.c.-Gabe von 100 und 200 mg/kg positiv (Sharma and Anand 1984),
während eine andere Arbeit nach Gabe von bis zu 1000 mg/kg KG i. p. keine Chro-
mosomenaberrationen fand (Shelby and Witt 1995). Ein Test auf Chromosomenaber-
rationen in Allium cepa war positiv (Cortés et al. 1985)

Ein SCE-Test in Knochenmarkszellen der Maus war mit einem Anstieg von 6 auf 9
SCEs/Zelle bei 4 x 200 mg/kg p.o. positiv .Angaben zur Toxizität fehlen. Ein weiterer
SCE-Test bei der Maus war nach Inhalation von 300 ml/m3 über 3 und 6 Stunden
positiv (Iijima et al. 1982).

Im Mikrokern-Test am Knochenmark der Maus war Chloroform in zwei Untersuchun-
gen selbst in hoher Dosierung von 952 mg/kg KG i. p. (Gocke et al. 1981) oder 2 x
80 % der LD50 i. p. (Salamone et al. 1981) negativ, es fehlte jedoch ein Beweis dafür,
dass das Knochenmark erreicht worden war. Ein weiterer negativer Mikrokerntest an
der Maus wurde mit 2 x 0,015– 0,06 ml/kg i.p. durchgeführt (Tsuchimoto and Matter
1981). Für einen Mikrokern -Test an der Maus ohne Angabe zum Applikationsweg
wird ein positiver Befund bei 700 mg/kg KG berichtet (San Agustin and Lim-Sylianco
1978). In einer weiteren Studie war der Befund schwach positiv bei Dosierungen von
bis zu 800 mg/kg i.p. (Shelby and Witt 1995). Ein Mikrokerntest an der Niere der
Sprague-Dawley-Ratte war positiv bei Einmalgabe von 4 mmol/kg entsprechend ca.
480 mg/kg p. o. (Robbiano et al. 1998). Es fehlen Angaben zur Toxizität; die Literatur
für die F344-Ratte ergibt, dass Tubulusschäden schon bei Einmalgabe von 34 mg/kg
auftraten. Bei 477 mg/kg wurden ausgedehnte Nekrosen in der Niere beobachtet
(Larson et al. 1993). In einer anderen Studie wurden allerdings nach Gabe von 477
mg/kg bei der F344-Ratte und 180 mg/kg bei der Osborne-Mendel-Ratte nur leichte
Vakuolisierungen der Epithelzellen im proximalen Tubulus beobachtet (Templin et al.
1996). Ein Mikrokerntest am Wassermolch war negativ (LeCurieux et al. 1995).
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Es liegen zwei Tests auf morphologische Abnormitäten in Maussperma vor, von de-
nen ein mit einer inhalativen Applikation durchgeführter bei Dosierungen von 400
bzw. 800 ml/m3, je 4 Stunden/Tag über 5 Tage positiv verlief (Land et al. 1981). Das
entspricht bei Zugrundelegung eines Atemzeitvolumens von 1,8 l/h/Maus einer Do-
sierung von 720 bzw. 1440 mg/kg Körpergewicht. Diese Dosis war nicht narkotisch;
bei der höheren Dosis überlebten 9 von 10 Tieren. Negativ fiel der Maussperma-
Abnormitätstest bei einer i. p. Applikation über 5 Tage aus, wobei Dosierungen von
0,025-0,25 ml/kg (entsprechend 37,5 – 374 mg/kg/Tag) angegeben werden (Topham
1980).

2. Kanzerogenität:

2.1 Epidemiologische Studien

Mehrere Studien untersuchen die Beziehung zwischen Tumorhäufigkeit und Trink-
wasserchlorierung. Eine Metaanalyse von 1992 (Morris et al.) kommt zu dem
Schluss, dass die Ergebnisse eine Assoziation zwischen der Aufnahme von Neben-
produkten der Chlorierung und dem Auftreten von Blasen- und Mastdarmkrebs nahe
legen. Ein Bezug zur Chloroformexposition kann aus den Daten nicht abgelesen
werden. Eine neuere prospektive Kohortenstudie an fast 30 000 Frauen im US-
Bundesstaat Iowa versucht durch chemische Analyse der von den Studienteilnehme-
rinnen erfragten Trinkwasserquellen einen Bezug zur Exposition gegenüber einzel-
nen Trihalomethanen herzustellen. Dabei ergibt sich eine Assoziation zwischen Chlo-
roformexposition und Dickdarmkrebs, Lungenkrebs, Melanomen und allen Krebsfor-
men kombiniert (Doyle et al. 1997). Die IARC (1999) stuft die epidemiologischen
Daten als „inadequate evidence for carcinogenicity“ ein.

2.2 Tierversuche

Tumorigene Wirkungen von Chloroform wurden bei Ratte und Maus nachgewiesen.
Allerdings sind die Befunde in den drei bewertungsrelevanten Kanzerogenitätsstu-
dien NCI 1976; Jorgensen et al. 1985, Nagano et al. 1998) uneinheitlich. Relativ kon-
sistent werden als Zielgewebe der tumorigenen Wirkung Niere und Leber angege-
ben.

2.2.1 Niere

Bei der männlichen Ratte traten Nierentumoren in der Schlundsonden-Studie des
NCI von 1976 (Tab.1) und in der Trinkwasserstudie von Jorgensen et al. 1885
(Tab.2) auf, nicht aber in der Inhalationsstudie von Nagano 1998 (Tab.3). Bei der
Maus wurden in der Schlundsondenstudie des NCI (1976) und der Trinkwasserstudie
von Jorgensen et al. (1985) keine Nierentumoren gefunden, in der Inhalationsstudie
von Nagano (1998) war dagegen die Zahl der Nierentumoren bei der männlichen
Maus erhöht. Für die beiden Positivbefunde bei der Ratte ist angenommen worden,
dass die Nierentumoren in Zusammenhang mit chronischer Nierenentzündung (Ree-
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valuierung der NCI-Studie durch Reuber 1979) bzw. chronischem Tubulusschaden
(Reevaluierung der Studie von Jorgensen et al 1985 durch Hard et al. 2000) aufge-
treten waren. Auch in der Inhalationsstudie bei der Maus war in den beiden höchsten
Dosisgruppen Nephrotoxizität beobachtet worden. In dieser Studie musste initial die
Chloroformdosis stufenweise gesteigert werden, um die Tiere an die z.T. letalen
nephrotoxischen Dosen zu adaptieren.

2.2.2 Leber

Während in der NCI-Studie (1976) mit Schlundsondenapplikation bei der männlichen
und der weiblichen B6C3F1-Maus eine sehr deutliche tumorigene Wirkung von Chlo-
roform auf die Leber dokumentiert wurde, fehlt eine solche bei der weiblichen Maus
(männliche Tiere wurden nicht untersucht) des gleichen Stammes und vergleichbarer
Dosierung in der Trinkwasserstudie von Jorgensen et al. (1985). Larson et al (1994)
verabreichten die in beiden Studien applizierten Dosen jeweils über Schlundsonde
oder Trinkwasser über 3 Wochen an B6C3F1-Mäuse und fanden nur bei Schlund-
sondenapplikation Hepatotoxizität, möglicherweise aufgrund einer unterschiedlichen
Zeitkinetik bei beiden Applikationsformen. In der Inhalationsstudie (Nagano 1998)
zeigen nur die weiblichen Tiere des BDF1-Stammes eine Tendenz zum vermehrten
Auftreten von Leberadenomen und –karzinomen. Bei der Ratte wurden in allen drei
Studien zwar keine hepatozellulären Adenome oder Karzinome gefunden, doch fiel
bei der Reevaluation der NCI-Studie durch Reuber (1979) auf, dass vermehrt hyper-
plastische Knoten in der Leber weiblicher und männlicher Ratten vorhanden waren.
In einer Trinkwasserstudie mit nur einer Chloroformdosierung (Tumasonis et al.
1985) fanden sich ebenfalls hyperplastische Knoten in der Rattenleber.

2.2.3 Andere Tumorlokalisationen

Nur in der NCI-Studie (1976) wurden vermehrt Schilddrüsenadenome und –karzino-
me bei der weiblichen Ratte gefunden. Bei der Reevaluation durch Reuber (1979)
wurde dies bestätigt. In den Studien von Jorgenson et al. (1985) und von Nagano
(1998) war die Zahl der Schilddrüsentumoren bei Ratten nicht erhöht. Bei der Ree-
valuation der NCI-Studie (Reuber 1979) wurden vermehrt Cholangiofibrome und –
karzinome bei weiblichen Ratten und Lymphome bei weiblichen und männlichen Mäu-
sen gesehen. In der Trinkwasserstudie (Jorgensen et al. 1985) war die Zahl der
Lymphome/Leukämien bei der männlichen Ratte (weibliche Tiere wurden nicht un-
tersucht) in der niedrigsten und der höchsten Dosisgruppe erhöht; eine Dosisabhän-
gigkeit fehlte. Ebenfalls in dieser Studie fielen Tumoren des Herz-Kreislauf-Systems
bei der Ratte auf. In einer Schlundsondenstudie mit Sprague-Dawley-Ratten, in der
nur eine Dosierung eingesetzt wurde, fanden sich vermehrt Mammatumoren (Palmer
et al. 1979).
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2.2.4 Korrelation mit Nephro- und Hepatotoxizität

In der Literatur wird mehrheitlich die Meinung vertreten, dass die Nieren- und Leber-
tumoren auf dem Boden einer cytotoxischen Wirkung und nachfolgenden Zellprolife-
ration zustande kommen. Weiter oben wurde schon auf die Korrelationen verwiesen,
auf die diese Schlussfolgerung sich stützt: Zusammen mit den Positivbefunden zu
Nierentumoren bei der männlichen Ratte (NCI 1976, Jorgensen et al. 1985) und der
männlichen Maus (Nagano et al. 1998) wurde Nephrotoxizität, zusammen mit dem
Positivbefund zu Lebertumoren bei der Maus (NCI 1976) wurde Hepatotoxizität fest-
gestellt. Es wird in der Literatur darauf hingewiesen, dass das Umgekehrte nicht gilt
(Melnick et al. 1998): So fanden sich keine Tumoren in der Niere von F344-Ratten
nach Inhalation (Nagano et al. 1998) sowie in der Niere von weiblichen Osborne-
Mendel-Ratten und in der Niere von B6C3F1-Mäusen (NCI 1976) , obwohl sich in
diesen Geweben durch entsprechende Behandlung mit Chloroform ein Anstieg von
Proliferationsparametern auslösen lässt (Templin et al. 1996, Larson et al. 1994b,
1995a, 1995b). In der Niere von B6C3F1-Mäusen sind nach Einmalgabe von Chlo-
roform die Regenerationsprozesse ausgeprägter und langandauernder als in der Le-
ber; dennoch findet man in diesen Tieren nur Lebertumoren, aber keine Nierentumo-
ren (Gemma et al. 1996). Der Grund dafür könnte in der Inaktivierung fremdstoffme-
tabolisierender Enzyme in der Niere nach Einmalapplikation (Rossi et al. 1999) lie-
gen, die eine metabolische Aktivierung des Chloroforms bei wiederholter Gabe nicht
zulässt und so trotz deutlicher Nephrotoxizität die Entwicklung von Nierentumoren
verhindert.
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Tabelle 1 Kanzerogenitätsstudie NCI 1976 (kursiv: Reevaluierung Reuber 1976)

Ratte: Osborne-Mendel, m 90 und 180 mg/kg, w 100 und 200 mg/kg
Maus: B6C3F1, m 138 und 277 mg/kg, w 238 und 477 mg/kg
Schlundsonde, Vehikel Maisöl, 78 w – 5 d/w,
Nachbeobachtung Ratte bis 111. Woche, Maus bis 93. Woche

Aufgeführt sind nur Gewebe mit erhöhter Krebshäufigkeit
Ratte Unbehan-

delte Kon-
trolle

Vehikel-
kontrolle
(Maisöl)

niedrige Dosis hohe Dosis

Niere
Adenome + Adenomkarzinome m

w
0/19
0/20

-
-

6/50
1/49

13/50
  2/48

Schilddrüse
Adenome + Karzinome
Adenome
Karzinome

m
m
m

1/9
1/20
2/20

-
0/20
1/20

 8/49
 8/39
 3/39

10/46
  7/39
  5/39

Adenome + Karzinome
Adenome
Karzinome

w
w
w

1/19
1/20
2/20

-
0/20
1/20

 8/49
8/39
3/39

10/46
7/39
5/39

Gallengänge

Cholangiofibrome
Cholangiokarzinome

w
w

0/20
0/20

0/20
0/20

1/39
2/39

3/39
8/39

Leber
hyperplastische Knoten m 0/20

1/20
2/20
-

5/50
7/39

8/49
12/39

hepatozelluläre Karzinome w 0/20
0/20

0/20
-

0/50
2/39

2/49
2/39

Maus

Leber
Tumoren m

w
2/18
0/20

-
-

19/50
37/45

44/45
39/41

Lymphome m
w

0/17
0/20

0/17
0/19

14/46
  9/45

10/46
 4/40
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Tabelle 2 Kanzerogenitätsstudie Jorgenson et al. 1985

Ratte: Osborne-Mendel, m 19, 38, 81 und 160 mg/kg
Maus: B6C3F1, w 34,65,130 und 263 mg/kg
Trinkwasser, 104 w
Aufgeführt sind nur Gewebe mit erhöhter Krebshäufigkeit

Ratte m Kontrolle 1    Kontrolle 2* 19 mg/kg     38 mg/kg     81 mg/kg   160 mg/kg

Niere

Nierentumoren
Tubuluszelladenome
Tubuluszelladenome
  und –adenokarzinome

5/301               1/50
4/301               1/50
4/301               1/50

6/316           7/148             3/48          7/50*
2/313           3/148             2/48          5/50*
4/313           4/148             3/48          7/50*

Lymphome, Leukämien 5/303               1/50  19/316*        5/148             2/48          3/50*

Herz-Kreislauftumoren 5/303               0/50   6/316           3/148             3/48*        3/50*

Maus w

Leber Kontrolle 1     Kontrolle 2*  34 mg/kg     65 mg/kg    130 mg/kg  263 mg/kg

hepatozelluläre Adenome
hepatozelluläre Karzinome

19/415             0/47
 2/415              0/47

 8/410
 7/410

   8/142          8/142            0/47           0/44
   7/142          1/142            0/47           1/44

*Trinkwasseraufnahme ange-
passt an die der höchsten
Dosisgruppe

Tabelle 3  Kanzerogenitätsstudie Nagano et al. 1998

Ratte: F344, 0,10,30, 90 ml/m3

Maus: BDF1, 0, 5, 30, 90 ml/m3

Inhalation 104 w, 5d/w, 6h/d

Ratte: keine Tumoren

Maus 0 ml/m3 5 ml/m3 30 ml/m3 90 ml/m3

Niere
Adenome + Karzinome m 0/50 1/50 7/50* 12/48*

Leber
Adenome + Karzinome m

w
14/50
 2/50

7/50
2/49

12/50
 4/50

17/48
 6/48
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3. Reproduktionstoxizität:

3.1 Fertilitätsminderung

In einer Mehrgenerationenstudie an der Maus (Borzelleca and Campbell 1982) fin-
den sich Hinweise auf eine fertilitätsmindernde Wirkung von Chloroform. In dieser
Studie erhielten 7 Wochen alte ICR Swiss-Mäuse 0, 0,1, 1 und 5 mg/ml Trinkwasser
über 14 Wochen. In der höchsten Dosisgruppe trat bei Männchen und Weibchen der
F0- und der F1-Generation eine Verzögerung der Körpergewichtsentwicklung auf.
Lebervergrößerung und Lebertoxizität wurde dosisabhängig bei allen behandelten
Tieren festgestellt. In der F1- und in der F2-Generation waren der Paarungsindex
und der Gestationsindex bei der höchsten Dosisgruppe vermindert. Die Zahl der
Jungtiere pro Wurf war in diesen Gruppen ebenfalls vermindert. Die Effekte traten in
Anwesenheit starker maternaler Toxizität auf.

3.2 Fruchtschädigung

Epidemiologische Studien

Ein Review aus dem Jahr 2001 (Graves et al. 2001) fasst die Ergebnisse von 13 epi-
demiologischen Studien zu reproduktionstoxischen Wirkungen von Nebenprodukten
der Trinkwasserdesinfektion zusammen. In vier dieser Studien wurde die Exposition
gegenüber einzelnen Trihalomethanen mittels der lokalen Wasserqualitätsdaten er-
fasst (Kramer et al. 1992, Waller et al. 1998, Klotz and Pyrch 1999, King et al. 2000).
Dabei ergab sich eine erhöhte Odds Ratio für intrauterine Wachstumsverzögerung
(1,8) bei Chloroformkonzentrationen >10 µg/l vs. < 1 µg/l (Kramer et al. 1992) und für
Totgeburten insgesamt (1,56) und Totgeburten mit Asphyxie (3,15) bei Chloroform-
konzentrationen > 100 µg/l vs < 50 mg/l (King et al. 2000). Wegen Unsicherheiten
der Expositionsermittlung reichen die Daten für eine Einstufung nicht aus.

3.2.2 Tierversuche

Es existieren 7 auswertbare Studien zur fruchtschädigenden Wirkung , 4 bei der
Ratte, davon 2 Inhalationsstudien, 2 an der Maus, davon 1 Inhalationsstudie, und 1
orale Studie beim Kaninchen.

3.2.2.1 Ratte

3.2.2.1.1 Schwetz et al. (1974)

Schwetz et al. (1974) verabreichten 0, 147, 490 und 1470 mg/m3 (= 0, 30,100 und
300 ppm) über 7h/d von Tag 6 bis Tag 15 der Trächtigkeit an Sprague-Dawley Rat-
ten (20-30 Tiere die den verlangsamten Verlauf der Körpergewichtsentwicklung bei
den Dosisgruppen nachahmen sollte, mitgeführt. Die Chloroformkonzentration in der
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Begasungskammer wurde 3 Mal täglich überprüft. Die Auswertung erfolgte an Tag
21 der Trächtigkeit.

Maternale Toxizität: In der höchsten Dosisgruppe betrug die Verringerung der Ge-
wichtszunahme an Tag 13 (21) 38% (38%), in der mittleren Dosisgruppe 12% (6%),
in der niedrigsten Dosisgruppe an Tag 13 10%. In der Kontrollgruppe mit verminder-
ter Futterzufuhr betrug die Verringerung an Tag 13 (21) 28% (16%). In der höchsten
Dosisgruppe war das absolute Lebergewicht vermindert, das relative Lebergewicht
erhöht; in der mittleren Dosisgruppe waren relatives und absolutes Lebergewicht er-
höht. In keiner Gruppe wurde ein Anstieg der SGPT im Serum gefunden.

Befunde bei den Nachkommen: In der höchsten Dosisgruppe war der Prozentsatz an
Trächtigkeiten und die Zahl der lebenden Föten pro Wurf deutlich vermindert, der
Prozentsatz der Resorptionen und der Würfe mit Resorptionen deutlich erhöht. Ge-
burtsgewicht und Länge der Föten war deutlich vermindert. Für eine Auswertung e-
ventueller teratogener Effekte war die Zahl der Würfe nicht ausreichend (nur 3 Wür-
fe). In der mittleren Dosisgruppe waren keine statistisch signifikanten embryo- und
fetotoxischen Effekte vorhanden; dagegen wurden teratogene Effekte in Form einer
Akaudie bzw. einer Verkürzung des Schwanzes und eines Anus imperforatus sowie
fehlende Rippen in 3 von 23 (Kontrolle 0/68) Würfen und Ossifikationsverzögerungen
und subkutane Ödeme in statisch signifikanter Häufung gefunden. In der niedrigsten
Dosisgruppe fand sich ein geringfügig verringertes Geburtsgewicht sowie Ossifikati-
onsverzögerungen der Schädelknochen und Rippenhöcker in statistisch signifikanter
Häufung. In der Kontrollgruppe mit verminderter Futteraufnahme waren Gewicht und
Länge der Föten verringert, jedoch traten keine teratogenen Effekte und keine mor-
phologischen Entwicklungsstörungen auf.

3.2.2.1.2 Hoechst 1990

In einer weiteren Inhalationsstudie mit den gleichen Chloroformdosierungen (Hoechst
1990, zitiert nach MAK 1999) wurden die in der Studie von Schwetz et al. (1974) ge-
fundenen teratogenen Wirkungen nicht reproduziert. In dieser Studie wurden Wistar-
Ratten (20 Tiere/ Gruppe) 6h/d von Tag 7 bis Tag 16 der Trächtigkeit exponiert.

Maternale Toxizität: Es wird über eine dosisabhängige Abnahme von Körperge-
wichtsentwicklung und Futteraufnahme berichtet . Der Tod aller Fruchtanlagen wurde
in der höchsten Dosisgruppe bei 8 Tieren, in der mittleren Dosisgruppe bei 3 Tieren
und in der niedrigsten Dosisgruppe bei 2 Tieren gefunden. In der Kontrollgruppe trat
dieser Effekt nicht auf.

Befunde bei den Nachkommen: In allen Dosisgruppen waren Gewicht und Länge der
Föten vermindert.

Eine gleich aufgebaute Studie mit um eine Größenordnung verringerten Dosierungen
zeigte eine verlangsamte Körpergewichtsentwicklung der Muttertiere ab 10 ppm und
Gewichts- und Längenverminderung sowie Ossifikationsverzögerungen bei den Fö-
ten ab 30 ppm.
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3.2.2.1.3 Thompson et al. (1974)

Thompson et al. (1974) verabreichten per Schlundsonde 0, 20, 50 oder 126 mg Chlo-
roform/kg Körpergewicht in Maisöl an Wistar-Ratten (25 Tiere pro Gruppe) von Tag 6
bis Tag 15 der Trächtigkeit. Die Auswertung erfolgte an Tag 20.

Maternale Toxizität: In der höchsten Dosisgruppe zeigten die Tiere Haarausfall und
rauhes Fell; sie waren in der Körpergewichtsentwicklung gegenüber der Kontroll-
gruppe verlangsamt (keine quantitativen Daten). 2 von 2 ausgewählten Testtieren
wiesen eine Fettleber auf. Auch in der mittleren Dosisgruppe kam es zu einer Verzö-
gerung der Körpergewichtsentwicklung; 1 von 2 Testtieren hatte eine Fettleber.

Befunde bei den Nachkommen: Nur in der höchsten Dosisgruppe, d.h. bei deutlicher
maternaler Toxizität, wurden verringertes Geburtsgewicht und akzessorische Rippen
beobachtet.

3.2.2.1.4 Ruddick et al. (1983)

Ruddick et al. (1983) verabreichten Sprague-Dawley-Ratten (15 Tiere pro Gruppe)
von Tag 6 bis Tag 15 der Trächtigkeit 0, 100, 200 und 400 mg Chloroform/kg Kör-
pergewicht in Maisöl per Schlundsonde.

Maternale Toxizität: Die Verringerung der Körpergewichtszunahme bei den Muttertie-
ren betrug in der höchsten Dosisgruppe 58%, in der mittleren Dosisgruppe 45% und
in der niedrigsten Dosisgruppe 32 %. Das Lebergewicht war in allen Dosisgruppen
erhöht, in der höchsten Dosisgruppe auch das Nierengewicht.

Befunde bei den Nachkommen: Bei den Feten wurde nur in der höchsten Dosisgrup-
pe eine Abnahme des Geburtsgewichts sowie skelettale Entwicklungsverzögerungen
gesehen.

3.2.2.2 Maus

3.2.2.2.1 Murray et al. (1979)

Aus der gleichen Arbeitsgruppe, aus der die Untersuchungen von Schwetz et al.
(1974; s.o.) stammen, publizierten Murray et al. 1979 eine Inhalationsstudie mit Chlo-
roform an der CD-1-Maus (keine Angaben zur Zahl der Tiere pro Gruppe). Die ver-
wendete Chloroformdosierung war 100 ppm; die Konzentration im Beatmungsgefäß
wurde regelmäßig überprüft. Die Exposition (7h/d) erfolgte entweder von Tag 1 bis
Tag 7 oder von Tag 6 bis Tag 15 oder von Tag 8 bis Tag 15 der Trächtigkeit. Die
Auswertung erfolgte an Tag 18 der Trächtigkeit.

Maternale Toxizität: In allen Chloroformgruppen war die Körpergewichtsentwicklung
gegenüber der Kontrolle verlangsamt (keine quantitativen Angabe). Bei den Be-
handlungsschemata Tag 6-15 und Tag 8-15 war das absolute und das relative Le-
bergewicht der Muttertiere erhöht. In einer parallel mitgeführten Gruppe stieg nach
Behandlung an Tag 6-15 die SGPT der schwangeren chloroformbehandelten Tiere
von 38 auf 140 Karmen units an.
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Befunde bei den Nachkommen: Die Prozentsatz der Trächtigkeiten war bei den
Gruppen Tag 1-7 und Tag 6-15 vermindert, bei der Gruppe Tag 1-7 war auch die
Zahl der Resorptionen pro Wurf erhöht. Bei den Gruppe Tag 1-7 und Tag 8-15 waren
Gewicht und Länge der Feten vermindert, in allen Gruppen wurden Ossifikationsver-
zögerungen gefunden. In der Gruppe Tag 8-15 wurden Gaumenspalten gefunden
(10 Tiere in 4 Würfen vs. 1 Tier). Von den 10 missgebildeten Feten stammten 6 aus
einem Wurf mit sehr niedrigem Geburtsgewicht (0,39 g vs. 0,82 g in der gesamten
von Tag 8 bis Tag 15 behandelten Gruppe).

3.2.2.2.2 Borzelleca and Carchman (1982)

Borzelleca and Carchman (1982, zitiert nach IPCS 1994) führten eine Multigenerati-
onsstudie bei der ICR-Maus (10 männliche, 30 weibliche Tiere pro Gruppe) mit Ver-
abreichung über das Trinkwasser in Konzentrationen von 0, 0,1, 1 und 5 mg Chloro-
form/ml Trinkwasser (=0, 20, 200 und 1000 mg/kg Körpergewicht) durch. Die Exposi-
tion begann 5 Wochen vor der Verpaarung und wurde bis zur Tötung der F2b-
Nachkommen fortgeführt.

Maternale Toxizität: In den höchsten Dosisgruppen war die Mortalität erhöht und die
Körpergewichtsentwicklung verlangsamt. In der mittleren Dosisgruppe war bei weibli-
chen Tieren der F1-Generation die Körpergewichtsentwicklung verlangsamt. In der
F0- und F1-Generation kam es zu Verfärbung und Knötchenbildung auf der Leber.

Befunde bei den Nachkommen: In den höchsten Dosisgruppen, also bei maternaler
Toxizität, traten bei den Tieren der F1- und der F2-Generation eine Abnahme der
Fertilität, der Wurfgröße sowie der Gestations- und Lebensfähigkeitsindices auf.

3.2.2.3 Kaninchen

3.2.2.3.1 Thompson et al. (1974)

Thompson et al. (1974) behandelten Dutch-Belted Kaninchen (15 Tiere pro Gruppe)
von Tag 6 bis Tag 18 der Trächtigkeit per Schlundsonde mit Chloroform in Maisöl in
den Dosierungen 0, 20, 35 oder 50 mg/kg Körpergewicht. Die Auswertung erfolgte an
Tag 29.

Maternale Toxizität: In der höchsten Dosisgruppe war die Körpergewichtsentwicklung
verzögert; 4 Tiere verstarben an Hepatotoxizität.

Befunde bei den Nachkommen: Bei 50 mg/kg (maternale Toxizität) und 20 mg/kg
(keine maternale Toxizität) war das Geburtsgewicht der Feten verringert. Bei
20 mg/kg und 35 mg/kg (keine maternale Toxizität) wurden Ossifikationsverzögerun-
gen beobachtet.
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4. Fazit:

4.1 Mutagenität

Es liegen Positivbefunde aus einer Reihe von in vivo-Tests vor; die Keimzellen wer-
den erreicht. Die Positivbefunde traten bei hohen Dosierungen auf und waren nur
schwach ausgeprägt. Bei einigen der Untersuchungen, die Positivbefunde erbrach-
ten, sind methodische Fragen offen. Den Positivbefunden stehen Negativbefunde
aus anderen Untersuchungen zum gleichen Endpunkt gegenüber. Diese Datenlage
begründet einen Verdacht auf mutagene Wirkung. Gemäß den EG-
Einstufungskriterien erfolgt daher eine Einstufung als mutagen Kategorie 3 (M: 3).

4.2 Kanzerogenität

Es liegen Positivbefunde zur Kanzerogenität in zwei Spezies sowie zur Genotoxizität
vor. Gemäß den EG-Einstufungskriterien erfolgt daher eine Einstufung als krebser-
zeugend Kategorie 2 (C: 2).

4.3 Reproduktionstoxizität

4.3.1 Fertilitätsmindernde Wirkung

Die fertilitätsmindernde Wirkung in der Mehrgenerationenstudie an der Maus trat in
Gegenwart starker maternaler Toxizität auf. Eine Einstufung erfolgt deshalb nicht.
Gemäß den EG-Einstufungskriterien erfolgt daher keine Einstufung (RF: -).

4.3.2 Entwicklungsschädigende Wirkung

Bei Ratte und Maus wurde eine Verzögerung der fetalen Entwicklung bei maternalto-
xischen Dosierungen beobachtet, wobei Schweregrad und Inzidenz der maternalen
Toxizität nicht in allen Studien belegt ist. In einer Inhalationsstudie bei der Ratte tra-
ten bei maternaltoxischer Dosierung teratogene Effekte auf, die aber in einer später
bei gleicher Applikationsform und Dosierung durchgeführten Studie nicht reproduziert
werden konnten, ebenso wenig wie in den Studien mit oraler Applikation. Beim Ka-
ninchen wurden entwicklungsverzögernde Wirkungen auch bei nicht maternaltoxi-
schen Dosierungen beobachtet, jedoch fehlt eine deutliche Dosisabhängigkeit. Die
beobachteten entwicklungsschädigenden Wirkungen sind als Sekundäreffekte ma-
ternaler Toxizität anzusehen. Gemäß den EG-Einstufungskriterien erfolgt daher eine
Einstufung als entwicklungsschädigend Kategorie 3 (RE: 3).
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