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Ausgabe: Februar 2000

Tris(2-chlorethyl)phosphat
(CAS-Nr.: 115-96-8)

Es liegt eine ausfiihrliche Toxikologische Bewertung von Tris(2-chlorethyl)phosphat der
Berufsgenossenschatft der chemischen Industrie vor (BG-Nr. 33), auf die im folgenden
Text zum grol3en Teil Bezug genommen wird [BG Chemie, 1995].

Gentoxizitat:
In vitro:

Im Salmonella/Mikrosomen-Test an den Stammen TA 100, TA 1535 und TA 1538
besal’ Tris(2-chlorethyl)phosphat mit und ohne metabolische Aktivierung (S9-Mix aus
mit Aroclor 1254 induzierter Rattenleber) in Konzentrationen von 1 und 10 ug/Platte
keine mutagene Wirkung [Prival et al., 1977].

Auch in einem anderen Salmonella/Mikrosomen-Test an den Stammen TA 98, TA 100,
TA 1535, TA 1537 und TA 1538 ergab sich mit und ohne metabolische Aktivierung
(S9-Mix aus mit Aroclor 1254 induzierter Rattenleber) ein negativer Befund (ohne
Angaben der Konzentrationen) [Simmon et al., 1977].

Tris(2-chlorethyl)phosphat  (ohne  Angabe zum  Reinheitsgrad) wurde im
Salmonella/Mikrosomen -Test an den Stammen TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 98
und TA 100 ohne und mit metabolischer Aktivierung (S9-Mix aus mit Aroclor 1254
induzierter Rattenleber) auf gentoxische Wirkung untersucht. Die Konzentrationen
betrugen 0, 0,1, 1, 10, 100, 500 bzw. 2000 pg/Platte. Weder ohne noch mit
metabolischer Aktivierung kam es zu einer Erh6hung der Mutantenzahlen.
Bakteriotoxizitat wurde auch durch die hochste Konzentration (2000 pg/Platte) nicht
erreicht [BIBRA, 1977].

Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde weiterhin im Salmonella/Mikrosomen-Test an den
Stammen TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 und TA 1538 mit und ohne metabolische
Aktivierung (S9-Mix aus mit Aroclor 1254 induzierter Rattenleber) geprift. Die
Konzentrationen betrugen 1, 3, 10 und 30 pmol/Platte (entsprechend 286, 857, 2855
bzw. 8566 pg/Platte). In diesen Versuchen ergab sich nach metabolischer Aktivierung
eine schwache, aber dosisabhéngige mutagene Wirkung beim Stamm TA 100. Beim
Stamm TA 1535 war die Erhdhung der Mutantenzahl stark (bis Faktor 7,6). 30
pmol/Platte waren bakteriotoxisch. An den anderen Stammen (ohne und mit
metabolischer Aktivierung) sowie an den Stdmmen TA 100 und TA 1535 (ohne
metabolische Aktivierung) war Tris(2-chlorethyl)phosphat nicht mutagen [Nakamura et
al., 1979].
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In einem anderen Salmonella/Mikrosomen-Test wurde Tris(2-chlorethyl)phosphat
(ohne Angabe zum Reinheitsgrad) nach Anhang V der Richtlinie 79/831/EWG, auf
gentoxische Wirkung im Platteninkorporationstest untersucht. Die Prifung erfolgte
ohne und mit metabolischer Aktivierung (S9-Mix aus mit Clophen A50 induzierter
Rattenleber) an den Stammen TA 100, TA 1535, TA 98, TA 1537 und TA 1538 mit
den Konzentrationen 0, 50, 160, 500, 1600 bzw. 5000 pg/ Platte. Weder ohne noch
mit metabolischer Aktivierung kam es zu einer Erhéhung der Revertantenzahlen. 5000
pg/Platte erwiesen sich in Vorversuchen als bakteriotoxisch [FhG, 1982].

In einem weiteren Salmonella/Mikrosomen-Test mit den Stammen TA 98, TA 100, TA
1535, TA 1537 und TA 1538 mit und ohne metabolische Aktivierung (Sprague-Dawley-
Rattenleber, Aroclor 1254-induziert) in Konzentrationen von 500, 2500, 5000, 7500
und 10000 pg/Platte war Tris(2-chlorethyl)phosphat bis zur h6chsten Konzentration mit
und ohne S9-Mix nicht mutagen. Eine toxische Wirkung konnte auch bei der héchsten
Konzentration nicht beobachtet werden [LMP, 1984].

Im Prainkubationstest erwies sich Tris(2-chlorethyl)phosphat an den Stdmmen TA
100, TA 1535, TA 1537 und TA 98 in den Konzentrationen von 33 bis 3333 ug/Platte
mit und ohne metabolische Aktivierung (S9-Mix aus mit Aroclor 1254 induzierter
Ratten- und Hamsterleber) wiederum als nicht mutagen. Ausreichende Detailangaben
zum Versuchsprotokoll fehlten aber [Haworth et al., 1983].

Auch am Saccharomyces cerevisiae-Stamm D, war Tris(2-chlorethyl) phosphat mit und
ohne metabolischer Aktivierung negativ, desgleichen im Maus-Lymphoma-Test am TK-
Locus. Detailangaben fur beide Versuche fehlten [UIsamer et al., 1980].

Tris(2-chlorethyl)phosphat (Antiblaze 100, ohne Angaben zum Reinheitsgrad) wurde
an Maus-Lymphoma-Zellen (L5178Y/TK+/ ) ohne und mit metabolischer Aktivierung
(S9-Mix aus mit einem 2:1 Gemisch von Aroclor 1242 und Aroclor 1254 induzierter
Rattenleber) auf gentoxische Wirkung untersucht. Die Konzentrationen (in DMSO)
betrugen ohne Aktivierung 0,01 bis 0,08 pl/ml und mit Aktivierung 0,06 bis 0,15 pl/ml.
Hohere Konzentrationen erwiesen sich als zytotoxisch. Sowohl ohne als auch mit
metabolischer Aktivierung wurde kein signifikanter Anstieg der Mutationsfrequenz am
Thymidin-Kinase-Locus beobachtet. Tris(2-chlorethyl)phosphat wirkte somit in diesem
Test nicht gentoxisch [Mobil, 1984].

Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde auch an V79-Zellen des Chinesischen Hamsters auf
6-Thioguanin-resistente Mutanten untersucht. Die Versuche erfolgten mit und ohne
metabolische Aktivierung (S9-Mix aus mit Methylcholanthren induzierter Rattenleber)
mit den Konzentrationen 500, 1000 und 2000 pg/ml. Sowohl mit als auch ohne
metabolische Aktivierung wurden keine 6-Thioguanin-resistenten Mutanten gefunden
[Sala et al., 1982].

Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde auch an CHO-Zellen des Chinesischen Hamsters
hinsichtlich Chromosomenaberrationen und Schwester-Chromatid-Austausch (SCE)
mit und ohne metabolische Aktivierung gepruft. Chromosomenaberrationen traten im
Konzentrationsbereich von 160 bis 1600 pg/ml nicht auf. Beziglich der Schwester-
Chromatid-Austauschrate war der Befund ohne metabolische Aktivierung im
Konzentrationsbereich von 5 bis 160 pug/ml ebenfalls negativ und mit metabolischer
Aktivierung im Konzentrationsbereich von 160 bis 1600 pg/ml fraglich, da nur in einem
von zwei Versuchen die SCE-Rate um 20 % stieg [Galloway et al., 1987].
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Ein anderer SCE-Test an V79-Zellen (Lungenfibroblasten) des Chinesischen Hamsters
erbrachte ohne und mit metabolischer Aktivierung ab 700 pg/ml (ohne S9-Mix) bzw.
bei 700 pg/ml (mit S9-Mix) einen signifikanten Anstieg der Austauschrate.

Der geprufte Konzentrationsbereich umfasste 343 bis 3000 pg/ml (ohne S9-Mix) bzw.
490 und 700 pg/ml (mit S9-Mix). Es wurden nur jeweils 30 Metaphasen/Dosis
gesichtet, was die Aussagekraft dieses positiven Ergebnisses vermindert [Sala et al.,
1982].

Die DNA-Bindung von Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde in vitro bei einer Konzentration
von 5 mM und einer Inkubationszeit von 180 Minuten untersucht. Eine Alkylierung
konnte nicht nachgewiesen werden (ohne weitere Angaben) [Lown et al., 1980].

In vivo:

In einem Mikronukleustest erhielten je 2 Chinesische Hamster/Geschlecht und Dosis
62,5, 125 bzw. 250 mg Tris(2-chlorethyl)phosphat/kg Korpergewicht einmal
intraperitoneal injiziert (2 Tiere/Dosis). Nach 24 Stunden wurden die Mikronuklei/1000
polychromatische Erythrozyten untersucht. Sie betrugen nach 62,5 mg/kg 5,25 = 0,7,
nach 125 mg/kg 6,63 + 0,57 und nach 250 mg/kg 7,00 = 1,00. Bei den Kontrollen
lagen sie bei 3,50 + 0,50. Das Ergebnis wurde von den Autoren wegen
unterschiedlicher Werte bei méannlichen und weiblichen Tieren und ungentigender
Dosisabhéngigkeit des Effektes als fraglich angesehen. Wegen der geringen
Tierzahl/Dosis ist der Versuch nicht als valide anzusehen [Sala et al., 1982].

Ein anderer Mikronukleustest wurde an 22 mannlichen und weiblichen NMRI-Mausen
durchgefihrt. Sie erhielten einmal 1000 mg Tris(2-chlorethyl)phosphat/kg
Korpergewicht oral, wobei 3 von 22 Tieren starben. Bei je 6 Mausen wurde 24, 48 und
72 Stunden nach der Applikation das Knochenmark aus dem Femur prapariert. Eine
Positivkontrolle erhielt 20 mg Cyclophosphamid/ kg Korpergewicht und eine
Lésemittelkontrolle DMSO. Tris(2-chlorethyl)phosphat verursachte in diesem Versuch
keine signifikante Veranderung des Anteiles polychromatischer Erythrozyten und die
Anzahl Mikronukleitragender polychromatischer Erythrozyten war zu keinem Zeitpunkt
statistisch signifikant erhoht [FhG, 1984].

In einem weiteren Mikronukleustest gemaR OECD-Richtlinie Nr. 474 erhielten Gruppen
von je 5 mannlichen und weiblichen CD-1-Mé&usen 175, 350 bzw. 700 mg Tris(2-
chlorethyl)phosphat (Reinheitsgrad > 99,25 %)/kg Koérpergewicht als Losung in
Maiskeim6l einmal intraperitoneal injiziert. Entsprechende Kontrollen (Maiskeimdl bzw.
Cyclophosphamid, 40 mg/kg Koérpergewicht) wurden mitgefuhrt. Die obere Dosierung
(LDsp) lag im toxischen Bereich; 5 Mause verendeten oder mussten in moribundem
Zustand getotet werden. Die untere Dosis (1/4 LDsg) wurde symptomlos vertragen.
Nach 24 Stunden, bei den Tieren der oberen Dosisgruppe und der Kontrollgruppen
nach 16, 24 und 48 Stunden, wurde das Femurknochenmark aufgearbeitet und 1000
polychromatische Erythrozyten/Tier auf Mikronuklei untersucht. Die Behandlung mit
Tris(2-chlorethyl)phosphat bewirkte keine Induktion von Mikronuklei und liel3 keine
Hinweise auf potentielle Spindeleffekte erkennen [IRI, 1993].
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Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde im  Augen-Mosaik-Versuch an  Drosophila
melanogaster auf somatische Zellschadigungen untersucht (interchromosomale
mitotische Rekombination). Dabei erwies sich Tris(2-chlorethyl)phosphat nach
Verfitterung von bis zu 40 mM an Larven und Auswertung von 250 Augen/Dosis als
nicht gentoxisch [Vogel und Nivard, 1993].

Kanzerogenitéat:

In einer Kanzerogenitatsstudie mit Scl:.ddY-Mausen erhielten Gruppen zu je 50
mannlichen und weiblichen Tieren (mittleres Ausgangsgewicht 30 bzw. 25 g) 18
Monate lang 0, 120, 600, 3000 bzw. 15000 mg Tris(2-chlorethyl)phosphat
(Reinheitsgrad 98 %)/kg Futter, entsprechend 0, 17, 86, 430 bzw. 2143 mg/kg
Korpergewicht. Der Korpergewichtszuwachs war lediglich bei den mannlichen und
weiblichen Mausen der 2143 mg/kg Korpergewicht-Gruppe von Beginn an stark
verzogert, obgleich sich die Futteraufnahme nicht von den anderen Gruppen
unterschied. Die Korpergewichtsentwicklung der Gbrigen Dosisgruppen unterschied
sich nicht von der Kontrollgruppe. Am Ende der Versuchsperiode betrug die
Uberlebensrate in der hohen Dosisgruppe bei den mannlichen Mausen 38 % und bei
den weiblichen Mausen 36 % (Kontrollen mannlich ca. 60 %, weiblich ca. 65 %). Die
Gesamttumorraten betrugen bei Versuchsende bei den ménnlichen Mausen in der
Kontrollgruppe 68 % (34/50), in der 17 mg/kg Kérpergewicht-Gruppe 78 % (38/49), in
der 86 mg/kg Koérpergewicht-Gruppe 80 % (39/49), in der 430 mg/kg Korpergewicht-
Gruppe 83 % (39/47) und in der 2143 mg/kg Korpergewicht-Gruppe 100 % (50/50).
Die entsprechenden Gesamttumorraten bei den weiblichen Mausen lagen bei 61
(30/49), 57 (28/49), 66 (33/50), 80 (39/49) bzw. 82 % (41/51). Die Tumorbildungsrate
nahm also bei mannlichen und weiblichen Tieren dosisabhangig zu, war aber bei den
mannlichen Mausen nur in der hdchsten und bei den weiblichen M&usen nur in den
beiden oberen Dosisgruppen statistisch signifikant erhdht. Tumoren fanden sich vor
allem in der Niere und in der Leber, im Vormagen und im weil3en Blutbild, wobei die
Inzidenz an Nieren- und Lebertumoren bei den mannlichen Tieren dosisabhangig
anstieg. Die Inzidenzen sind in den Tabellen 1 bis 4 dargestellt.

Histologisch handelte es sich bei den in der hdchsten Dosisgruppe signifikant erhéhten
Tumoren um Nierenadenome und -karzinome (nur mannliche Tiere), Adenome und
Karzinome der Leber (nur mannliche Tiere), Papillome und Karzinome des Vormagens
(nur weibliche Tiere) und Leuk&mien (nur weibliche Tiere). In der zweithGchsten
Dosisgruppe waren hepatozellulare Adenome und Karzinome bei den mannlichen
Tieren und Leukamien bei den weiblichen Tieren signifikant erhoht. Bei den
Vormagentumoren zeigte sich die signifikante Erh6hung erst nach Addition der gut-
und bosartigen Verédnderungen oder sie erhohte sich nach Addition bei den
Lebertumoren von p < 0,05 auf p < 0,01. Die Inzidenz an Nierentumoren war also bei
den maénnlichen Mausen dosisabhangig ab 430 mg/kg Koérpergewicht und in der
hdchsten Dosisgruppe mit 82 % signifikant erhdht, die der Nierenkarzinome ebenfalls
dosisabhangig ab 86 mg/kg Korpergewicht und mit 64 % in der hochsten Dosisgruppe
ebenfalls signifikant erhdoht. Die Autoren berichteten von historischen Kontrolldaten an
Nierenzelltumoren bei méannlichen B6C3F;-Mausen (0,1 %, 3/2543), SWR/J-Mausen
(0,4 %, 1/269), CD-l/ICR-Mausen (0,5 %, 2/436), Swiss-Mausen (1,0 %, 1/101) und
CF-1-Méausen (3,0 %, 10/328) sowie bei weiblichen B6C3F;-Mausen von 0,08 %
(2/2522) und bei den anderen Stdmmen von 0 % [Takada et al., 1989]. Wegen der
dosisabhéngigen nierentumor- und nierenkarzinombildenden Wirkung ab 430 mg/kg
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Korpergewicht, die im Vergleich zu historischen Kontrollwerten eindeutig ist, dirfte
Tris(2-chlorethyl)phosphat als Substanz betrachtet werden, die bei mannlichen
Mausen ab Dosierungen in dieser Gré3enordnung Nierentumore verursachen kann.

Tabelle 1:  Inzidenz der Nierenzelltumore bei Mausen nach Gabe von Tris(2-chlorethyl)
phosphat [Takada et al., 1989]
Gruppe Zanhl Nierenzell- Nierenzell- Nierenzelladenome +
untersuchten  denome karzinome Nierenzellkarzinome (%)
Tiere (%) (%)
Mannliche Tiere
Kontrolle 50 0 241 24,0
17 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
86 mg/kg Korpergewicht 49 0 241 241
430 mg/kg Korpergewicht 47 2(4,3) 3(6,4) 5(10,6)
2143 mg/kg Korpergewicht 50 9 (18,0)* 32 (64,0)*
Weibliche Tiere
Kontrolle 49 0 0 0
17 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
86 mg/kg Korpergewicht 50 0 0
430 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
2143 mg/kg Korpergewicht 50 2 (4,0) 1(2,0) 3 (6,0)

*) signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,01)

Tabelle 2: Inzidenz der Leberzelltumore bei Mausen nach Gabe von Tris(2-chlorethyl)phosphat

[Takada et al., 1989]

Gruppe Zahl der Hepatozellu-  Hepatozellu-  Hepatozelluléare
untersuchten  lare Adenome lare Adenome + Karzinome
Tiere (%) Karzinome %) (%)
Mannliche Tiere
Kontrolle 50 3 (6,0) 1(2,0) 4 (8,0)
17 mg/kg Korpergewicht 49 4 (8,2) 1(2,0) 5(10,3)
86 mg/kg Korpergewicht 49 3(6,1) 4 (8,2 7 (14,3)
430 mg/kg Korpergewicht 47 10 (21,3)* 2(4,3) 12 (25,5)**
2143 mg/kg Korpergewicht 50 16 (32,0)* 3 (6,0) 19 (38,0)**
Weibliche Tiere
Kontrolle 49 0
17 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
86 mg/kg Korpergewicht 50 0 0 0
430 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
2143 mg/kg Korpergewicht 50 2 (4,0) 0 2 (4,0)

*)  signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,05)
**)  signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,01)
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Tabelle 3: Inzidenz der Vormagentumore bei Mausen nach Gabe von Tris(2-chlorethyl)phosphat
[Takada et al., 1989]

Gruppe Zahl der Papillome Plattenepithelk Papillone +
untersuchten arzinome (%) Plattenepithelkarzinome
Tiere (%)
Mannliche Tiere
Kontrolle 50 0 0 0
17 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
86 mg/kg Korpergewicht 49 1(2,0) 0 1(2,0)
430 mg/kg Korpergewicht 47 1(2,1) 1(2,1) 24,2
2143 mgl/kg Korpergewicht 50 24,0 0 24,0
Weibliche Tiere
Kontrolle 49 0 0 0
17 mg/kg Korpergewicht 49 0 0 0
86 mg/kg Korpergewicht 50 0 0 0
430 mg/kg Kérpergewicht 49 1(2,0) 0 1(2,0)
2143 mg/kg Korpergewicht 50 2 (4,0) 5 (10,0) 7 (14,0)*

*) signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,05)

Tabelle 4: Inzidenz der Tumore des hamatopoetischen Systems bei Mausen nach Gabe von
Tris(2-chlorethyl)phosphat [Takada et al., 1989]

Gruppe Zahl der Leukamien (%)
untersuchten
Tiere
Mannliche Tiere
Kontrolle 50 7 (17,0
17 mg/kg Korpergewicht 49 4 (8,2)
86 mg/kg Korpergewicht 49 6 (12,2)
430 mg/kg Korpergewicht 47 4 (8,5)
2143 mg/kg Kdrpergewicht 50 4 (8,0)

Weibliche Tiere

Kontrolle 49 1(2,0)
17 mg/kg Korpergewicht 49 3(6,1)
86 mg/kg Korpergewicht 50 6 (12,0)

430 mg/kg Korpergewicht 49 9 (18,4)*

2143 mg/kg Korpergewicht 50 9 (18,0)*

*) signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,05)

In einer Kanzerogenitatsstudie mit B6C3F;-Mausen erhielten Gruppen zu je 50
méannlichen und weiblichen Tieren 5mal wochentlich 0, 175 oder 350 mg Tris(2-
chlorethyl)phosphat (98 % rein)/kg Korpergewicht/Tag als Lésung in Maiskeimdl 103
Wochen (26 Monate) lang per Schlundsonde verabreicht. Einer zusatzlichen Gruppe
von 10 Tieren/Geschlecht und Dosierung wurde die Substanz nur 15 Monate (66
Wochen) lang verabreicht. Weder nach 15 noch nach 26 Monaten verursachte die
Substanz Zeichen einer systemischen Toxizitat, d. h. die Koérpergewichtsentwicklung,
die Uberlebensrate und das Kklinische Verhalten sowie die untersuchten
hamatologischen und klinisch-chemischen Parameter (nur bei der 15-Monate-Gruppe
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angegeben) der dosierten Mause unterschieden sich nicht von den Kontrollgruppen.
Nach 15 Monaten trat von den 10 weiblichen Tieren der hohen Dosisgruppe (350
mg/kg Korpergewicht) allerdings bei 2 Mausen ein Adenom und bei einer dritten Maus
ein Karzinom der Harderschen Driise auf. Von den 10 mannlichen Tieren wurde in der
hohen Dosisgruppe (350 mg/kg Koérpergewicht) bei 2 Mausen eine Hyperplasie der
Niere beobachtet, davon bei der einen Maus zusatzlich ein Adenom der Niere. Die
Inzidenz an L&sionen in Niere und Harderscher Drise bei den Mausen, die fur 26
Monate behandelt wurden, ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Inzidenz an Lé&sionen in der Niere und Harderschen Driise bei B6C3F;-Mausen
nach oraler Gabe von Tris(2-chlorethyl)phosphat [NTP, 1991; Matthews et al.,
1993].
Dosis 0 175 mg/kg Korpergewicht 350 mg/kg Korpergewicht
Mannliche Tiere 50 50 50
Niere
Karyomegalie 2(4%) 16 (32 %)** 39 (78 %)**
Hyperplasie® 1(2 %) 0 3 (6 %)
Adenom 1(2%) 1(2%) 3 (6 %)
Adenokarzinom 0 0 1(2 %)
Weibliche Tiere 50 49 50
Niere
Karyomegalie 0 5 (10 %)* 44 (88 %)**
Hyperplasie 0 1(2%) 2 (4 %)
Adenom 0 1(2 %) 0
Hardersche Driise®
Hyperplasie 1(2 %) 4 (8 %) 2 (4 %)
Adenom 3 (6 %) 7 (14 %) 7 (14 %)
Karzinom 0 1 (2 %) 0

1) eine Hyperplasie der Niere trat auch bei 2 mannlichen Tieren der hohen Dosisgruppe nach 66
Wochen (15 Monaten) Behandlungszeit auf, davon hatte ein Tier sowohl eine Hyperplasie als auch
ein Adenom.

2) Adenome der Harderschen Driise traten auch bei 2 weiblichen Tieren der hohen Dosisgruppe nach

66 Wochen (15 Monaten) Behandlungszeit auf, ein drittes Tier dieser Dosisgruppe wies ein
Karzinom der Harderschen Druse auf; rechnet man Adenome und Karzinome der Harderschen
Drise aller Tiere, d. h. der Zwischentétungsgruppe mit 15monatiger und der Gruppe mit 26monatiger
Behandlungszeit, zusammen, so ergibt sich in der hohen Dosisgruppe eine Inzidenz von 10
Adenomen plus Karzinomen von 60 Tieren (17 %), was statistisch signifikant war.

*) signifikant (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe

**) signifikant (p < 0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe

Unter den Bedingungen dieses Versuches ergab sich nach Meinung der Autoren fir
mannliche Mause "no evidence of carcinogenic activity" und flr weibliche Mause
"equivocal evidence of carcinogenic activity" aufgrund der marginal erhéhten Inzidenz
an Adenomen der Harderschen Drise, die Uber der historischer Kontrollen lag
(53/2193, 2,4 %, Range 0 bis 10 %) [NTP, 1991; Matthews et al., 1993].
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In einer NTP-Studie zur Frage der kanzerogenen Wirkung von Tris(2-
chlorethyl)phosphat erhielten Gruppen von je 60 méannlichen und weiblichen Fischer-
344/N-Ratten 5mal wochentlich 0, 44 oder 88 mg Tris(2-chlorethyl)phosphat (ca.
98prozentig)/kg Kérpergewicht als Losung in Maiskeimol Gber einen Zeitraum von bis
zu 103 Wochen (26 Monate) per Schlundsonde. Je 10 der 60 Tiere/Geschlecht
wurden nach 66 Wochen (15 Monate) getotet. Die Ratten dieser Satellitengruppe
wiesen keine substanzbedingten Veranderungen der hdmatologischen Parameter auf,
doch waren die Aktivitaiten der alkalischen Phosphatase und der
Alaninaminotransferase bei den weiblichen Ratten der 88 mg/kg-Gruppe signifikant
erniedrigt. Die Sektion ergab bei den Tieren der 88 mg/kg-Gruppe eine signifikante
Erh6hung der absoluten und relativen Leber- und Nierengewichte. Histologisch wurden
bei einer mannlichen Ratte der hohen Dosisgruppe ein Tubulusadenom der Niere und
bei 3 weiblichen Ratten dieser Gruppe degenerative Veranderungen im Gehirn
gefunden. Die Uberlebenszeit der méannlichen und weiblichen Ratten der hohen
Dosisgruppe, die Uber 26 Monate behandelt wurden, war reduziert (weibliche Tiere:
Kontrolle 64 %, 44 mg/kg: 66 %, 88 mg/kg: 34 %; mannliche Tiere: Kontrolle 72 %,
44 mg/kg: 66 %, 88 mg/kg: 50 %), das mittlere Korpergewicht der Uberlebenden
Tiere ahnelte dem der Kontrollen. Die hauptséachlichen Veranderungen (siehe Tabelle
6) traten in der Niere und im Gehirn auf.

Fokale Hyperplasie des Tubulusepithels der Nieren und Tubulusadenome waren bei
den mannlichen Ratten der 88 mg/kg-Gruppe deutlich und signifikant erhoht, in
geringerem Ausmal3, aber ebenfalls statistisch signifikant auch bei den weiblichen
Ratten. Tubulare Nierenkarzinome traten bei den méannlichen Ratten in der
Kontrollgruppe und in der hohen Dosisgruppe je einmal auf.
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Tabelle 6: Inzidenz an proliferativen Lasionen bei F344/N-Ratten nach oraler Gabe von Tris(2-
chlorethyl)-phosphat [NTP, 1991; Matthews et al., 1993]

Dosis 0 44 mg/kg Korpergewicht 88 mg/kg Kdrpergewicht
Mannliche Tiere 50 50 50
Niere
Hyperplasie 0 2 (4 %) 24 (48 %)**
Adenom 1(2 %) 5 (10 %) 24 (48 %)**
Karzinom 1(2%) 0 1(2%)
Schilddruse
Hyperplasie 0 0 0
Adenom 1(2 %) 2 (4 %) 3 (6 %)
Karzinom 0 0 2 (4 %)
Adenom oder Karzinom 1 (2 %) 2 (4 %) 5 (10 %)
Mononukledre Leukamie 5 (10 %) 14 (28 %)* 13 (26 %)*
Weibliche Tiere 50 50 50
Niere
Hyperplasie 0 3 (6 %) 16 (32 %)**
Adenom’ 0 2 (4 %) 5 (10 %)**
Schilddrise
Hyperplasie 1(2 %) 0 1(2 %)
Adenom 0 1(2 %) 1(2 %)
Karzinom 0 2 (4 %) 3 (6 %)*
Adenom oder Karzinom 0 3 (6 %) 4 (8 %)*
Mononukleére Leukamie 14 (28 %) 16 (32 %) 20 (40 %)**
1) die Inzidenz an tubuléren Nierenadenomen bei weiblichen historischen Kontrollratten des NTP

betrug nur 2/2144 (0,1 %)
*) signifikant (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe
**)  signifikant (p < 0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe

Im Gehirn und im Hirnstamm waren bei mehr als 40 % der weiblichen Ratten der 88
mg/kg-Gruppe degenerative Schadigungen (Gliosis, Mineralisation, Hamorrhagien
und/oder Hamosiderin-Anreicherung) zu beobachten, bei den mannlichen Tieren nur
vereinzelt. Aul3erdem war eine leicht, bei den weiblichen Tieren der hohen
Dosisgruppe signifikant erhohte Inzidenz von Schilddrisenneoplasmen und
mononukledren Leukamien (auch bei den mannlichen Tieren signifikant) zu
verzeichnen, doch war eine Substanzabhangigkeit ungewiss, da die Inzidenzen im
Bereich historischer Kontrolldaten lagen. Unter den Bedingungen dieses 2-Jahres-
Versuches ergab sich nach Meinung der Autoren wegen der erhthten Inzidenz an
Nierenadenomen, die als frlhes Stadium bei der Entwicklung von Karzinomen
angesehen wurden, fir mannliche und weibliche F344/N-Ratten eine "clear evidence of
carcinogenic activity" [NTP, 1991; Matthews et al., 1993].

Zur Klarung der Frage, warum mannliche Ratten bezlglich der Entstehung von
Nierentumoren  empfindlicher  reagieren als weibliche Ratten, wurden
geschlechtsspezifische Unterschiede im Metabolismus, in der Harn-Clearance und -
Konzentration uberpruft. Es ergaben sich zwischen mannlichen und weiblichen Ratten
keine nennenswerten Geschlechtsdifferenzen bezlglich Resorption, Metabolismus,
Gewebeverteilung und der Exkretion von Tris(2-chlorethyl)phosphat. Auch liel3 das
Metabolitenmuster und seine Ausscheidung keine nennenswerten Unterschiede
erkennen [NTP, 1994].

Ausschuss fur Gefahrstoffe — AGS-Geschéftsfiihrung — BAUA — www.baua.de —



Seite - 10 -

Je 50 weibliche Scl:.ddY-Mause erhielten Tris(2-chlorethyl)phosphat als 5- oder
50prozentige Losung in Ethanol zweimal wochentlich auf die enthaarte Haut tGber einen
Zeitraum von 18 Monaten (79 Wochen). Zusétzlich wurden zur Prifung der
chronischen Toxizitat je 5 Tiere/ Gruppe mitgefuhrt und nach 6 und 12 Monaten
getotet. Korpergewichtsentwicklung, Futterverbrauch und Uberlebensrate
unterschieden sich nicht von den Kontrollen. Bei den Mausen der 50 %-Gruppe war
das Milzgewicht herabgesetzt. Die Inzidenz von Tumoren oder anderen, nicht
neoplastischen Veréanderungen der Haut und anderen Organen unterschied sich nicht
von den Kontrollen. Nach diesen Untersuchungen besal3 Tris(2-chlorethyl)phosphat an
der Haut keine kanzerogene Wirkung. Bei der Zwischensektion nach 6 und 12
Monaten konnten keine systemischen Verdnderungen (Organgewichte, Hamatologie,
Histopathologie) festgestellt werden [Takada et al., 1991].

Zur Prifung der initierenden und promovierenden Wirkung von  Tris(2-
chlorethyl)phosphat bei dermaler Applikation wurde ein Versuch an weiblichen Swiss-
Mausen (Alter bei Versuchsbeginn 60 Tage) durchgefihrt. Versuchsaufbau und die
Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt. Gewichtsentwicklung und Uberlebenszeiten
wurden nicht mitgeteilt. In diesen Untersuchungen besald Tris(2-chlorethyl)phosphat
keine kanzerogene oder tumorpromovierende Wirkung. Eine mdgliche initierende
Wirkung hinsichtlich Haut- oder Lungentumoren lie3 sich nicht bestatigen, weil die
Unterschiede zu den Kontrollen nicht signifikant waren (Vergleich mit historischen
Kontrollen ohne Angabe von Daten; es ist aber bekannt, dass die spontane
Lungentumorinzidenz bei der Swiss-Maus 40 bis 50 % betragen kann). Die Autoren
beurteilten Tris(2-chlorethyl)-phosphat als nicht kanzerogen [Sala et al., 1982].
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Tabelle 7: Versuchsaufbau und Ergebnisse des Langzeitversuches mit Mausen bei dermaler Applikation [Sala et al., 1982]

Initiation Promotion oder Zahl der Mause mit Tumoren:
wiederholte Behandlung Anzahl/ Haut- Lungen- andere
78 Wochen, 2mal wochentlich Gruppe tumoren adenome Tumoren
- Tris(2-chlorethyl) phosphat, 32 0 12 1 Hepatom
21 mg in 0,05 ml Aceton, 1 Sarkom d.
Gesamtdosis 3,3 g/Tier Endometriums
(ca. 109 g/kg Korpergewicht)
- 12-0-Tetradecanoylphorbol- 28 12 5 -
13-acetat (TPA; 1 pg in 0,05
ml Aceton),

Gesamtdosis 156 ug/Tier

Tris(2-chlorethyl)- 12-0-Tetradecanoylphorbol- 33 17 7 1 Hepatom
phosphat, einmal 13-acetat (TPA; 1 pg in 0,05
71 pg/0,1 ml Aceton ml Aceton),
pro Tier Gesamtdosis 156 pg/Tier
DMBA, einmal 50 Tris(2-chlorethyl) phosphat, 32 0 6 1 Lymphosarkom
Hg/0,1 ml Aceton 21 mg in 0,05 ml Aceton, 1 Mammatumor
pro Tier Gesamtdosis 3,3 g/Tier 1 Hepatom

(ca. 109 g/kg Korpergewicht) 1 Uterusangiom

1 Sarkom d.Endometriums
1 perivulvares Papillom
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Die International Agency for Research on Cancer [IARC] stellte fest, dass im oben
genannten Versuch die promovierende Wirkung und die komplette Karzinogenitat von
Tris(2-chlorethyl)-phosphat wegen des Fehlens von Kontrollen nicht beurteilt werden
kann [IARC, 1990].

Tris(2-chlorethyl)phosphat wurde im Talgdrisenschwund-Test an der Maus
untersucht. Je 25 weiblichen Swiss-Mausen (45 Tage alt) wurden am 1., 3. und 5. Tag
auf die Rickenhaut insgesamt 31,9, 53,2 oder 74,5 mg der Testsubstanz in Aceton
(pro Applikation 0,05 ml) verabreicht. Kontrolltiere erhielten nur Aceton. Am 8. Tag
wurde die behandelte Hautstelle herausprapariert und die Zahl der Talgdrisen und die
Epidermisdicke gemessen. Es wurde keine Verminderung der Talgdrisen bei den
behandelten Tieren gegenuber den Kontrollen und keine epidermale Hyperplasie
festgestellt [Sala et al., 1982].

Ein Zelltransformationstest mit BALB/3T3-M&ausezellen verlief positiv (ohne weitere
Angaben; Ulsamer et al., 1980]. Eine Beurteilung der Angaben ist nicht méglich, da
Detailangaben fehlen.

In einem zweiten Zelltransformationstest mit C3H1O0T 1/2-Zellen bewirkte Tris(2-
chlorethyl)-phosphat in den Konzentrationen von 900 und 1500 pg/ml ohne S9-Mix
keine Transformationen. Mit S9-Mix kam es nach 40 Tagen lediglich bei 1 von 42
Platten (2,3 %) bei 900 pg/ml zu Typ lll-Foci. Bei allen anderen Testreihen traten
keine Transformationen auf. Das Ergebnis wurde als negativ bewertet [Sala et al.,
1982].

Die gleichen Autoren fuhrten einen weiteren Zelltransformationstest an Embryozellen
des Syrischen Hamsters durch. Die Konzentrationen betrugen 400, 500, 600 und 800
pg/ml (pro Konzentration 10 Platten). Nach 7 Tagen waren bei 400 pg/ml 3,3 %
(entsprechend 1,4 transformierte Kolonien/Platte) und bei 500 pg/ml 1,2 %
(entsprechend 0,6 transformierte Kolonien/ Platte) der Kolonien transformiert, was als
positives Ergebnis interpretiert wurde. 800 pg/ml waren zytotoxisch. Die
transformierende Wirkung lag bei 0,58 Kolonien/ng Substanz [Sala et al., 1982].

Reproduktionstoxizitat:

In einem Mehrgenerationen-Test erhielten mannliche und weibliche Swiss-CD-1-Mause
(Fo) 175, 350 bzw. 700 mg Tris(2-chlorethyl)phosphat/kg Koérpergewicht taglich 7
Tage lang vor der Paarung und danach Uber einen Zeitraum von 98 Tagen per
Schlundsonde. Die Dosis von 700 mg/kg KGW/Tag stellte in einem Vorversuch die
MTD dar.

Es wurden bei den mit Tris(2-chlorethyl)phosphat behandelten Tieren keine
substanzbedingten Kklinischen Vergiftungssymptome festgestellt. Die Anzahl der
Wurfe/Paar war bei den Mausen der Fo-Generation vermindert: In der 700 mg/kg-
Gruppe war die Anzahl der Paare mit 2 oder mehr Wirfen und in der 350 mg/kg-
Gruppe die Anzahl der Paare mit 5 Wurfen signifikant erniedrigt im Vergleich zur
Kontrolle. Die Zahl der lebenden Jungtiere/Wurf war ab 350 mg/kg/Tag dosisabhangig
verringert. In der 700 mg/kg-Gruppe war die kumulative Zeitspanne bis zum Werfen
des 2. und 3. Wurfes deutlich verlangert gegeniber der Kontrolle.
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In Kreuzpaarungsversuchen wurden nur die Tiere der 700 mg/kg-Gruppe mit
Kontrolltieren verpaart. Dabei wurde festgestellt, dass zwar die Paarungsrate
unbeeinflusst blieb, die Trachtigkeits- und Fertilitatsindices bei der Paarung mit
behandelten Mannchen sowie die Anzahl lebender Jungtiere/Wurf bei der Paarung
sowohl mit behandelten Weibchen als auch mit behandelten Mannchen aber
beeintrachtigt war. Das Korpergewicht der behandelten Weibchen war in der 22. und
23. Versuchswoche signifikant erniedrigt gegentber der Kontrolle. Bei der Nekropsie
der Ry-Tiere war bei den behandelten Mannchen und Weibchen das relative Nieren-
und Nebennierengewicht erniedrigt. Bei den behandelten Mannchen war aul3erdem
das relative Lebergewicht erhéht und das relative Testesgewicht erniedrigt;
Konzentration und Motilitat der Spermien waren durch die Tris(2-chlorethyl)phosphat-
Behandlung beeintrachtigt und der Anteil abnormaler Spermien war erhoht. Bei den
behandelten Weibchen war das durchschnittliche Ovargewicht erhéht und mehrere
Tiere wiesen einen flussigkeitsgefullten Follikel in einem Ovar oder in beiden Ovarien
auf; der Ostruszyklus der Tiere blieb unbeeinflusst. Bei der histopathologischen
Befundung der mit 700 mg/kg KGW behandelten Tiere wurde bei allen Mannchen und
bei 50 % der Weibchen eine Zytomegalie des Nierentubulusepithels festgestellt.

Im Alter von 74 Tagen wurden die F-Tiere der Kontrollgruppe sowie der 175 mg/kg
und der 350 mg/kg-Gruppe verpaart; in der 700 mg/kg-Gruppe war es nur zu einem
einzigen Wurf gekommen und keines der Jungtiere tUberlebte bis zum 4. Postnataltag.
Das Paarungsverhalten, die Zeitspanne von der Befruchtung bis zum Werfen und das
Lebendgewicht der F,-Jungtiere blieben unbeeinflusst von der  Tris(2-
chlorethyl)phosphat-Behandlung. Der Anteil mannlicher Jungtiere bei den lebenden
Nachkommen war dosisabhéngig bereits ab der mit 175 mg/kg niedrigsten getesteten
Dosis statistisch signifikant verringert. In der 350 mg/kg-Gruppe waren auf3erdem die
Zahl der Jungtiere/Wurf signifikant sowie die Trachtigkeits- und die Fertilitatsrate
leicht, aber nicht statistisch signifikant, erniedrigt. Bei den am Ende des
Paarungsversuchs getoteten Tieren der F;-Generation waren die relativen
Organgewichte vergleichbar mit den Kontrolldaten; lediglich das relative Gewicht des
rechten Nebenhodens war in der 350 mg/kg-Gruppe signifikant erniedrigt. Die
Spermien-Anzahl und -Motilitdt sowie der Anteil abnormaler Spermien unterschieden
sich nicht von den Kontrollwerten und der Ostruszyklus der Tiere blieb
unbeeintrachtigt. Die histopathologische Untersuchung von Leber, Niere/Nebenniere,
Hoden, Nebenhoden, Gehirn und Ovar bei je 10 méannlichen und 10 weiblichen F;-
Tieren der Kontroll- und der 350 mg/kg-Gruppe blieb ohne auffalligen Befund.

Tris(2-chlorethyl)phosphat fiuihrte damit in dieser Studie zu einer dosisabhéngigen
Verringerung der Zahl der Wurfe/ Paar sowie der Anzahl lebender Jungtiere/Wurf
ohne gleichzeitige &ul3ere Anzeichen einer parentalen Toxizitat. Das fetale Wachstum
war jedoch nicht beeintrachtigt. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Mannchen deutlich
empfindlicher auf die Tris(2-chlorethyl)- phosphat-Behandlung reagierten als die
Weibchen: Alle untersuchten Spermienparameter waren beeintrachtigt. Die
Reproduktionseffektivitat der F;-Tiere konnte fur die 700 mg/kg-Dosisgruppe nicht
untersucht werden, da es in Folge der herabgesetzten Fertilitdt der R-Tiere dieser
Gruppe nur zu einem Wurf kam und keines der Jungtiere bis zum 4. Postnataltag
Uberlebte. Definitive Aussagen zur Reproduktionseffektivitat in der 350 mg/kg-Gruppe
sind nicht moglich.
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Aus diesen Befunden wurde geschlossen, dass Tris(2-chlorethyl)phosphat fur die
Méause beider Generationen eindeutig reproduktionstoxisch im Sinn einer
Fertilitatsschadigung wirkt und dieser Effekt bis herab zur Dosis von 175 mg/kg
Korpergewicht zu beobachten ist (verminderter Anteil mannlicher Jungtiere/Wurf nach
Paarung der F;-Tiere). Die Abweichungen der Korpergewichtsentwicklung lagen bei
beiden Geschlechtern innerhalb von 10 % der Kontrollen. Als einziges Zeichen einer
systemischen Toxizitat gegentber einem spezifischen anderen Endpunkt wurden bei
den Fy-Mausen der 700 mg/kg-Gruppe Organgewichtsverdnderungen sowie
histopathologisch eine Zytomegalie des Nierentubulusepithels (minimal bis gering
ausgepragt) und der Leber (minimal bis mafig) festgestellt. Au3erdem lag in dieser
Dosisgruppe bei 3/12 Mannchen eine Zwischenzell-Hyperplasie des Hodens (Kontrolle:
0/10) und bei 2/13 Weibchen eine zystische Veranderung des Ovars (Kontrolle: 0/12)
vor [EHRT, 1991].

Im Rahmen des NTP wurde neben anderen Substanzen auch Tris(2-
chlorethyl)phosphat hinsichtlich seiner Wirkung auf Spermien, Hodengewichte und die
Vaginalzytologie (Ostrus) untersucht. Dabei handelte es sich um die unter Kapitel 7.5
der TOXIKOLOGISCHEN BEWERTUNG der BG Chemie beschriebenen Versuche mit
16wdchiger Zufuhr per Schlundsonde. Bei den Ratten wurden die Tiere der 22, 88 und
175 mg/kg-Gruppen untersucht, bei den Mausen (B6C3F,) die der 44, 175 und 700
mg/kg-Gruppen. Bei mannlichen Ratten verursachte Tris(2-chlorethyl)phosphat eine
statistisch gesicherte Verminderung der Spermienmotilitdtt und Erhéhung der
Spermiendichte in der hohen Dosisgruppe (175 mg/kg Korpergewicht) [EHRT, 1991].
Die anderen Parameter (Gewichte von Hoden, Nebenhoden und deren Cauda,
Spermienanomalien) blieben unbeeinflusst.

Bei mannlichen Mausen kam es in der hohen Dosisgruppe (700 mg/kg KGW)
statistisch ~ signifikant zu einer Verringerung der absoluten und relativen
Hodengewichte, zu einer Abnahme der absoluten (nicht der relativen)
Nebenhodengewichte, zu einer 28%igen Verringerung der Spermiendichte und zu
einem Anstieg abnormaler Spermien um den Faktor > 2. Systemisch verursachten die
700 mg/kg KGW lediglich < 10 % Kdorpergewichtsverminderung. Die weiblichen Ratten
zeigten durch Tris(2-chlorethyl)phosphat keine Beeinflussung des Ostruszyklus; bei
weiblichen Mausen war der Zyklus in den beiden Dosisgruppen 44 und 175 mg/kg
KGW/Tag verlangert [Morrissey et al., 1988; EHRT, 1991].

In einem Screening-Test zur Reproduktionstoxizitat nach Chernoff/Kavlock erhielten 50
weibliche CD-1-Mause vom 6. bis 13. Trachtigkeitstag die vorher ermittelte LD,o von
Tris(2-chlorethyl)phosphat (940 mg/kg Koérpergewicht) als Lésung in Maiskeimdl per
Schlundsonde. Unmittelbar nach der Geburt wurden die Zahl der lebenden Jungtiere
und ihr Gesamtwurfgewicht registriert. Die Jungtiere wurden dann noch 3 Tage bei
den Muttertieren gelassen und danach wiederum ihre Anzahl/Wurf sowie die Gewichte
der Muttertiere und der Gesamtwiirfe ermittelt. Die Muttertiere hatten einen signifikant
verringerten Gewichtszuwachs. Trotz Applikation maternaltoxischer Dosen wurden die
Anzahl der Wurfe, die Anzahl lebender Tiere/Wurf, die Geburtsgewichte der Jungtiere
und die Jungtierentwicklung bis zum dritten postnatalen Tag (Gewichtsentwicklung,
Uberlebensrate) nicht beeinflusst [Hardin, 1987; Hardin et al., 1987].
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50, 100 bzw. 200 mg/kg Korpergewicht mit der Schlundsonde vom 7. bis 15.
Trachtigkeitstag an Gruppen von 23 bis 30 trachtigen Wistar-Nippon-Ratten (11-12
Wochen alt) verabreicht wirkten nur in der 200 mg/kg-Gruppe auf die Muttertiere
toxisch (Exitus 7/30, Piloerektion, Schwéche, verminderte Futteraufnahme und leicht
verminderte KGW-Zunahme). In den anderen beiden Gruppen wurden Kkeine
Vergiftungssymptome bei den Muttertieren gesehen. Am 20. Trachtigkeitstag fanden
sich bei den Feten aller 3 Dosisgruppen keine Missbildungen und keine erhdhte
Todesrate. Ab 100 mg/kg war die Inzidenz cervikaler Rippen und die Zahl der
Brustbeinvariationen und bei 200 mg/kg aul3erdem die Zahl der Lumbalrippen und der
gespaltenen Sacralbégen erhoht. In der Aufzuchtphase fehlten bei allen Jungtieren
morphologische Schéadigungen. In Verhaltenstesten (Open Field-Test und Water
Maze-Test) zeigten die mannlichen Jungtiere der 200 mg/kg-Gruppe Abweichungen
von der Norm; in anderen funktionellen Testen (Rota Rod, Slope Test, Pain Reflex
oder Preyers Reflex Examination) fanden sich keine Unterschiede zu den Kontrollen.
Das relative Organgewicht der Hypophyse (bezogen auf Hirngewicht) war bei den
Jungtieren der 200 mg/kg-Gruppe um 20 % erniedrigt. Damit wirkt Tris(2-
chlorethyl)phosphat in dieser Studie ab 200 mg/kg KGW maternaltoxisch; ab 100
mg/kg treten leichte embryotoxische Effekte auf in Form von Skelettvariationen. Ab
200 mg/kg kommt es zu leichten Veranderungen in der postnatalen Entwicklung der
Jungtiere. Somit liegt in dieser Studie der NOEL fir die Feten bei 50 mg/kg KGW und
fur die Muttertiere bei 100 mg/kg KGW [Kawashima et al., 1983]; Ubersicht:
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Dosierung [mg/kg KGW]
Anzahl der unters. Wrfe
Corpora lutea/Tier
Implantationen/Tier
lebende Foeten/Wurf
Praimplantationsverlust %

Postimplant.-Verlust %

Foetenuntersuchung

Foetengewichte (g)/manni
Foetengewichte (g)/weibl.
Wurfgewichte
Geschlechtsverh. (m/w)
Anomalien (%):

Cervikale Rippen
Lumbalrippen
Brustbeinvariationen

gespaltene Sacralbdgen

Postnatale Befundung
Zahl der Wiirfe
postnataler Wurfverlust
Implantationen/Muttertier
lebende Junge/Wurf
Jungtiergewicht
Uberlebende am 4. Tag pn
Uberlebensrate n. Cull./%
Jungtier-Entwicklung
Jungtier-Verhalten:

Open Field: Rearing
Water Maze:Swimm.-time
Organgewichte F1-Tiere:
Hypophyse:Hirn
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15
14,3
12,7
11,8
10
6,3

50
15
14,4
12,0
12,0
15
0,6

33% Wilson-Schnitte,

67% Alizarin
3,7

3,5

keine Angaben
0,89

0,7
40
41
0

8

2

13,5

12,7

keine Angaben
73

100

keine Angaben

3,8
3,6

0,94

0,6
39
41
0

14,2
13,2

91
98

100
15
14,3
12,2
12,0
14
2,0

3,8
3,5

0,86

1,7

43
51

13,6
13,2

90
99
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200
15
14,1
12,2
11.7
13
7,5

3,9
3,7

1,02

53

52
55

12,8
12,7

88

99

~ mannl.

- mannl.

~ 20% mf
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Bei der Inhalation von Tris(2-chlorethyl)phosphat in Konzentrationen von 0,5 und 1,5
mg/m® Uiber 4 Monate (24 Stunden/Tag) wurden bei 6 mannlichen Ratten (Stamm nicht
angegeben) gonadotoxische Effekte mitgeteilt. Bei Tieren, die 1,5 mg/m? inhalierten,
wurde eine Abnahme der Anzahl beweglicher Spermatozoen angegeben, in der 0,5
mg/mg-Gruppe war keine Einschrdnkung der Bewegungsaktivitat beobachtet worden
(ohne Datenangaben). In beiden Dosisgruppen wurden morphologisch veranderte
Spermien beschrieben (Anwachsen des Spermienschwanzes an den Spermienkopf),
die in der Kontrollgruppe nicht beobachtet wurden; es fehlten jedoch qualitative und
guantitative Angaben. Die aus den histologischen Untersuchungen abgeleiteten
Ergebnisse einer Stérung der Meiose kdnnen wegen fehlender Beschreibung der
Befunde nicht nachvollzogen werden. Bei der Paarung behandelter mannlicher Ratten
mit 16 unbehandelten Weibchen wurde eine erhohte Anzahl von Pra- und
Postimplantationsverlusten mitgeteilt (Praimplantation: Kontrolle 0,9 %, niedrige Dosis
1,85 %, hohe Dosis 12,1 %; Postimplantation: Kontrolle 0,9 %, niedrige Dosis 3,6 %,
hohe Dosis 10,5 %) [Schepelskaja und Dyschinewitsch, 1981]. In der Publikation
finden sich keine Angaben Uber die Zahl der fur diesen Versuch herangezogenen
behandelten mannlichen Ratten bzw. unbehandelten weiblichen Ratten, keine Angaben
Uber Verpaarungsmodus und Verpaarungsdauer, keine ausreichende Dokumentation.

Fazit:
Gentoxizitat:

Im Salmonella/Mikrosomen-Test erweist sich Tris(2-chlorethyl)phosphat in 6 von 7
Untersuchungen als eindeutig nicht mutagen. In Genmutationstesten in vitro mit
Saugerzellen (Maus-Lymphoma-Test, 6-Thioguanin-Resistenz) wird kein mutagenes
Potential nachgewiesen. Es bewirkt in vitro keine Chromosomenaberrationen, erhéht
aber die Schwester-Chromatid-Austauschrate fraglich bis signifikant. In vivo sind zwei
Mikronukleusteste im Ergebnis nicht klastogen und ein weiterer gestattet keine
Aussage. Auch im Drosophila-Test (interchromosomale mitotische Rekombination) ist
Tris(2-chlorethyl) phosphat nicht  gentoxisch. Insgesamt  scheint  Tris(2-
chlorethyl)phosphat kein gentoxisches Potential zu besitzen. Gemal3 den EU-
Einstufungskriterien erfolgt daher keine Einstufung (Mut. -).

Kanzerogenitat:

In 2 von 3 Zelltransformationstesten in vitro hat Tris(2-chlorethyl)phosphat
zelltransformierend gewirkt.

Zur Untersuchung der tumorbildenden Wirkung von Tris(2-chlorethyl)phosphat liegen
zwei orale Kanzerogenitatsstudien an der Maus und eine orale Langzeitstudie an der
Ratte vor. In der einen Mausestudie wurde die Substanz tber 18 Monate mit dem
Futter in Dosierungen von 17, 86, 430 oder 2143 mg/kg Koérpergewicht an Scl.ddY-
Mause verabreicht, in der anderen wurde die Substanz Uber 26 Monate per
Schlundsonde in Dosierungen von 175 oder 350 mg/ kg Kdrpergewicht an B6C3F;-
Méause appliziert. Lediglich in dem Fitterungsversuch war nur in der hohen
Dosisgruppe (2143 mg/kg Korpergewicht) der Korpergewichtszuwachs stark
verzogert und die Uberlebensrate vermindert. Bei dem Fiitterungsversuch (18 Monate,
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17 bis 2143 mg/kg Korpergewicht) nahm die Tumorrate bei den mannlichen und
weiblichen Tieren dosisabhéangig zu, war aber bei den méannlichen M&usen nur in der
hdchsten und bei den weiblichen M&usen nur in den beiden oberen Dosisgruppen (430
und 2143 mg/kg Korpergewicht) statistisch signifikant erhoht. Die Inzidenz an
Nierentumoren war bei den mannlichen M&ausen dosisabhéngig ab 430 mg/kg
Korpergewicht und in der hochsten Dosisgruppe mit 82 % signifikant erhoht, die der
Nierenkarzinome ebenfalls dosisabhangig ab 430 mg/kg Koérpergewicht und mit 64 %
in der hochsten Dosisgruppe ebenfalls signifikant erhéht. Im Vergleich zu historischen
Kontrolldaten wurde die nierentumorbildende Wirkung der Substanz von den Autoren
bei den ménnlichen Mausen in diesem Futterungsversuch als eindeutig bezeichnet.
Auch kam es ab einer Dosierung von 86 mg/kg Kérpergewicht dosisabhangig und ab
430 mg/kg Korpergewicht statistisch signifikant zu einer erhohten Inzidenz an
hepatozellularen Adenomen (bei den Karzinomen nicht signifikant) der mannlichen
Méause sowie zu einer dosisabhéangig erhohten Inzidenz an Papillomen und
Plattenepithelkarzinomen des Vormagens, bei mannlichen Tieren ab 86 mg/kg
Korpergewicht, bei weiblichen ab 430 mg/kg Korpergewicht (signifikant nur bei den
weiblichen Tieren der hohen Dosisgruppe). Die Inzidenz an Leukamien war nur bei den
weiblichen Méausen in den beiden oberen Dosisgruppen (ab 430 mg/kg Korpergewicht)
signifikant erhéht. Bei dem Schlundsondenversuch (26 Monate, 175 oder 350 mg/kg
Korpergewicht; Zwischentdtungsgruppe nach 15 Monaten) traten bei den mannlichen
Mausen in der hohen Dosisgruppe (350 mg/kg Korpergewicht) ebenfalls bei 3/50 (6
%) Tieren ein Adenom und bei 1/50 (2 %) Tieren ein Adenokarzinom der Niere auf (im
Vergleich zu 1/50 (2 %) bzw. 0/50 bei der Kontrollgruppe). Bereits nach 15 Monaten
wurde bei einem maéannlichen Tier der hohen Dosisgruppe ein Adenom der Niere
gefunden. AulRerdem war in diesem Versuch in beiden Dosisgruppen die Inzidenz an
Tumoren der Harderschen Drise bei den weiblichen Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe sowie auch im Vergleich zu historischen Kontrolldaten erhdht, aufgrund
derer die Autoren fur weibliche M&ause eine "equivocal evidence of carcinogenic
activity" ableiteten. In der oralen Langzeitstudie an Ratten wurde die Substanz tber 26
Monate per Schlundsonde in Dosierungen von 44 oder 88 mg/kg Kdrpergewicht an
Fischer-344-/N-Ratten verabreicht. Hyperplasien und Adenome der Niere waren bei
den mannlichen Ratten der hohen Dosisgruppe deutlich und statistisch signifikant
erhoht, in geringem Ausmal3, aber ebenfalls signifikant auch bei den weiblichen Ratten
(mannliche Tiere: Kontrolle 1/50 (2 %), niedrige Dosis 5/50 (10 %), hohe Dosis 24/50
(48 %); weibliche Tiere: Kontrolle 0/50, niedrige Dosis 2/50 (4 %), hohe Dosis 5/50
(10 %). Die Autoren leiteten wegen der erhdhten Inzidenz an Nierenadenomen, die als
frihes Stadium bei der Entwicklung von Karzinomen angesehen werden, fir mannliche
und weibliche F344-Ratten eine "clear evidence of carcinogenic activity" ab. An der
Mausehaut besitzt Tris(2-chlorethyl)phosphat bei zweimal wdchentlicher Pinselung mit
5- und 50prozentigen Losungen Uber einen Zeitraum von 18 Monaten keine tumorigene
Wirkung.
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Zusammenfassend traten die im Vordergrund stehenden Nierentumore und Tumore
der Harderschen Druse bereits unterhalb der maximal vertraglichen Dosis auf, und
zwar die Nierentumore in zwei verschiedenen Spezies (Ratte, Maus) und bei der Maus
in zwei Studien. Auch handelte es sich um Tumore, die nicht spontan vermehrt
auftreten und auch gegenuber historischen Kontrolldaten erhoht waren. Allerdings
waren signifikant erhoht nur die benignen Nierentumore (erst in systemisch toxischer
Dosis waren auch die Nierenkarzinome signifikant erhoéht), wenn auch dosisabhangig,
so dass die vorhandenen Daten fur eine Einstufung in die Kategorie Carc. 2
ausreichen. Insgesamt sprechen diese Befunde fiir eine kanzerogene Wirkung von
Tris(2-chlorethyl)phosphat, die  moglicherweise auf einem  epigenetischen
Mechanismus beruht. Einen unterstiitzenden Hinweis geben die 2 von 3 in vitro-
Zelltransformationsteste mit positivem Ergebnis, so dass gemadll den EU-
Einstufungskriterien Tris(2-chlorethyl)phosphat in die Kategorie krebserzeugend 2
eingestuft wird. (C:2)

Reproduktionstoxizitat/Fertilitaitsminderung:

In einer 2-Generationenstudie an Swiss-CD1-Mausen haben sich fertilitdtsschadigende
Effekte gezeigt: In der R-Generation kam es ab 350 mg/kg zur Verminderung der
Wurfzahl/Paar und der lebenden Tiere/Wurf (dosisabhéngig) und bei der mit 700
mg/kg KGW hochsten Dosis zur Beeintrachtigung aller Spermienendpunkte
(Konzentration, Motilitdt, abnormale Spermien). In der F-Generation war ab der mit
175 mg/kg KGW niedrigsten getesteten Dosis der Anteil mannlicher Jungtiere bei den
F,-Tieren verringert. AulRerdem ergaben sich Anzeichen fir eine Tris(2-chlor-
ethyl)phosphatbedingte Beeintrachtigung der Trachtigkeits- und Fertilitatsrate in der
F.-Generation bei 350 mg/kg KGW. Aus Kreuzpaarungsversuchen ging hervor, dass
die Ursachen bei beiden Geschlechtern lagen, wenn auch die mannlichen Tiere
empfindlicher reagierten. Alle eingesetzten Dosierungen waren systemisch
(abgesehen von einer spezifischen Nierentoxizitat) nicht toxisch.

Auch in einer 90-Tage-Studie mit B6C3F;-Méusen haben sich in der hohen
Dosisgruppe (ebenfalls 700 mg/kg Korpergewicht) ohne allgemeine systemische
Toxizitat (Korpergewichtsverminderung < 10 %) Hinweise auf fertilitatsschadigende
Effekte bei den mannlichen Mausen ergeben. So kam es statistisch signifikant zu einer
Verringerung der absoluten und relativen Hodengewichte, zu einer Abnahme der
absoluten Nebenhodengewichte, zu einer Verringerung der Spermiendichte und zu
einem Anstieg abnormaler Spermien. Bei den weiblichen M&ausen war der
Ostruszyklus zum Teil verlangert. Es wurden jedoch nur die Tiere der 700 mg/kg-
Gruppe untersucht. Auch in einer 90-Tage-Studie an Ratten verursachte die Substanz
in der hohen Dosisgruppe (175 mg/kg Koérpergewicht) statistisch signifikant eine
Verminderung der Spermienmotilitdt und Erhéhung der Spermiendichte.

Aus einer nicht bewertbaren 4monatigen Inhalationsstudie an Ratten ergeben sich
ebenfalls Hinweise auf eine spermienschadigende Wirkung von  Tris(2-
chlorethyl) phosphat.

Aufgrund der in verschiedenen Studien an Ratte und Maus nachgewiesenen Effekte
auf die Fertilitat erfolgt gemaR den EU-Einstufungskriterien eine Einstufung in die
Kategorie 2. (Rg:2)
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Reproduktionstoxizitat/Entwicklungsschadigung:

In einem Screening-Test an CD-1-Mausen mit Verabreichung von systemisch
toxischen 940 mg/ kg Korpergewicht (LDyp) war die Jungtierentwicklung bis zum
dritten postnatalen Tag (Gewichtsentwicklung, Uberlebensrate) nicht beeinflusst, es
liegen aber keine Angaben Uber weitere Parameter vor.

In einer Teratogenitatsstudie an Wistar-Ratten wirkte Tris(2-chlorethyl)phosphat bei
200 mg/kg KGW maternaltoxisch; ab 100 mg/kg treten leichte embryotoxische Effekte
auf in Form von vermehrten Skelettvariationen. Bei 200 mg/kg kommt es zu leichten
Veradnderungen in der postnatalen Entwicklung der Jungtiere. Aufgrund des Fehlens
néherer Angaben zu den nur summarisch berichteten Anomalien und Skelettvariationen
(keine Einzeltierdaten, keine Angaben zur Verteilung der Effekte auf die Wirfe usw.)
sowie angesichts der Tatsache, dass die Effekte nur bei der hdchsten getesteten,
bereits maternal toxischen Dosis auftraten und auch historische Kontrolldaten zum
verwendeten Rattenstamm (“Wistar-Nippon-Ratte”) fehlen, ist die Signifikanz der
Befunde und damit die Validitat dieser Studie fraglich. Daher kann diese Studie nicht
als Basis fur eine Einstufung herangezogen werden.

Gemald den EU-Einstufungskriterien erfolgt daher insgesamt keine Einstufung des
Endpunktes Reproduktionstoxizitat/Entwicklung (Rg. -).
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