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MILES ZD
Aogr - .. SEHQ-1093-12726

October 7, 1993 . Mobey Road

) /\ Pittsburgh, PA 15205-9741
Document Processing Center (TS-790) ! Phone: 412 777-2000
Attention: Section 8(e) Coordinato '
Office of Toxic Substances e T g cgg
U.S. Environmental Protection Agenc i et S
401 M Street, SW
Washington, DC 20460

Dear Sir:

Miles Inc. is submitting two dermal sensitization reports recently received
from our parent company Bayer AG on 2,2’'-Dibenzamido diphenyl disulfide (CAS#
135-57-9).

The first study used the Buehler epicutaneous method on male guinea pigs to
assess the dermal sensitizing potential of 2,2’-Dibenzamido diphenyl
disulfide, with 25% concentrations of the test material used for both the
induction and challenge phase doses. As no dermal responses were noted at
all, the test material was clearly negative in this assay.

However, the test material was also tested using a Magnusson and Kligman
Maximization test. Here, the concentrations wused were as follows:
Intradermal induction - 2.5%; Topical induction - 50%; First challenge -
50%; Second challenge - 10%. Following the first challenge, 12/20 animals in
the treatment group exhibited positive skin reactions compared to 1/10 animals
in the control group. After the second challenge, 11/20 animals responded in
the treatment group versus 1/10 in the control group. These results indicate
that 2,2’-Dibenzamido diphenyl disulfide is a potential dermal sensitizer. A
literature search on this compound failed to find any references that mention
a dermal sensitizing potential and therefore we are submitting these findings.

We will communicate this information via our hazard communication program.

The information submitted in these reports is not considered Confidential
Business Information. H “l "
H -

If you have any questions, please contact me.

~-12726
INIT 18/14/93
Sincerely,
ECEIVE Bentsl 00 Gk
fm Donald W. Lamb, Ph.D

Vice President
Product Safety and Regulatory Affairs
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UNTERSUCHUNGEN AUF EAUTSENSIBILISIQ%?EBE WIRKUNG
BEI MEERSCHWEINCHEN

(Epikutantest nach Buehler)

O

von

<
4\%t. L. Diesing

™
e

CQ Studiennummer: T 7039546

Solange die in diesem Bericht enthaltenen Ergebnisse nicht publi-
ziert worden sind, diirfen sie nur mit Einverstdndnis der BAYER AG

verwendet werden. Elne weitere Vervielfdltigung dieses Berlchges -
(Vo)

auch auszugsweise - ist nicht gestattet. L9
‘D
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< 2U

An mnénnlichen Meerschweinchen wurde mit dem Epikutantest nach
BUEHLER gepriift, ob das Prifmuster 2,2'-Dibenzamidodiphenyldisul-
fid hautsensibilisierende Eigenschaften besitzt.

Der Versuch wurde mit folgenden Priifmusterkonzentrationen durchge-
fdhrt:

1. - 3., Induktion: 25 %

Provokation: 25 % Cb
YN

Das Priifmuster wurde in Propylenglykol (1,2-Propandiol) als Sus-
pension formuliert.

Weder nach den Induktionen noch nach der Provo g%%n traten Haut-
reaktionen bei den Tieren der Kontrollgruppen un Prifmustergruppe
auf. ' X

Das Prilifmuster besitzt somit unter den Priifbedingungen des Epiku- -
tantests kein hautsensibilisierendes Potential.
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3. EINLEITUNG

Das Priifmuster 2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid wurde mit dem Epi-
kutantest nach BUEHLER [1] auf hautsensibilisierende Eigenschaften
bei Meerschweinchen untersucht.

Der Versuch wurde im Institut fiir Toxikologie Landwirtschaft des
Fachbereichs Toxikologie der BAYER AG, Wuppertal, Friedrich-Ebert-
Str. 217-333, durchgefiihrt.

Studien-Nr.: T 7039546QDY>

Zeitraum der Untersuchung: 02.10.90 - 02.11.90
. Ve W

Institutsleiter O

Toxikologie Landwirtschaft: Y~ Dr. L. Machemer

Abteilungsleiter: ol Dr. W. Flucke

Prifleiter: J\QQ Dr. L. Diesing

Archivierung der Versurhsdaten: Dr. E.A. Lobbecke

e
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S. (8)

5.1. Prifmuster

Prifmusterbezeichnung:

Weitere Bezeichnungen:
Hersteller:
Haltbarkeit:
Aggregatzustand:
Aussehen:
Aufbewahrung:

Chemische Bezeichnung:

CAS-Nr.:

Konstitutionsformel:

R

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid

Mastiziermittel DBD; KA OE 11

Bayer AG O
X
unbegrenzt
(O
<
fest . <
?\

graugriines Pulver e
unter Lichtabschlu8 bei Zimmertemperatur

N,N'-DithioC3,l-pheylene-bis-benzamide
(CAS) ™~

135;5329
Q

?\

@@_@
R CYSER O

<L
Suneenformel:
<

?Molare Masse:

C26H20N202S2

456.6 g/mol
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5.2. Versuchstiere
5.2, ] ies und

Es wurden SPF-gezlichtete Meerschweinchen des Stammes Bor:DHPW der
Versuchstierzucht Winkelmann, Borchen/Kreis Paderborn eingesetzt.
EinschlieBlich eines Dosisfindungsversuchs zur Ermlttlung der In-
duktions- und Provokationskonzentrationen wurden insgesamt 41
mdnnliche Tiere eingeset:zt.

Tiere dieses Meerschweinchenstammes werden bei der BAYER AG seit
Jahren fUr toxikologische Studien verwendet. Der Gesun itssta-
tus der Zucht wird routinemd8ig stichprobenweise auf die“wichtig-
sten spezifischen Infektionserreger untersucht. Die VErgebnisse
dieser Untersuchungen werden bei der BAYER AG aufbewahrt.

Die Empfindlichkeit des Meerschweinchenstammes r Sensibilisie-
rungstests ist bestdtigt [{2] und wird in regelggﬁ gen Zeitabstin-
den Uberprift. Die entsprechenden Unterlagen werden im Archiv des
Fachbereichs Toxikologie der Bayer AG aufbewa

A

5.2.2. i wo

Nach dem Eingang wurden die fir diese Studie vorgesehenen Tiere
bis zum Behandlungsbeginn mindestens 7 Tage an die Haltungsbedin-
gungen adaptiert; der Gesundheitsgystand wurde iiberwacht.

?\

5. Gesu jtsstatu

Es wurden nur gesunde, sypptomfreie Tiere filr den Versuch verwen-
det. Eine Vakzinierung.oder Behandlung der Tiere mit Antiinfekti-
va fand weder vo§> der Tierlieferung noch wdhrend der
Adaptationszeit oder rsuchszeit statt.

5.2.4. er u wji

Bei Versuchsbeginn hatten die Meerschweinchen ein mittleres Ge-
wicht von 351 g (299 bis 403 g). Dieses Gewicht entspricht einem
Alter von bis 8 Wochen.

?\

<
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Beeinflussung des Versuchsziels.

“fS. .2. R3umlic ite
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5.3. Haltu bedingunge
.3.1. Unte ingqu d Tiere

Wdhrend der Adaptations- und Versuchszeit wurden die Tiere konven-
tionell in Makrolon®-Kifigen Typ IV gehalten [3], wdhrend der
Adaptationszeit zu 5, wdhrend der Versuchszeit zu 4 Tieren pro Kad-
fig. Die Kéfige wurden im Abstand von 2 Tagen gegen Kifige mit
sauberer Einstreu gewechselt.

Als Einstreumaterial wurde staubarmes Holzgranulat verwendet (Lie=-
ferant: Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest). Das Holzgranuf4t wurde
stichprobenweise auf Schadstoffgehalte untersucht. Die Unterlagen
Uber die Untersuchungsergebnisse werden bei der BAYERYNAG aufbe-
wahrt. Die Analysenergebnisse ergaben keine Anhaltsegnkte fir eine

<
XY

Alle Tiere dieser Studie waren in demseX®en Tierraum unterge-
bracht, in dem sich auch Meerschweinchen aus anderen Sensibilisie-
rungsstudien befanden. Durch eine ausreichende riumliche Trennung,
Kdfigkennzeichnung und entsprechende Organisation der Arbeitsab-
ldufe wurde eine Verwechslung von Tieren ausgeschlossen.

O
5.3.3, Reinigung, Desinfektion Y"

Der Tierraum wurde téglichqnit einem Besen ausgefegt und einmal
pro Woche griindlich mit ,Wasser gereinigt. Mindestens einmal pro
Monat wurde der Tierrau mit Zephirol 10 % desinfiziert (10 g
Benzalkoniumchlorid pr 100 g; Anwendungsverdiinnung: 2 %, d.h.
20 ml auf 11 Wassern?-Dabei wurde eine Kontamination des Futters
und der Kontakt mif Versuchstieren ausgeschlossen. Schidlingsbe-
kdmpfungen wurden inv¥den Tierrdumen nicht durchgefiihrt.

5.3.4. Klimabedingqungen

Die Klimakg?ingungen in dem Tierraum waren standardisiert:

Raumtempgratur: 22 £ 2 °C

relative Luftfeuchtigkeit: ca. 50 %

helkldunkel-Rhythmus: 12~-stindig, von 6 bis 18 Uhr MEZ
.%t kiinstliche Beleuchtung

£P durchsatz: ca. 10 mal pro Stunde

\~Gelegentliche Abweichungen von diesen Vorgaben, z.B. infolge Rei-

nigung des Tierraums, kamen vor. Sie hatten keinen erkennbaren
EinfluB auf den Versuchsablauf.
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5.3.5. Erndhrung

Die Ernihrung bestand aus "Altromin®3020 - Haltungsdiit filr Meer-

. schweinchen" (Hersteller: Altromin GmbH, Lage) und aus Leitungs-
wasser. Futter und Wasser standen zur ad-libitum-Aufnahme zur Ver-
figung. Im Anhang auf Seite 22 ist die nutritive Zusammensetzung
von Altromin 3020 aufgefiihrt. Es wurden Pellets mit einem Durch-
messer von 3 mm (Altromin 3022) gefiittert.

Zur Trdnkung wurden wdhrend der Versuchszeit je Kdfig zwei 700 ml
fassende Polycarbonatflaschen verwendet {3, 4]. Das Leitungswasser
hatte Trinkwasserqualitdt [5]. Unterlagen iliber die Analy@en bzgl.
der Einhaltung der Spezifikation des Trinkwassers werd bei der
BAYER AG aufbewahrt. Die vorliegenden Daten ergaben keihe Anhalts-
punkte flr eine Beeinflussung des Versuchsziels. oY

<
4

5.4. Versuchsmethoden
V"

j 5.4.1. Richtlinien e

OECD-Guideline for Testing of Chemicals; Section 4: Health Ef-
fects, No. 406: "Skin Sensitization" [6]

EG-Richtlinie 84/449: Einstufung, Verpackung und Kennzeichnung ge-
fdhrlicher Stoffe, "Akute Toxizi€4t - Sensibilisierung der Haut"

(7] T~

| Die Untersuchungen wurden nﬁght nach den GLP-Grundsdtzen der Guten
| Laborpraxis (GLP) durchgefdfirt. Abweichend von den GLP-Vorschrif-
ten wurden Stabilitdt u Homogenitdt des Priifmusters in der
Applikationsformulieruné\nicht analytisch untersucht.

; Uberpriifungen der Veﬁsuchsdurchfuhrung durch die Qualitdtssiche-
§ rungseinheit fand icht statt. Die Bewertung der Ergebnisse ist
‘ dadurch nicht eingesc¢hriédnkt.

Die Untersuchungen wurden in einem Versuchsplan festgelegt, der
ebenso wie die weiteren Versuchsunterlagen im Archiv des Instituts
- fiir Toxokologie der BAYER AG aufbewahrt wird.

10
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5.5. Versuchsdurchfiihru

5.5, Prifmusterformulierun

Das Prifmuster wurde in Propylenglykol (1,2-Propandiol) als Sus-
pension formuliert. Eine 50%ige Formulierung lieB sich nicht her-
stellen.

5.5.2. Gruppierung un entifikatj d Ve stie

Fir den Hauptversuch wurden per random drei Tiergruppen g?t je 12
Tieren gebildet: zwei Kontrollgruppen (Tier-Nr. 1 - 12 Rzw. 13 -
24) und eine Priifmustergruppe (Tier- Nr. 25 - 36). Die zweite Kon-
trollgruppe wurde fiir eine eventuell notwendige<@. Provokation
bereitgehalten, in der gegebenenfalls nicht eindeéutige Ergebnisse
der 1. Provokation kontrolliert werden kdnnen, e¥, bei positiven
Ausgang der 1. Provokation, Konzentrationsabhdngigkeiten unter-
sucht werden kénnen. )

Die Erstellung der Randomisierungsliste erfolgte mit Hilfe des
"Subprogram Randu" aus dem "Scientific Subroutine Package" von IBM
auf einer IBM-Rechenanlage (Randomisierungsliste des Instituts fir
Biometrie der BAYER AG siehe Seite 21 im Anhang).

Die Identifizierung der Tiere égtolgte durch Kidfigkennzeichnung
(Kéfigkarten, auf denen Prifmuster, Studiennummer, Tiernummer, Do-
sis und Geschlecht angegeben wuriden) und durch individuelle Mar-
kierung mit wdBriger Pikrinigyrelésung.

<

5.5.3. Dosiswahl Y
Die Dosiswahl fir iévinduktions- bzw. Provokationsbehandlung er-
folgte aufgrund der Anhang dargestellten Ergebnisse eines Do-

sisfindungsversuchs (siehe Seite 17).
Fir den Hauptversuch wurden folgende Konzentrationen gewdhlt:

1. - 3. Induktion: 25 %
Provokati?gf 25 %
?\
<&
<
N

11
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5.5.4. Induktion der Sensibilisierung

Die Tiere wurden dreimal im Abstand von sieben Tagen mit dem Priif-
muster dermal behandelt.

Das Applikationsvolumen betrug jeweils 0.5 ml pro Tier. Einen Tag
(24h) vor jeder Behandlung wurden die entsprechenden Kdrperstellen
geschoren.

Den Tieren der Priifmustergruppe wurde im Bereich der linken Flanke
ein mit 25%iger Priifmusterformulierung getrinktes, hypoallergenes
Wundpflaster aufgelegt, das mit einem Fermoflex-Selbstklebeband
(Transatlantic GmbH, Schwarzenbach) auf der Haut fixiert wurde.
Die Tiere der Kontrollgruppen wurden in gleicher Weise andelt,
jedoch enthielten die Pflaster kein Priifmuster, sondern &fne ent-
sprechende Menge Formulierungsmittel.

Nach einer Expositionszeit von 6 Stunden wurden die Pflasterver-
bidnde entfernt und Priifmusterreste mit physiolog. KQchsalzlsg. ab-
gewaschen. 4@

Die Behandlungsfelder wurden 24 Stunden nach Beéinn der Applikati-
on makroskopisch beurteilt.
e

.5, usldsu der Sensibilisieru

Vier Wochen nach der ersten bzw. zwei Wochen nach der dritten
(letzten) epikutanen Induktion erfolgte die Provokation.

Einen Tag zuvor wurden die Tierg an Riicken und Flanke geschoren.
Den Tieren der 1. Kontrollgruppe und der Prifmustergruppe wurde
ein mit 25%iger Priifmusterformulierung getridnktes hypoallergenes
Wundpflaster auf die linke“¥lanke gelegt und mit einem Fermoflex-
Selbstklebeband auf der Haut fixiert. Auf die rechte Flanke wurde
zum Vergleich ein mit Fdrmulierungsmittel getrdnktes Pflaster auf-
gebracht. Das Applikaﬁ%pnsvolumen betrug jeweils 0.5 ml.

Am Ende der sechsstﬁhdigen Expositionszeit wurde die Haut der Tie-

re im Bereich der Behandlungsfelder mit Pilcacreme (Olivin GmbH,
Hamburg) chemisch enthaart.

12
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5.5.6. undung de autreaktio

Die Befundung der Hautreaktionen wurde 24 Stunden nach den Induk-
tionsexpositionen und 24, 48 und 72 Stunden nach Beginn der Provo-
kation entsprechend folgendem Schema durchgefiihrt:

keine Reaktion
stellenweise leichte R&tung
leichte R&tung
mdBige R&tung
starke Rdtung

O.

(SN SEENT No
W nuwu

. Gegebenenfalls auftretende, nicht mit diesem Schema. g;kasbare
Hautbefunde werden deskriptiv protokolliert.

. Bei dem Dosisfindungsversuch wurde das Schéma» dpenfalls ver-
- wendet. Q& o

A\

7. Bewertung d ebniss X

Zur Bewertung, ob und in welchem AusmaB8 eine Sensibilisierung vor-
lag, wurden in der Priifmuster- und der Kontrollgruppe die Anzahl
der reagierenden Tiere und die Reaktionsstirke festgestellt und
miteinander verglichen.

Als Kriterium fiir eine erfolgte Sensibilisierung wurde das Auftre-
ten von Hautreaktionen bei den Pr ustertieren in hdéherer Inzi-
denz und Intensitdt als bei den‘gpntrolltieren gewertet.

. me j Untersuc e

Die Tiere wurden iber die gesamte Versuchsdauer mindestens einmal
tdglich hinsichtlich k%}nischer Symptome beobachtet.

Die Kdrpergewichte wX{rden vor Versuchsbeginn und am Tag 31 erfaBt.

13
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6. ERGEBNISS

6.1. Allgemeine Untersuchungen

Die Behandlung wurde von allen Tieren symptomlos vertragen.

Ein Kontrolltier (Nr. 20) starb am 18. Versuchstag. Es zZeigte fol-
genden Sektionsbefund: RiB in der Leber, Leber fleckig; geron-
nenes Blut im Bauchraum; Lunge fleckig, von fester Konsistenz.

Ansonsten traten keine Todesfille auf. Vf

Die Entwicklung des Kdrpergewichts der Tiere in d Behandlungs-
gruppe entsprach der der Kontrollgruppen (siehe s§§ 20 im An-
hang) . A

6.2. Priifu a sensibjlisjerende Wj

Die Hautbefunde 24 h nach den Induktionen sind auf der Seite 18 im
Anhang aufgefilhrt.

Die Einzelergebnisse der Provokationsexposition sind auf Seite 19
im Anhang aufgefiihrt. Weder in der Kontroll- noch in der Priifmu-
stergruppe traten Hautreaktionen egf.

?\

<
Y

14
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7. DISKUSSION B

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid wurde an Meerschweinchen in einem
epidermalen Test nach BUEHLER auf hautsensibilisierende Eigen=-
schaften untersucht. Die Induktionsexpositionen und die Provoka-
tion wurde mit einer 25%igen Prifmusterformulierung durchgefiihrt.
Es traten weder in der Kontroll- noch in der Prifmustergruppe
Hautreaktionen auf.

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid besitzt somit unter den Priifbe-
dingungen des Epikutantests kein allergenes Potential. 23
s

<
4

15
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2. ANHANG

9.1. Ej d osisfindu Vorversuc

Es wurden 4 Konzentrationen an 5 Meerschweinchen gepriift. Jedes
Tier erhielt 4 mit 0.5 ml Priifmusterformulierung getrinkte Pfla-
ster unter Okklusivbedingungen fir 6 Stunden appliziert. Nach 24,

48 und 72 Stunden wurden die Hautreaktionen beurteilt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

o~

3 % 6 % 12 % 254
Tier-
Nr. 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Qe
1 o 0 o 0o o0 O 0o 0 o0 ¢ 0 o0 o0
2 (o] 0 0 (o] 0 0 0 0 d* 0 0 0
=

3 0 0 0 0 0 0 0 GQ) (] 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (o) 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0] o] 0
Induktionskonzentration: 25 %L
Provokationskonzentration: Qﬁs %

Xy
?\

A
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9. u

9.

uptv

efunde de

Priifmusterkonzentration:

2

Su

duktione

5 %

1. Kontrollgruppe

Tier-Nr.

Induktion 1

Induktion 2

Induktion 3

WRNOMOILS WN

OCO0O0O000O00OD0O0OO0OO

RS

[eNoNoNeNeNeNoNeNoNoNoNo)

A
?\

«.

Fo
&

<

OCO0OO0O00O0O00O0

2. Kontrollgruppe

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

oc:d6é<3c>o<>o<:c>o

Ty

&

?\

O

[eNeNoNeNoNoNolNoNeNoNe e

[eNeNoNeNeNeNeNeRNoNoNoNel

Priifmustergruppe

25

27
8
QQ 9
30
31
32
33
34
35
36

CO0O000000000O0O

[eNoNoNoNoNoNoNeNoNoNo o]

[eNeoNeoNeNeoNoNoNoNoNoNeoNe
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.2. Ei u de \'4

Prifmusterkonzentration: 25 %

1. Kontrollgruppe
Tier-
Priifmusterpflaster Kontrollpflaster
Nr.
24h 48h 72h 24h 48h f72h
1 0 0 0 0 0 e 0
2 0 0 0 0 o Y o
3 0 0 0 0 () 0
4 0 0 0o 0 - 0
5 0 0 o 0 &P 0
6 0 0 0 0 4 o 0
7 o 0 0 0 0 0
8 0 0 0 o Y o0 0
9 0 0 0 0Y 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 -0 0 0 0
Prﬂggﬁstargruppev

25 o} 0 -\% 0 0 0
26 0 0 0 ) 0
27 0 0 0 0 0 0
28 0 0 < 0 0 ) 0
29 0 0o & 0 0 0 0
30 0 o\ 0 0 0 0
31 ) v 0 0 0 0
32 0 > 0 0 0 0 0
33 0 0 ) 0 ) 0
34 0 0 0 0 ) 0
35 0 0 0 0 0 )
36 0 0 0 0 0 0

@)
?\
%Q-
<

19




20

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid T 7039546
9.3, Kdrpergewichte
(in Gramm)
Kontrollgruppen Priifsustergruppe
Tier Tag Tag Tier Tag Tag
Nr. 0 31 Nr. 0 31 (j
1 305 496 22 308 529
2 366 560 26 335 529 VN
3 352 597 27 383 Qgg
4 403 613 28 391 5
5 321 602 29 328 <640
6 359 650 30 339&\ 578
7 365 641 31 331 635
8 302 492 32 387 596
9 337 566 33 V3s 574
10 311 516 34 364 565
11 395 636 35 374 654
12 356 607 36 367 658
13 299 569
14 314 559 O
15 359 643 ‘»
16 343 627
17 349 670
18 347 61 Qr
19 374 2
20 384 i-
21 332 V~572
22 33g9 618
23 37 655
24 395 697
b4 348 601 R 357 603
s 30 53 s 27 50
* = Tag der 1. Applikation
v L]
+ = Tier gestorben
%@
4
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Bericht Nr. 16543

BAYER AG

Fachbereich Toxikologie

Friedrich-Ebert-Str. 217-333 Berichtsdatum: 18.3.1988
D-56 Wuppertal 1

?~
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<
4
2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfid~
(KA=OE 11) kY

UNTERSUCHUNGEN AUF HAUTSENSIBILISIERENDE WIRKUNG
BEI MEERSCHWEINCHEN

(MaximierungsigLst)

o
& ven
K\
¥~ K.G. Heimann

AL

CQ Studiennummer: T 7025028

)
..... ?\
Q&<$
e e e et
lange die in diesem Bericht enthaltenen Ergebnisse nicht
dirfen sie nur mit Einverstdndnis der
weltere Vervielfiltigung

c4bliziert werden sind,
AYER AG verwendet werden. Eine
dieses Berichtes - auch auszugswelse = 1st nicht gestattet.
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1. QUALITATSSICHERUNGS=-/GLP-ERKLARUNGEN

Priifsubstanz: 2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfid (KA-OE 11)

Studie~Nr.: T 7025028

1.1. Erkliarung der Qualititssicherungseinheit

Diese Studie wurde durch die Qualitédtssicherung zu den unte
stehenden Terminen iiberpriift. Die Ergebnisse der tberpriifungen
und Inspektionen wurden dem Versuchsleiter und, wenn notwen-
dig, auch dem Institutsleiter oder welteren betroffenen Per-
sonen schriftlich mitgeteilt.

<
Datum der Datum der Weité®1eitung
tiberpriifung/Inspektion des Inspektichsberichts
11.3.87 11.3.80
17.3.87 18.35087
23_3.87 24.3.87

Die Versuchsergebnisse und Methoden sind im Bericht korrekt
wiedergegeben. CQ ,

Qualitidtssicherung \ Y~
EP-AQ-S/GLP, BAYER AG

< L L
Datum..AS‘ 3'6€... Yﬁé&htwortlich:............ <

"""" DR H.P.SCHULZ
?\
e

1.2. GLP-Erklarung des Versuchsleiters

Die Untersuchungen wurden in lbereinstimmung mit den OECD-
Grundsitzen der Guten Laborpraxis (GLP) vom 4.2.1983, ver-
offentlicht i@QBundesanzeiger Nr. 42a vom 2.3.1983, durch-
gefihrt.

. .3. Heiman Datum
(V??suchsleiter)

N

..u-%. — b.C.s2
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2. UNTERSCHRIFTEN

Versuchsleiter: k[}&

Institutsleiter:
Dr. L. Machemer
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3. ZUSAMMENFASSUNG

In einem Sensibilisierungstest an ménnlichen Meerschwelnchen
(Maximierungs~-Test nach Magnusson-Kligman) wurde geprift, ob
2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfid (KA-OE 11) eline mdgliche
hautsensibilisierende Wirkung besitzt.

Der Versuch wurde mit folgenden Priifmusterkonzentrationen

durchgefihrt: » O
Intradermale Induktion: 2;5 % ke
Topische Induktion: 50 % qur

1. Ausldsung: 50 % A\

2. Ausldsung: 10 % Q:)‘7~

Nach der 1. Ausldsung (Prufmusterkonzentration: 50%) rea-
gierten in der Prifmustergruppe 12 von 20 Tieren positiv
gegenilber 1 positiv reaglerenden Tier (von 10) in der Kontroll-
gruppe. :

Nach der 2. Ausldsung (Prufmusterkoé;%ntration: 10%) rea-
gierten in der Priifmustergruppe 1Xxwon 20 Tieren positiv
gegeniiber 1 positiv reagierenden Tier (von 10) in der Kontroll-
gruppe. o

Die Untersuchungen ergaben H%ﬁweise auf ein hautsensibili-
sierendes Potential des Pr usters bei Meerschwelnchen.

™
Y
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4, EINLEITUNG

2,2’-Dibenzamidodiphenyldisulfid (KA-OE 11) wurde auf haut-
sensibilisierende Eigenschaften bel Meerschwelinchen unter-
sucht.

Hierzu wurde der Maximierungstest nach B. MAGNUSSON und A.M.
KLIGMAN (J. Invest. Dermat. 52, 568 (1969) bzw. "Identifi-
cation of Contact Allergens" in: "Allergic Contact Dermatifds
in the Guinea Pig", Ed. C.C. Thomas, S. 102-103 (1970)) ﬁpge—
wendet.

Der Versuch wurde von Mirz bis April 1987 im InstitugFfﬂr
Toxikologle Landwirtschaft des Fachbereichs Toxikoﬁbgie der
BAYER AG, Wuppertal, Friedrich-Ebert-Str. 217-333 durch-
gefihrt. V“

A

5. STUDIENIDENTIFIKATION UND VERANTWORTLICHKEITEN

5.1. Studien-Nummer Cb
Studien Nr.: VT 7025028
5.2. Verantwortlichkeiten QQQT
Institutsleiter A\
Toxikologie Landwirtscha@t: Dr. L. Machemer
Versuchslieiter: R Dr. K.G. Helmann
Analytik: Dr. K.H. Berghus
Qualitatssicherung: Dr. H.P. Schulz
Archivierungcger Versuchsdaten: Dr. E.A. Ldbbecke
((/Q—
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6. MATERIAL UND METHODEN

6.1. Priifmuster

Prifmusterbezelchnung:

Hersteller:
?fbfeﬁ-Nr.:
Gehalt:
Freigabe:
Aggregatzustand:
Aussehen:
Geruch:
Aufbewahrung:

Chemische
Bezeichnung:

Konstitutionsformel:

O

Molare Masé??

Summenf&rmel:

<
Y

™
R,

2,2°-Dibenzamidodiphenyldisulfiad

(KA-OE 11)

Bayer AG

DBD 86/5-10

97,5% (KA-F, vom 29.9.1986)

unbegrenzt

fest

Y
?\

gelbes, kristallines Pgaver

fast

geruchlos

<

T

?\

unter Lichtabschlud bei 20° - 23%%
im Laborschr*g% '

N,N°-Dithio-2,1-phenylene-bis-
amiQe (CA)

benz

4
Q{§§]~c‘° °
WH HN
G5~

456,
C26H

N

AN

6 g/mol

20N2025;

L0

G
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6.2. Versuchstiere

6.2.1. Spezies und Stamm

Es wurden 40 SPF-gezlichtete minnliche Meerschweinchen (Stamm:
DHPW der Versuchstierzucht Winkelmann, Borchen, Kreis Pader-
born) eingesetzt. Tiere dieses Stammes werden bel der BAYER AG
seit Jahren fir toxikologlische Studien verwendet. Der Gesund-
heitsstatus der Zucht wird routinemiéflg stichprobenweise auf
die wichtigsten spezifischen Infektionserreger untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen werden bel der BAYER AG afifbe-
wahrt.

e

Die Sensitivitiét dleses Meerschwelinchenstammes wurde in einem
Magnusson-Kligman-Test mit Formaldehyd bestdtigt (sighe
Anhang, Seliten 28 bils 30). :

Y

6.2.2. Eingewdhnung QD‘N

Nach dem Tiereingang wurden die flir diese Studie vorgesehenen
Tiere bis zum Behandlungsbeginn mindestens 7 Tage lang an dle
Haltungsbedingungen adaptiert und ihr Gesundheitszustand iber-
wacht.

6.2.3. Gesundheitsstatus Y~

Es wurden nur gesunde, symptomfreie Tiere fiir den Versuch ver-
wendet. Eine Vakzinlerung 025 Behandlung der Tiere mit Anti-
infektiva fand weder vor deX,Tierlieferung noch widhrend der
Adaptationszeit oder Versukhszeit statt.

?s

6.2.4. Alter und Kérpé@gewicht

Bel Versuchsbeginn hatten die Meerschweinchen ein mittleres
Anfangsgewicht von 328 g (291 bis 368 g). Dieses entspricht
einem Alter von 5 bis 7 Wochen.

i0
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6.3. Haltungsbedingungen

6.3.1. Unterbringung der Tilere

Wihrend der Adaptations- und Versuchszelt wurden die Tiere
konventionell in Makrolon®-K#dfigen Typ IV (5 Tiere pro Kidflg,
nach MEISTER, G., Zschr. Versuchstierkunde 7, 144-153 (1965))
gehalten. Die Kifige wurden viermal wdchentlich gegen Kidfige
mit sauberer Einstreu gewechselt.

Als Einstreumaterial wurde staubarmes Holzgranulat verwendé&®
(Hersteller: Bogner GmbH, Holzmehl-Herstellung und Vertrk&b,
Hansastr. 45, 565 Solingen-Ohligs). Das Holzgranulat wur
stichprobenweise auf Schadstoffgehalte untersucht. Die Unter-
‘lagen iliber dle Untersuchungsergebnisse werden bel derXBAYER AG
aufbewahrt. Dle Analysenergebnisse ergaben keilne Arialtspunkte
fiir eine Beeinflussung des Versuchszlels.

?\

6.3.2. Raumlichkeiten )

Alle Tiere dleser Studie befanden slch in einem Tierraum. Aus
Kapazititsgriinden waren zeitwelse Meerschwelnchen anderer
toxikologischer Studien im selben Tlerraum untergebracht.
Durch eine ausreichende riumliche Trennung, Kifigkennzeichnung
und entsprechende Organisation der eitsabliufe wurde eine
Verwechslung von Tieren ausgeschlgisen.

6.3.3. Reinigung, Desinfektipﬁ%‘Schadlingsbekémpfung
X/ .

Der Tierraum wurde einmal wschentlich gereinigt und mit
Zephirol desinfiziert. Dshei wurde eine Kontamination des
Futters und der KontakQ@ it Versuchstieren ausgeschlossen.
Schédlingsbekimpfungen Wwurden in den Tierriumen wéhrend des
Versuchs nicht durchgefihrt.

6.3.4. Klimabedingungen

Die Klimabedfgkungen in dem Tierraum waren standardlslert:

Raumtemperatur: 22% +- 2%

Luftfeughtigkeit (relativ): ca. 50%

Hell—égu kelrhythmus: 12-stindig, von 6 bis 18 Uhr MEZ
kiinstliche Beleuchtung

Luf%ﬁurchsatz: ca. 1l0-mal pro Stunde

?\
Qgelegentliche Abweichungen von diesen Vorgaben, z.B. infolge
einigung des Tierraumes, kamen vor. Sile hatten keinen
erkennbaren Einfluf auf den Versuchsablauf.

11
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6.3.5. Ernidhrung

Die Ernihrung bestand aus "Altromin®3022 - Haltungsdidt fir
Meerschweinchen" (Hersteller: Altromin GmbH, Lage) und aus
Leitungswasser (Tridnkflaschen). Futter und Wasser standen zur
ad-libitum-Aufnahme zur Verfiigung. Im Anhang auf Seite 34
finden sich Angaben zur nutritiven Zusammensetzung von
Altromin®3020, die der von Altromin®3022 entspricht.

Das Leitungswasser entsprach Trinkwasserqualitiat (Verordnu
iibper Trinkwasser und iUber Wasser fiir Lebensmittelbetrilebe agm
22.05.1986, BGBl1. I, Seite 760). V"

Unterlagen iiber die Analysen bzgl. der Elnhaltung de Spezifi-
kation des Trinkwassers werden bel der BAYER AG auggg%ahrt.
Die vorliegenden Daten ergaben kelne Anhaltspunkte Pur eine
Beeinflussung des Versuchsziels. <

Zur Trinkung wurden wihrend der Versuchszeité%;?kﬁfig zwel 750
ml fassende Polycarbonatflaschen (nach SPIEGEE, A., GONNERT,
R., Zschr. Versuchstierkunde 1, 38 (1961) und MEISTER, G.,
Zsehr. Versuchstierkunde 7, 144-153 (1965)) verwendet.

O
?s

6.4, Versuchsmethoden

6.4.1. Riechtlinien

OECD-Guideline for Testing Q§Q%hemicals; Section 4: Health
Effects, No. #06: "Skin Sgﬁs tisation", adopted: 5/12/1981.

Pesticide Assessment Guigelines, Subdivision F,

Hazard Evaluation Hum and Domestic Animals (Revised),
(U.S.) Environmental Protection Agency »
Washington, D.C., PB 86-108958, November 1984,é81-6

EG-Richtlinie

Akute Toxizitit - Sensibilisierung der Haut
Amtsblatt defpEuropidischen Gemelnschaften
Nr. L 251/%} ~116 vom 19.9.1984

<
A

?~

R
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6.5. Versuchsdurchfiihrung

6.5.1. Priifmusterformullerung

Das Prifmuster wurde vor der Applikation mit Propylenglykol
formuliert.

Die Stabilitit liber den Verwendungszeitraum des Priifmusters in
den Applikationsformulierungen wurde analytlisch bestdtigt
(siehe Anhang, Seite 35). Die Homogenitdt des Prifmusters in
den Applikationsformulierungen konnte durch eine direkte (b
Formulierung vor der Appilkation gewdhrleistet werden. ?\

6.5.2. Gruppierung und Identifikation der Versuchstiefe

Es wurden per random drel Versuchstlergruppen gebigdet: eine
Prifmustergruppe und zwel Kontrollgruppen, bestehend aus Jje 10
Tieren (Kontrollgruppen) bzw. 20 Tieren (PrﬁfmuQ?érgruppe).
Die Erstellung der Randomliste erfolgte mit HRpfe des
nSubprogram Randu" aus dem "Scientific Subroutine Package" von
IBM auf der Rechenanlage IBM der BAYER AG, Wuppertal
(Randomliste siehe Anhang, Seiten 32 und 33).

Die Identifizierung der Tiere erfolgte durch Kidfigkennzeich-
nung (Kdfigkarten, auf denen Prifmusgér, Studiennummer, Tier-
nummer, Dosls, Geschlecht angegege?gn wurden) und durch
individuelle Markierung mit wisserlger Pikrinsdureldsung.

Es wurden zwel KontrollgruppenQHit je 10 Tieren eingesetzt.
Die Tiere 1 bis 10 dienten als Kontrolle fiir die 1. Ausldsung
und die Tiere 11 bis 20 als\Kontrolle fiir die 2. Ausldsung.

v~
RS
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6.5.3. Dosiswahl und Begriilndung

Die Dosiswahl fir die Induktions- bzw. Ausldsungsbehandlung
erfolgte aufgrund der im Anhang (Seiten 23 und 24) angefllhrten
Ergebnisse von Vorversuchen. In diesen Untersuchungen wurde
die lokale und systemische Vertrédglichkeilt bel intradermaler
bzw. epikutaner Behandlung gepriift sowie die Schwellenkonzen-
tration fiir eine primire Reizung des Prilfmusters bestimmt.

Flir den Hauptversuch wurden folgende Konzentrationen gewdhlt:

Intradermale Induktion: 2,5 % ’ R

kn
Topische Induktion: 50 % S R - S &
1. Ausldsung: PR 50 % S - .:ffjrlQ;w'
B ’ - ol ‘\ T
2. Ausldsung: 10 % ‘

ol

Die zweite Ausldsung wurde mit einer niedrigé%bn Konzentration
durchgefiihrt, da nach der ersten Ausldsung in der Priifmuster-
gruppe Hautreaktlionen auftraten und gepriift werden sollte, ob
die nach der 1. Ausldsung aufgetretenen Hautreaktionen bel
einer niedrigeren Konzentration ebenfalls sichtbar sind.

14




2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfid T 7025028

6.5.4. Intradermale Induktion

24 Stunden vor der Applikation wurden dle Tlere auf dem Rlicken
und den Flanken geschoren. Hinter dem Nacken beginnend wurden
3 intradermale Injektionen parallel auf jeder Léngsselte
durchgefithrt. Die Abstidnde zwlschen den Injektionsstellen
betrugen 1-2 c¢m und das Applikationsvolumen pro
Injektionsstelle 0,1 ml.

Die Tiere der dreil Gruppen wurden wle folgt behandelt:

a) Priifmustergruppe V“

1. Injektionsstellenpaar (kranial)

&
Freund’s complete adjuvant (Difco Lab.) 1:1 mit stei;ler
physiologischer Kochsalzldsung verdlnnt.

2. Injektionsstellenpaar (medial) X~

o)
2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfid 2,5%1g, in Propylenglykol
formuliert.

3. Injektionsstellenpaar (kaudal)

2,2 =Dibenzamidodiphenyldisulfild 2£§%ig, in Propylenglykol
und mit Freund’s complete adjuvan;rzu gleichen Teilen
formullert.

L
b) Kontrollgruppen &

Y
Die Tiere der Kontrollgr*ppen wurden wie die Tilere der Priif-
mustergruppe behandelt,, Jedoch enthlelten die Formulierungen
filr dile Injektionsstel?@npaare 2 und 3 kein Priifmuster.

15
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6.5.5. Topische Induktion

Eine Woche nach der intradermalen Induktion erfolgte die
topische Induktion.

24 Stunden vor der Applikation wurden die Applikationsstellen
geschoren und mit 10%igem Natriumlaurylsulfat, formullert in
Paraffindl, vorgereizt. Zwischen bzw. auf die Injektions-
stellen wurden hypoallergene Wundpflaster (2 x 4 cm) auf-
gelegt, mit Aluminiumfolie abgedeckt und 48 Stunden lang mit
einem Fermoflex-Selbstklebeband auf der Haut fixilert. O

Die hypoallergenen Wundpflaster wurden wile folgt behande??A
bzw. getr#inkt (Volumen: 0,5 ml): <

a) Priifmustergruppe &

2,2 -Dibenzamidodiphenyldisulfida 50%ig, in Progylenglykol
formulilert. >

b) Kontrollgruppen

Formulierhilfsmittel (Propylenglykel)

16
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6.5.6. Priifung auf Sensibilisierung

6.5.6.1, Erste Auslosung

3 Wochen nach der intradermalen Induktion erfolgte die 1. Aus-
15sung, wobel die 1. Kontrollgruppe eingesetzt wurde.

24 Stunden vor der Behandlung wurden die Tiere auf dem Riicken
und den Flanken geschoren und mit Pilca-Creme chemisch ent-
haart. Den Tieren der Priifmustergruppe und der 1. Kontroll-
gruppe wurde auf die linke Flanke ein mit S50%iger Prufmusté;l
formulierung (Propylenglykol) getrinktes hypoallergenes wtnd-
pflaster aufgelegt, das fir 24 Stunden mit einem Saniplast-
Wickelverband auf der Haut fixiert wurde. Das Applikagions-
volumen betrug 0,5 ml. Eventuelle Priifmusterreste wurden mit
physiologischer Kochsalzldsung entfernt. tﬁ

Auf die rechte Flanke wurde zum Vergleich ein Kgﬁtrollpflaster
aufgelegt, das nur mit dem Formulierhilfsmitt (Propylen-
glykol) getriankt war. Das Applikationsvolumen Yetrug ebenfalls
0,5 ml.

6.5.6.2. Zweite Ausldsung

5 Wochen nach der intradermalen Indé;%ion erfolgte die 2. Aus-
ldsung, wobel die 2. Kontrollgrupﬁp~eingesetzt wurde.

Die Tiere der PrﬁfmustergruppeQﬁurden mit einer 10%ligen Prif-
musterformulierung (Propylenglykol) wie unter 6.5.6.1. be-
schrieben behandelt. Die Beharidlung der Tiere der 2. Kontroll-
gruppe erfolgte ebenfalls e unter 6.5.6.1. fur die Tiere der
1. Xontrollgrupppe beschm&eben. Applikationsvolumen betrug
fir die Tiere beider GQBppen 0,5 ml.

6.5.7. Bewertung der Reaktion

24 und 48 Stunden nach Abnahme der Pflasterverbinde wurden die
behandelten ﬂ%ytstellen makroskopisch beurteilt (Bewertungs-
scores siehe Xnhhang, Seite 23). Zur Bewertung einer Sensibili-
sierung wurgen die Anzahl der mit einer Hautreizung reagie-
renden Tiere und die Reaktionsstidrke in der Priifmuster- und
KontrolQgruppe gegeniibergestellt und verglichen. Dazu wird

die Z&ahl der auf der XKontrollseite mit einer Reizung reagie-
renden’ Tiere von der Zahl der auf der Priifmusterseite mit

e%ggr Reizung reagierenden Tiere subtrahiert.

Qriterium fir eine erfolgte Sensibilislerung ist das Auftreten
von Hautreaktionen nach der Ausldsung mit hoherer Inzildenz
und/oder stirkerer Ausprigung bel den Versuchs- als beil den
Kontrolltieren.

17
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6.5.8. Allgemeine Untersuchungen

Die Tiere wurden iiber die gesamte Versuchsdauer mindestens
einmal tiglich hinsichtlich klinischer Symptome beobachtet.

Die Kérpergewichte wurden vor Versuchsbeginn und danach
wéchentlich sowie am Tag 24 und 38 erfalt.

6.5.9. Einhaltung der GLP-Grundsitze

Die Untersuchungen wurden nach den OECD-Grundsitzen der Guten
Laborpraxis (GLP) durchgefilhrt (Bundesanzeiger 42a, 3-16%"
2.3.1983). Erklarungen der Qualitédtssicherung und des
Versuchsleiters siehe Seite 3.

Entsprechend den GLP - Grundsitzen wurden die Untgr uchungen
in einem Versuchsplan festgelegt. Dileser Versuchsplan wird
ebenso wie die Versuchsunterlagen im Institut fAr Toxikologie
der BAYER AG (Archiv) aufbewahrt. %)

13
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7. ERGEBNISSE

7.1. Allgemeine Untersuchungen

Die Einzeldaten der Kdrpergewlichte befinden sich 1im Anhang auf
Seite 27.

Die Kérpergewichtsentwicklung der Tlere der Behandlungsgrquf
entsprach der der Kontrolltiere.

Die Behandlung wurde von allen Tleren symptomlos vertragen.

<

Es traten keine Todesfdlle auf. QQ

Y

7.2. Priifung auf hautsensibilisierende Wirkung Q&uslﬁsungl

Die Einzelergebnisse der 1. und 2. Ausldsung sind in der
Tabelle auf den Seiten 25 und 26 im Anhang aufgefiihrt.

Sie sind nachfolgend tabellarisch zusammengefaft.
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1. Ausldsung (Konzentration: 50%)

Anzahl der Tiere mit Hautreaktionen

Priifmustergruppe (20 Tiere) 1. Kontrollgruppe (10 Tiere)

Prifmuster- Kontroll- . _ Priifmuster- Kontroll- O
.-Pflaster Pflaster.-.. -~ = Pflaster Pflaster V“
ol 15 3om - o 1 0. %Q‘
............................................... Aee
ﬂt) .. 2. Ausldsung- T ;'-'-753;-(Konzentrafibd??loﬁ)

' Anzahl der Tiere mit Hautreaktionen

Priifmustergruppe (20 Tiefe) 2. K%Efrollgruppe (10 Tiere)

Prifmuster- Kontroll- Pr uster- Kontroll-
Pflaster Pflaster . Pflaster Pflaster
"""""""""""""" ;;f%f"“""“'”""""""
20 9 1 0
Y
——————————————————————— ?‘-——————-———-——--————————--————
e
) O
v
Qr
<
Y
?\
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8. DISKUSSION UND BEWERTUNG

Nach der 1. Auslésung (Priifmusterkonzentration: 50%) reagier-
ten 1ln der PrUfmustergruppe 12 von 20 Tieren positiv gegenilber
elnem positiv reagierenden Tier (von 10) in der Kontroll-
gruppe. Die Tiere der Behandlungsgruppe zeigten 48 Stunden
nach der Applikation eine leichte bzw. mifSige RBtung und 72
Stunden nach der Applikation zum Teil Schuppen bzw. Verkru
stungen im Berelch des Behandlungsfeldes. Diese makrosko- zb
pischen Verdnderungen sprechen flr Hautlisionen und Hypenxkera-
tosis, die als Folge einer priifmusterbedingten Sensibili-
sierung gewertet werden. Das elnzelne positiv reagienende Tier
der Kontrollgruppe wies demgegeniiber zu belden Bengf ngszelt-
punkten nur eine leichte ROtung auf. A

Nach der 2. Ausldsung (Prufmusterkonzentration:an%) rea-
gierten in der Priifmustergruppe 11 von 20 Tilen positiv
gegeniiber einem positiv reagierenden Tier (von10) in der Xon-
trollgruppe. Dile Tiere der Behandlungsgruppe reagierten eben-
falls sehr deutlich mit den nach der 1. Ausldsung aufgetre-
tenen Befunden (Verkrustung, Schuppenblildung, zusitzlich Ver-
schorfung). Nach der 2. Ausldsung wurden diese Befunde bei
niedrigerer Konzentration des Prufmgiters 48 Stunden nach der
Applikstion beobachtet. Demgegenilbe les das einzelne positiv
reagierende Tler der Kontrollgruppp~nur elne leichte Rdtung
zum 1. Bewertungszeltpunkt auf.

Die Untersuchungen ergaben H%E eise auf ein hautsensibili-
sierendes Potential des Priifmisters bei Meerschweinchen.

™~
R
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10. ANHANG

10.1. Bewertungsscores

keine Reaktion
leichte Rotung
midRlige Rotung
starke Rotung

wmMmkKHo
nanun

10.2. Einzelbefunde zur Dosisfindung (Vorversuche)

10.2.1. Intrakutane Induktion

1 Tier: 0% 1% 2,5% G5Sh#*¥

<

Q

# = alle Injektionsstellen: linsengrofie weiBe Bezlrke

mit rotem Rand
#* = nur sehr schwer zu applizieren

Induktionskonzentration: 2,5% -

10.2.2. Topische Induktion L

Tier-Nr.: 2 =N 4 5
Auswertungstag: 1 2 ka 2 1 2 1 2
Konzentration: éga treaktionen)

6% ¢ 0% O 0% C O 0 O*
12% 0O 0% 0 0% (0 0% O O
25% O 0% 0 0% 0 O 0 0
50% O 0¥ 0 O O O 0 0

¥ = Behandlu feld schuppig

Topische Igghktion: 50%

<
4

™
R
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10.2.3. Auslosung

Tier-Nr.: 41 2 43 45
Auswertungstag: 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Konzentration: (Hautreaktionen)

6% 0 0 0 0 0o 0 0 O 0 o
12% o O 0 O 0 © 0 © 0 o
25% 0o O 0 0° 0 O 0 O 0 O©
50% 0o O 0 O 0 © 0 O 0 ©

1. Auslésungskonzentration: 50%
2. Auslésungskonzentration: 10%
Y~
.

24
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10.3. Einzelbefunde 1. Ausldsung

Konzentration: 50%

Hautbefunde/Sensibilisierungsreaktion
- 3 Wochen nach 1. Induktion (= 3 Wochen nach Versuchsbeginn)

Tier- Priifmustergruppe Tier- 1. Kontrollgruppe

Nr. Nr.
Priifmuster- Kontroll~ . Priifmuster- Kontroll- CQ
Pflaster Pflaster Pflaster - Pflaster ?N

N
=
e 3
=
8]
e 3
n
=
s 3
=
o
o
n
=
o 3
=
(2]
o 3
n
=
=2
=
=

cooooooooo &

OCOOHOOOOOO
ooooooq%oo

owo~JonHFWMH

'
,VOOOHOOOOOO

£

# = Behandlungsfeld schuppig
= Auf dem BéHandlungsfeld stellenwelse Verkrustungen

?\

<
4
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10.4. Einzelbefunde 2. Ausldsung

Konzentration: 10%

Hautbefunde/Sensibilisierungsreaktion
- 5 Wochen nach 1. Induktion (= 5 Wochen nach Versuchsbeginn)-

Tier- Priifmustergruppe Tier- 2. Kontrollgruppe
Nr. Nr.

Priifmuster- Kontroll=- Priifmuster- Kontroll- CQ

Pflaster Pflaster Pflaster Pflaster Yﬁ

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h ua%
21 x X 0 0 1 © 0 o \ o
22 X X 0 + o + 12 0 0 OVN 0
23 X X 0 0 13 0 0 0 0
24 1 0 0 0 14 0 0 Q% 0
25 XX xx + 0 + 0 + 15 0 0 0 0
26 XX XX 0 0 16 0 0 0 0
27 1 0 * 0 0 17 0 0 0 0
28 X p 4 o * 0 * 18 0 0 0 0
29 X X 0 0 * 19 1(3 0 0 0
30 X X 1« 0 # 20 0 0 0 g
31 X X 0 0 Ve
32 X X 0 o]
33 X X 0 0
33 1% 1 % x 0 <</Q~
35 X X 0 % o] {\
36 10 10 0 0
37 1% 1% Q o\*
38 1 % 1 % 0 %!
39 X X o # 0o ¥
40 1 0 0 0
X = Behandlungsfeld verschorft und tellweise verkrustet -
xx = Behandl{pgsfeld verschorft
*# = Behandlungsfeld schuppig
+ = Behandlungsfeld teilweise leichte Verkrustungen

<
<
Y

v~
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10.5. Kérpergewichte (g)
Tier-Nr. Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag

0 7 14 21 24 28 35 38

Kontrollgruppen

1 301 336 368 395 395

2 328 372 422 Loy 430

3 330 350 405 458 466

y 338 349 379 415 407

5 324 363 427 466 418

6 334 416 480 548 548

7 309 374 429 462 476 N

8 313 385 430 465 472

9 -° 336 408 439 487 516 <
10 354 427 468 528 532 A\
11 324 373 419 465 499 531 53§~ 548
12 302 363 423 480 507 552 %g 603
13 330 385 442 502 527 563 0 632
14 330 384 43y 490 509 545 552 582
15 316 394 437 487 523 539 525 559
16 311 370 419 N 460 536 581 601
17 328 382 425 487 467 538 581 588
18 308 359 391 425 40, 475 511 521
19 346 417 475 552 ;go 618 665 684
20 350 410 467 525 1 600 633 657
Dosisgruppe L

21 304 348 371 403 399 456 474 496
22 328 398 435 86 475 543 579 593
23 330 378 409 457 460 510 562 586
24 336 398 IRcy 459 478 518 563 590
25 356 407 452 485 487 537 577 591
26 319 383 413 476 489 502 539 549
27 361 433 483 530 553 575 625 627
28 361 407 451 519 532 568 614 619
29 352 430 490 547 547 574 607 601
30 368 (9 427 477 538 543 586 645 658
31 2 328 369 409 416 442 471 485
32 317 357 402 443 462 491 507 527
33 333 394 455 515 529 560 559 612
34 Q-‘313 378 421 481 494 520 552 564
35 & 332 381 428 468 462 506 490 515
36 <\ 326 398 412 492 493 513 575 579
37?* 303 375 417 463 482 495 560 568
és 308 363 386 439 452 481 521 510

333 361 391 478 456 430 552 563

40 323 379 422 511 513 548 596 604
Tag 0 = 1 Tag der Applikation
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10.6. Hautbefunde der Positivkontrolle

(Maximierungstest nach Magnusson-Kligman)

Substanz: Formaldehyd (Bericht Nr.: 13252 vom 1.2.1985)

1., Auslosung

(Konzentration: 2%)

Anzahl der Tiere mit Hautreaktionen

Priifmustergruppe (20 Tiere)

1. Kontrollgruppe (10 Tier¥3

Priifmuster- Kontroll- Prifmuster- Kontrolls¥
Pflaster Pflaster Pflaster Pflastée
________________________________________________ ‘k""'
15 8 4 ) YT
—-—--—---—--‘---—-——-—_—-—-------—----—---—-& --------
Korrektur-wert:
T 0

2. Ausldsung (Ko?zentration: 0.5%)

Anzahl der Tiere mit Hautreakggonen

Priifmustergruppe (20 Tiere)QQ 2. Kontrollgruppe (10 Tilere)

X

Priifmuster- Kontroll~- Priifmuster- Kontroll-
Pflaster Pflastegb Pflaster Pflaster

16 9 3 4
Korrektur-wert:

7C9 0
.......... ?.. e e o o o o o 4 e o e e o A =
%Q~

g

?\
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Positiv-Kontrolle

Substanz: Formaldehyd (Bericht Nr.:

Einzelbefunde 1.

Sensibilisierungstest an Meerschwelnchen
Hautbefunde/Sensibilisierungsreaktion

Auslésung

13252 vom 1.2.1985)

(Konzentration: 2%)

O

- 3 Wochen nach 1. Induktion (= 3 Wochen nach Versuchsbeg‘nn)

Tier- Prifmustergruppe

‘Kontroll-
Pflaster

Priifmuster-
Pflaster

7y

Tier- 1.,Koptrgllgruppg¥
. N r L] b - ! ) i - % »
Priifmuster- Kontroll-
Pflaster _ PYiaster
SmsmeSTETTIIITIRTT T
24h 48h 24h 48h
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 1 1 1 1
4 0 Cb 0 0 9]
5 X 0 0 1
6 0 o 0 o
R_R- 1 0 1 0
B 0 0 0 0
9 1 1 1 1
10 1 8] 0 0
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Positiv-Kontrolle

Substanz: Formaldehyd (Bericht Nr.: 13252 vom 1.2.1985)

Einzelbefunde 2. Auslosung (Konzentration: 0,5%)

Sensibilisierungstest an Meerschwelnchen
Hautbefunde/Sensibilisierungsreaktion
- 5 Wochen nach 1. Induktion (= 5 Wochen nach Versuchsbeﬁinn)

Tier- Priifmustergruppe Tler- 2. Kontrollgrupgg
Nr. Nr.
Priifmuster- Kontroll- Priifmuster- Koktroll-
Pflaster Pflaster Pflaster laster
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24n 48h
21 2 1 1 0 11 0 0 0 0
22 1 1 0 1 12 0 0 0 0
23 1 1 1 0 13 OCb 0 0 0
24 0 1 0 0 14 0 0 0 0
25 1 2 0 0 15 i 1 1 1
26 1 0 0 0 16 o 0 1 0
27 1 9] 1 0 :% 1 1 1 1
28 0 0 0 0 le 0 - 0 -
29 o] 0 0 0 XY 19 0 0 0 0
30 1 9] 8] 0 20 1 0 1 1
31 1 1 0 o~
32 1 1 1
33 2 2 1 <b%
34 0 0 0 0
35 1 1 1 0
36 1 1 0 0
37 2 2 1 1
38 0 8] o 0
39 1 OCD 0 0
0 1 Yo 1 0
- ={gicht auswertbar
1
?\
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10.7. Randomliste

siehe Seiten 32 und 33

10.8. Futterzusammensetzung

siehe Seite 34
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Abteilung: Ka-Produktion/Ukologie # Dr. Heimann '

Berrn” T 3025028
" Dr. Ldser

Institut fir Toxikologie
Elberfeld,_ Geb. 500

thre Zeichen ihre Nachricht Unsere Zeichen Gebiude Telefon Dormagen

BGU/st M 16 4631 20.02.1987

T 7025028

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid (KA-CE ll) - : O
Sensibilierungspriifung - Stabilitdt und Hcmogenitat in der Fonnullerx;g

- e I e h %
Sehr geehrter Herr Dr. Lcser, -

& D

2,2'-Dibenzamidodiphenyldisulfid (KA-OE 1l1) ist gegeniiber dem Formmulierhilfs—
mittel Propylenglykol bei RT iiber einem Zeitraum von 2 Stunden chemisch

stabil.
Da die Substanz im Formulierhilfsmittel nd® sehr wenig 18slich ist (ca. 1 g/l1),
sind Dispersionen der erforderlichen anentration von 2,5 sowie 50 % jeweils
direkt vor Applikation frisch herzugtellen.

iy

Wir mdchten noch eimmal auf 'e?:Eilbed‘iirftigkeit der Untersuchung hinweisen.

Mit freundlichen Grifen
KA-Produktion/Ckologie
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Sachbearbeiter

Dr. Berghus




B

IRRITATION OR SENSITIZATION STUDIES
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2 Al 9)(&"/ (KD-F'; v, 29 9. ;ﬁél Batch/I.D. No. DO D sféé(_‘-[g

Date Report No.

A . .

Title MW_WM&

Study Director WITE. T Study Guidelines Q&Q !,2

Test Facility Z:IHQJ . 4, i%ﬁ . Z iﬂ'g QA/GLP Audit I} d z QQ A zi'
N

Y

Dermal Irritation Eve Irritationy~
Species/No.: Species/No.:
Anatomical Site: Score (Classification/Regulatioﬁ):
Exposure Time:
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Observations: %Q‘

Y
Q

Dermal Sensitization

Method: .u-aq X PR OU - V@'Qmw Species/No./Sex: ﬂw?:agé Lwey /‘t‘d/a>
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Dated: 10 @ ?)—
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Enclosure 5

Excerpt from Prof. Hausen's report (1990):

Experimental investigation to determine the sensitizing potential of 2,2'-dibenzamido
diphenyl disulfide.

University of Hamburg (F.R.G.), Demmatological Unit of the University Hospital

Assessment (p. 4)

2,2'-dibenzamido diphenyl disulfide can be classified as a medium-strong sensitizer when
applied as a pure substance. If a technical grade substance is used, the sensitization po-
tential is even higher. This judgement is supported by the observation of a generalized dis-
persion pattem occuring with more than 50 % of the animals which means that already

24 hours after treatment (inflammation) spots developed which at 48 hours after treatment
invaded the total (guinea pig) flanks.

From the experience made in allergological practice such phenomena are well known with
several rubber ingredients. They tend to develop similarly with sensitized patients and to
create a particularly unpleasant sensation.

etc.

(Complete experimental report in German is available on request).
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Enct.  5(8) PROF. DR. B. N. HAUSEN
Expaerimentefie Allergatogie
Universitits-Hautidinik
Martinistrage 52
D - 2000 HAMBURG 20
Bericht ® 040/408-2651/3089

Experimentelle Untersuchung zur Bestimmung des Sensibilisierungs-

vermogens von 2,2'-Dibenzamido-diphenyldisulfid

Beurteilung

2,2'-Dibenzamido-diphenyldisulfid ist als mittelstarker Sensibilisator
einzustufen, wenn der Stoff in reiner Form eingesetzt wird. Liegt eine
technische Qualitit vor, so ist die Sensibilisierungspotenz jedoch als
noch héher einzuordnen. Diese Beurteilung wird durch die Beobachtung der
generalisierten Streuung unterstitzt, die bei mehr als 50 % der Tiere zu
beobachten war. DaB heiBt, es kam bereits nach 24 Stunden zur Entwicklung
von Streuherden, die sich nach 48 Stunden auf die gesamte Flanke aus-
breiteten. Aus der Erfahrung in der allergologischen Praxis sind solche
Phinomene bei einigen Gummiinhaltsstoffen durchaus bekannt. Sie ent-
wickeln sich bei sensibilisierten Patienten in gleicher Weise und werden

als besonders unangenehm empfunden.

DaB chemisch verwandte Dithio-Verbindungen vom sensibilisierten Organismus
erkannt werden, zeigte sich an den deutlichen Reaktionenfgﬁf 2,2'-Dithio-
bis-anilin. Bei geringerer struktureller bereinstimmung (Stoffe Nr 4 und 3)
fielen Kreuzreaktionen nur noch schwach aus oder traten Uberhaupt nicht

auf (Stoff Nr 3).

Verblieben Naturkautschukfelle unter *harten", d.h. unter Okklusivbedingungen
fir 24 oder sogar 48 Stunden auf der Haut, so kam es zu starken Hautver-
anderungen, die z.T. auch zu Nekrosen fuhrten. Damit wurden Situationen
simuliert, die zum Beispiel dem Tragen von Gummihandschuhen bei schwerer
Arbeit und SchweiBbildung entsprechen kénnten. Dennoch ist aus den Ergeb-
nissen mit 6 ¢ (Naturkautschukfell ohne Zusatz) zu erkennen, daB es nicht
allein der Druck und die lange Applikationszeit sind, sondern die bei der
Okklusion freigesetzten Stoffe, die zu den starken Veridnderungen gefihrt
haben. Der EinfluB von DBD bei vorliegender Sensibilisierung des Organis-

mus ist dabei unverkennbar.

/// . ,A;C&(




Enclosure 6
Excerpt from Report No. 20497, Bayer AG, Toxicology Department
2,2'-Dibenzamido diphenyl disulfide

Investigations for skin sensitizing potential with guinea pigs (Epicutaneous test according
to Buehler), by Dr. L. Diesing (Study number: T 7039546)

2. Summary (p. 5)

On male guinea pigs the test sample, 2,2'-dibenzamido diphenyl disulfide, was exam-
ined for skin sensitizing effects with the epicutaneous test according to Buehler.

Testing was done with test sample concentrations as follows:

1st through 3rd induction: 25%
Challenge application: 25 %

The test sample was formulated as a suspension in propylene glycol (1,2-propanedi-
ol).

Neither with the control animals nor with the treated animals did skin reactions occur
following the induction or provocation treatment.

Under the conditions of the epicutaneous test, the test sample has no sensitizing po-
tential.
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Donald W. Lamb, Ph.D. .
Vice President, Product Safety & Regulatory Affairs

OFFICE OF
Miles, Inc. PESTICIDES AND TOXIC
Mobay Road SUBSTANCES
Pittsburgh, Pennsylvania 15205-97412

APR 19 1994

EPA acknowledges the receipt of information submitted by
your organization under Section 8(e) of the Toxic Substances
Control Act (TSCA). For your reference, copies of the first
page(s) of your submission(s) are enclosed and display the TSCA
§8 (e) Document Control Number (e.g., 8EHQ-00-0000) assigned by
EPA to your submission(s). Please cite this number when
submitting follow-up or supplemental information and refer to the
reverse side of this page for “EPA Information Requests"™ .

All TSCA 8(e) submissions are placed in the public files
unless confidentiality is claimed according to the procedures
outlined in Part X of EPA's TSCA §8(e) policy statement (43 FR
11110, March 16, 1978). - Confidential submissions received -~
pursuant to the TSCA §8(e) compliance Audit Program (CAP) should
already contain information supporting confidentiality claims.
This information is required and should be submitted if not done
P so previously. To substantiate claims, submit responses to the

questions in the enclosure wsupport Information for Confiden-
‘tiality Claims". This same enclosure is used to support
confidentiality claims for non-CAP submissions.

Pléasé address any further correspdndence with the Agency
related to this TSCA 8(e) submission to:

Document Processing Center (7407)

Attn: TSCA Section 8(e) Coordinator
office of Pollution Prevention and Toxics
U.S. Environmental Protection Agency
Washington, D.C. 20460-0001

EPA looks forward to conti
- organization ir 5 ONg0
potential sks posed by chenmic
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orts evaluate and manage
als to health and the environment.

incerely,

T £ O B

Risk. Analysis Branch
Enclosure
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8(E): 12726
MEDIUM - DERMAL SENSITIZATION

Two dermal sensitization tests in guinea pigs resulted in 1) no dermal responses by Buehler
epicutaneous method, and 2) 12/20 positive reactions at first challenge, and 11/20 at second
challenge using the Magnusson and Kligman Maximization test.




