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Azinphos-methyl / 3-(Dimethoxy-
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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area
has re-evaluated azinphos-methyl [86-50-0] considering all toxicological endpoints. Available publications
and unpublished study reports are described in detail.

In human studies, the critical effect of acetylcholinesterase (AChE) inhibition was not observed up to 0.25 or
0.29 mg/kg body weight and day in men after oral application up to 28 days. The NOAELs (no observed ad-
verse effect levels) from studies with rodents or dogs are in the same range. Based on these valid data, the MAK
value is increased to 1 mg/m?® for the inhalable fraction. Since a systemic effect is critical, Peak Limitation Ca-
tegory Il is retained. As AChE inhibition is almost irreversible with a half-life of 30 hours and a steady-state is
reached after 2 weeks, the excursion factor of 8 is confirmed.

There is no adequate margin between the NOAELSs for developmental and perinatal toxicity in rats and mice
and the MAK value. Therefore, azinphos-methyl is assigned to Pregnancy Risk Group B. Starting from the
lowest calculated air concentration of 1.18 mg/m? as the NAEC for perinatal toxicity and taking into account
the absence of teratogenic effects in all studies, damage to the embryo or foetus is unlikely at concentrations of
0.1 mg/m?®and below. Exposure to this or lower concentrations would be the prerequisite for an assignment to
Pregnancy Risk Group C.

Azinphos-methyl is neither genotoxic nor carcinogenic.

Skin contact is expected to contribute significantly to systemic toxicity and azinphos-methyl remains designa-
ted with “H” Azinphos-methyl has been shown to be skin sensitizing in the guinea pig. The substance is there-
fore labelled with “Sh”.

Biomonitoring is recommended in addition to personal protective measures. A reduction of the erythrocytic AChE
activity to 70% of the reference value (biological tolerance value for AChE inhibitors) must not be exceeded.
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Azinphos-methyl

[86-50-0]

Nachtrag 2019

MAK-Wert (2018) 1 mg/m3E

Spitzenbegrenzung (2002) Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 8
Hautresorption (1969) H

Sensibilisierende Wirkung (2018) Sh
Krebserzeugende Wirkung -
Fruchtschadigende Wirkung (2018) Gruppe B"

Keimzellmutagene Wirkung -

BAT-Wert (1985) Reduktion der erythrozytdren
Acetylcholinesterase-Aktivitat auf
70 % des Bezugswerts

Es liegt eine Begriindung aus dem Jahr 1977 und ein Nachtrag zur Spitzenbegren-
zung aus dem Jahr 2002 vor.

Seit dem Jahr 2016 berticksichtigt die Kommission bei Stoffen, deren MAK-Wert
auf systemischen Effekten basiert und aus inhalativen Tierversuchen oder Proban-
denstudien in Ruhe abgeleitet wurde, dass das Atemvolumen am Arbeitsplatz hoher
ist als unter diesen experimentellen Bedingungen. Mit diesem Nachtrag wird tiber-
priift, ob aufgrund des hoheren Atemvolumens am Arbeitsplatz der MAK-Wert und
die Schwangerschaftsgruppe von Azinphos-methyl geéindert werden miissen. Zu-
dem sind zu anderen Endpunkten seit der Begriindung aus dem Jahr 1977 zahlreiche
Studien publiziert worden, welche in der Bewertung der WHO (2007) zusammen-
gefasst sind.

1) Hinweis auf Voraussetzung fiir Gruppe C bei 0,1 mg/m? siche Abschnitt 6
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1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Azinphos-methyl verursacht bei Tieren und Menschen Vergiftungssymptome, die
wie bei anderen Organophosphat-Insektizidverbindungen auf einer Hemmung der
Acetylcholinesterase beruhen.

Eine valide Probandenstudie zeigt bei einmaliger oraler Gabe bis zu den héchsten
getesteten Dosierungen von 1 mg/kg KG bei Ménnern bzw. 0,75 mg/kg KG bei Frau-
en oder 28-tédgiger oraler Gabe von 0,25 mg/kg KG und Tag bei Mannern keine An-
zeichen einer cholinergen Wirkung und keine relevanten Veranderungen der Plasma-
ChE (Cholinesterase)- oder Erythrozyten-AChE (Acetylcholinesterase)-Aktivitaten.
In Tierversuchen mit wiederholter oraler Gabe an Nager und Hunde liegen die umge-
rechneten Konzentrationen ohne Effekt in der gleichen Groflenordnung wie beim
Menschen, so dass von keinen speziesspezifischen Unterschieden ausgegangen wer-
den kann.

Azinphos-methyl wirkt in zahlreichen Untersuchungen zur Genotoxizitt nicht
genotoxisch. Auf Basis der vorliegenden Kanzerogenititsstudien an Méusen und
Ratten wird Azinphos-methyl als nicht kanzerogen bewertet.

In den Entwicklungstoxizititsstudien mit Azinphos-methyl an Ratten, Kaninchen
und Méusen tritt bis zu den jeweiligen hochsten Dosierungen von 5, 6 bzw. 5 mg/kg
KG und Tag keine teratogene Wirkung auf. In zwei Generationenstudien an der
Ratte zeigt sich bei 1,48 bzw. 1,54 mg/kg KG und Tag eine verringerte perinatale
Uberlebensfihigkeit der Jungtiere. In einer Ein-Generationenstudie wird bei
4,87 mg/kg KG und Tag die AChE im Gehirn der Jungtiere am flinften Postnataltag
gehemmt. Gleichzeitig liegt maternale Toxizitat in Form einer Hemmung der AChE
in den Erythrozyten und im Gehirn vor.

Azinphos-methyl wirkt am Meerschweinchen hautsensibilisierend.

2 Wirkungsmechanismus

Azinphos-methyl ist ein Organophosphat, dessen Wirkung auf einer AChE-Hem-
mung beruht. Im Organismus wird es durch mikrosomale Leberenzyme aktiviert,
indem der doppelt gebundene Schwefel durch Sauerstoft ersetzt wird, wodurch ein
starker Hemmstoft (,Gutoxon”) entsteht. Bei akuten Vergiftungen erwiesen sich
therapeutisch zugefiithrte Oxime (z. B. Pralidoxim, Obidoxim) als wirksame Reakti-
vatoren der gehemmten AChE (Begriindung 1977).

Erste klinisch manifeste Symptome treten bei einer Hemmung der AChE dann auf,
wenn ihre Aktivitdt deutlich unter 50 % abgefallen ist. Kritische Vergiftungszustédnde
werden bei einem Abfall der AChE-Aktivitat auf 20 % des individuellen Normal-
wertes beobachtet. AusschliefSlich die Hemmung der strukturgebundenen AChE an
den cholinergen Synapsen ist fiir das Krankheitsbild nach Intoxikation mit AChE-
Hemmern verantwortlich. So fithrt die akute Hemmung der AChE zu einer Anhédu-
fung des Transmitters im Gewebe (,endogene Acetylcholinvergiftung“) und zu ei-
nem dadurch bedingten Dauererregungszustand. Die AChE kommt nicht nur an
den cholinergen Synapsen im zentralen Nervensystem oder den motorischen End-
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platten sondern auch in Erythrozyten vor. Die Hemmung der AChE-Aktivitét in den
Erythrozyten ist ein Surrogat fiir die Hemmung der peripheren AChE-Aktivitdt und
korreliert dosisabhdngig mit der Hemmung an den cholinergen Synapsen. Cholines-
terasen (ChE; Pseudocholinesterasen) bilden hingegen eine Gruppe von Isoenzy-
men, die unspezifischer sind, ubiquitdr im Organismus vorkommen und deren
Hemmung nicht dosisabhéngig mit der an den cholinergen Synapsen korreliert
(Henschler und Lehnert 1986).

Eine Hemmung der erythrozytiaren AChE auf 70 % und weniger, bezogen auf die
Aktivitdt vor der Exposition, ist als advers anzusehen (WHO 1986). Bei der Ernied-
rigung der AChE-Aktivitdt im Gehirn wird eine Hemmung auf 80 % und weniger als
advers angesehen, da die Hemmung der AChE-Aktivitit im Gehirn toxikologisch
kritischer zu bewerten ist und daher nur eine geringere Hemmung toleriert werden
kann (Begriindung ,,Diazinon® 2015).

Studien an Hithnern mit einmaliger Gabe von 330 mg Azinphos-methyl/kg KG
oder mit 30-tagiger Fiitterung von bis zu 225 mg/kg KG und Tag geben keinen Hin-
weis auf eine verzogerte Neurotoxizitat (WHO 2007).

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Azinphos-methyl wird vom Intestinaltrakt, den Lungen, den &uferen Schleimhau-
ten und der Haut rasch resorbiert (Begriindung 1977). Die orale Resorption bei
Ratten wurde mit 90 bis 100 %, die dermale mit 19 % abgeschétzt (Cal EPA 2004).

In einer Studie zur dermalen Aufnahme erhielten jeweils sechs Probanden
"C-Azinphos-methyl in Isopropanol in Dosierungen von 2,6 oder 9,2 pg/cm? oder
eine wissrige Suspension von Guthion 25 WP (wasserdispergierbare Pulver-Formu-
lierung mit 25 % Azinphos-methyl) in einer Dosierung von 4,7 pg/cm? auf den Un-
terarm appliziert. Die Applikationsstelle wurde acht Stunden lang mit einer Alu-
miniumkalotte mit Luftlochern abgedeckt. Blutproben wurden fiinf Tage lang, Urin
und Faeces 13 Tage lang gesammelt. Die Wiederfindungsrate betrug in allen Grup-
pen 102 bis 105 %. Die dermale Aufnahme wurde als Summe der Radioaktivitit aus
Urin, Faeces und Klebefilmabriss bestimmt. Sie betrug 21,5 % fiir die Suspension
und 27,8 % fiir 2,6 ug Azinphos-methyl/cm? in Isopropanol, welches die Aufnahme
verstirkte. Azinphos-methyl wird tiblicherweise jedoch nicht am Arbeitsplatz in
Isopropanol eingesetzt (Cal EPA 2001). Bei einer Sprayapplikation ist im ungiins-
tigsten Fall eine achtstiindige Exposition des ganzen Korpers gegeben. Dafiir er-
rechnet sich aus den obigen Daten mit der Suspension bei 18 000 cm? Korperober-
fliche eine aufgenommene Menge von 18 mg.

Die dermale Aufnahme bei Ratte, Kaninchen, Affe und Mensch korreliert sehr gut
mit der Exkretion des Metaboliten Dimethylthiophosphat (DMTP) im Urin. Die
mittels DMTP-Messung bestimmte dermale Aufnahme betrug bei Ratten 50 bis
60 %, im Gegensatz zu Messungen mit radioaktiv markiertem Azinphos-methyl, mit
dem bei Ratten und Kaninchen jeweils 100 % resorbiert wurden. Beim Affen betrug
die dermale Resorption 30 bis 40 %. In einer Messung an Anwendern, die Azinphos-
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methyl im Freien versprithten, wurde je nach Anwendungsdauer (1-9 Stunden) und
versprithter Menge eine dermale Exposition von 1,1 bis 18,4 mg gemessen. Nur fiir
die Hiande betrug die Exposition 25 % dieser Menge (Franklin et al. 1986). Bei 21,5 %
Resorption (Cal EPA 2004) werden von 18,4 mg etwa 4 mg aufgenommen.

Ebenfalls beim Versprithen von Azinphos-methyl wurden dermale Expositionen
von bis zu 69,7 mg/Person gemessen (Begriindung 1977). Bei 21,5 % Resorption
werden von 69,7 mg etwa 15 mg aufgenommen.

Die Ausscheidung erfolgte nach einmaliger oraler Gabe an Ratten (k. w. A.) inner-
halb von 48 Stunden zu 99 %, davon 54 bis 66 % mit dem Urin, 33 bis 45 % via Faeces
(k. w. A.; WHO 2007).

Nach i. v. Gabe von 4 pg radioaktiv markiertem Azinphos-methyl wurde die Halb-
wertszeit bei Probanden mit 30 Stunden angegeben. Der gesamte Urin wurde fiinf
Tage lang gesammelt, nass verascht und das C'*-markierte CO, nach Aufnahme in
Ethanolamin im Szintillationszéhler gemessen (Feldmann und Maibach 1974; Be-
griindung 1977). Neben der Unklarheit der Markierungsstelle fehlt in dieser Unter-
suchung die Angabe, wieviel Strahlungsaktivitdt pro Substanzmenge vorliegt. Somit
ist unklar, welche Substanzbeladung bei den Versuchen tatsiachlich verwendet wurde.

Eine andere Untersuchung an Arbeitern ldsst eine schnellere Verstoffwechselung
von Azinphos-methyl vermuten. Hier wurde die Azinphos-methyl-Exposition der
Beschiftigten an funf Tagen einer Arbeitswoche durch die Bestimmung des Meta-
boliten DMTP im Nachschichturin bestimmt. Die Ergebnisse zeigen immer wieder
deutliche Abfille von Tag zu Tag, die mit einer Halbwertszeit von 30 Stunden nicht
in Einklang gebracht werden kénnen (Kraus et al. 1977). Jedoch weisen die Autoren
selbst darauf hin, dass es sich nur um semiquantitative Bestimmungen handelt, und
zwar die der Metaboliten DMTP und Dimethylphosphat (DMP; Ergebnisse nicht
dargestellt), deren Wiederfindungsrate nur bei 25 bis 64 % lag.

Daten zur Halbwertszeit des kritischen Metaboliten, dem oxidierten Azinphos-
methyl, liegen nicht vor.

Einer Abschitzung nach ist das Flief3gleichgewicht bei wiederholter Exposition
beim Menschen nach zwei Wochen erreicht (Cal EPA 2001). Die Exkretion bei Rat-
ten scheint einem Zwei-Kompartiment-Modell zu folgen. Die Eliminations-Halb-
wertszeit der alpha-Phase betrigt hierbei etwa zehn Stunden, die der beta-Phase
zehn Tage. Die langsame Eliminationsphase wird auf die Bindung von Azinphos-
methyl bzw. seiner Metaboliten an Himoglobin zurtickgefithrt (Cal EPA 2004).

An 20 Arbeitern, die 30 Tage nach einer Azinphos-methyl-Behandlung (2,72 kg/ha)
einer Pfirsich-Plantage 21 Tage lang innerhalb eines 44-tdgigen Zeitraums Ernte-
und Baumschnitt-Arbeiten durchfithrten, wurden Erythrozyten-AChE und Plasma-
ChE, Metaboliten im Urin und dermale Exposition untersucht. Untersuchungszeit-
punkte waren der 1., 2., 3. und 44. Tag. Die Erythrozyten-AChE sank um 7 %
innerhalb der ersten drei Tage und um 19 % innerhalb von 44 Tagen, die Plasma-ChE
entsprechend um 9 % bzw. 12 %. Die durchschnittliche dermale Exposition betrug
346 pug/Person beim Abholzen (n = 6), 10 690 pg/Person bei Ausdiinnarbeiten
(n = 4) und 13 600 pg/Person beim Ernten (n = 10). Die durchschnittliche Konzen-
tration von Alkylphosphat-Metaboliten im Urin betrug 1,2; 3,8 bzw. 5 bis 7 umol/Tag
(Cal EPA 2001).

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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3.2 Metabolismus

Der Metabolismus von Azinphos-methyl erfolgt bei den untersuchten Saugetieren
(Méuse, Ratten, Kithe) und beim Menschen qualitativ gleichartig (Begriindung
1977).

Der angenommene Metabolismus bei der Ratte ist in Abbildung 1 dargestellt.
Azinphos-methyl wird schnell durch CYP450 und Glutathiontransferase in der Le-
ber und anderen Geweben metabolisiert. Es entstehen das Azinphos-methyl sauer-
stoffanaloge Gultoxon, Mercaptomethylbenzazimid, Glutathionylmethylbenzazi-
mid und Desmethylisoazinphos-methyl. Durch weitere Hydrolyse, Methylierung
und Oxidierung von Mercaptomethylbenzazimid entstehen Benzazimid, Methyl-
thiomethylbenzazimid und seine entsprechenden oxidierten Metaboliten. Durch
Hydrolyse von Glutathionylmethylbenzazimid kann Cysteinylmethylbenzazimid
entstehen, das zum Sulfoxid bzw. Sulfon weiteroxidiert wird (k. w. A.; WHO 2007).
Auflerdem entstehen Dimethylthiophosphat (DMTP) und Dimethylphosphat
(DMP). Das Original der Studie konnte nicht erhalten werden, so dass unklar ist, ob
und welche Metaboliten aus dem Urin isoliert wurden, und ob eine Quantifizierung
durchgefithrt wurde.

4 Erfahrungen beim Menschen

Es liegen keine Untersuchungen zur Reproduktionstoxizitit, Genotoxizitit und
Kanzerogenitit vor.

4,1 Einmalige Exposition

In einer nach GLP (Good Laboratory Practice) durchgefithrten randomisierten
Doppelblind-Studie mit ansteigenden einzelnen Dosierungen von Azinphos-methyl
(Reinheit 89,2 %) wurde ein NOAEL fiir die Hemmung der Cholinesterase bei Méan-
nern von 1 mg/kg KG und bei Frauen von 0,75 mg/kg KG abgeleitet. Die Substanz
wurde hierzu in Kapseln in Dosierungen von 0 (Placebo); 0,25; 0,5; 0,75 oder 1 mg/kg
KG an insgesamt 40 Ménner (32,7 + 9,3 Jahre, 75,52 + 8,36 kg KG) bzw. 0 (Placebo)
oder 0,75 mg/kg KG an insgesamt zehn Frauen (31,0 + 4,6 Jahre, 63,83 + 6,71 kg KG)
verabreicht. Die ausgewdhlten, gesunden Probanden wurden drei Wochen lang vor-
ab untersucht. Azinphos-methyl wurde in allen Dosierungen gut vertragen, und es
traten keine klinisch relevanten Reduktionen in den Plasma-ChE- oder Erythrozy-
ten-AChE-Aktivititen auf. Die Messzeitpunkte waren nach 1 h, 2h, 4h, 8 h, 12 h,
24'h, 48 h, 72 h, 7 und 14 Tagen. An einzelnen der insgesamt 350 Messzeitpunkten
war bei wenigen Probanden die Aktivitit der AChE bis zu 27 % (hier bei 0,5 mg/kg
KG) reduziert. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung oder eine Zeitabhidngigkeit der ver-
minderten Aktivitdt wurde nicht festgestellt. Die Mittelwerte der Hemmung lagen
unter 10 %. Bei Gabe von Placebo war die maximale Hemmung etwa 17 %, die Mit-
telwerte lagen unter 4 %. Dies spiegelt die Messungenauigkeit bzw. die individuellen
Schwankungen der AChE-Aktivitat wider. Schwankungen der AChE-Aktivitét fan-



496 MAK Value Documentations

Il 9 ?
P. CH P.
NS o7 N~ s SH
| O
CH; 2N CHj3
N Desmethylisoazinphos-methyl
Gutoxon MFO
0 GSH-Transferase
P _CH
(”) ITI/\S/O\O 3
H3C \O/(Il;-\O/CHL% =N \CH3

o

H;C

Dimethylphosphat

0710
&

Mercaptomethylbenzazimid

Hydrol}y N\\/Iethylierung
(6] (0]

CH
L
=N =N

N N

Benzazimid Methylthiomethylbenzazimid

MFO

O\)}\ NS /CH;

Methylsulfinylbenzazimid
MFO

(0]
(H) CH
N/\S/ 3
| I
N//
Methylsulfonylbenzazimid

Abb. 1: Postulierter Metabolismus von Azinphos-methyl in Ratten (WHO 2007), GSH: Glutathion,

MFO: mischfunktionelle Oxidasen

den sich auch wéhrend der mehrtédgigen Bestimmung des individuellen Ausgangs-
wertes fiir jeden Probanden. Der NOAEL dieser Studie entspricht daher der hochs-
ten Dosis von 1 mg/kg KG fiir Médnner und 0,75 mg/kg KG fiir Frauen (Bayer

Corporation 1999 a).
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4.2 Wiederholte Exposition
4.2.1 Inhalative Aufnahme

Es liegen keine auswertbaren Berichte vor, die bei einer gemessenen Luftkonzen-
tration ohne Hautkontakt eine Wirkung auf den Menschen (z. B. Hemmung der
Cholinesterase-Aktivitit) zeigen (Begriindung 1977). In einer Formulieranlage wa-
ren Arbeiter inhalativ und dermal gegen Stdube exponiert. Die Autoren berichten,
dass die Produktionsanlage unter einfachsten Bedingungen betrieben wurde. Si-
cherheits- oder Schutzmafinahmen fiir die Arbeiter existierten nicht. In der Atem-
zone wurden 0,5 bis 1,0 mg Azinphos-methyl/m?® Luft, und auf den Deckeln der
Fasser eine Konzentration von 2,3 mg Azinphos-methyl/cm? gemessen. Bei der un-
ter Druck stattfindenden Substanzgewinnung aus der Ethyl-Verbindung lief die Sub-
stanz aus den Behéltern aus. Die Hemmungen der Cholinesterase-Aktivitdt im Blut
der Arbeiter sind daher hauptséchlich auf den intensiven Hautkontakt zuriickzufiih-
ren (Simpson 1965; Begriindung 1977). Eine Korrelation der Hemmungen der Cho-
linesterase-Aktivitat im Blut der Arbeiter mit der Luftkonzentration ist aufgrund
der Verunreinigungen und fehlenden Schutzmafinahmen gegen dermalen Kontakt
nicht moglich.

4.2.2 Orale Aufnahme

Probanden erhielten oral 30 Tage lang téglich bis zu 16 mg Azinphos-methyl. Die
Plasma-ChE- und Erythrozyten-AChE-Aktivitit wurde vor und wihrend der Be-
handlung bestimmt. Es trat keine signifikante Enzymhemmung durch Azinphos-
methyl auf (Begriindung 1977).

In einer nur als Zusammenfassung vorliegenden Untersuchung erhielten jeweils
fiinf Probanden 30 Tage lang Kapseln mit Azinphos-methyl in Dosierungen von
18 oder 20 mg/Tag (entsprechend 0,26 bzw. 0,29 mg/kg KG und Tag bei 70 kg KG).
Die Plasma-ChE- oder Erythrozyten-AChE-Aktivitaten wurden wihrend der Studi-
endauer zweimal wochentlich bestimmt und zeigten keine Verdnderungen. Es wur-
den keine klinisch-toxischen Befunde und keine Effekte auf himatologische Para-
meter oder die Prothrombinzeit beobachtet. Die Urinanalyse war ohne
behandlungsbedingten Befund. Der NOAEL dieser Untersuchung liegt somit bei
der hochsten Dosis von 20 mg/Tag (ca. 0,29 mg/kg KG und Tag) (Rider et al. 1971).

In einer nach GLP durchgefiihrten Studie an gesunden Probanden erhielten acht
Mainner (29,3 + 9,6 Jahre, 69,3 + 5,62 kg KG) 28 Tage lang taglich jeweils eine Gela-
tine-Kapsel mit Azinphos-methyl (Reinheit 89,2 %) in einer Dosierung von
0,25 mg/kg KG und Tag. Die Dosisauswahl beruhte auf dem NOAEL von 1 mg/kg
KG und Tag der 13-wdchigen Ratten-Neurotoxizititsstudien mit oraler Gabe (Miles
Inc 1995; Sheets et al. 1997; siehe Abschnitt 5.2.2). Vier weitere gesunde Probanden
(35,3 £ 9,5 Jahre, 77,7 + 12,51 kg KQG) erhielten ein Placebo. Die Probanden verblie-
ben wihrend der Behandlungszeit in der Klinik und erhielten Standard-Erndhrung.
Die Aktivitaten der Plasma-ChE und Erythrozyten-AChE wurden fiir jeden Proban-
den vorab bestimmt (1., 2., 4., 6., 8., 10., 12. und 14. Tag), um die individuellen Ab-
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weichungen berechnen zu koénnen. Wahrend der 28-tigigen Behandlung mit
Azinphos-methyl traten bei der korperlichen Untersuchung oder beziiglich der Vi-
talzeichen, Elektrokardiogramm, Himatologie, klinisch-biochemischen Parametern
oder Urinanalyse keine behandlungsbedingten klinischen Befunde auf. Die Aktivita-
ten der Plasma-ChE und Erythrozyten-AChE waren ohne behandlungsbedingte
Verdnderungen. Die Messzeitpunkte waren direkt vor und vier Stunden nach der
Dosisgabe am 1., 2., 3., 4., 5., 7., 10., 14., 17., 21., 24. und 28. Tag. Somit ist die getes-
tete Dosis von 0,25 mg/kg KG und Tag der NOAEL dieser Untersuchung (Bayer
Corporation 1999 b).

Zusammenfassung

Die 30-tdgige orale Gabe von 0,29 mg/kg KG und Tag verursachte bei fiinf ménn-
lichen Probanden keine cholinergen Zeichen und keine Hemmung der Plasma-ChE-
oder Erythrozyten-AChE-Aktivitidten (Rider et al. 1971; liegt nur als Zusammen-
fassung vor). Auch in einer nach GLP-Richtlinien durchgefithrten Studie
verursachte die 28-tégige orale Gabe von 0,25 mg/kg KG und Tag bei acht médnn-
lichen Probanden weder cholinerge Zeichen noch Verianderungen der Plasma-ChE-
oder Erythrozyten-AChE-Aktivitdten (Bayer Corporation 1999 b).

4.3  Wirkung auf Haut und Schleimhéaute

Es wurde ein einzelner Fall eines Arbeiters berichtet, bei dem vermutlich der Kon-
takt mit Azinphos-methyl die Ursache fiir eine generalisierte Dermatose war (WHO
2007).

4.4 Allergene Wirkung

Eine Winzerin mit einem Tatigkeits-abhédngigen, seit 1,5 Jahren rezidivierenden
Ekzem auf Handriicken, Unterarmen und im Gesicht reagierte im Epikutantest auf
sechs von 14 im eigenen Weinberg verwendeten, aber auf keines von 13 nicht ein-
gesetzten Pestiziden. Daneben fanden sich papulo-vesikulose Reaktionen auf das in
einer Hautschutzsalbe enthaltene Fentichlor, Dichlorophen sowie auf EDTA und
papuldse Reaktionen auf Tetra- und Pentachlorphenol. Die Patientin zeigte nach 24,
48 und 72 Stunden eine papulése Reaktion auf das 1%ig in Vaseline getestete
Azinphos-methyl (Pevny 1980).

Der Epikutantest mit 1 % Azinphos-methyl in Vaseline an 347 Patienten aus einem
Gesamtkollektiv von 652 Patienten (davon 274 Patienten mit einem Kontaktekzem
vor allem der Hinde und 378 Patienten, bei denen nicht-allergische Hautverénde-
rungen vorlagen) fithrte in keinem Fall zu einem positiven Ergebnis. Von den Getes-
teten waren 98 aktuell oder zuvor im Agrarbereich titig. Ndhere Angaben zu einer
vorangegangenen Exposition der Getesteten fehlen (Lisi et al. 1987).

Berichte iber eine atemwegssensibilisierende Wirkung von Azinphos-methyl lie-
gen nicht vor.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Die ein- bzw. vierstiindige Inhalation von Azinphos-methyl-Aerosolen ergab bei
ménnlichen Ratten LC,,-Werte von 385 bzw. 152 mg/m?® (Begriindung 1977).

5.1.2 Orale Aufnahme

Die orale LD;, bei der Maus betriagt 20 mg/kg KG (Begriindung 1977).

Bei der Ratte sind LD;,-Werte von 4,4 bis 26 mg/kg KG berichtet worden. Wie von
anderen Organophosphat-Insektiziden bekannt, sind akute toxische Zeichen Diar-
rho, Speichelfluss, Tranenfluss, Erbrechen (muskarinische Effekte), Muskelzittern
und Paralyse (nikotinische Effekte) sowie Unruhe, Ataxie und Krdmpfe (ZNS-Effek-
te). Diese klinischen Zeichen treten innerhalb von 5 bis 20 Minuten nach Substanz-
gabe auf (WHO 2007).

In einer akuten Neurotoxizitétsstudie wurde an jeweils 18 ménnliche und 18 weib-
liche F344-Ratten Azinphos-methyl (Reinheit 92,8 %) in Dosierungen von 0, 2, 6
oder 12 mg/kg KG (ménnliche Tiere) bzw. 0, 1, 3 oder 6 mg/kg KG (weibliche Tiere)
via Gavage verabreicht. Jeweils sechs méannliche bzw. weibliche Tiere wurden zur
Untersuchung der Cholinesterase-Aktivitit herangezogen, die tibrigen fiir die neu-
rologischen Tests. Behandlungsbedingte Befunde bei den ménnlichen Tieren waren
Urinverfarbung und rote Verfarbungen an der Nase (ab 2 mg/kg KG), Muskelfaszi-
kulation, orale Verfiarbungen und erniedrigte Kérpertemperatur (ab 6 mg/kg KG),
Zittern und unkoordinierter Gang (bei 12 mg/kg KG). Bei den weiblichen Tieren
traten bei 6 mg/kg KG orale Verfarbungen und Urinverfirbungen sowie erniedrigte
Korpertemperatur auf. Keine Effekte zeigten sich am Ende der Studie beziiglich des
Korpergewichtes, des Gehirngewichtes sowie bei den makro- und mikroskopischen
Untersuchungen. Signifikante Befunde in den neurologischen Tests waren bei
ménnlichen und weiblichen Tieren ab 6 mg/kg KG zu verzeichnen (siehe Tabelle 1),
wobei in der hochsten Dosis bei den weiblichen Tieren nur noch drei Tiere in der
Auswertung waren, was die statistische Auswertung und Signifikanzen in ihrer Aus-
sagekraft abwertet. Die Aktivititen der Plasma-ChE und der Erythrozyten- und Ge-
hirn-AChE sind in Tabelle 2 dargestellt. Diese sind bei den ménnlichen Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren ab 2 mg/kg KG, bei den weiblichen ab 3 mg/kg KG
signifikant reduziert (WHO 2007).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.
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Tab.1 Befunde (am selben Tag) in der neurologischen Untersuchung nach einmaliger oraler
Gabe von Azinphos-methyl an Ratten (WHO 2007)

Parameter Dosis in mg/kg KG
2 6 12 1 3 6

mannliche Tiere weibliche Tiere

Anzahl getesteter Tiere 12 12 12 12 12 3

Autonome Effekte
Trinenfluss 0 3 1 0 0 1*

Speichelfluss

o
IS
o
o
el

Neuromuskulire Effekte

Koordinationsstérungen (home cage)
Koordinationsstérungen (open field)
wiederholendes Kauen (home cage)

wiederholendes Kauen (open field)

*

Korperhaltung

_ o O O © ©
=
<
S O O © O©O O
o = O O © ©

minimale Bewegungen
ZNS-Effekte

Muskelzuckungen (home cage)

Muskelzuckungen (open field) 12* 12*

B

Zittern (home cage)
Zittern (open field)
“p <0,05;

Achtung: bei den weiblichen Tieren sind in der hochsten Dosis nur noch drei Tiere in der Aus-
wertung

o O O O
o © © O
_ e e

o o o o

Tab.2 Cholinesterase-Aktivitat nach einmaliger oraler Gabe von Azinphos-methyl an Ratten

(WHO 2007)
Dosis (mg/kg KG) Cholinesterase-Aktivitat (% Hemmung verglichen mit den
Kontrolltieren)
Plasma Erythrozyten Gehirn

maénnliche Tiere

2 32° 33" 15

6 57" 67" 74"
12 (4 Tiere am Tag der 50" 63" 88"
Substanzgabe verstorben)
weibliche Tiere

1 11 17 5

3 36" 65" 51%

6 (alle Tiere am Tag der - - -
Substanzgabe verstorben)
*p <0,05
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5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat
5.2.1 Inhalative Aufnahme

Die einzige vorliegende Untersuchung zur Inhalationstoxizitét bei wiederholter Ex-
position wurde in der Begriindung von 1977 kurz beschrieben und wird im Folgen-
den nochmals ausfiihrlicher dargestellt.

Minnliche und weibliche SPF-Wistar-Ratten wurden drei Monate lang an fiinf
Tagen pro Woche téglich sechs Stunden gegen Azinphos-methyl-Aerosol in Kon-
zentrationen von 0; 0,195; 1,24 oder 4,72 mg/m? exponiert. Azinphos-methyl wurde
hierzu in einer 1:1 Mischung aus Ethanol und Polyethylenglycol 400 gel6st und diese
Losung vernebelt, wobei 97 % der Tropfen einen Durchmesser von 1 + 0,5 pm auf-
wiesen. Die Tiere wurden in dynamischen Expositionskammern ganzkorperexpo-
niert. Sie zeigten bis zur hochsten Konzentration keine Veranderungen beziiglich
Erscheinung oder Verhalten. Nur die ménnlichen Tiere wiesen bei 4,72 mg/m? ein
signifikant vermindertes Korpergewicht auf. Absolute und relative Organgewichte
(Schilddriise, Thymus, Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren, Nebennieren, Gonaden)
waren nicht durch die Exposition beeinflusst. Histologisch nachweisbare Organ-
schadigungen traten nicht auf. Himatologische Untersuchung und Urinanalyse wa-
ren ohne substanzbedingten Befund. Auch die Serum-Enzymaktivititen (Alanin-
Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, Alkalische Phosphatase) sowie die
Harnstoft-, Kreatinin- und Bilirubin-Werte waren unverdndert. Bei der hdchsten
Expositionskonzentration von 4,72 mg/m?® waren die Plasma-ChE- und Erythrozy-
ten-AChE-Aktivitdten bei mdnnlichen und weiblichen Tieren ab der 4. Expositions-
woche bewertungsrelevant gehemmt (siehe Tabelle 3). Die AChE-Aktivitat im Ge-
hirn der Ratten war bis zur hochsten Konzentration unverandert (Kimmerle 1976).
Die NOAEC dieser Studie, die in ihrem Untersuchungsumfang nicht den heutigen
Kriterien entspricht, liegt bei 1,24 mg/m?. Die Inhalationsstudie wurde jedoch mit
Ganzkorperexposition durchgefiihrt, so dass eine zusitzliche orale und dermale
Aufnahme anzunehmen ist. Aus dieser Studie ist daher kein MAK-Wert ableitbar.

5.2.2 Orale Aufnahme

Die WHO (2007) hat die bewertungsrelevanten Studien mit oraler Aufnahme im
Detail dargestellt. Seitdem liegen keine neuen Untersuchungen vor. Eine Ubersicht
der Studien findet sich in Tabelle 4.

Ratte

In einer 28-tdgigen Dosisfindungsstudie mit Schwerpunkt auf dem sensitivsten
Endpunkt, der Hemmung der Cholinesterase-Aktivititen, wurden Gruppen von je-
weils finf mannlichen bzw. weiblichen Wistar-Ratten mit dem Futter gegen
Azinphos-methyl (Reinheit 93,3 %) exponiert. Die Konzentrationen im Futter be-
trugen 0, 5, 20 und 50 mg/kg (nach Angaben der Autoren 0; 0,35; 1,3 bzw. 3,37 mg/kg
KG und Tag bei mannlichen Tieren und 0; 0,46; 1,54 bzw. 3,96 mg/kg KG und Tag
bei weiblichen Tieren). Es traten keine Effekte in dufSerer Erscheinung, Verhalten,
Mortalitat, Korpergewichts-Zunahme, Futteraufnahme und makroskopischer Un-
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Tab.3 Cholinesterase-Aktivitdt nach 3-monatiger inhalativer Exposition von Ratten gegen
Azinphos-methyl (Kimmerle 1976)

Unter- Azinphos-methyl-Konzentration (mg/m?)
suchungs- 0 0,195 124 472
woche

Cholinesterase-Aktivitit

Plasma Erythro- Plasma Erythro- Plasma Erythro- Plasma Erythro-
zyten zyten zyten zyten

u Aquivalent Acetylcholin

Mainnliche Tiere

Ausgangswert 2,36 3,80 2,26 3,81 2,30 3,32 2,39 3,52

2 2,20 3,77 2,27 3,98 2,39 3,51 1,93* 2,83
4 3,26 3,64 3,12 3,90 3,09 3,36 2,96 1,90°
6 2,32 3,73 2,38 3,74 2,38 3,14 2,26 2,39°
8 2,37 3,73 2,31 3,66 2,49 3,26 1,92¢ 2,54%
10 2,34 4,08 2,32 3,91 2,28 3,49 1,96° 2,89°
12 2,46 4,04 2,41 3,99 2,44 3,36 2,07 2,27%
Weibliche Tiere
Ausgangswert 3,30 3,50 3,32 3,40 3,28 3,27 3,35 3,34
2 3,32 3,44 3,35 3,65 3,31 3,55 3,09 2,83
4 4,24 3,06 4,20 3,21 4,14 3,06 3,08° 1,90°
6 3,96 3,93 3,96 3,79 3,86 3,83 3,30 2,39*
8 3,60 3,63 3,65 3.85 3,58 3,62 3,932 2,54%
10 4,00 3,88 4,04 4,05 3,98 4,02 3,58 2,89°
12 4,05 3,55 4,02 3,56 4,00 3,97 3,45 2,27%

* Hemmung um mehr als 20 %

tersuchung auf. Die Erythrozyten-AChE-Aktivitit war bei den ménnlichen Tieren in
der mittleren Dosisgruppe unbeeinflusst, bei den weiblichen signifikant reduziert
(17 bis 22 %). Bei den weiblichen Tieren der hohen Dosisgruppe trat verglichen mit
den Kontrolltieren eine statistisch signifikante Reduktion der Plasma-ChE-Aktivitat
um 44 bis 61 % auf. Bei den ménnlichen Tieren war die Hemmung in der hohen
Dosisgruppe iiber die gesamte Untersuchungszeit deutlich geringer, war jedoch im
Gegensatz zu den weiblichen Tieren bereits in der mittleren Dosisgruppe zu sehen.
Die AChE-Aktivitdt im Gehirn war ebenfalls nur bei den weiblichen Tieren in der
hohen Dosisgruppe signifikant reduziert (sieche Tabelle 5; Bayer AG 1983). Da die
Erythrozyten-AChE-Aktivitdt bei den weiblichen Tieren in der mittleren Dosis-
gruppe nicht advers (bis 22 %) reduziert war, ist diese Dosis von 1,3 mg/kg KG und
Tag fiir ménnliche bzw. 1,54 mg/kg KG und Tag fiir weibliche Tiere der NOAEL.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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Tab.5 Cholinesterase-Aktivitat von Ratten nach 28-tdagiger oraler Aufnahme von Azinphos-me-
thyl (Bayer AG 1983; WHO 2007)

Gewebe / Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)
Unter- 0,35 1,3 3,37 0,46 1,54 3,96
suchungstag
Cholinesterase-Aktivitit ( % Hemmung verglichen mit Kontrolle)
maénnliche Tiere weibliche Tiere

Plasma

1 0 8 10 0 0 15

4 0 21 25 0 0 44"
14 0 21 33" 0 0 53"
28 0 26" 26" 0 0 61
Erythrozyten

1 0 0 0 0

4 0 0 0 +15
14 0 0 227 0 17* 34
28 0 0 14 0 22% 35"
Gehirn
28 0 0 9 0 0 53"

*p < 0,05 **p < 0,01

In einer 13-wochigen Neurotoxizititsstudie an Gruppen von jeweils 18 ménnlichen
und weiblichen Fischer-Ratten, denen Futter mit Azinphos-methyl (Reinheit 92,2 %)
verabreicht wurde, erhielten die mannlichen Tiere Konzentrationen von 0, 15, 45 oder
120 mg/kg im Futter (nach Angaben der Autoren 0; 0,91; 2,81 bzw. 7,87 mg/kg KG und
Tag) und die weiblichen Tiere 0, 15, 45 oder 90 mg/kg im Futter (nach Angaben der
Autoren 0; 1,05; 3,23 bzw. 6,99 mg/kg KG und Tag). Zwolf Ratten jeder Gruppe wur-
den Verhaltenstests unterzogen, die Hélfte davon neuropathologisch untersucht. Bei
den iibrigen sechs Tieren wurden die Aktivititen der Cholinesterase bestimmt. Es trat
keine Mortalitit auf. Behandlungsbedingte klinische Zeichen bzw. neurotoxische
Symptome waren perianale Fiarbungen, roter Tranenfluss, erhohte Reaktivitit, un-
koordinierter Gang und Zittern bei den ménnlichen Tieren in der héchsten Dosis-
gruppe, bei den weiblichen Tieren ab der mittleren Dosis. Die Symptome verstérkten
sich mit zunehmender Exposition, jedoch zeigte sich ab der 4. Woche keine weitere
Kumulation. In der hohen Dosisgruppe waren das Kérpergewicht (9 bis 10 %) und die
Futteraufnahme reduziert. Eine Hemmung von mehr als 30 % wurde in allen behan-
delten Tieren bei der Erythrozyten-AChE-Aktivitdt beobachtet, bei der Gehirn-
AChE- und Plasma-ChE-Aktivitit ab der mittleren Dosis (siehe Tabelle 6). Makro-
skopische Untersuchung, Gehirngewicht, Ophthalmologie und histopathologische
Untersuchung der neuralen Gewebe und Skelettmuskel waren ohne substanzbeding-
ten Befund. Cholinerge Zeichen wurden erst bei einer Hemmung der AChE-Aktivitét
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Tab.6 Cholinesterase-Aktivitat von Ratten nach 13-wochiger oraler Aufnahme von Azinphos-
methyl (Miles Inc 1995; Sheets et al. 1997; WHO 2007)

Gewebe / Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)
Unter- 0,91 2,81 7,87 1,05 3,23 6,99
suchungswoche Cholinesterase-Aktivitat (% Hemmung verglichen mit Kontrolle)
mannliche Tiere weibliche Tiere

Plasma

4 7 42" 75" 14* 59" 83"
13 15* 44" 69" 13 60" 81"
Erythrozyten

4 37" 88" 98" 41" 88" 91*
13 37" 84" 95* 38" 78" 95*
Gehirn
13 8" 46" 82" 16" 72* 85"
“p < 0,05

im Gehirn um mehr als 70 % oder in den Erythrozyten um 65 bis 80 % beobachtet.
Dies war bei Dosierungen ab 3,2 mg/kg KG und Tag zu sehen. Der NOAEL fiir die
Hemmung der AChE im Gehirn betragt 0,91 bzw. 1,05 mg/kg KG und Tag, ein NOAEL
fiir die Hemmung der AChE in den Erythrozyten konnte nicht abgeleitet werden (Mi-
les Inc 1995; Sheets et al. 1997). Dieser NOAEL diente als Dosiswahl fiir die Proban-
denstudie von Bayer Corporation (1999 b) (siehe Abschnitt 4.2.2).

Gruppen von zehn ménnlichen und zehn weiblichen CD-Ratten erhielten 13 Wo-
chen lang Azinphos-methyl (Reinheit 93 %) mittels Schlundsonde in Dosierungen
von 0; 0,215; 0,86 oder 3,44 mg/kg KG und Tag. Es trat keine Mortalitdt auf. Ab der
mittleren Dosis wurde bei den ménnlichen Tieren Speichelfluss beobachtet, begin-
nend ab der dritten Woche mit bis zu 80 % betroffener Tiere nach acht Wochen. Bei
den weiblichen Tieren war Speichelfluss nur unregelméaflig zu sehen, jedoch bei zwei
Tieren der mittleren Dosisgruppe wihrend der siebten Woche und bei 40 % der
Tiere in der hohen Dosisgruppe wihrend der neunten Woche. Ophthalmoskopische
Untersuchung, Kérpergewichtszunahme, Futter- und Wasseraufnahme waren ohne
substanzbedingten Befund. Die Plasma-Butyryl-, Plasma-, Erythrozyten-Acetyl-
und Gehirn-Acetyl-ChE waren in allen Dosierungen signifikant gehemmt. Kritische
Hemmungen erreichte die Erythrozyten-AChE der weiblichen Tiere in der mittleren
Dosisgruppe mit 29 %, die in der hohen Dosisgruppe dann deutlich dariiber lag (sie-
he Tabelle 7) sowie die Gehirn-AChE ebenfalls in der hohen Dosisgruppe. Substanz-
bedingte Effekte auf die Organgewichte oder in der histopathologischen Unter-
suchung wurden nicht beobachtet. Der NOAEL dieser Untersuchung wurde mit
0,2 mg/kg KG und Tag festgelegt (MCW Ltd 1987). Bei den weiblichen Tieren der
0,86 mg/kg-Gruppe war die Erythrozyten-AChE um 29 % gehemmt. Eine 30%ige
Hemmung ist als kritisch zu bewerten (siehe Abschnitt 2), so dass der tatséchliche
LOEAL vermutlich nur wenig oberhalb dieser Dosis liegt.
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Tab.7 Cholinesterase-Aktivitat von Ratten nach 13-wochiger oraler Aufnahme von Azinphos-
methyl (MCW Ltd 1987; WHO 2007)

Gewebe Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)
0,215 0,86 3,44 0,215 0,86 3,44
Cholinesterase-Aktivitit ( % Hemmung verglichen mit Kontrolle)
maénnliche Tiere weibliche Tiere
Plasma 18" 14* 427 -3 7 49™*
Erythrozyten — 8* 17 77 9 29%* 78%*
Gehirn 3 9* 67" 4 3 64"

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

In einer Langzeitstudie an Wistar-Ratten erhielten Gruppen von jeweils 60 mann-
lichen bzw. weiblichen Tieren zwei Jahre lang Azinphos-methyl (Reinheit 87,2 %) mit
dem Futter. Die Dosierungen betrugen 0, 5, 15 oder 45 mg/kg Futter (nach Angaben
der Autoren 0; 0,25; 0,75 bzw. 2,33 mg/kg KG und Tag fiir ménnliche Tiere und 0;
0,31; 0,96 bzw. 3,11 mg/kg KG und Tag fiir weibliche Tiere). In einer Zwischensektion
nach einem Jahr wurden jeweils zehn Tiere pro Geschlecht und Dosisgruppe unter-
sucht. Es traten keine klinischen Symptome auf und die Uberlebenszahl der Tiere war
durch die Behandlung nicht veriandert. Die Kérpergewichtszunahme der mannlichen
Tiere war in der hohen Dosisgruppe, verglichen mit der Kontrolle, leicht (7 %) ver-
ringert. Himatologie und Urinanalyse waren ohne substanzbedingten Befund. Die
(A)ChE-Aktivitaten in Erythrozyten, Plasma und Gehirn war in der hohen Dosis-
gruppe bei beiden Geschlechtern im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert (sie-
he Tabelle 8). Makroskopische Befundung, Organgewichtsbestimmung und histopa-
thologische Untersuchung waren ohne substanzbedingten Befund. Der NOAEL
betrug aufgrund der Hemmung der AChE-Aktivitit im Gehirn bei beiden Ge-
schlechtern und der reduzierten Korpergewichtszunahme bei ménnlichen Tieren in
der hohen Dosisgruppe 15 mg/kg Futter (0,75 und 0,96 mg/kg KG und Tag bei mann-
lichen bzw. weiblichen Tieren) (Bayer AG 1987 c).

Maus

In einer Langzeitstudie erhielten Gruppen von jeweils 50 ménnlichen bzw. weibli-
chen CD1-Miusen zwei Jahre lang Azinphos-methyl (Reinheit 88,6 %) mit dem
Futter verabreicht. Die Dosierungen betrugen 0, 5, 20 oder 40/80 mg/kg Futter (nach
Angaben der Autoren ca. 0; 0,79; 3,49 bzw. 11,33 fiir ménnliche Tiere und 0; 0,98;
4,12 bzw. 14,30 mg/kg KG und Tag fiir weibliche Tiere). Die Studie wurde mit einer
hohen Dosierung von 80 mg/kg begonnen, die nach einer Woche aufgrund der star-
ken Toxizitét auf 40 mg/kg Futter reduziert wurde. Anschlieflend zeigten die Tiere
dieser Dosisgruppe keine weiteren klinischen Symptome. Futteraufnahme und Kor-
pergewichtszunahme waren bis zur Dosierung von 40 mg/kg nicht beeintrachtigt.
Die hdmatologischen Untersuchungen waren ohne auffilligen Befund. Die (A)ChE-
Aktivitdten in Plasma, Erythrozyten und Gehirn waren in der niedrigsten Dosis ver-
glichen mit der Kontrolle unverdndert. Ab 20 mg/kg war die AChE-Aktivitat in
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Tab.8 Cholinesterase-Aktivitat von Ratten nach 2-jahriger oraler Aufnahme von Azinphos-me-
thyl (Bayer AG 1987 ¢c; WHO 2007)

Gewebe / Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)
Untersuchungs- ¢ 55 0,75 2,33 0,31 0,96 3,11
zeitpunkt Cholinesterase-Aktivitét ( % verglichen mit Kontrolle)
ménnliche Tiere weibliche Tiere
Plasma
1 Monat 93 95 62% 88 88 44*
3 Monate 91 102 60™ 88 65 35%
6 Monate 88 95 57%* 92 71* 34
1 Jahr 84 87 54 90 65" 33"
1,5 Jahre 87 90 55 100 74* 46"
2 Jahre 113 88 51* 102 81 38"
Erythrozyten
1 Monat 97 84* 76" 105 87 74*
3 Monate 101 88™ 77 110™ 88™ 72%
6 Monate 97 90 80™* 109* 86" 77"
1 Jahr 102 82" 73" 101 81*" 69™"
1,5 Jahre 96 83™ 73" 94 80" 73"
2 Jahre 88™ 78% 63 98 84" 717
Gehirn
1 Jahr 130 137" 109 112 90 50™*
2 Jahre 117 112 68™ 102 79" 45™

*p < 0,05 *p < 0,01

Erythrozyten bei beiden Geschlechtern, die ChE-Aktivitit im Plasma nur bei den
ménnlichen Tieren dosisabhidngig reduziert. In der hohen Dosisgruppe war eine
Beeintrachtigung der AChE-Aktivitat im Gehirn bei beiden Geschlechtern und der
ChE-Aktivitit im Plasma bei den weiblichen Tieren zu beobachten (siehe Tabelle 9).

Die histopathologischen Untersuchungen erbrachten keinen substanzbedingten
Befund. Der NOAEL dieser Untersuchung betrug 5 mg/kg Futter (0,79 bzw. 0,98 mg/
kg KG und Tag bei ménnlichen und weiblichen Tieren) aufgrund der bei hoheren
Dosierungen auftretenden Reduktion der AChE-Aktivitiat (Mobay Chemical Corp
1985).

Hund

In einer 52-Wochen-Studie, die nach OECD-Priifrichtlinie 452 durchgefithrt wurde,
erhielten Gruppen von jeweils vier médnnlichen bzw. weiblichen Beagle-Hunden
Futter mit Azinphos-methyl (Reinheit 91,9 %) in Konzentrationen von 0, 5, 25 oder
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Tab.9 Cholinesterase-Aktivitat von Mdusen nach 104-wéchiger oraler Aufnahme von Azinphos-
methyl (Mobay Chemical Corp 1985; WHO 2007)

Untersuchungs- Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)

zeitpunkt / 0 079 349 11,33 0 098 412 1430

Gewebe

Cholinesterase-Aktivitat” ( % verglichen mit Kontrolle)

mannliche Tiere weibliche Tiere

Plasma (umol/ml per min)

6 Monate 3,11 3,33 2,57 1,62 5,76 5,45 3,08 1,48
(107) (83) (52) (95) (53) (26)

1 Jahr 3,88 4,81 2,63 1,32 6,51 5,44 3,27 1,50
(124) (68) (34) (84) (50) (23)

2 Jahre 4,33 3,95 2,97 1,89 4,98 4,93 3,86 1,65
(91) (69) (44) (99) (89) (38)

Erythrozyten (umol/ml per min)

6 Monate 1,33 1,11 0,88 0,67 1,16 1,03 0,67 0,63
(84) (66) (50) (89) (58) (54)

1 Jahr 1,04 0,99 0,45 0,20 0,87 0,81 0,39 0,20
(95) (43) (19) (78) (45) (19)

2 Jahre 0,95 0,80 0,54 0,35 0,79 0,62 0,40 0,32
(84) (56) (37) (78) (51) (41)

Gehirn (umol/g per min)

2 Jahre 14,7 12,9 12,3 5,4 14,4 13,6 10,6 4,7
(88) (84) (37) (94) (74) (33)

o keine statistische Auswertung angegeben

125 mg/kg (entsprach nach Angaben der Autoren 0; 0,15; 0,69 bzw. 3,84 mg/kg KG
und Tag fiir die médnnlichen Tiere und 0; 0,16; 0,78 sowie 4,33 mg/kg KG und Tag fiir
die weiblichen Tiere). In der hohen Dosisgruppe trat vermehrt Diarrh6 auf, zwei
ménnliche Tiere verloren an Korpergewicht, die Futteraufnahme der Tiere war nicht
beeintrachtigt. Himatologische Untersuchungen und Urinanalyse waren ohne sub-
stanzbedingten Befund. Die Plasma-ChE- und die Erythrozyten-AChE-Aktivitdten
waren ab der mittleren Dosisgruppe reduziert, die Aktivitit der AChE im Gehirn in
der hohen Dosisgruppe (siehe Tabelle 10). Bei beiden Geschlechtern der hohen Do-
sisgruppe war die Leber-N-Demethylase verglichen mit den Kontrolltieren leicht
erhoht, bei den ménnlichen Tieren der hohen Dosisgruppe war die Cytochrom-
P450-Enzymaktivitit leicht erhoht und der Albuminspiegel vermindert. Organge-
wichtsbestimmungen, makroskopische und histopathologische Untersuchungen
waren ohne substanzbedingten Befund. Der NOAEL dieser Untersuchung lag bei
0,15 bzw. 0,16 mg/kg KG und Tag aufgrund der Hemmung der Erythrozyten-AChE
(Bayer AG 1990 a).
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Tab. 10 Cholinesterase-Aktivitat von Hunden nach 52-wéchiger oraler Aufnahme von Azinphos-
methyl (Bayer AG 1990 a; WHO 2007)

Untersuchungs- Azinphos-methyl (mg/kg KG und Tag)
zeitpunkt / 0 015 069 38 0 016 078 433
Gewebe
Cholinesterase-Aktivitit ( % Hemmung verglichen mit Kontrolle)
ménnliche Tiere weibliche Tiere

Plasma

1. Woche 0 11 12 37 0 -18 14 52%
13. Woche 0 13 15 53** 0 -2 17 58
26. Woche 0 14 12 58** 0 -10 33 57%*
52. Woche 0 11 12 53* 0 12 30 53**
Erythrozyten

1. Woche 0 -9 22 66" 0 11 2 86™
13. Woche 0 8 40™ 87 0 16 43™ 92**
26. Woche 0 8 32 88™" 0 21 38™* 91**
52. Woche 0 -5 27 86" 0 15 35* 86"
Gehirn
52. Woche 0 1 10 27 0 1 1 20"

*p < 0,05 *p < 0,01

Huhn

Bei Hennen, denen 30 Tage lang Azinphos-methyl mit dem Futter verabreicht wor-
den war, betrug der NOAEL 18,7 mg/kg KG und Tag; bei 37,5 bzw. 75 mg/kg KG
und Tag war die Blut-Cholinesterase (k. w. A.) reduziert (auf 15 % und 27 %) (WHO
2007).

Zusammenfassung

Auch nach oraler wiederholter Gabe ist der sensitivste toxische Effekt bei Nagern
und Hunden die Hemmung der (A)ChE-Aktivitdt, Hennen waren weniger empfind-
lich. Bei hoheren Dosierungen treten reduziertes Kérpergewicht und klinische neu-
rotoxische Zeichen auf. Dies sind muskarinische Wirkungen wie Diarrh6 und Spei-
chelfluss, die mit einer tiber 80%igen Hemmung der AChE-Aktivitat im Gehirn
korrelieren (WHO 2007).

Zusammengefasst liegt in Langzeitstudien bei Ratten der NOAEL fiir eine kriti-
sche Hemmung der AChE etwa im Bereich von 0,75 bis 0,86 mg/kg KG und Tag und
bei Méusen etwa im Bereich von 0,79 bis 0,98 mg/kg KG und Tag. Beim Hund liegt
der NOAEL in einer einjahrigen Studie bei 0,16 mg/kg KG und Tag aufgrund der
Hemmung der AChE in den Erythrozyten (WHO 2007).
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5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.3  Wirkung auf Haut und Schleimhaute

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.4 Allergene Wirkung

In einem Maximierungstest erhielten 20 médnnliche Dunkin-Hartley-Meerschwein-
chen zur Induktion intradermale Injektionen einer 1%igen Zubereitung von
Azinphos-methyl (Vehikel: 2 % Cremophor EL in physiologischer Kochsalzlésung).
Nach einer Woche folgten eine offene Behandlung mit 10 % Natriumdodecylsulfat
in Vaseline und einen Tag spiter eine 48-stiindige okklusive Behandlung mit einer
12,5%igen Zubereitung von Azinphos-methyl (Vehikel s. 0.). Bei der Auslosebe-
handlung mit der 12,5%igen Zubereitung zeigten 19 der 20 Tiere nach 24 Stunden
eine Reaktion. Ein stark ausgeprigtes Erythem oder Odem wurde bei neun Tieren
beobachtet, und die tibrigen zehn Tiere zeigten ein méflig oder gering ausgeprigtes
Erythem. Die Reaktionen bestanden auch nach 48 Stunden und bei elf Tieren wurde
zu diesem Zeitpunkt auflerdem eine Verschorfung beobachtet. Auf das Vehikel zeig-
te nur eines von 20 Tieren eine Reaktion. In der mit dem Vehikel und mit Freund-
schem kompletten Adjuvans vorbehandelten Kontrollgruppe reagierten jeweils fiinf
von zehn Tieren schwach ausgeprégt auf die Testzubereitung und auf das Vehikel.
Angaben zur Reinheit der Testsubstanz fehlen, wahrscheinlich handelt es sich um
ein technisches Produkt mit einer Reinheit von 92,4 bis 92,8 % (APVMA 2006).

Eine gleichartige 12,5%ige Zubereitung von technischem Azinphos-methyl (Rein-
heit 92,4-92,8 %) wurde auch in einem Biihler-Test mit zwolf mannlichen Dunkin-
Hartley-Meerschweinchen fiir die dreimalige okklusive Induktionsbehandlung ein-
gesetzt. Fiir die Auslosebehandlung dienten eine 6%ige und fiir eine erneute
Auslosebehandlung eine 0,6%ige Zubereitung im gleichen Vehikel. Schwach aus-
geprigte Erytheme (Grad 1 von maximal 3) und méflig ausgepréigte Erytheme
(Grad 2) wurden 24 Stunden nach der ersten Auslésebehandlung bei je drei von
zwolf Tieren beobachtet, wiahrend bei den zwoélf Kontrolltieren lediglich zwei
schwach ausgeprigte Reaktionen (Grad 1) auftraten. Bei den Tieren mit initialer
Grad-2-Reaktion waren nach 72 Stunden noch gering ausgepridgte Erytheme
(Grad 1) erkennbar. Die zweite Auslosebehandlung fithrte bei der 48-Stunden-Ab-
lesung bei einem Tier der vorbehandelten Gruppe und bei zwei der zw6lf Kontroll-
tiere zu einer schwachen Reaktion (Grad 1). Die Reaktion wurde bei zwei weiteren
der zwolf Kontrolltiere nicht beurteilt, da das gesamte enthaarte Hautareal gerétet
war (APVMA 2006).

Ein Biihler-Test mit dreimaliger okklusiver Applikation einer 25%igen Zubereitung
einer technischen Azinphos-methyl-Charge (Reinheit 88,8 %) in Ethanol/Wasser
(1:1) fuhrte bei der Auslosebehandlung mit der gleichen Zubereitung nach 24 Stun-
den bei sechs von 15 ménnlichen Dunkin-Hartley-Meerschweinchen zu geringgra-
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digen Reaktionen (schwaches oder gerade noch erkennbares Erythem, Grad 1) und
bei einem Tier zu einer méflig ausgepriagten Reaktion (deutlich erkennbares Ery-
them, Grad 2). Die Reaktionen persistierten bei sechs der sieben Tiere auch bis zum
zweiten Tag (5 x Grad 1, 1 x Grad 2). Gering ausgepragte Reaktionen (Grad 1) fan-
den sich nur nach 24 Stunden auch bei zwei von finf Kontrolltieren (APVMA 2006).

Ein Fertigprodukt mit einem Gehalt von 19,3 % Azinphos-methyl (Reinheit nicht
angegeben) wurde in einem weiteren Biithler-Test in 50%iger Verdiinnung in physio-
logischer Kochsalzlosung fiir die Induktionsbehandlung und in 25%iger und 12%iger
Verdiinnung fiir die Auslosebehandlung eingesetzt. Eine zweite Auslosebehandlung
erfolgte mit dem Produkt in 6%iger und 1%iger Verdiinnung und die Ablesungen
wurden nach 30, 54 und 78 Stunden vorgenommen. Die 25%ige Zubereitung fiihrte
bei insgesamt neun von 20 weiblichen Dunkin-Hartley-Meerschweinchen zu gering
ausgepragten und begrenzten bis méflig ausgepragten und konfluierenden Erythe-
men, die bei acht Tieren auch nach 78 Stunden persistierten. Auf die 12%ige Zu-
bereitung reagierten fiinf Tiere (nach 78 Stunden) positiv, und die zweite Auslosebe-
handlung mit der 6%igen und der 1%igen Testzubereitung fithrte nur nach
30 Stunden zu einer Reaktion bei jeweils zwei der 20 Tiere. Bei den zehn Kontroll-
tieren wurde zu keinem Ablesezeitpunkt auf eine der vier Zubereitungen eine Re-
aktion beobachtet (APVMA 2006).

Ein anderes Fertigprodukt mit einem Azinphos-methyl-Gehalt von 35 % lieferte in
einem Biihler-Test mit 15 ménnlichen Hartley-Meerschweinchen und dreimaliger
okklusiver Applikation einer 5%igen Zubereitung in Ethanol/Wasser (1:1) ebenfalls
ein positives Ergebnis. Bei den 24 und 48 Stunden nach der Auslésebehandlung mit
der gleichen Zubereitung vorgenommenen Ablesungen zeigten insgesamt elf der
15 Tiere ein schwach ausgeprigtes (zehn Tiere) oder ein miflig ausgeprigtes Ery-
them (ein Tier). Die fiinf Kontrolltiere zeigten keine Reaktionen (Anonym 1996).

Ein &dhnliches Produkt (Azinphos-methyl-Gehalt: 36—38 %) wurde offenbar unver-
diinnt in einem Biihler-Test mit je zehn weiblichen und méannlichen Dunkin-Hartley-
Meerschweinchen eingesetzt. In diesem zeigten je zwei weibliche und ménnliche
Tiere 24 Stunden nach der Auslosebehandlung ein sehr schwach ausgeprégtes und
sieben Tiere (3 weibliche, 4 ménnliche) ein gering ausgeprigtes Erythem (Grad 1).
Nach 48 Stunden bestanden die Erytheme bei den sieben Tieren weiterhin, wahrend
bei drei ménnlichen und einem weiblichen Tier sehr gering ausgepragte Erytheme
festgestellt wurden. Die zehn Kontrolltiere reagierten zu keinem der Ablesezeit-
punkte (APVMA 2006).

In einem modifizierten Biihler-Test wurden zunéchst 500 mg schwach braunes,
festes und mit dem Vehikel befeuchtetes (k. w. A.) Azinphos-methyl (Reinheit nicht
angegeben) fiir die jeweils an alternierenden Tagen erfolgende Induktionsbehand-
lung eingesetzt. Die applizierte Menge wurde fir die letzten vier der insgesamt zehn
Induktionsbehandlungen und die zwei Wochen nach der letzten Induktionsbehand-
lung erfolgende Auslosebehandlung wegen der aufgetretenen Letalitdt halbiert.
Keines der sechs tiberlebenden Tiere zeigte 24 und 48 Stunden nach der Auslésebe-
handlung eine Reaktion (APVMA 2006).

Auch fiir einen Biihler-Test, der mit einem 13 % Azinphos-methyl enthaltenden
Fertigprodukt an 15 Hartley-Meerschweinchen durchgefiihrt wurde, ist ein negati-
ves Ergebnis angegeben. Eines der vorbehandelten Tiere zeigte nach 48, nicht aber
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nach 24 Stunden ein gering ausgeprégtes Erythem (Grad 1). Es ist nicht angegeben,
ob der Test mit dem unverdiinnten Produkt durchgefithrt wurde (APVMA 2006).

Zusammenfassung

Die vorwiegend positiven Ergebnisse zeigen, dass Azinphos-methyl in technischen
Qualitdten ein gering bis miflig ausgeprégtes kontaktsensibilisierendes Potenzial
besitzt. Die Untersuchungen erlauben jedoch keinen Riickschluss darauf, ob auch
stirker gereinigte Qualititen eine kontaktsensibilisierende Wirkung aufweisen.

5.5 Reproduktionstoxizitat
5.5.1 Fertilitat

In einer Zwei-Generationen-Studie (zwei Wiirfe pro Generation), erhielten jeweils
zwolf ménnliche und 24 weibliche Wistar-Ratten Futter mit Azinphos-methyl (Rein-
heit 87,2 %) in Konzentrationen von 0, 5, 15 oder 45 mg/kg Futter (nach Angaben
der Autoren 0; 0,33-0,42; 1,02-1,22 bzw. 3,46—7,37 mg/kg KG und Tag bei den
ménnlichen Tieren und 0; 0,48-0,67; 1,48—-2,02 bzw. 4,84-10,27 mg/kg KG und Tag
bei den weiblichen Tieren). Bei der hochsten Dosis waren die Fertilitat der Fy- und
F,,-Muttertiere sowie die Gesamtzahl der Nachkommen reduziert. Der Uberlebens-
index sowohl bis zum 5. als auch bis zum 21. Postnataltag war in der hohen Dosis-
gruppe bei den F,,-, F;,- und F,,-Wiirfen signifikant reduziert, wahrend dieser Effekt
in der mittleren Dosisgruppe fraglich war (siehe Tabelle 11). Ebenfalls in der hohen
Dosisgruppe traten ein Anstieg der Mortalitit der Muttertiere in der F,-Generation
sowie ein reduziertes mittleres Uberleben der Nachkommen der F,,-, F;- und F,,-
Wiirfe am 5. Postnataltag auf. Dadurch waren nur fiinf weibliche Tiere fiir die Ver-
paarung in der F,,-Generation vorhanden. Es waren in keiner Generation behand-
lungsbedingte grobstrukturelle Missbildungen zu beobachten. Die Futteraufnahme
war nicht beeintrachtigt. Klinische Wirkungen waren ein reduziertes Korpergewicht
in der hohen Dosisgruppe sowie cholinerge Zeichen. Der NOAEL fiir Fertilitét be-
trug 15 mg/kg Futter (1,02-1,22 mg/kg KG und Tag fiir die mannlichen Tiere bzw.
1,48-2,02 mg/kg KG und Tag fiir die weiblichen Tiere) (Bayer AG 1987 a).

Eine weitere Ein-Generationenstudie wurde durchgefiihrt, um den leichten Effekt
auf die Uberlebensfihigkeit der Nachkommen bei 15 mg/kg im Futter zu bestitigen.
Gegebenenfalls sollte bestimmt werden, ob der Effekt der Behandlung den méann-
lichen oder den weiblichen Tieren zugeordnet werden kann und ob er mit der Hem-
mung der Cholinesterase verkniipft ist. Gruppen von jeweils 18 mannlichen und
46 weiblichen Wistar-Ratten erhielten Futter mit Azinphos-methyl (Reinheit: 92 %)
in Konzentrationen von 0, 5, 15 oder 45 mg/kg (entsprechend 0; 0,43; 1,30 bzw.
3,73 mg/kg KG und Tag bei mannlichen Tieren und 0; 0,55; 1,54 bzw. 4,87 mg/kg KG
und Tag bei weiblichen Tieren). Die behandelten Tiere wurden verpaart und die
Nachkommen bis zum 28. Postnataltag gehalten. Zusitzlich wurden behandelte
ménnliche Tiere mit unbehandelten weiblichen Tieren verpaart. In der hochsten
Dosisgruppe mussten zwei weibliche Tiere aufgrund der starken Toxizitét (choliner-
ge Effekte, schlechter Gesamtzustand, blutige Nasen, Tréigheit und unsicherer Gang)
aus dem Versuch genommen werden. Die méannlichen Tiere zeigten bei der gleichen
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Tab. 11 Parameter der Nachkommen von Ratten einer 2-Generationenstudie mit Fiitterung von
Azinphos-methyl (Bayer AG 1987 a)

Parameter Azinphos-methyl in mg/kg Futter?

0 5 15 45
L1a
lebende/tote Nachkommen bei Geburt 252/1 247/0 204/8 197/9
(Anzahl)
mannliche/weibliche Nachkommen (%) 52/48 53/47 49/51 52/48
Wurfgrofle Tag 0/Tag 5 (Anzahl) 11,5/11,1 11,2/10,5 10,1/8,7¢ 10,1/3,9**
Uberlebensindex (%) 96,8 93,9 86,6™ 38,7*
Nachkommen an Tag 5”/Woche 4 175/169 167/156 139/134 62/17
(Anzahl)
Laktationsindex (%) 96,6 93,4 96,4 27,4

Kérpergewicht an Tag 0/Woche 3 (g) 5,8/36,7 5,7/37,5 5,9/35,9 5,4/25,8""
E

=1b

lebende/tote Nachkommen bei Geburt 235/1 236/11 175/1 133/0
(Anzahl)

mannliche/weibliche Nachkommen (%) 52/48 50/50 51/49 55/45
Wurfgrofle Tag 0/Tag 5 (Anzahl) 10,6/10,5 9,8/9,5 9,7/9,7 8,9/2,8"
Uberlebensindex (%) 98,3 97,3 98,9 31,6
Nachkommen an Tag 5”/Woche 4 165/161 164/162 128/117 39/18
(Anzahl)

Laktationsindex (%) 97,6 98,8 91,4* 46,2

Korpergewicht an Tag 0/Woche 3 (g) 5,7/39,9 5,8/39,2 59/37,8  5,2%/27,2™
E

~2a

lebende/tote Nachkommen bei Geburt 295/3 270/0 230/0 43/0
(Anzahl)

minnliche/weibliche Nachkommen (%) 55/45 55/45 54/46 51/49
Wurfgréfle Tag 0/Tag 5 (Anzahl) 11,7/11,5 11,2/10,8 11,0/10,7 8,6°/7,0
Uberlebensindex (%) 98,1 95,9 97,8 81,4**
Nachkommen an Tag 5”/Woche 4 176/173 185/174 152/134 29/21
(Anzahl)

Laktationsindex (%) 98,3 94,1 88,7% 72,4

Korpergewicht an Tag 0/Woche 3 (g) 5,7/37,3 5,7/35,6 5,7/36,0 5,4/22,4**
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Tab. 11 (Fortsetzung)

Parameter Azinphos-methyl in mg/kg Futter”

0 5 15 45
E,
lebende/tote Nachkommen bei Geburt 223/1 244/2 214/3 25/0
(Anzahl)
mannliche/weibliche Nachkommen (%) 51/49 55/45 49/51 56/44
Wurfgrofle Tag 0/Tag 5 (Anzahl) 10,6/10,1 11.0/10,0 9,6/8,5 6,2/6,2
Uberlebensindex (%) 95,5 90,1* 88,6* 100
Nachkommen an Tag 5”/Woche 4 143/133 165/138 137/123 22/20
(Anzahl)
Laktationsindex (%) 93,0 83,6" 89,8 90,9

Korpergewicht an Tag 0/Woche 3 (g) 5,8/40,2 5,9/39,6 5,6/37,8 5,8/27,0%*

5, 15 oder 45 mg/kg im Futter entspricht 0,33-0,42; 1,02-1,22 bzw. 3,46-7,37 mg/kg KG und
Tag bei ménnlichen Tieren und 0,48-0,67; 1,48—2,02 bzw. 4,84—10,27 mg/kg KG und Tag bei
weiblichen Tieren

» nach Reduktion

*p < 0,05 **p < 0,01

Dosis keine klinischen Zeichen. Es traten keine behandlungsbedingten Effekte auf
die Fertilitatsparameter auf (Verpaarungs-, Fertilitats- und Tréchtigkeitsindex, so-
wie Dauer der Tréchtigkeit). In der mittleren Dosisgruppe und bei Behandlung bei-
der Elterntiere war der Uberlebensindex der Nachkommen bis zum 5. Postnataltag
leicht reduziert, ohne dass ein reduziertes Korpergewicht bei den Nachkommen zu
beobachten war. In der hohen Dosisgruppe wurde bei den Nachkommen ein sig-
nifikant reduzierter Uberlebensindex am 5. Postnataltag festgestellt, einhergehend
mit einem verminderten Korpergewicht. Nach Behandlung von nur ménnlichen
Tieren waren diese Effekte nicht zu beobachten. Untersuchungen der Cholinestera-
se-Aktivititen der Elterntiere zeigten eine Hemmung der Plasma-ChE- und Ery-
throzyten-AChE-Aktivitdt in allen behandelten Tieren sowie eine Hemmung der
AChE-Aktivitdat im Gehirn bei den ménnlichen Tieren der héchsten Dosisgruppe
und bei den weiblichen Tieren ab der mittleren Dosisgruppe (siehe Tabelle 12)
(Bayer AG 1990 b).

Es traten bei den Nachkommen zum Zeitpunkt der Geburt oder der vierwéchigen
Aufzucht keine behandlungsbedingten klinischen Zeichen auf. Histopathologische
Befunde wurden nicht beobachtet. In der hochsten Dosisgruppe wiesen die Nach-
kommen am fiinften und 28. Postnataltag im Vergleich zur Kontrolle eine um
17 bzw. 46 % reduzierte AChE-Aktivitidt im Gehirn auf (Bayer AG 1990 b). Der
NOAEL dieser Untersuchung betrug fiir die Elterntiere 5 mg/kg Azinphos-methyl
im Futter, was fiir die weiblichen Tiere 0,55 mg/kg KG und Tag entspricht. Bei der
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Tab. 12 Cholinesterase-Aktivitat in FO- und F1-Nachkommen von Ratten nach Fitterung von
Azinphos-methyl (Bayer AG 1990 b)

Azinphos- Cholinesterase-Aktivitat (% Hemmung verglichen mit Kontrolle)
methyl maénnliche FO-Tiere weibliche F1-
(mg/kg FO-Tiere Nachkommen
Futter)

Ende der Ende der postcoital postnatal postnatal postnatal postnatal

Verpaarung Behandlung 097 Tag5  Tag28  Tag5 = Tag28

Plasma

5 2,3 n. b. n. b. 26* 5 n.b n.b
15 14 25* 18 46" 39™ n.b n.b
45 43" 62" 60" 66" 63" n.b n.b
Erythrozyten

5 19 n.b n.b 25%* 47 n.b n.b
15 69*"* 46" 52%% 75 84 n.b n.b
45 94%% 71 81% 91*** 89 n.b n.b
Gehirn

5 1 10* n.b n.b 12 n.b n.b
15 n. b. 4 21%" 38™ 48" 1 14
45 197 55 69" 66" 68" 17* 46"

95,15 oder 45 mg/kg im Futter entspricht 0,43; 1,30 bzw. 3,73 mg/kg KG und Tag bei mannlichen
Tieren und 0,55; 1,54 bzw. 4,87 mg/kg KG bei weiblichen Tieren
*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001; n. b.: nicht bestimmt

néchsthoheren Dosis wurde eine Hemmung der Erythrozyten-AChE-Aktivitit um
mehr als 46 % (am Ende der Vorbehandlung) und bis zu 91,1 % (5. Postnataltag) ge-
messen. Flir die Nachkommen betrug der NOAEL fiir perinatale Toxizitét ebenfalls
0,55 mg/kg KG und Tag und der NOAEL fiir die Abnahme der AChE-Aktivitit im
Gehirn 1,54 mg/kg KG und Tag.

Zusammenfassung

Die Mehrgenerationenstudien mit Ratten zeigen, wie auch die anderen Unter-
suchungen mit wiederholter oraler Gabe, cholinerge Toxizitét in den hohen Dosis-
gruppen sowie reduziertes Korpergewicht und eine Hemmung der AChE-Aktivité-
ten. Der NOAEL fiir Parentaltoxizitét liegt bei 0,55 mg/kg KG und Tag. Der NOAEL
fiir perinatale Toxizitdt betragt 0,55 mg/kg KG und Tag und der NOAEL fiir die
Abnahme der AChE-Aktivitdt im Gehirn der Nachkommen 1,54 mg/kg KG und
Tag.
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5.5.2 Entwicklungstoxizitat

Ratte

Es wurden zwei Untersuchungen zur Entwicklungstoxizitdt von Azinphos-methyl
(Reinheit: 90,6 %) an CD-Ratten durchgefiihrt. In der ersten erhielten jeweils 20 bis
22 Tiere orale Dosierungen (Schlundsonde) von 0; 1,25; 2,5 oder 5 mg/kg KG und
Tag, zehn Tage lang, beginnend am 6. Trachtigkeitstag. In der zweiten Untersuchung
wurden die Tiere bis zum 21. Postnataltag weiterbehandelt. In der ersten Studie
traten bei der Untersuchung am 20. Trachtigkeitstag bei den Feten keine Anomalien
oder Missbildungen auf. Eine verringerte Korpergewichtszunahme und ein redu-
zierter Futterkonsum sowie vermehrter Speichel- und Trénenfluss, hdufigeres Uri-
nieren und Tremor waren bei den Muttertieren in dieser Untersuchung nur in der
hochsten Dosisgruppe zu sehen. Zudem zeigten einige Muttertiere (k. w. A.) An-
zeichen einer cholinergen Wirkung. Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitét betragt
fiir die Ratte 5 mg/kg KG und Tag, fiir die Maternaltoxizitit 2,5 mg/kg KG und Tag.
In der zweiten Studie hingegen reagierten die Muttertiere in der letzten Trachtig-
keitsphase sensitiver gegen Azinphos-methyl und es wurden in der hohen Dosis-
gruppe von 5 mg/kg KG und Tag stirkere Zeichen einer cholinergen Wirkung, ein-
schliefllich Mortalitdt, beobachtet. Als Ergebnis war das Fetengewicht bei der
Geburt und am vierten Postnataltag sowie das Uberleben der Feten von der Geburt
bis zum 4. Postnataltag und wéhrend der weiteren Laktation (4. bis 21. Postnataltag)
reduziert, und es iiberlebte nur einer von 13 Wiirfen in dieser Gruppe die Laktati-
onszeit. Am 22. Postnataltag wiesen die Nachkommen dieser Gruppe Anzeichen
neuromuskulidrer Probleme auf (Short et al. 1980; US EPA 1978).

Je 33 CD-Ratten erhielten vom 6. bis zum 15. Tréichtigkeitstag Azinphos-methyl
(Reinheit 87,7 %) mittels Gavage in Dosierungen von 0; 0,5; 1,0 oder 2 mg/kg KG
und Tag in wissriger Emulphorlosung. Aus jeder Gruppe wurden fiinf Tiere am
16. Tréachtigkeitstag untersucht, die tibrigen wurden bis zum 20. Trachtigkeitstag
gehalten. Zusitzlich zu den iiblichen Parametern einer Studie nach OECD-Priif-
richtlinie 414 wurden die ChE-Aktivitit im Plasma und die AChE-Aktivitéit in den
Erythrozyten und im Gehirn bei den Elterntieren am 16. und 20. Gestationstag und
bei den Feten am 20. Gestationstag bestimmt. Bei den Elterntieren waren Erschei-
nung, Verhalten, Futteraufnahme und Korpergewichtszunahme nicht substanzbe-
dingt verdndert. Am 16. Trachtigkeitstag waren die ChE-Aktivitat im Plasma sowie
die AChE-Aktivitdten in Erythrozyten und im Gehirn nur bei den Muttertieren der
hochsten Dosisgruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren erniedrigt. Dieser Befund
war am 20. Tréachtigkeitstag nur noch im Gehirn der Muttertiere statistisch signifi-
kant vermindert. Die Gewebe der Feten wurden hierauf am 16. Trachtigkeitstag
nicht untersucht, am 20. Trachtigkeitstag lief$ sich keine Abnahme der AChE-Akti-
vitdten im Gehirn der Feten feststellen (siehe Tabelle 13). Azinphos-methyl ver-
ursachte bei bis zu 2 mg/kg KG und Tag keine embryotoxischen, fetotoxischen oder
teratogenen Effekte. Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit entspricht daher
2 mg/kg KG und Tag, der NOAEL fiir maternale Toxizitdt liegt bei 1 mg/kg KG und
Tag (Astroff und Young 1998; Bayer AG 1987 b).

In einer Untersuchung nach OECD-Priifrichtlinie 414 erhielten je 22 Sprague-
Dawley-Ratten vom 6. bis zum 15. Trachtigkeitstag mittels Gavage Azinphos-methyl
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Tab. 13 Cholinesterase-Aktivitdtin Ratten (und deren Feten) nach Fiitterung von Azinphos-methyl
vom 6. bis zum 15. Trachtigkeitstag (Astroff und Young 1998; Bayer AG 1987 a, b)

Gewebe Cholinesterase-Aktivitat (% der Kontrolle)

Azinphos-methyl in mg/kg KG und Tag

0,5 1,0 2,0
16. Tréchtigkeitstag
Plasma 90 95 63
Erythrozyten 90 90 21*
Gehirn 107 101 61"
20. Trichtigkeitstag
Plasma 102 97 92
Erythrozyten 103 106 77
Gehirn 102 92 72*
fetales Gehirn 91 100 96
*p 0,05

(Reinheit 92,7 %) in Dosierungen von 0; 0,4; 1,2 oder 3,6 mg/kg KG und Tag. Am
20. Tréchtigkeitstag fand die Nekropsie der Tiere statt. Es trat keine Mortalitét auf.
Futteraufnahme, Korpergewicht und Korpergewichtszunahme waren durch die Be-
handlung nicht verandert. Die graviden Uterusgewichte, Anzahl und Geschlecht der
lebenden Feten sowie Zahl der Resorptionen waren verglichen mit den Kontrolltie-
ren nicht verdndert. In der hochsten Dosisgruppe war eine erhohte Inzidenz ver-
zogerter Ossifikation in Hinterhauptsbein, Schambein oder Zungenbein zu sehen.
Ebenso wurde in der hochsten Dosisgruppe ein Anstieg der Inzidenz (7/149 Feten zu
0/147 Feten in der Kontrolle, 4,7 %; p < 0,01; 7/21 Wiirfen zu 0/21 Wiirfen in der
Kontrolle, 4,9 %, p < 0,01) von tiberzdhligen Rippen (14. Rippe) beobachtet, was au-
flerhalb der historischen Kontrolle des Testlabors lag (0-3,1 % der Feten). Der
NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit betragt 1,2 mg/kg KG und Tag, bis zur hochsten
Dosis von 3,6 mg/kg KG und Tag zeigte sich keine maternale Toxizitdt (MCW Ltd
1988 a). Untersuchungen zur AChE-Hemmung, der Hauptwirkung des Azinphos-
methyl, wurden nicht vorgenommen. Eine sekundire Entstehung der beobachteten
Effekte bei den Feten durch eine Hemmung der AChE bei den Muttertieren ist denk-
bar. Aufgrund der fehlenden Untersuchung zur Hemmung der AChE und der an-
sonsten nicht beobachteten Maternaltoxizitit sind die aufgetretenen verzogerten
Ossifikationen des Schédels und die zusitzliche 14. Rippe bei den Feten nicht bewert-
bar. Die Studie wird nicht zur Bewertung der Entwicklungstoxizitéit herangezogen.

Kaninchen

In einer prianatalen Entwicklungstoxizitdtsstudie an Himalaya-Kaninchen erhielten
jeweils elf oder zwolf Tiere vom 6. bis zum 18. Trachtigkeitstag Azinphos-methyl
(Reinheit 92,4 %) in Dosierungen von 0; 0,3; 1,0 oder 3,0 mg/kg KG und Tag mittels
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Gavage. Eine Schnittentbindung fand am 29. Trichtigkeitstag statt. Es wurden we-
der maternale noch feto- oder embryotoxische Effekte beobachtet (Bayer AG 1975).
AChE-Aktivitdten wurden nicht bestimmt.

In einer weiteren prénatalen Entwicklungstoxizitatsstudie an American-Dutch-
Kaninchen erhielten je 20 Tiere vom 6. bis zum 18. Trachtigkeitstag Azinphos-me-
thyl (Reinheit 87,7 %) mittels Gavage in Dosierungen von 0; 1; 2,5 oder 6 mg/kg KG
und Tag. Die Plasma-ChE- und Erythrozyten-AChE-Aktivitdten wurden am 19. und
28. Trachtigkeitstag, die im Gehirn nur am 28. Trachtigkeitstag untersucht. Vier
Tiere der hohen Dosisgruppe zeigten Ataxie, zwei davon Zittern. Die Plasma-ChE-
und Erythrozyten-AChE-Aktivititen waren im Vergleich zu der der Kontrolltiere
am 19. Tréchtigkeitstag ab der mittleren Dosis reduziert. Am 28. Tag war dieser
Befund reversibel, die AChE-Aktivitit im Gehirn in der hochsten Dosis jedoch ver-
mindert. Es traten keine Zeichen von feto- oder embryotoxischen Effekten oder
Teratogenitét auf. Nach Angaben der Autoren liegt der NOEL fiir maternale Toxizi-
téit bei 1 mg/kg KG und Tag aufgrund der oben genannten Effekte bei der mittleren
und hohen Dosis. Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitét fir Kaninchen betragt
6 mg/kg KG und Tag (Bayer AG 1988).

Eine dritte Untersuchung zur Entwicklungstoxizitit bei Weiflen Neuseeldnder-
Kaninchen wurde mit Gavage von 0; 1,5; 4,75 oder 15 mg/kg KG und Tag (Reinheit
92,7 %) vom 7. bis zum 19. Tréchtigkeitstag durchgefiihrt. Es wurden 15 bis 18 Tiere
pro Gruppe eingesetzt. Die Aktivititen der AChE in den Erythrozyten und der ChE
im Plasma wurde vor der Verpaarung und nach elf Behandlungstagen bestimmt. In
den Dosisgruppen 0; 1,5; 4,75 oder 15 mg/kg KG und Tag verstarben 1, 2, 1 bzw.
3 Tiere pro Gruppe, in der hohen Dosisgruppe aufgrund falscher Gabe in die Lunge
und die anderen Tiere aufgrund einer Infektion (Pneumonie oder Gastroenteritis).
Behandlungsbedingte klinische Symptome oder Verdnderungen der Korper-
gewichtszunahme traten nicht auf. Nach elf Behandlungstagen (17. Gestationstag)
war die Erythrozyten-AChE-Aktivitit in der hohen Dosisgruppe um 27 % signifi-
kant reduziert. Die Plasma-ChE war zu diesem Zeitpunkt bei allen behandelten
Tieren signifikant reduziert, wobei keine klare Dosisabhingigkeit vorlag (22, 29 und
26 % bei 1,5; 4,75 bzw. 15 mg/kg KG und Tag). Beim korrigierten Uterusgewicht, der
Zahl lebender Feten, der Anzahl der Resorptionen, dem Plazenta-Gewicht und der
Scheitel-Steif3-Lange ergaben sich keine behandlungsbedingten Befunde. In der
hohen Dosisgruppe war die Zahl der Feten mit einem Korpergewicht von weniger
als 30 g signifikant erh6ht. Zudem war die Inzidenz der verminderten Ossifikation
der Rohrenknochen-Epiphysen ab 4,75 mg/kg KG und Tag erhoht. Auf Fetenbasis
waren 36 von 85 (42,4 %) bzw. 54 von 122 (44,3 %) Feten bei 4,75 und 15 mg/kg KG
und Tag betroffen, verglichen mit 21/117 (17,9 %) Feten in der Kontrolle (historische
Kontrolle 10,7-35,9 %). Auf Wurfbasis waren 8 von 12 (40,1 %) bzw. 11 von 14
(41,4 %) Wiirfen bei 4,75 und 15 mg/kg KG und Tag betroffen, verglichen mit 10
von 14 (18,7 %) in der Kontrollgruppe (historische Kontrolle 10,3-31,6 %). Der
NOAEL fiir entwicklungstoxische Effekte betrdgt daher 1,5 mg/kg KG und Tag,
gleichzeitig lag Maternaltoxizitat vor (MCW Ltd 1988 b). Eine Beurteilung der ent-
wicklungstoxischen Effekte (Ossifikationsverzogerungen und eine erhohte Anzahl
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an Feten mit einem Korpergewicht unter 30 g) ist vor dem Hintergrund einer Infek-
tion und vor der moglicherweise sekundiren Beeinflussung durch die AChE-Hem-
mung bei den Muttertieren schwierig. Die Fehlapplikation in der hohen Dosierung
ist als methodischer Mangel zu bewerten. Deswegen wird die Studie nicht zur Be-
wertung der Entwicklungstoxizitit herangezogen.

Maus

Jeweils 22 bis 23 CD-1-Méiuse erhielten beginnend vom 6. Trichtigkeitstag zehn
Tage lang Azinphos-methyl (Reinheit 90,6 %) in oralen Dosierungen von 0; 1,25;
2,5 oder 5,0 mg/kg KG und Tag. Bei der Untersuchung am 18. Trachtigkeitstag wur-
de kein substanzbedingter Anstieg von Variationen oder Fehlbildungen festgestellt.
Die Muttertiere wiesen in der hochsten Dosisgruppe Zeichen von Toxizitdt wie ver-
mehrter Speichel- und Trénenfluss, hdufigeres Urinieren und Tremor auf. Der
NOAEL fir Entwicklungstoxizitat bei Mdusen betrug somit 5 mg/kg KG und Tag
und fiir Maternaltoxizitit 2,5 mg/kg KG und Tag (Short et al. 1980; US EPA 1978).

Generationenstudien

In den beiden Generationenstudien an der Ratte (siehe Abschnitt 5.5.1 Fertilitat;
Bayer AG 1987 a, 1990 b) zeigten sich erste toxische Effekte auf die Nachkommen
(verminderter Uberlebensindex am 5. Postnataltag) und in der Ein-Generationen-
studie Effekte auf die AChE im Gehirn der Jungtiere am fiinften Postnataltag bei 1,48
bzw. 1,54 mg/kg KG und Tag. Gleichzeitig lag in der Ein-Generationenstudie mater-
nale Toxizitédt in Form von Hemmung der ChE im Plasma auf 46 % der Kontrolle, der
AChE in den Erythrozyten auf 75 % und im Gehirn auf 38 % vor. Der NOAEL fiir die
perinatale Toxizitét ist 0,48 bzw. 0,54 mg/kg KG und Tag, bzw. fiir Effekte auf die
AChE im Gehirn der Jungtiere 1,54 mg/kg KG und Tag.

Zusammenfassung

Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit betrégt fiir die Ratte 2 mg/kg KG und Tag,
fiir das Kaninchen 6 mg/kg KG und Tag und fiir die Maus 5 mg/kg KG und Tag, den
hochsten getesteten Dosen. Eine Inhibierung der Gehirn-AChE-Aktivitit der Mut-
tertiere wird bei Ratten bis zu 1 mg/kg KG und Tag und bei Kaninchen bis zu
2,5 mg/kg KG und Tag nicht beobachtet. Bei Mausen liegen keine entsprechenden
Untersuchungen zur AChE-Aktivitat vor. In einer Entwicklungstoxizititsstudie an
Ratten weisen die Feten am 20. Trichtigkeitstag bei 2 mg Azinphos-methyl/kg KG
und Tag keine, die Muttertiere dagegen eine statistisch signifikante Hemmung der
AChE im Gehirn auf (Astroff und Young 1998; Bayer AG 1987 b). Der NOAEL fiir
Effekte auf die AChE-Aktivitit im Gehirn der Feten bei der Ratte betrédgt aus der
Entwicklungstoxizitétsstudie (20. Trachtigkeitstag) 2 mg/kg KG und Tag bzw. aus
der Ein-Generationenstudie (5. Postnataltag) 1,54 mg/kg KG und Tag. In den beiden
Generationenstudien an der Ratte tritt ab 1,48 bzw. 1,54 mg/kg KG und Tag am
fiinften Postnataltag eine reduzierte Uberlebensfihigkeit der Jungtiere auf. Hieraus
ergibt sich ein NOAEL fiir die perinatale Toxizitdt der Jungtiere bis zum fiinften
Postnataltag von 0,48 bzw. 0,55 mg/kg KG und Tag.
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5.6 Genotoxizitat
5.6.1 In vitro

Azinphos-methyl wurde in einer Vielzahl von In-vitro-Testsystemen untersucht
(siehe Tabelle 14).

In einer Studie wurde Azinphos-methyl zusammen mit anderen Pestiziden in ins-
gesamt 14 Testsystemen gepriift. In zwolf Tests auf Mutationen oder DNA-Schadi-
gungen war Azinphos-methyl negativ. Ein positives Ergebnis wurde im Test auf mi-
totische Rekombination an Saccharomyces cerevisiae D3 erhalten. Es wurden fiinf
Konzentrationen (k. w. A.) jeweils mit und ohne Zugabe eines metabolischen Akti-
vierungssystems getestet. Bei zytotoxischen Substanzen wurde die h6chste Konzen-
tration so gewihlt, dass noch 50 % Toxizitit vorlag. Ebenfalls positiv war das Ergeb-
nis im TK*~-Test an Mauslymphom-Zellen nur in Anwesenheit eines metabolischen
Aktivierungssystems. Die Ergebnisse wurden bei zweifacher Erh6hung der Mutati-
onshdufigkeit und einem konzentrationsabhéngigen Anstieg als positiv gewertet.
Getestet wurde bis zur Zytotoxizitit (Waters et al. 1982). Es liegen keine Angaben
vor, ob zwischen grofien und kleinen Kolonien unterschieden wurde.

In CHO-K1-Zellen des Chinesischen Hamsters induzierte Azinphos-methyl
Chromosomenaberrationen in Konzentrationen von 60 bis 120 pug/ml, wobei Dosie-
rungen ab 80 pg/ml zu einem Arrest in der S-Phase fithrten, 60 pg/ml zum verzéger-
ten Wachstum (Alam et al. 1974).

Humane Lymphozyten wurden in einem Chromosomenaberrationstest gegen
Konzentrationen von bis zu 100 pg/ml ohne S9-Mix und bis zu 500 pg/ml mit S9-
Mix exponiert. Es zeigte sich Klastogenitit bei gleichzeitiger Zytotoxizitdt nur in der
hochsten Konzentration von 500 pg/ml mit S9-Mix (Bayer AG 1986).

Den wenigen positiven Ergebnissen in vitro stehen zahlreiche negative In-vivo-
Untersuchungen zur Genotoxizitét entgegen (siehe Tabelle 15).

5.6.2 Invivo

Mit Azinphos-methyl liegen zwei negative Mikronukleustests an der Maus, einmal
mit i. p. Gabe, einmal mit oraler Gabe von bis zu zweimal 5 mg/kg KG vor. Ein Chro-
mosomenaberrationstest am Knochenmark der Ratte mit oraler Verabreichung von
etwa 6 mg/kg KG war ebenfalls negativ. Des Weiteren wurden zwei Dominant-Letal-
Tests an der Maus durchgefiihrt, einmal mit i. p. Gabe, einmal mit oraler Gabe von
bis zu 4 mg/kg KG, die beide ebenfalls ein negatives Ergebnis erbrachten (siehe Ta-
belle 15; WHO 2007).

Zusammenfassung

Azinphos-methyl wurde in zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Testsystemen auf eine
genotoxische Wirkung hin untersucht und ist als nicht genotoxisch zu bewerten
(WHO 2007).
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Tab. 15 Genotoxizitdt von Azinphos-methyl in vivo (WHO 2007)

Endpunkt Spezies Dosis Ergebnis
Mikronukleustest Maus 2 x 2,5und 2 x 5 mg/kg KG, -

oral in Cremophor/Wasser

5 mg/kg KG, -

einmalig i. p. in Cremophor/Wasser

Chromosomenaberrationstest ~ Ratte 6,28 mg/kg KG, -
einmalig oral in Methylcellulose

Dominant-Letal-Test Maus 1 x 4 mg/kg KG, -
einmalig oral in Cremophor/Wasser

0,125 oder 0,25 mg/kg KG, -
einmalig i. p. in Maiskeimol

5.7 Kanzerogenitit

Ratte

In einer Kanzerogenititsstudie des National Cancer Institute (NCI) wurde Azinphos-
methyl (Reinheit 90 %) 80 Wochen lang mit dem Futter an jeweils 50 Osborne-Men-
del-Ratten pro Geschlecht und Dosisgruppe verabreicht. Als Kontrollgruppe dien-
ten je zehn unbehandelte ménnliche und weibliche Ratten. Anschlieflend wurden
die Tiere weitere 34 bis 35 Wochen lang beobachtet. Die Dosierungen betrugen bei
den ménnlichen Tieren 0, 78 oder 156 mg/kg Futter, was nach Angaben der Autoren
ca. 0; 6,25 bzw. 12,5 mg/kg KG und Tag entsprach. Bei den weiblichen Tieren betrug
die Konzentration im Futter 0; 62,5 oder 125 mg/kg (ca. 0; 3,12 bzw. 6,25 mg/kg KG
und Tag). Bei einigen Tieren in der hohen Dosisgruppe traten die typischen Symp-
tome von Organophosphat-Vergiftungen auf, wie Hyperaktivitit, Zittern und Atem-
not. Die nur in Diagrammen berichtete Korpergewichtszunahme war bei beiden
Geschlechtern in der hohen Dosisgruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren ver-
zogert. Die Anzahl der iberlebenden mannlichen Tiere war mit 6/10 (60 %), 35/50
(70 %) bzw. 27/50 (54 %) bei 0; 6,25 bzw. 12,5 mg/kg KG und Tag und die der weibli-
chen Tiere mit 7/10 (70 %), 34/50 (68 %) und 25/50 (50 %) bei 0; 3,12 bzw. 6,25 mg/kg
KG und Tag ausreichend grof$, um spét auftretende Tumoren erkennen zu kénnen.
Nur bei minnlichen Ratten wurden erhohte Inzidenzen der Tumoren der Inselzellen
des Pankreas und der Follikelzellen der Schilddriise beobachtet (siehe Tabelle 16).
Die Tumorinzidenzen waren, verglichen mit der Laborkontrolle, statistisch signifi-
kant erhoht. Die Tumorinzidenzen der Kontrolltiere konnen nicht herangezogen
werden, da die Anzahl der Kontrolltiere mit nur je zehn Tieren viel zu gering war.
Die unter Einbeziehung der Laborkontrolltiere sich ergebenden signifikant erhohten
Inzidenzen der Pankreas- und Schilddriisentumoren bewerteten die Autoren als
Hinweis, nicht aber als Beleg fiir eine kanzerogene Wirkung von Azinphos-methyl
(NCI 1978). Fur die Kommission ergibt sich aus dieser Studie allenfalls ein Verdacht
auf eine kanzerogene Wirkung, der sich jedoch in den anderen Studien nicht besta-
tigt hat.
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Tab. 16 Studie zur Kanzerogenitat von Azinphos-methyl an Ratten

Autor: NCI 1978
Stoff: Azinphos-methyl (Reinheit 90 %)
Spezies: Ratte, Osborne-Mendel, je 50 3, @ Tiere pro Dosis,
je 10 8, @ Tiere in Kontrollgruppe
Applikation: Futter
Dosis: mannliche Tiere: 0; 6,25 oder 12,5 mg/kg KG und Tag;

weibliche Tiere: 0; 3,12 oder 6,25 mg/kg KG und Tag

Dauer: kontinuierliche Dosierung: 80 Wochen, Nachbeobach-
tung: 34—35 Wochen

Toxizitat: 12,5/6,25 mg/kg KG: typische Symptome der Organo-
phosphat-Vergiftung wie Hyperaktivitit, Zittern und
Atemnot, sowie verzogerte KG-Zunahme

Dosierung (mg/kg KG und Tag) bei 3/Q

0 6,25/3,12 12,5/6,25
Uberlebende S 6/10(60%)  35/50(70%)  27/50(54%)
Q 7/10 (70 %) 34/50 (68 %) 25/50 (50 %)
Tumoren
Pankreas:
Inselzell-Adenome? 3 0/9 (0%) 1/47 (2 %) 4/45 (9 %)
Inselzell-Karzinome? 3 0/9 (0%) 0/47 (0%) 2/45 (4 %)
Schilddriise:
Zystadenome® 3 0/9 (0%) 7/44 (16 %) 10/43 (23 %)
Zystadenokarzinome” 3 0/9 (0%) 1/44 (2 %) 0/43 (0 %)
papilldre Zystadenokarzinome” @& 0/9 (0%) 0/44 (0 %) 1/43 (2 %)

Laborkontrolle (nur kombinierte Angaben vorhanden):
3 Pankreas, Inselzelladenome und -karzinome: 2/92 (2 %)
® Schilddriise, Zystadenome, Zystadenokarzinome, papillire Zystadenokarzinome: 0/86 (0 %)

In einer zweiten Kanzerogenitétsstudie erhielten Gruppen von jeweils 60 ménn-
lichen und weiblichen Wistar-Ratten zwei Jahre lang Azinphos-methyl (Reinheit
87,2 %) mit dem Futter verabreicht (siehe auch Abschnitt 5.2.2). Die Konzentrati-
onen betrugen 0, 5, 15 oder 45 mg/kg Futter und entsprachen nach Angaben der
Autoren 0; 0,25; 0,75 bzw. 2,33 mg/kg KG und Tag bei den ménnlichen Tieren und 0;
0,31; 0,96 bzw. 3,11 mg/kg KG und Tag bei den weiblichen Tieren. In einer Zwi-
schensektion nach einem Jahr wurden jeweils zehn Tiere pro Geschlecht und Dosis-
gruppe untersucht. Es traten keine klinischen Symptome auf und die Anzahl der
tiberlebenden Tiere war durch die Behandlung nicht verédndert. Die Kérpergewichts-
zunahme der minnlichen Tiere war verglichen mit der Kontrolle in der hohen Do-
sisgruppe leicht (7 %) verzogert. Die makroskopischen Befunde, die Organgewichte
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und die histopathologischen Untersuchungen waren ohne substanzbedingte Befun-
de (Bayer AG 1987 c).

Maus

In einer Kanzerogenititsstudie des National Cancer Institute (NCI) wurde Azinphos-
methyl (Reinheit 90 %) 80 Wochen lang mit dem Futter an jeweils 50 B6C3F1-Méu-
se pro Geschlecht und Dosisgruppe verabreicht, die Kontrollgruppe bestand jedoch
nur aus 10 Tieren pro Geschlecht. Anschlieflend wurden die Tiere weitere 12 bis
13 Wochen beobachtet. Die Konzentrationen betrugen bei den ménnlichen Tie-
ren 0; 31,3 oder 62,5 mg/kg Futter, was einer Aufnahme von ca. 0; 4,7 bzw. 9,4 mg/kg
KG und Tag entsprach. Die weiblichen Tiere erhielten 0; 62,5 oder 125 mg/kg Futter
(nach Angaben der Autoren ca. 0; 9,4 bzw. 18,75 mg/kg KG und Tag). Bei einigen
Tieren traten in der hohen Dosisgruppe die typischen Symptome von Organophos-
phat-Vergiftungen auf, wie Hyperaktivitt, Zittern und Atemnot. Die nur in Dia-
grammen berichtete (Zahlenwerte fehlen) Kérpergewichtszunahme war bei beiden
Geschlechtern in der hohen Dosisgruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren ver-
zogert. In allen Gruppen iiberlebten dhnlich viele Tiere: ménnliche Tiere 8/10 (80 %),
45/50 (90 %) bzw. 42/50 (84 %) bei 0; 4,7 bzw. 9,4 mg/kg KG und Tag; weibliche
Tiere 7/10 (70 %), 44/50 (88 %) und 42/50 (84 %) bei 0; 9,4 bzw. 18,75 mg/kg KG und
Tag. In der hohen Dosisgruppe war die Inzidenz der hepatozelluliren Karzinome
bei den mannlichen Tieren signifikant erhoht (siehe Tabelle 17), verglichen mit de-
nen der niedrigen Dosis und der mitlaufenden Kontrolle, jedoch nicht verglichen
mit der Laborkontrolle. Da die Anzahl der Kontrolltiere (Versuchskontrolle) mit je
zehn Tieren pro Geschlecht zu gering fiir eine statistische Auswertung war, wurden
weitere Kontrolltiere des beauftragten Labors fiir statistische Vergleiche herangezo-
gen (Laborkontrolle). Diese stammten von Experimenten, die gleichzeitig im Auf-
tragslabor durchgefithrt wurden. Auf diese Weise erhohte sich in den Kontrollgrup-
pen die Anzahl der minnlichen und weiblichen B6C3F1-Miuse auf 140 bzw. 130
Tiere. Die Tiere der Laborkontrolle stammten vom selben Ziichter, erhielten dassel-
be Futter und waren in denselben Raumlichkeiten untergebracht (NCI 1978; WHO
2007). Aufgrund der zu geringen Tierzahl in der Kontrollgruppe, ist keine valide
statistische Auswertung moglich. Da sich iiberdies hepatozelluldre Karzinome bei
der ménnlichen B6C3F1-Maus mit einer hohen Spontaninzidenz entwickeln, wird
der Befund von der Kommission, und auch von den Studienautoren und der WHO
(2007) als nicht bewertungsrelevant betrachtet.

In einer zweiten Kanzerogenitétsstudie erhielten Gruppen von jeweils 50 mann-
lichen und weiblichen CD1-Miusen zwei Jahre lang Azinphos-methyl (Reinheit
88,6 %) mit dem Futter verabreicht (siehe auch Abschnitt 5.2.2). Die Konzentrati-
onen betrugen 0, 5, 20 oder 40/80 mg/kg Futter (nach Angaben der Autoren ca. 0;
0,79; 3,49 bzw. 11,33 mg/kg KG und Tag bei méannlichen Tieren und 0; 0,98; 4,12
bzw. 14,30 mg/kg KG und Tag bei weiblichen Tieren). Die Studie wurde in der Hoch-
dosisgruppe mit einer hohen Konzentration von 80 mg/kg Futter begonnen, die
nach einer Woche aufgrund der starken Toxizitdt, wie Hyperaktivitdt, Zittern,
Atemnot und verzogerte Korpergewichtszunahme, auf 40 mg/kg Futter reduziert
wurde. Anschliefiend zeigten die Tiere dieser Konzentrationsgruppe mit Ausnahme
einer verringerten Futteraufnahme und einer verzogerten Korpergewichtszunahme
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Tab. 17 Studie zur Kanzerogenitat von Azinphos-methyl an Mausen

Autor: NCI 1978

Stoff: Azinphos-methyl (Reinheit 90 %)

Spezies: Maus, B6C3F1, je 50 &, @ Tiere pro Dosis, je 10 3, @ Tiere
in Kontrollgruppe

Applikation: Futter

Dosis: ménnliche Tiere: 0; 4,7 oder 9,4 mg/kg KG und Tag;

weibliche Tiere: 0; 9,4 oder 18,75 mg/kg KG und Tag

Dauer: kontinuierliche Dosierung: 80 Wochen, Nachbeobach-
tung: 12—13 Wochen

Toxizitat: 9,4/18,75 mg/kg KG: typische Symptome der Organo-
phosphat-Vergiftung wie Hyperaktivitit, Zittern,
Atemnot, sowie verzogerte KG-Zunahme

Dosierung (mg/kg KG und Tag) bei 3/Q

0 4,7/9,4 9,4/18,75
Uberlebende $  8/10(80%)  45/50 (90%)  42/50 (84%)
Q 7/10 (70 %) 44/50 (88 %) 42/50 (84 %)
Tumoren
Leber:
hepatozellulire Adenome 3 2/8 (25 %) 8/49 (16 %) 7150 (14 %)
hepatozellulire Karzinome 38 0/9 (0%) 2/49 (6 %) 12/50 (24 %)*

“p = 0,006 signifikant linearer Trend im Cochran-Armitage-Test; Laborkontrolle 27/128 (21 %)

keine weiteren toxischen Symptome. Erhohte Tumorinzidenzen wurden nicht ver-
ursacht. Die histopathologischen Untersuchungen erbrachten keine substanzbe-
dingten Befunde (Mobay Chemical Corp 1985).

Zusammenfassung

Von je zwei Kanzerogenitétsstudien an der Maus (Mobay Chemical Corp 1985; NCI
1978) und an der Ratte (Bayer AG 1987 ¢; NCI 1978) zeigte sich nur in einer Kanze-
rogenititsstudie an der Ratte (NCI 1978) eine erhohte Anzahl von Tumorinzidenzen
in endokrinen Organen. Dieses Ergebnis wird allenfalls als Verdacht einer kanzero-
genen Wirkung gewertet. Aufgrund des experimentellen Designs kommt diesen er-
hohten Tumorinzidenzen vor dem Hintergrund der drei negativen Kanzerogenitits-
studien wenig Relevanz zu.
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6 Bewertung
Kritischer Effekt ist die Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE).

MAK-Wert. Der sensitivste Endpunkt bei der Exposition gegen Azinphos-methyl
ist die Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE)-Aktivitit beim Menschen und
beim Tier.

Die NOAEC einer dreimonatigen Inhalationsstudie an Ratten liegt bei 1,24 mg/m
(unter Einberechnung des erhohten Atemvolumens 0,62 mg/m?). Die Inhalations-
studie wurde jedoch mit Ganzkorperexposition durchgefiihrt, so dass eine zusatzli-
che orale Aufnahme anzunehmen ist und die rein inhalative NOAEC wahrscheinlich
hoher ist.

Die 4-wochigen Probandenstudien zeigen bis zur hochsten oralen Dosis von
0,29 mg/kg KG und Tag keine Effekte. Auch die NOAEL aus oralen Langzeitstudien
mit Ratten, Méusen und Hunden resultieren in NOAEL-Werten der gleichen Gro-
lenordnung (siehe Tabelle 18).

3

Tab. 18 Bewertungsrelevante NOAEL bei Ratte, Maus, Hund und Probanden aus Untersuchungen
zur wiederholten oralen Gabe und toxikokinetische Umrechnung der NOAEL in eine Luft-
konzentration

NOAEL fiir NOAEL Toxikokinetische LOAEL  Toxikokinetische Literatur
mg/kg Umrechnung? mg/kg ~ Umrechnung?
KG u. Tag desNOAELin  KGu. Tag des LOAEL in

mg/m? mg/m?
Ratte, 2 Jahre, 0,75 1,84 2,33 571 Bayer AG
Fiitterung 1987 ¢
Maus, 2 Jahre, 0,98 1,37 4,1 5,74 Mobay
Fiitterung Chemical
Corp 1985
Hund, 1 Jahr, 0,16 1,12 0,74 5,18 Bayer AG
oral 1990 a
Probanden, 28 Tage, 0,25 1,75 n.b. n.b. Bayer
oral, n = 8, méinnl,, Corporation
GLP-Studie 1999 b
Probanden, 30 Tage, 0,29 2,03 n.b. n.b. Rider et al.
oral, n = 5, ménnl,, 1971

liegt nur als Zusam-
menfassung vor

 unter Einberechnung des speziesspezifischen Korrekturwertes, der nachgewiesenen oralen und
angenommenen inhalativen Resorption von jeweils 100 %, des Kérpergewichts von 70 kg und des
Atemvolumens von 10 m?® des Menschen (siche MAK- und BAT-Werte Liste);

n. b.: nicht bestimmt
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Da valide Humandaten vorliegen, wird daraus der MAK-Wert abgeleitet. Aus dem
NOAEL bei Probanden (0,25 bis 0,29 mg/kg KG und Tag) resultiert unter Ein-
berechnung des Korpergewichtes von 70 kg und des Atemvolumens von 10 m? eine
Konzentration von 1,75 bis 2,03 mg/m?, aus der unter Beriicksichtigung des Pre-
ferred Value Approach ein MAK-Wert von 1 mg/m? E festgelegt wird. Dieser MAK-
Wert liegt auch unterhalb der Luftkonzentrationen, die sich aus den NOAEL der
oralen Tierstudien berechnen.

Spitzenbegrenzung. Die kritische Wirkung ist die Hemmung der AChE, also ein
systemischer Effekt, so dass eine Zuordnung zur Spitzenbegrenzungs-Kategorie II
erfolgt.

Die Inaktivierung der AChE durch Organophosphate ist nahezu irreversibel und
hélt tiber mehrere Tage an. Aus der schwer losbaren Bindung des kritischen Azinphos-
methyl-Metaboliten an das Enzym resultiert die Halbwertszeit von 30 Stunden, die in
der Studie von Feldmann und Maibach (1974; siehe Abschnitt 3.1) nach i. v. Gabe von
radioaktiv markiertem Azinphos-methyl an Probanden ermittelt worden ist. Sie er-
klart auch, weshalb das Flief3gleichgewicht von Azinphos-methyl erst nach zwei Wo-
chen beim Menschen erreicht wird (Cal EPA 2001). Trotz der rasch einsetzenden
Phosphorylierung des Enzyms durch das Organophosphat sind daher fiir das Ausmaf3
der Hemmung nicht die kurzzeitigen Expositionsspitzen relevant, sondern die kumu-
lative Dosis. Dies spricht fiir einen Uberschreitungsfaktor von 8.

Die einmalige orale Gabe reduzierte die AChE-Aktivitéit bei wenigen Probanden
ohne Dosis-Wirkungs- und Zeitbezug. Die Mittelwerte der Hemmung lagen auch
bei 1 mg/kg KG unter 10 %, bei Gabe von Placebo unter 4 % (Bayer Corporation
1999 a). Dies spiegelt die Mess-Ungenauigkeit bzw. die individuellen Schwankungen
der AChE-Aktivitat wieder. Geht man wegen der Mess-Unsicherheiten nicht von
der maximalen, sondern von der mittleren Hemmung der AChE aus, ist bei einem
Uberschreitungsfaktor von 8, was einer Konzentration von 8 mg/m? fiir 15 Minuten
entsprechen wiirde, nicht mit einer adversen AChE-Hemmung (>30 %) zu rechnen.

Fruchtschidigende Wirkung. Zur Bewertung der fruchtschidigenden Wirkung
von Azinphos-methyl ist sowohl die préinatale Toxizitdt als auch die peri- bzw. post-
natale neurotoxische Wirkung durch die Hemmung der AChE zu berticksichtigen.

Beim Menschen liegen keine Untersuchungen zur Entwicklungstoxizitét vor.

In einer Entwicklungstoxizitdtsstudie an Ratten wiesen die Feten am 20. Trachtig-
keitstag keine AChE-Hemmung im Gehirn, die Muttertiere eine statistisch signifi-
kante Hemmung bei 2 mg Azinphos-methyl/kg KG und Tag auf 61 % des Kontroll-
wertes (Astroff und Young 1998; Bayer AG 1987 b) auf. Auch in einer
Ein-Generationenstudie an Ratten bestatigte sich dieser Befund (Bayer AG 1990 b).
Die Nachkommen reagieren also beziiglich der AChE-Hemmung weniger sensitiv
als die Muttertiere.

Die bewertungsrelevanten NOAEL fiir Ratten, Kaninchen und Miuse aus Ent-
wicklungstoxizitats- und Generationenstudien sind in Tabelle 19 aufgelistet.

Die Abstidnde der berechneten Konzentrationen in der Luft ohne Effekt fiir den
jeweiligen Endpunkt (siehe Tabelle 19) zum MAK-Wert sind bis auf eine Ausnahme
nicht ausreichend grofS. Deswegen wird Azinphos-methyl der Schwangerschafts-
gruppe B zugeordnet.



530 MAKValue Documentations

Tab. 19 Bewertungsrelevante NOAEL bei Ratte, Maus und Kaninchen aus pranatalen Entwick-
lungstoxizitdts- und Generationenstudien, toxikokinetische Umrechnung der NOAEL in
eine Luftkonzentration und die daraus resultierenden Abstiande zum MAK-Wert von

1 mg/m*E
NOAEL fir NOAEL Toxikokinetische Abstand zum Literatur
mg/kg KG Umrechnung?  MAK-Wert von
u. Tag in mg/m? 1 mg/m*E
Entwicklungstoxizitit Ratte, Gavage
5 (hochste 8,75 9 Short et al. 1980
Dosis)
Kaninchen, Gavage
6 (hochste 17,5 18 Bayer AG 1988
Dosis)
Maus, Gavage
5 (hochste 5 5 Short et al. 1980
Dosis)
AChE-Aktivitit im Ratte
Gehirn
bei Feten am 20. Trach- 2 (hochste 3,5 4 Bayer AG
tigkeitstag Dosis), Gavage 1987 b; Astroff
und Young 1998
bei Jungtieren am 1,54 (mittlere 3,77” 4 Bayer AG
5. Lebenstag Dosis), Futter 1990 b
perinatale Toxizitit Ratte, Futter (Generationen-Studien)
0,48 (niedrigste 1,18” 1 Bayer AG
Dosis) 1987 a
0,54 (niedrigste  1,35Y 1 Bayer AG
Dosis) 1990 b

¥ unter Einberechnung des speziesspezifischen Korrekturwertes, der nachgewiesenen oralen und
angenommenen inhalativen Resorption von jeweils 100 %, des Kérpergewichts von 70 kg und des
Atemvolumens von 10 m? des Menschen (siehe MAK- und BAT-Werte Liste)

® zusétzliche Umrechnung von 7-tdgiger Gabe beim Tier auf die 5-tigige Arbeitswoche beim
Menschen (7/5)

Hinweis auf Voraussetzung fiir Gruppe C

Da Azinphos-methyl zwar entwicklungstoxisch wirkt, aber keine teratogene Wir-
kung zeigt, kann aus den niedrigsten berechneten Luftkonzentrationen ohne Effekt
(siehe Tabelle 19) abgeleitet werden, dass bei einer Konzentration von 0,1 mg/m?
eine fruchtschiadigende Wirkung nicht anzunehmen ist.

Krebserzeugende Wirkung. Azinphos-methyl ist nicht genotoxisch. Es liegen
zwei Kanzerogenititsstudien an der Maus (Mobay Chemical Corp 1985; NCI 1978)
und eine an der Ratte vor (Bayer AG 1987 c), jeweils ohne eine substanzbedingte
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Erhohung der Tumorinzidenzen. Eine zweite Kanzerogenititsstudie an der Ratte
(NCI 1978) zeigt eine erhohte Anzahl von Tumorinzidenzen in endokrinen Orga-
nen, die allenfalls als Verdacht, nicht aber Beleg fiir eine kanzerogene Wirkung zu
sehen ist. Aufgrund des experimentellen Designs kommt diesen erhéhten Tumorin-
zidenzen vor dem Hintergrund der drei negativen Kanzerogenititsstudien wenig
Relevanz zu. Es erfolgt daher keine Einstufung von Azinphos-methyl in eine Katego-
rie fiir Kanzerogene.

Keimzellmutagene Wirkung. Azinphos-methyl hat sich in vitro als nicht mu-
tagen in Bakterien und Sdugerzellen gezeigt. Den in vitro positiv verlaufenen Studi-
en zur klastogenen Wirkung bei gleichzeitiger Zytotoxizitét stehen negative Studien
zur Induktion von Mikronuklei in der Maus oder Chromosomenaberrationen im
Knochenmark der Ratte gegentiber. Auch zwei Dominant-Letaltests an der Maus
haben negative Resultate ergeben. Es erfolgt daher keine Einstufung von Azinphos-
methyl in eine Kategorie fiir Keimzellmutagene.

Hautresorption. Messungen am Menschen mit radioaktiv markiertem Azinphos-
methyl in einer kommerziellen Formulierung ergaben eine berechnete Aufnahme
von 18 mg bei achtstiindiger Exposition der ganzen Kérperoberfliche. In diesem
Fall wird wegen der Anwendung als Sprayinsektizid nicht von den Standardexpo-
sitionsannahmen eine Stunde und 2000 cm? Kérperoberfliche ausgegangen. Unter
realen Anwendungsbedingungen lésst sich eine dermale Aufnahme von etwa 4 bis
18 mg abschétzen.

Die systemisch tolerable Dosis beim Menschen betriagt 0,25 mg/kg KG, das ent-
spricht bei 70 kg Kérpergewicht einer Menge von 17,5 mg.

Aufgrund der Untersuchungen ist davon auszugehen, dass die aufgenommene
Menge bei Sprayapplikation mehr als 25 % des chronischen systemischen NOAEL
des Menschen betragen kann. Die Substanz wird weiterhin mit ,H* markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Es liegt nur ein Bericht tiber eine mégliche Sensibili-
sierung und ein positiver Epikutantest mit Azinphos-methyl vor. Daher basiert die
Bewertung der hautsensibilisierenden Wirkung fast ausschliefllich auf den Resulta-
ten der tierexperimentellen Untersuchungen am Meerschweinchen, die jedoch kein
vollstidndig schliissiges Bild ergeben. Die vorwiegend positiven Ergebnisse zeigen
aber, dass Azinphos-methyl in technischen Qualitdten ein gering bis méflig aus-
gepragtes kontaktsensibilisierendes Potenzial besitzt, so dass die Substanz mit ,,Sh*
markiert wird. Aufgrund der unvollstindigen Charakterisierung der eingesetzten
Priifsubstanzen erlauben die Untersuchungen keinen Riickschluss darauf, ob auch
stirker gereinigte Qualitdten eine kontaktsensibilisierende Wirkung aufweisen. Be-
richte tiber eine atemwegssensibilisierende Wirkung von Azinphos-methyl liegen
nicht vor. Daher erfolgt keine Markierung mit ,,Sa“
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