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1 Einleitung

1,2-Cyclohexandicarbonsédure-di-iso-
nonylester (Hexamoll® DINCH®) ist
ein Weichmacher zur Herstellung von
Kunststoffartikeln und wurde als Alterna-
tive fiir den gesundheitlich bedenklichen
Weichmacher Di-(2-ethylhexyl)phtha-
lat (DEHP) entwickelt [1, 2]. Die Abkiir-
zung DINCH leitet sich von der chemi-
schen Bezeichnung Diisononylcyclohe-
xan-1,2-dicarbonsédureester ab und wird
im Folgenden als Abkiirzung fiir Hexa-
moll® DINCH® verwendet. Im Vergleich
zu DEHP hat DINCH nach derzeitigem
Kenntnisstand giinstigere toxikologi-
sche Eigenschaften und im Gegensatz zu
DEHP keine entwicklungs- und frucht-
barkeitsbeeinflussende oder fruchtscha-
digende Wirkung. DINCH eignet sich
auch fiir sensible Anwendungsbereiche
wie Kinderspielzeug [3] oder Medizin-
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produkte [4]. Nach einem positiven Be-
scheid der europdischen Behorde fiir Le-
bensmittelsicherheit (EFSA) im Jahr 2006
wurde DINCH im Rahmen der EG-Ver-
ordnung 1935/2004 [5] iiber ,,Materia-
lien im Kontakt mit Lebensmitteln® fiir
die Herstellung von Kunststoffen zum
Verpacken von Lebensmitteln zugelas-
sen. DINCH ist fiir Anwendungen im Le-
bensmittelkontakt in der Kunststoffver-
ordnung Nr. 10/2011 der EU [6] unter
der FCM-Stoffnummer 775 ohne spezi-
fischen Migrationsgrenzwert gelistet. So-
mit ist lediglich der Gesamtmigrations-
grenzwert von 60 mg/kg Lebensmittel fiir
Gruppe 32 einzuhalten Die Produktions-
kapazitat fiir DINCH in Ludwigshafen
lag zur Markteinfithrung im Jahr 2002 bei
25.000 t/a und wurde bis Mitte 2007 um
das 4-Fache auf 100.000 t/a gesteigert [7,
8]. In einem weiteren Schritt ist die Pro-
duktionskapazitit im Jahr 2014 noch ein-
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mal auf 200.000 Jahrestonnen verdoppelt
worden [9].

2 Physikochemische
Eigenschaften

Bei Raumtemperatur liegt DINCH als
farblose Fliissigkeit vor und hat einen
kaum wahrnehmbaren Geruch. Die mo-
lare Masse betragt 424,7 g/mol [10]. Wei-
tere physikochemische Eigenschaften sind
in der @ Tab. 1 dargestellt.

3 Verwendung und Exposition

DINCH wird inzwischen als alternativer
Nicht-Phthalat-Weichmacher in der Pro-
duktion von Schuhen und Handtaschen
(Kunstleder), bei der Textilbeschich-
tung (z. B. Regenmantel) aber auch bei
der Produktion von Haushaltsproduk-
ten wie Tischdecken, Duschvorhdngen
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Tab. 1 Physikochemische Daten zu DINCH
[11,12]

Endpunkt Wert
Zustand Flissig
Relative Dichte 0,95 g/cm? bei 20°C

Siedepunkt 394°C (Extrapola-
tion); Zersetzung bei
ca.351°C

Dampfdruck 2,2x10~7 hPa bei
20°C

Verteilungskoeffizi- 10,0*%

ent log Kow

Wasserloslichkeit <0,02 mg/I bei 25°C
*Kalkuliert mit Ko, Win, V1.51, gemessen > 6 mit

HPLC-Methode [12]

und Fufimatten, Tapeten, Bodenbeldgen,
Klebstoffen oder in Biiroartikeln (z. B.
Folien oder Radiergummis) verwendet
[2]. Auch in sensibleren Bereichen wird
DINCH eingesetzt, z. B. in Kinderspiel-
zeug und Medizinprodukten wie Beuteln
fiir Blutkonserven [13, 14]. DINCH wird
dariiber hinaus auch in Kunststoffen zum
Verpacken von Lebensmitteln eingesetzt.
Die Industrievereinigung fiir Lebensmit-
teltechnologie und Verpackung e. V. [15]
berichtet, dass DINCH entsprechend der
Zulassung des Herstellers [16] als Weich-
macher fiir PVC (bis zu 40 %) und als Zu-
satzstoff in Polystyrol (max. 3%) einge-
setzt wird.

Migrationsversuche in Mineralwas-
ser und Fruchtsifte mit PVC-Verschliis-
sen, die 37 % DINCH enthielten, fithrten
bei Lagerung bis zu 25 Tagen (28°C) zu
Migrationen im Bereich von 10-30 pg/kg
[16]. Versuche mit PVC-Frischhaltefolie
(DINCH-Gehalt 10-17,8 %) zur Migration
in Lebensmittel und Lebensmittelsimu-
lanzien ergaben Werte bis 29+2 mg/dm?
fir Sonnenblumendl und Kése mit hohem
Fettgehalt (,,high fat cheese). Bei gerin-
gerem Fettgehalt migrierten nur maximal
2,7 mg/dm?. Bei einer Polystyrol-Probe,
die 3% DINCH enthielt, wurde nur eine
Migration von 0,053 mg/kg in 50 % Etha-
nol festgestellt. In 10 % Ethanol und Oli-
venol betrug die Migration <0,037 mg/
kg [16].

Im Rahmen eines Forschungsprojektes
[17] wurden Mineralwasser mit GC/MS-
Screening untersucht. Hier wurde auch
DINCH in Wasser aus Glasflaschen mit
Schraubverschluss nachgewiesen, Anga-
ben zur Konzentration liegen nicht vor.

Untersuchungen zum Gehalt von
DINCH in Hausstaub wurden von Na-
gorka et al. [8] publiziert. Die Autoren
untersuchten in den Jahren 2001 bis 2006
den Hausstaub aus ca. 900 deutschen
Haushalten mit Kindern zwischen 4 und
14 Jahren. Die Proben aus Staubsauger-
beuteln wurden gesiebt und die 63 pm-
Fraktion analysiert. Die Nachweisgrenze
fiir DINCH lag bei 0,31 mg/kg Staub. In
der Pilotphase in den Jahren 2001-2002
war in keiner Hausstaubprobe DINCH
feststellbar (274 Proben). Dieses Ergebnis
war zu erwarten, da die Markteinfithrung
von DINCH erst im Jahr 2002 erfolgte.
In der Hauptphase der Untersuchung in
den Jahren 2003-2006 (593 Proben) wur-
de DINCH vorwiegend in medizinischen
Produkten und Kinderspielzeug einge-
setzt [8]; in dieser Zeit waren bereits 20 %
der Proben oberhalb der Nachweisgrenze.
Das arithmetische Mittel lag bei 1,2 mg/
kg Staub (Median < 0,31 mg/kg Staub). Im
April 2009 wurden 36 Proben (nur 7 Pro-
ben aus Haushalten mit Kindern) mit der
gleichen Methodik analysiert [8]. In die-
ser Untersuchung von Hausstaub konnte
DINCH in fast allen Proben nachgewie-
sen werden. Die gemessenen Konzentra-
tionen lagen deutlich {iber den Messwer-
ten aus den Jahren 2003-2006; das arith-
metische Mittel lag bei 12 mg/kg Staub
(Median 2,2 mg/kg Staub).

In einer Untersuchung von Schoss-
ler et al. [18] wurde unter kontrollierten
Bedingungen in einer Emissionskam-
mer [Field and Laboratory Emission Cell
(FLEC), Chematec] die Konzentration
von DINCH in der Gasphase nach Ein-
bringen einer weichen PVC-Probe gemes-
sen (DINCH-Gehalt 17 %). Bei einer Tem-
peratur von 23 °C und 50 % relativer Luft-
feuchtigkeit wurde die Konzentration von
DINCH in der Luft iiber einen Zeitraum
von 5 Monaten gemessen. Eine Steady-
state-Konzentration von 0,42 £ 0,02 pg/m?
wurde nach ca. 50 Tagen erreicht. Fiir eine
Probenoberfliche von 0,018 m?, ein Kam-
mervolumen V von 3,5x10~> m> und eine
Luftwechselrate von n=514/h berechneten
die Autoren eine flichenspezifische Emis-
sionsrate von 0,41 pg DINCH pro Stunde
pro m? fiir das untersuchte PVC-Material.
Aufgrund der Angaben zum Dampfdruck
(s. @ Tab. 1) und zum Oktanol-Luft-Ver-
teilungskoeffizienten (log p,=-6,88 bei
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25°C und 1013 mbar) sind in der Gaspha-
se DINCH-Konzentrationen <0,5 pg/m?
zu erwarten [18]. Die Messungen bestiti-
gen diese Abschitzung.

4 Allgemeines
toxikologisches Profil

Zusammenfassende Darstellungen der
relevanten toxikologischen Untersuchun-
gen und ihre Bewertungen finden sich
in dem Bericht der europdischen Behor-
de fiir Lebensmittelsicherheit [16], in der
Dokumentation der australischen Che-
mikalienbehorde (NICNAS) [19] sowie in
der Publikation von Bath et al. [20]. Die
Verwendung von DINCH in Medizinpro-
dukten wurde durch ein wissenschaftli-
ches Expertengremium der EU Kommis-
sion bewertet [4]. Das niederlandische In-
stitut fiir Gesundheit und Umwelt hat eine
Bewertung von DINCH mit Blick auf die
Verwendung in Kinderspielzeug durchge-
fihrt [3]. DINCH wurde 2004 auch vom
BfR bewertet und in die Empfehlungen I
(als Weichmacher fiir PVC), XXVII (For-
derbdnder) und XXIX (Kunststoffschldu-
che fiir Getranke) aufgenommen [21]. Ei-
ne weitere Bewertung durch das BfR er-
folgte 2011 [22].

4.1 Toxikokinetik

4.1.1 Untersuchungen an Ratten
Studien zur Toxikokinetik gemaf OECD-
Richtlinie 417 [23-25] und zum Metabo-
lismus [26] mit “C-markiertem DINCH
sind an ménnlichen und weiblichen Rat-
ten durchgefiihrt worden. Generell sind
bei diesen Studien keine geschlechtsspe-
zifischen Unterschiede aufgetreten.

Nach oraler Applikation mit der
Schlundsonde wird DINCH schnell aus
dem Magen-Darm-Trakt (Gastrointes-
tinaltrakt, GI-Trakt) aufgenommen, die
Absorptionsrate unterliegt mit anstei-
genden Dosierungen jedoch einer Sétti-
gung. Nach einer hohen oralen Dosis von
1000 mg/kg KG betrug die Bioverfiigbar-
keit lediglich 5-6 %, nach einer niedri-
gen Dosis von 20 mg/kg KG jedoch 40-
49 % [24, 25]. Die hochsten Konzentratio-
nen im Plasma werden etwa 1 h nach ora-
ler Verabreichung gemessen. Die Vertei-
lung in den Organen ist unterschiedlich;
die hochste Konzentration der Radioakti-



Tab. 2 Ausscheidungsfaktoren der DINCH-Metabolite im Urin in % der oralen DINCH-Gabe. In den ersten 24 h wird hauptsachlich CHDA mit
einem Anteil von 22,2 % ausgeschieden, gefolgt von OH-MINCH mit einem Anteil von 9,55 %. Die weiteren oxidierten Metabolite oxo-MINCH und

ox-MINCH werden jeweils zu einem Prozentanteil unterhalb von 2% gebildet. Der einfache Monoester MINCH liegt deutlich unter 1%. Im Zeit-

raum nach 24 h werden nur geringe Prozentanteile von allen Metaboliten ausgeschieden

CHDA MINCH OH-MINCH oxo-MINCH cx-MINCH
0-24h 22,20 0,65 9,55 1,85 1,67
24-48h 1,46 0,07 1,18 0,18 0,36
0-48h 23,70 0,72 10,73 2,03 2,03
Tabelle tbernommen aus Koch et al. [29]

vitat wurde in GI-Trakt, Nebenniere und
Leber gemessen, die niedrigsten Werte
in Gehirn, Muskelgewebe und Knochen
[24, 25]. Die Elimination der Radioaktivi-
tat aus dem Plasma erfolgt biphasisch. Die
Ausscheidung der Radioaktivitat erfolgt
schnell und nahezu vollstandig iiber Fizes
und Urin, nicht jedoch iiber die Atemluft.
Die toxikokinetischen Daten ergeben kei-
nen Hinweis auf eine Akkumulation von
DINCH.

Als Hauptmetabolit im Urin wur-
de nach oraler Verabreichung 1,2-Cy-
clohexandicarbonsiure (CHDA) be-
stimmt (0,6-4 % der applizierten Radio-
aktivitit). Uber den Kot wird hauptsich-
lich die unverénderte Ausgangssubstanz
DINCH ausgeschieden (24-76 % der ap-
plizierten Radioaktivitit), aber auch
1,2-Cyclohexandicarbonsidure-mono-
isononylester (MINCH; 3-5% der ver-
abreichten Radioaktivitit). In der Galle
wurden als Hauptmetabolit das MINCH-
Glucuronat, aber auch MINCH selbst und
seine Abbauprodukte identifiziert. Aus
Versuchen mit wiederholter oraler Ver-
abreichung ergeben sich keine Hinweise
auf einen vermehrten Abbau der Priifsub-
stanz selbst durch Enzyminduktion [26].

Silva et al. [27, 28] analysierten den
Urin von weiblichen Ratten 24 h vor und
24 oder 48 h nach oraler oder subkuta-
ner (sc) Applikation von 500 mg/kg KG
DINCH. Auch in dieser Studie ist der
Hauptmetabolit im Urin CHDA. Weiter-
hin wurden MINCH und 14 oxidierte Me-
tabolite identifiziert.

4.1.2 Toxikokinetik beim
Menschen

Koch et al. [29] untersuchten den Metabo-

lismus von DINCH beim Menschen. Mit

chromatographisch-massenspektrometri-

schen Methoden wurden die Metabolite

und die Ausscheidungskinetik bestimmt.

Drei médnnliche Probanden erhielten oral
50 mg DINCH. Uber einen Zeitraum
von 48 h wurden alle anfallenden Einzel-
urine in separaten Behéltern getrennt ge-
sammelt und bis zur Analyse tiefgefroren
aufbewahrt. Innerhalb von 24 h wurden
ca. 13% der oralen Dosis iiber den Urin
in Form der an der aliphatischen Sei-
tenkette oxidierten DINCH Metaboli-
te Cyclohexan-1,2-dicarbonsdure-mono-
hydroxyisononylester (OH-MINCH),
Cyclohexan-1,2-dicarbonsidure-mono-
oxoisononylester (oxo-MINCH) und
Cyclohexan-1,2-dicarbonsidure-mono-
carboxyisooctylester (cx-MINCH) aus-
geschieden; lediglich 1,7 % der aufgenom-
menen Dosis wurden an Tag 2 in Form
dieser 3 Metabolite ausgeschieden. Auf
den einfachen Monoester Cyclohexan-
1,2-dicarbonsdure-mono-isononylester
(MINCH) im Urin entfiel deutlich unter
1%. Insgesamt konnten von Koch et al.
[29] in 48 h 39 % der Dosis als Metabo-
lite im Urin wiedergefunden werden, wo-
bei hiervon 23,7 % auf die Cyclohexan-1,2-
dicarbonsiaure (CHDA) entfielen, die sich
jedoch aufgrund ihrer fiir DINCH fehlen-
den Spezifitit nicht als Biomarker fiir ein
Human-Biomonitoring eignet. Die Aus-
scheidungsfaktoren der DINCH-Metabo-
lite im Urin in % der oralen DINCH-Gabe
sind in B Tab. 2 zusammengefasst.

Als diagnostisch spezifische und hin-
reichend empfindliche, iiber den Urin
ausgeschiedene Biomarker einer DINCH-
Exposition wurden die sekundiren Oxi-
dationsprodukte der Alkylseitenkette des
Monoesters MINCH identifiziert: zu-
vorderst OH-MINCH, gefolgt von oxo-
MINCH und cx-MINCH.

Der DINCH-Metabolismus beim
Menschen wird in @ Abb. 1 dargestellt.
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4.2 Akute Toxizitat

DINCH zeigt eine geringe akute Toxizi-
tat nach oraler oder dermaler Verabrei-
chung. Eine Studie zur akuten oralen To-
xizitdt von DINCH [30] ergab bei méann-
lichen und weiblichen Ratten einen LD50-
Wert >5000 mg/kg KG. Bei Testung der
dermalen Toxizitdt [31] wurden keine sys-
temischen Effekte bei méannlichen und
weiblichen Ratten nach Applikation von
2000 mg/kg KG beobachtet. Studien zur
inhalativen Exposition liegen nicht vor.

4.3 Haut- und Schleimhautreizung

DINCH hat eine leichte bis moderate
Reizwirkung an der Haut oder am Auge.
Es wurden keine Effekte gefunden, die die
Notwendigkeit einer Einstufung als rei-
zend zur Folge haben [32, 33].

4.4 Sensibilisierung

Das hautsensibilisierende Potenzial von
DINCH wurde im Maximierungstest an
Meerschweinchen untersucht [34]. Eine
sensibilisierende Wirkung wurde bei kei-
nem der 10 Versuchstiere beobachtet.

4.5 Toxizitat bei wiederholter
Verabreichung

Die Wirkung von DINCH nach wieder-
holter oraler Gabe wurde bei Ratten in
subakuten, subchronischen und chroni-
schen OECD-Richtlinien-konformen Stu-
dien untersucht.

In einer subakuten Fiitterungsstu-
die [35] (28 Tage, 5 Wistar-Ratten pro
Geschlecht und Dosis) fiihrte die hochs-
te Dosis (1674 mg/kg KG/Tag) bei weibli-
chen Ratten zu einer Erhohung der Ak-
tivitat der y-Glutamyltransferase und zu
einer Erniedrigung der Bilirubinkon-
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Abb. 1 A Humanmetabolismus von DINCH (nach Koch et al. [29]). Durch Hydrolyse wird eine Seiten-
kette an der Esterfunktion des DINCH abgespalten und der Metabolit MINCH gebildet. Dieser kann
weiter oxidiert werden zu OH-MINCH oder cx-MINCH. Durch erneute Oxidation kann aus dem OH-
MINCH der oxo-MINCH-Metabolit gebildet werden. Eine weitere Folgereaktion kann ausgehend von
OH-MINCH und cx-MINCH eine Hydrolyse sein, wobei CHDA entsteht. (Abbildung tibernommen aus

Koch et al. [29])

zentration im Serum. Diese Effekte wur-
den als Ergebnis adaptiver metabolischer
Prozesse gewertet. Bei midnnlichen Rat-
ten der hochsten Dosisgruppe (1585 mg/
kg KG/Tag) wurden degenerierte Zel-
len der Ubergangsepithelien der ablei-
tenden Harnwege im Urinsediment ge-
funden. Die Autoren der Studie leiteten
einen NOAEL von 3000 ppm, entspre-
chend 318 mg/kg KG/Tag fiir ménnliche
und 342 mg/kg KG/Tag fiir weibliche Rat-
ten, ab.

In einer subchronischen Fiitterungs-
studie [36] (13 Wochen, 20 sechs Wochen
alte Wistar-Ratten pro Geschlecht und
Dosis) wurden bei mannlichen Ratten
Blut und degenerierte Zellen des Uber-
gangsepithels im Urin beobachtet. Diese
Effekte bewerteten die Autoren als sub-
stanzbedingt; der NOAEL lag bei 107 mg/
kg KG/Tag.! Bei weiblichen Ratten wur-
de als adverser Effekt das erhohte relati-
ve Nierengewicht in der hochsten Do-
sisgruppe (1312 mg/kg KG/Tag) disku-
tiert. Bei méannlichen Ratten traten ab
107 mg/kg KG/Tag ebenfalls erhohte re-
lative Nierengewichte auf, diese wurden

' Anmerkung: Das Auftreten von Blut und von
Zellen der Ubergangsepithelien der ableiten-
den Harnwege im Urinsediment war am Tag 86
allerdings nicht mehr statistisch signifikant.

von den Autoren im Vergleich zu histori-
schen Kontrollen jedoch als toxikologisch
nicht relevant eingestuft; die Histopatho-
logie ergab keine behandlungsbeding-
ten Effekte. Die erhohten y-Glutamyltra-
nsferase- und TSH-Werte, die erhohten
Organgewichte der Leber und Schild-
driise wie auch die follikuldre Hyperpla-
sie/Hypertrophie der Schilddriise wur-
den von den Autoren einer gemeinsamen
Pathogenese iiber die Induktion von En-
zymen zugeordnet und als toxikologisch
nicht relevant eingestuft. So zeigen zusétz-
liche Untersuchungen zur Wirkung von
DINCH [37, 38], dass Schilddriiseneffek-
te iiber einen indirekten Mechanismus
vermittelt werden: Induktion von Phase-
II-Enzymen [39-41], hier insbesondere
der UDP-Glucuronyltransferase, fithrt zu
erhohter Elimination von Schilddriisen-
hormonen [42] und damit sekundir zu
Schilddriiseneffekten. Diese Schilddrii-
seneffekte werden aus folgenden Griin-
den als nicht relevant fiir den Menschen
betrachtet [16]: Der Ratte fehlt das Thy-
roxin-bindende Globin (TBG). Die Halb-
wertszeit von T4 im Plasma betrégt beim
Menschen ca. 5 bis 9 Tage, wihrend es bei
der Ratte nur 12 h sind [40]. Bei der Rat-
te ist die Elimination der Hormone durch
Konjugation iiber UDP-Glucuronyltrans-
ferase und Sulfotransferasen beschleunigt
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und die Wiederaufnahme durch einen
enterohepatischen Kreislauf im Vergleich
zum Menschen geringer. Dariiber hinaus
sind die Glucuronyltransferasen in Na-
gern gut induzierbar [40]. Im Vergleich
zum Menschen ist die Ratte deutlich emp-
findlicher [43, 44].

In einer Studie zur Zellproliferation
iiber 1, 4 oder 13 Wochen [45] zeigten die
behandelten Tiere (10 Wistar-Ratten pro
Geschlecht und Dosis) nach oraler Verab-
reichung von 0, 40, 200 oder 1000 mg/kg
KG/Tag DINCH keine klinischen Symp-
tome wie auch keine Effekte hinsichtlich
des Korpergewichtes und der Futterauf-
nahme. Erhohte relative Lebergewichte
und eine gesteigerte Mitoserate in der Le-
ber und der Schilddriise wurden bereits
ab 40 mg/kg KG/Tag beobachtet. Die His-
topathologie ergab eine follikulare Hyper-
trophie der Schilddriise. Die Effekte auf
beide Organe wurden als adaptiver Pro-
zess betrachtet (ausfiihrliche Diskussion
in Kap. 4.7). In der Niere war die Prolifera-
tion der tubuléren Zellen bei ménnlichen
Ratten ab einer Dosis von 200 mg/kg KG/
Tag nach 1 und 4 Wochen Behandlungs-
dauer signifikant erh6ht. Diese Effekte
traten bei 40 mg/kg KG/Tag nicht auf.

Die Dokumentation der chronischen
Futterungsstudie erfolgt in Kap. 4.7.

4.6 Genotoxizitat

DINCH erwies sich sowohl in In-vitro-
Studien als auch in vivo als nicht genoto-
xisch. Die Studien wurden nach OECD-
Richtlinien durchgefiihrt, die Einzeler-
gebnisse sind nachfolgend dargestellt:

Im bakteriellen Mutagenitatstest mit
Salmonella typhimurium TA1535, TA100,
TA1537, TA98 und Escherichia co-
li WP2uvrA war DINCH mit und ohne
metabolische Aktivierung nicht mutagen
[46]. Als Losungsmittel diente Azeton. Es
wurden Konzentrationen von 20 pg/Plat-
te bis 5 mg/Platte getestet.

Im Chromosomenaberrationstest mit
V79-Zellen des chinesischen Hamsters
zeigte DINCH in 3 unabhingigen Expe-
rimenten mit unterschiedlicher Expositi-
ons- und Kulturdauer keine klastogenen
oder aneugenen Wirkungen [47]. Als Lo-
sungsmittel wurde Azeton verwendet. Ge-
priift wurden Konzentration bis 1 mg/ml.



In einem HPRT-Genmutationstest mit
CHO-Zellen wurde fiir DINCH ebenfalls
keine Mutagenitat festgestellt [48]. Ge-
priift wurden Konzentration bis 5 mg/ml
(Losungsmittel Azeton) in 2 unabhingi-
gen Versuchsreihen mit und ohne Zugabe
eines metabolisierenden Systems.

In einer Mikrokernstudie an Méausen
hatte DINCH keine klastogenen oder an-
eugenen Wirkungen [49]. In einem ers-
ten Versuch erhielten 6 ménnliche NM-
RI-Mduse pro Dosis 0 (Losungsmittel Oli-
vendl), 500,1000 oder 2000 mg/kg KG i.p.
injiziert. Die Positivkontrolle wurde mit
Cyclophosphamid behandelt. Die Tiere
wurden 24 h nach Verabreichung getétet,
das Knochenmark prépariert und die Mi-
krokerne in den polychromatischen Ery-
throzyten bestimmt. In keiner Behand-
lungsgruppe wurde ein Anstieg der Mi-
krokernrate gemessen, jedoch ein deut-
licher Anstieg in der Positivkontrolle. In
einem zweiten Versuch mit einer Dosis
von i.p. 2000 mg/kg KG und einer Uber-
lebenszeit von 48 h wurde ebenfalls keine
mutagene Wirkung beobachtet.

4.7 Kanzerogenitat

In einer Fiitterungsstudie an mannlichen
und weiblichen Wistar-Ratten (50 +10 pro
Geschlecht und Dosis) zur chronischen
Toxizitat und Kanzerogenese von DINCH
[50] wurden Dosen von 0, 40, 200 oder
1000 mg/kg KG/Tag eingesetzt. In Satel-
litengruppen wurden Urinanalysen und
Untersuchungen zur Hamatologie und
klinischen Chemie durchgefiihrt (Probe-
nahme nach 3, 6 und 12 Monaten). Nach
12 Monaten Exposition wurden die Ratten
in den Satellitengruppen getétet und his-
topathologisch untersucht, nach 24 Mo-
naten die Ratten der Hauptgruppen.

Klinische Symptome wurden nicht be-
obachtet und ebenso keine behandlungs-
bedingten Effekte auf die Kérpergewichts-
entwicklung, den Futter- und Wasserver-
brauch oder die Sterblichkeitsrate. Die
Hiématologie ergab ebenfalls keine be-
handlungsbedingten Befunde bis auf er-
hohte Thrombozytenwerte in weiblichen
Ratten nach der hohen Dosis.

Die erhohte Aktivitat der y-Gluta-
myltransferase und der Abfall der Biliru-
binkonzentration im Serum nach der ho-
hen Dosis wurden von den Autoren als

Effekte ohne toxikologische Relevanz be-
wertet. Sie wurden als Folge einer adap-
tiven metabolischen Antwort durch In-
duktion der mikrosomalen Enzyme
interpretiert. Ebenso wurde der Anstieg
der Aktivitit der alkalischen Phosphata-
se nach der hohen Dosis als leichte und
adaptive Beeintrachtigung der Leberfunk-
tion interpretiert. In diesem Zusammen-
hang ist auch das erhohte rel. Leberge-
wicht der weiblichen Ratten nach der ho-
hen Dosis zu sehen. Eine Induktion der
Phase-I- und Phase-II-Leberenzyme in
Ratten wurde bereits in subakuten oralen
Studien gezeigt [37, 38].

Bei ménnlichen Ratten der hohen Do-
sisgruppe wurden im Urinsediment de-
generierte Zellen des Ubergangsepithels
gefunden sowie granulierte Harnzylin-
der und/oder Harnzylinder mit degene-
rierten Epithelzellen. Diese Harnzylinder
zeigten sich ebenfalls bei ménnlichen Tie-
ren nach 200 mg/kg KG/Tag. Die Befun-
de der Urinanalyse waren auf die Probe-
nahme nach 3 Monaten beschrankt, spa-
tere Untersuchungen nach 6 und 12 Mo-
naten zeigten diese Ergebnisse nicht. Die
Autoren der Studie bewerteten die Befun-
de der Urinanalyse als adaptiven Effekt, da
sie nur temporér auftraten und entspre-
chende histopathologische Befunde der
Niere fehlen. Im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der Urinanalyse konnte auch
die Erhohung des relativen Nierengewich-
tes der ménnlichen Ratten in den Satelli-
tengruppen nach 12 Monaten Exposition
stehen (-3,8 %, +8,0% und 10,4 % nach
40, 200 und 1000 mg/kg KG/Tag; signifi-
kant nur nach der mittleren Dosis). Ins-
gesamt wurden diese Effekte jedoch nicht
als advers bewertet, da die Histopatholo-
gie der Niere ohne Befund war.

In allen mit DINCH behandelten Sa-
tellitengruppen wurde eine Verdnderung
des Kolloids in der Schilddriise nach
12 Monaten beobachtet. Diese Verdnde-
rung wurde als ein alterungsbedingter Ef-
fekt betrachtet. Ein Unterschied zur Kon-
trollgruppe trat in den Hauptgruppen
nach 24 Monaten nicht auf. Signifikan-
te Effekte in den Satellitengruppen wur-
den auf die niedrige Inzidenz in der mit-
laufenden Kontrollgruppe zuriickgefiihrt,
wie im Vergleich zu den historischen
Kontrollwerten gezeigt werden konnte.
Adenome der Schilddriise traten bei bei-
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den Geschlechtern nach der hohen Do-
sis und bei méannlichen Ratten auch nach
der mittleren Dosis auf. Der NOAEL liegt
fir ménnliche Tiere bei 40 mg/kg KG/Tag
und fiir weibliche bei 200 mg/kg KG/Tag.

Die Wirkung von DINCH auf die
Schilddriise diskutierten die Autoren als
einen sekundaren Effekt nach Induk-
tion der mikrosomalen Leberenzyme
(s. oben). Als Folge der Induktion der Le-
berenzyme tritt eine vermehrte Bildung
von T4-Glucuronat auf, das tiber die Galle
ausgeschieden wird. Die vermehrte Aus-
scheidung von T4 fiihrt zu einem ernied-
rigten T4-Serumspiegel und nachfolgen-
der Kompensation durch Produktion von
TSH, das eine Hypertrophie und Hyper-
plasie induzieren kann und letztendlich
auch Tumoren in der Schilddriise.

Die erhohte Inzidenz der Fibroadeno-
me der Brustdriise bei weiblichen Ratten
als auch der Inselzelladenome des Pank-
reas bei mannlichen Tieren wurden von
den Autoren als zufallsbedingt bewertet,
da die Inzidenzen in der mitlaufenden
Kontrollgruppe niedrig waren im Ver-
gleich zu historischen Kontrollen.

4.8 Wirkung auf die Reproduktion
und die Entwicklung

4.8.1 Reproduktionstoxizitat

In einer 2-Generationen-Studie an Rat-
ten wurden Effekte von DINCH auf die
Reproduktion untersucht [51]. Jeweils 25
ménnliche und 25 weibliche Wistar-Rat-
ten erhielten tiber das Futter 0, 100, 300
oder 1000 mg DINCH/kg KG/Tag. Min-
destens 74 Tage nach Behandlungsbeginn
wurden die Tiere (FO-Generation) der-
selben Dosisgruppe verpaart und daraus
die F1A-Generation erhalten. Eine weite-
re, nachfolgende Verpaarung der FO-Tie-
re ergab die FIB-Generation. Jeweils 25
mannliche und 25 weibliche F1A-Ratten
derselben Dosisgruppe wurden verpaart,
um die F2-Generation zu erhalten; die
Verpaarung erfolgte >73 Tage nach dem
Absetzen der F1A-Jungtiere. Nach dem
Absetzen der F2-Nachkommen wurde
die Studie beendet. Die Exposition der FO-
und F1-Ratten erfolgte kontinuierlich. Die
FO-Tiere wurden nach dem Absetzen der
F1B-Jungtiere getotet und makroskopisch
und histopathologisch befundet, ebenso
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Tab. 3 Systemische Wirkungen von DINCH in der 2-Generationen-Studie an Ratten [51], von den Autoren als advers eingestufte Effekte im Fett-

druck
Dosis Weibliche FO-Tiere Mannliche FO-Tiere Weibliche F1A-Tiere Mannliche F1A-Tiere
(mg/kg KG/Tag)
1000 y-Glutamyltransferase T = y-Glutamyltransferase T =
Gesamtbilirubinwert | - Gesamtbilirubinwert | Gesamtbilirubinwert |
Absolutes und relatives Leber-  Absolutes und relatives Leber-  Absolutes und/oder relatives  Absolutes und/oder relatives
gewicht T gewicht T Lebergewicht T Lebergewicht T
Absolutes und relatives Nie- Absolutes und relatives Nie- Absolutes und/oder relatives  Absolutes und/oder relatives
rengewicht T rengewicht T Nierengewicht T Nierengewicht T
Absolutes und relatives Vakuolisierung des renalen
Schilddriisengewicht T tubuléren Epithels (in 25/25)
Hypertrophie und/oder
Hyperplasie der Schilddriise
Verandertes Kolloid der
Schilddriise
300 y-Glutamyltransferase T = y-Glutamyltransferase T =
Gesamtbilirubinwert | - Gesamtbilirubinwert | Gesamtbilirubinwert |
Absolutes und relatives Leber-  Absolutes und relatives Leber-  Absolutes und/oder relatives Absolutes und/oder relatives
gewicht T gewicht T Lebergewicht T Lebergewicht T
Absolutes und relatives Nie- Absolutes und relatives Nie- Absolutes und/oder relatives Absolutes und/oder relatives
rengewicht T rengewicht T Nierengewicht T Nierengewicht T
Hypertrophie und/oder Vakuolisierung des renalen
Hyperplasie der Schilddriise  tubuldren Epithels (in 9/25)
Verandertes Kolloid der
Schilddriise
100 Keine Effekte Keine Effekte Relatives Nierengewicht T Relatives Nierengewicht T

die F1A-Elterntiere nach dem Absetzen
der F2-Generation.

Reproduktionstoxische Effekte. DINCH-
Dosen bis 1000 mg/kg KG/Tag hatten kei-
nen Einfluss auf den Oestruszyklus vor
der Verpaarung der FO- und F1A-Weib-
chen, das Paarungsverhalten, die Fertili-
tat (Trachtigkeit, Geburt und Laktation),
die Spermienparameter der FO- und F1A-
Minnchen bei der Sektion (Spermien-
morphologie und -motilitat in allen Do-
sisgruppen; Spermienanzahl in Cau-
da epididymidis sowie Hoden nur in der
Kontrolle und der hdchsten Dosis), das
Gewicht der Sexualorgane und deren his-
topathologische Befunde.

Entwicklungstoxische Effekte. Dosie-
rungen bis 1000 mg/kg KG/Tag ergaben
keine Effekte auf die F1- und F2-Genera-
tion beziiglich Lebensfihigkeit, Korperge-
wichtsentwicklung von Tag 0 bis 21 post
partum, sexuelle Reifung der F1A-Eltern-
tiere wie auch keine klinischen Sympto-
me und pathologischen Veridnderungen
bei der Sektion. Insgesamt wurden keine

behandlungsbedingten Effekte in der F1-
und F2-Generation beobachtet.

SystemischeToxizitdt. Die behandlungs-
bedingten Effekte auf die Elterntiere in
der FO- und F1-Generation werden in der
O Tab. 3 dargestellt.

Die Autoren der Studie bewerteten
die histopathologischen Effekte auf Nie-
re und Schilddriise und die damit im Zu-
sammenhang stehenden erhohten Organ-
gewichte als eine substanzinduzierte To-
xizitat. Alle anderen Effekte wie auch die
Induktion der Leberenzyme wurden als
adaptive Effekte eingestuft.

Die Bewertung der Effekte auf die
Schilddriise in der F1-Generation als ad-
vers steht im Gegensatz zu der Bewertung
der subchronischen [36] (s. Kap. 4.5) und
der chronischen Fiitterungsstudie [50]
(s. Kap. 4.7) durch die jeweiligen Verfas-
ser. In den genannten Studien wurden
ahnliche Effekte berichtet, diese jedoch
als sekundir zur Induktion der Leberen-
zyme betrachtet und/oder als toxikolo-
gisch nicht relevant.

In der 2-Generationen-Studie ist der
NOAEL fiir entwicklungstoxische und
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reproduktionstoxische Effekte 1000 mg/
kg KG/Tag. Fiir die systemische Toxizitit
in der FO-Generation legten die Autoren
der Studie einen NOAEL von 1000 mg/
kg KG/Tag fest und fiir die systemische
Toxizitdt in der Fl-Generation einen
NOAEL von 100 mg/kg KG/Tag (LOAEL
300 mg/kg KG/Tag, s. @ Tab. 3).

Die 2-Generationen-Studie wurde so-
wohl von der EFSA [16] wie auch von Bhat
et al. [20] einer Neubewertung unterwor-
fen (s. Kap. 5).

4.8.2 Entwicklungstoxizitat
Bewertungsrelevante Studien zur Wir-
kung von DINCH auf die embryonale
und fétale Entwicklung wurden an Ratten
und Kaninchen gemaf3 der OECD Richt-
linie 414 durchgefiihrt. Es wurden keine
maternal- oder entwicklungstoxischen
Effekte bei Dosierungen >1000 mg/
kg KG/Tag berichtet.

In Versuchen an Wistar-Ratten [52]
erhielten Gruppen von 25 Tieren am
Tag 6 bis zum Tag 19 post coitum mit der
Schlundsonde DINCH-Dosen von 0 (Lo-
sungsmittelkontrolle Olivenél), 200, 600
oder 1200 mg/kg KG/Tag. Das Applika-



tionsvolumen betrug jeweils 5 ml/kg KG.
Die Schnittentbindung erfolgte am Tag 20
post coitum. Einschliefilich der héchsten
Dosis wurden keine maternaltoxischen
Effekte auf Futterverbrauch, Korperge-
wichtsentwicklung und Gewicht der Ge-
barmutter beobachtet wie auch keine kli-
nischen Symptome oder pathologische
Verdnderungen bei der Sektion. Weiter-
hin wurden keine Effekte auf die Konzep-
tionsrate oder die Anzahl der Gelbkér-
per, der Implantationen, der Resorptio-
nen, der lebenden Féten oder auf das 6-
tale Gewicht und das Verteilungsverhalt-
nis der ménnlichen und weiblichen Féten
berichtet. Es wurden keine behandlungs-
bedingten externen, viszeralen oder ske-
lettalen Missbildungen festgestellt. In die-
ser Studie liegt der NOAEL fiir maternal-
und préanatale entwicklungstoxische Ef-
fekte bei 1200 mg/kg KG/Tag.

In einer Fiitterungsstudie an Himala-
ya Kaninchen [53] wurden Gruppen von
25 kiinstlich befruchteten Kaninchen am
Tag 6 bis 29 nach der Besamung gegen-
tiber 0, 102, 311 oder 1028 mg DINCH/
kg KG/Tag exponiert. Am Tag 29 wur-
den die Muttertiere getotet und der Sek-
tion zugefiihrt. Bei der Sektion zeigten 19
bis 24 Tiere je Gruppe Implantationen.
Die Auswertung erfolgte wie in der Stu-
die an Ratten und ergab bis einschliefilich
1028 mg/kg KG/Tag keine maternal- oder
entwicklungstoxischen Effekte wie auch
keine teratogenen Effekte. Auf Basis dieser
Ergebnisse liegt der NOAEL bei 1028 mg/
kg KG/Tag.

In einer Schlundsondenstudie, die als
Dosisfindungsstudie fiir die anschliefen-
de 2- Generationen-Studie diente und
sich zum Teil an den OECD-Richtlinien
414 und 415 orientierte [54], wurden pra-
und postnatale entwicklungstoxische Ef-
fekte an Wistar-Ratten untersucht. Zehn
trachtige Ratten pro Gruppe wurden vom
Tag 3 post coitum bis zum Tag 20 post
partum mit 0, 750 oder 1000 mg DINCH/
kg KG/Tag behandelt. Die Lésungsmittel-
kontrolle erhielt Olivendl. Die Muttertiere
(F0) wurden nach dem Absetzen [Tag 21
post partum (pp)] der Nachkommen (F1)
getotet und seziert. Futteraufnahme und
Gewichtsentwicklung der behandelten
FO-Tiere entsprachen den Kontrollen, kli-
nische Symptome traten nicht auf. Eben-
so waren Trachtigkeit, Geburt und Lakta-

tion unbeeinflusst durch die Behandlung.
Die Sektion der FO-Tiere ergab keine Be-
funde. Alle ménnlichen F1-Tiere und 3
weibliche F1-Tiere pro Wurf wurden am
Tag 21 pp fiir die weitere Untersuchung
selektiert, nicht selektierte Nachkom-
men verworfen. Die Studie endete 100 bis
105 Tage post partum mit der Sektion der
F1-Ratten. Die Exposition der Muttertie-
re ergab keine klinischen Symptome der
F1-Tiere und hatte keinen behandlungs-
bedingten Effekt auf die Korpergewichts-
entwicklung, die Morphologie der Sexu-
alorgane oder die sexuelle Reifung der
Nachkommen. Der Anogenital-Abstand
(AGD) bzw. Anogenital-Index sowie das
Auftreten von Brustwarzen bei ménnli-
chen Tieren waren unbeeinflusst. Die Un-
tersuchung der Motilitat der Spermien der
Fl1-Tiere bei Versuchende ergab ebenfalls
keine Effekte. Der NOAEL fiir reproduk-
tionstoxische und entwicklungstoxische
Effekte liegt in dieser Studie bei 1000 mg/
kg KG/Tag.

Furr et al. [55] beschreiben die Ergeb-
nisse eines fotalen Phthalat-Screeningtests
(FPS), in dem der Einfluss auf die fotale
Testosteronproduktion und die Genex-
pression der Steroidogenese untersucht
wurde. Trichtigen Sprague-Dawley-Rat-
ten wurde einmal am Tag oral das betref-
fende Phthalat (Schlundsonde, in Mais-
keimol, Dosis 750 mg/kg KG/Tag) vom
14. bis 18. Tag der Trichtigkeit - und da-
mit im kritischen Zeitfenster fiir die sexu-
elle Differenzierung der méinnlichen Tie-
re — verabreicht. Am 18. Trachtigkeitstag
wurden die Foten entnommen und de-
ren Hoden zur Ex-vivo-Bestimmung der
testikuldren Testosteronproduktion so-
wie zur Bestimmung testikuldrer Genex-
pressionsmuster via RT-PCR-Array ver-
wendet. Ndhere Angaben zum Testde-
sign sind bei Hannas et al. [56] zu finden.
DINCH fiihrte zu keiner Hemmung der
fotalen testikuldren Testosteronprodukti-
on [55, 57].

5 Bewertung

Auf Basis der vorliegenden Studien fiir
DINCH wurden von 2 verschiedenen
Gremien [16, 19] unterschiedliche TDI-
Werte abgeleitet. Diese leicht unterschied-
lichen Ableitungen beruhen vorwiegend
darauf, dass die Ergebnisse der tierexpe-
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rimentellen Studien unterschiedlich in-
terpretiert und bewertet und somit unter-
schiedliche NOAEL-Werte herangezogen
wurden. Gemeinsam haben beide Ablei-
tungen, dass jeweils ein Sicherheitsfaktor
von 100 verwendet wurde. Ferner liegt ei-
ne aktuelle und ausfiihrliche Ableitung fiir
eine RfD von Bath et al. [20] vor. Bewer-
tungen der toxikologischen Daten durch
weitere Gremien liegen vor, die Ableitun-
gen von NOAEL-Werten werden nach-
folgend dargestellt, TDI-Werte wurden
jedoch nicht abgeleitet. Eine Zusammen-
fassung aller Bewertungen findet sich in
O Tab. 4.

5.1 European Food Safety
Authority (EFSA)

Grundlage fiir die Ableitung eines TDI-
Wertes durch die EFSA waren nierento-
xische Effekte. Bei der subchronischen
Fiitterungsstudie an Ratten [36] sehen die
Autoren der EFSA-Dokumentation die
Hématurie und degenerierte Zellen des
Ubergangsepithels im Urin von mann-
lichen und weiblichen Ratten? nach der
hohen Dosis und von ménnlichen Ratten
auch nach der mittleren Dosis als relevan-
te Effekte an [16].

Weiterhin werden die Effekte von
DINCH auf die Niere in der 2-Genera-
tionen-Studie an Ratten als bewertungs-
relevant eingestuft. Hier trat bei ménn-
lichen F1-Ratten ab der mittleren Do-
sis von 300 mg/kg KG/Tag eine Vakuo-
lisierung des tubuldren Epithels auf. Der
NOAEL lag bei 100 mg/kg KG/Tag. Auf-
grund dieser Befunde an der Niere wurde
von der EFSA ein NOAEL von 100 mg/
kg KG/Tag festgelegt. Unter Anwendung
eines Unsicherheitsfaktors von 100 wur-
de aus diesem NOAEL ein TDI von 1 mg/
kg KG abgeleitet [16].

Die durch DINCH induzierte Hyper-
plasie der Schilddriise in der subchro-
nischen und 2-Generationen-Studie so-
wie die erhohte Inzidenz von Schilddrii-
senadenomen in der chronischen Studie
wurden von der EFSA wegen der héheren
Empfindlichkeit von Ratten im Vergleich

2 Anmerkung: Die Auswertung der Original-
studie [36] ergab keinen Hinweis auf das Vor-
kommen degenerierter Zellen des Ubergangs-
epithels im Urin von weiblichen Ratten.
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Tab. 4 Ubersicht zu NOAEL-Werten und daraus abgeleiteten TDI-Werten/Referenzdosen fiir DINCH

Bewertung Zugrunde gelegte Effekte Zugrunde gelegte Studie ~ NOAEL (mg/kg KG/Tag)  TDI-Wert/RfD
EFSA[16] Nephrotoxizitdt: Himaturie, degenerierte Subchronische Studie [36] 100 TDI: 1 mg/kg KG
Zellen des Ubergangsepithels im Urin, Vakuo-  und 2-Generationen-Studie
lisierung des tubuléren Epithels [51]
NICNAS [19] Erhohte Nierengewichte Chronische Studie [50] 40 TDI: 0,4 mg/kg KG

Bath et al. [20] 2-Generationen-Studie [51]  BMDL;¢: 21 (human-

aquivalente Dosis)

Hypertrophie und Hyperplasie der Schilddri-
se in der F1-Generation

RfD: 0,7 mg/kg Kg/Tag

SCENHIR [4] Nephrotoxizitat: Himaturie und degenerierte ~ Subchronische Studie [36] 107 Nicht abgeleitet
Zellen des Ubergangsepithels im Urin
RIVM [3] Nephrotoxizitat: Vakuolisierung des tubula- 2-Generationen-Studie [51] 100 Nicht abgeleitet
ren Epithels
CPSC[59] Schilddriiseneffekte: Adenome Chronische Studie [50] 40 Nicht abgeleitet
zum Menschen als kein geeigneter Para- 5.3 Bath et al. der chronischen Fiitterungsstudie an Rat-

meter fiir die TDI-Ableitung angesehen.

5.2 National Industrial Chemicals
Notification and Assessment
Scheme (NICNAS)

Im Gegensatz zur Bewertung der EFSA
sehen die Autoren der australischen Stoff-
dokumentation erhohte Nierengewichte
bei ménnlichen Ratten in der chronischen
Fiitterungsstudie [50] als bewertungsrele-
vanten Effekt [19]. Nach 12 Monaten Ex-
position war das absolute Nierengewicht
der ménnlichen Ratten in der Satelliten-
gruppe (n=10) bei der mittleren Dosis
von 200 mg/kg KG/Tag signifikant um
20 % erhoht (p <0,01). Nach 24 Monaten
Exposition war es bei gleicher Dosis um
4,5% erhoht, der Effekt war schwach si-
gnifikant (p <0,05). Das absolute Nieren-
gewicht bei mannlichen Ratten war auch
in der hohen Dosis signifikant erhoht, je-
doch zeigte sich keine Dosis-Wirkungs-
Beziehung. Der NOAEL lag bei 40 mg/
kg KG/Tag. Die Autoren der NICNAS-
Dokumentation sehen das erhéhte Nie-
rengewicht nicht als adaptiven Prozess, da
der Nachweis, wie die Induktion der ent-
sprechenden Enzyme, in der Niere fehlt.
Unter Anwendung eines Unsicherheits-
faktors von 100 wurde ein TDI-Wert von
0,4 mg/kg KG abgeleitet.?

3 Anmerkung: Es gibt Schwachstellen beziig-
lich der Auswahl dieser Studie als Schlisselstu-
die: 1) Die Histopathologie ergab keine Befunde
an der Niere, 2) das relative Nierengewicht war
nach 24 Monaten in keiner Behandlungsgrup-
pe erhoht und 3) eine signifikante Erh6hung
des relativen Nierengewichtes bei ménnlichen
Ratten lag nur nach 12 Monaten Exposition mit
200 mg/kg KG/Tag vor.

Nach Auffassung von Bath et al. [20] sind
ausreichend Daten vorhanden, die die US
EPA Kriterien [58] zum Nachweis eines
Potenzials fiir Schilddriisenbeeintrichti-
gungen iiber einen hormonvermittelten
MOA erfiillen. Die Autoren sehen deshalb
die 2-Generationen-Studie an Wistar-Rat-
ten als Schliisselstudie zur Ableitung einer
RfD an. In dieser Studie zeigte die erwach-
sene F1-Generation im Vergleich zu den
Ratten der chronischen Studie eine ho-
here Inzidenz an Schilddriisen- und Nie-
reneffekten. Auf Basis human-dquivalen-
ter Dosen wurde eine Benchmark-Model-
lierung durchgefiihrt, die im Ergebnis zu
einer BMDL,, von 21 mg/kg KG/Tag fiir
den Endpunkt Schilddriisenhypertro-
phie/-hyperplasie fithrte. Unter Beriick-
sichtigung eines Assessmentfaktors von 10
fiir Intraspezies-Unterschiede sowie eines
Assessmentfaktors von 3 wegen des Feh-
lens einer zweiten chronischen Studie an
einem weiteren Tier wurde eine RfD von
0,7 mg/kg/Tag abgeleitet.

5.4 Weitere Bewertungen

Scientific Committee on Emerging
and Newly-Identified Health Risks
(SCENHIR; European Commission): In
dieser Stoffdokumentation [4] wurde auf
Grundlage der Niereneffekte in der sub-
chronischen Fiitterungsstudie an Ratten
ein NOAEL von 107 mg/kg KG/Tag ab-
geleitet. Ein TDI-Wert wurde nicht ange-
geben.

U.S. Consumer Product Safety Com-
mission (CPSC, USA): In einem Bericht
fur die CPSC [59] nennen die Autoren
einen NOAEL von 40 mg/kg KG/Tag aus
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ten mit Bezug auf die Schilddriseneffek-
te. Ein TDI-Wert wurde nicht abgeleitet.

Nationales Institut fiir 6ffentliche Ge-
sundheit und Umwelt (RIVM, Nieder-
lande): In Ubereinstimmung mit der Be-
wertung durch die EFSA [16] wird ein
NOAEL von 100 mg/kg KG/Tag aus der
2-Generationen-Studie fiir die Risikobe-
wertung beziiglich Exposition via Kinder-
spielzeug zugrunde gelegt [3].

5.5 Bewertung der Kommission
Human-Biomonitoring

In Ubereinstimmung mit der Bewertung
durch die EFSA [16] und andere Instituti-
onen werden die Effekte auf die Leber und
die Schilddriise als nicht bewertungsrele-
vant eingestuft. Im Gegensatz dazu sind
die folgenden nephrotoxischen Effekte
von Relevanz:

1. Vakuolisierung des tubuldren Epithels
ab 300 mg/kg KG/Tag bei minnlichen
F1-Ratten nach etwa 4 Monaten Ex-
position in der 2-Generationen Studie
[51]; NOAEL 100 mg/kg KG/Tag

2. Hématurie bei médnnlichen Ratten
nach 326 mg/kg KG/Tag in einer sub-
chronischen Studie [36]; NOAEL
107 mg/kg KG/Tag

3. Harnzylinder mit degenerierten Epi-
thelzellen im Urinsediment der
maénnlichen Ratten nach 3 Mona-
ten Exposition ab 200 mg/kg KG/Tag
(temporir) in einer chronischen Fiit-
terungsstudie [50]

4. In allen drei Studien parallel zu den
bereits beschriebenen Effekten ei-
ne Erhéhung des relativen Nierenge-
wichtes



5. Zellproliferation von tubuldren Zellen
der Niere bei ménnlichen Ratten in
einer subchronischen Fiitterungsstu-
die [45] ab einer Dosis von 200 mg/
kg KG/Tag; kein Effekt bei 40 mg/
kg KG/Tag

Die unter Punkt 1 bis 5 beschriebenen Be-
funde sind evident fiir eine toxische Wir-
kung auf die renalen Tubuli. Die Aus-
scheidung von Zellen des Ubergangsepi-
thels {iber den Urin in der subchronischen
und chronischen Studie bei Dosierungen
entsprechend dem LOAEL steht nicht in
einem unmittelbaren Zusammenhang
mit den oben genannten Effekten auf die
Niere. Die unter Punkt 1 bis 4 genann-
ten Studien beziehen sich bei der neph-
rotoxischen Wirkung auf eine vergleich-
bare Expositionsdauer von bis zu 4 Mo-
naten; der Zufuhrweg ist identisch. Ein
NOAEL fiir nephrotoxische Effekte von
100 mg/kg KG/Tag wird aus den bewer-
tungsrelevanten Studien 1 und 2 abgelei-
tet und durch oben genannte Einzelaspek-
te aus der Gesamtheit der Studien unter-
stiitzt. Der entsprechende TDI-Wert be-
tragt 1 mg/kg KG.

6 HBM-Parameter und Analytik

Als diagnostisch valide Biomarker einer
DINCH-Exposition wurden die Oxida-
tionsprodukte der Alkylseitenkette des
Monoesters MINCH identifiziert: Cyc-
lohexan-1,2-dicarbonsdure-mono-hydro-
xyisononylester (OH-MINCH), Cyclo-
hexan-1,2-dicarbonsdure-mono-carboxy-
isooctylester (cx-MINCH) und Cyclo-
hexan-1,2-dicarbonsdure-mono-oxoiso-
nonylester (oxo-MINCH) [29]. Da oxo-
MINCH bislang iiberwiegend semi-quan-
titativ betrachtet wurde und ein analyti-
scher Standard erst kiirzlich synthetisch
erschlossen worden ist, liegt bislang das
Hauptaugenmerk auf der Analyse von
OH-MINCH und cx-MINCH. Diese bei-
den Biomarker unterscheiden sich auch
deutlich in ihren Halbwertszeiten der
Ausscheidung.

Die Analytik erfolgt mithilfe der
HPLC-MS/MS. Die Probenvorberei-
tung beinhaltet die Zugabe der isotopen-
markierten internen Standards fiir die
DINCH-Metabolite OH-MINCH und
cx-MINCH und die Spaltung méglicher

Konjugate dieser beiden Metabolite mit-
tels p-Glucuronidase. Die LOQ-Wer-
te (LOQ, Limit of Quantification) liegen
fiir die oxidierten Metabolite bei 0,05 pg/1.
Die relativen Standardabweichungen der
Konzentrationen beider Metabolite fiir
die Messungen in Serie und die Tag-zu-
Tag Messungen sind kleiner als 10 % [60].

7 Ableitung der HBM-Werte

Die Ableitung folgt dem Weg, den die
HBM-Kommission 2007 beschrieben hat
[61]:

HBM I=[TDI x (gemitteltes Moleku-
largewicht Metabolite/Molekulargewicht
DINCH) x Fue]/Urinmenge [l/kg KG/
Tag]

1. Bestimmung des Verhaltnisses der ge-
mittelten Molmassen der Metabo-

lite OH-MINCH und cx-MINCH

zu der Molmasse von DINCH:

[(OH-MINCH +cx-MINCH) : 2]/

DINCH = [(314+328): 2]/424,7=0,75
2. Bestimmung des metabolischen Kon-

versionsfaktors (f,): Von oral aufge-

nommenem DINCH werden nach
den Ergebnissen der oben genannten

toxikokinetischen Studie binnen 48 h

10,73 % in Form von OH-MINCH

und 2,03 % in Form von cx-MINCH,

zusammen 12,76 %, im Urin ausge-
schieden. Der metabolische Konver-

sionsfaktor (f,) betragt somit 0,1276
3. Urinmenge: Kinder 0,03 1/kg/Tag; Er-

wachsene 0,02 1/kg/Tag
4. Berechnung: HBM I=[TDI X (mol

Met/mol DINCH) x Fue]/Urinmen-

ge in 1/kg/Tag

HBM I (OH-MINCH + cx-MINCH) Kin-
der: [1000 x 0,75 x 0,1276]/0,03 = 3190,
gerundet 3000 pg/l

HBM 1 (OH-MINCH + cx-MINCH)
Erw.: [1000 x 0,75 x 0,1276]/0,02 = 4785,
gerundet 4500 pg/1*

4 Basierend auf der RfD von 0,7 mg/kg KG/Tag
ergaben sich folgende Werte:

HBM | (OH-MINCH + cx-MINCH) Kinder: 2233 ug/I,
HBM | (OH-MINCH + cx-MINCH) Erw.: 3350 pg/I.
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8 Ergebnisse zum
Human-Biomonitoring
von DINCH-Metaboliten

Im Rahmen eines vom Umweltbundesamt
vergebenen Forschungsvorhabens wur-
den die neuen Human-Biomonitoring-
Analyse-Methoden fiir DINCH bzw. seine
Metabolite zur Analyse von Urinproben
der Umweltprobenbank fiir Humanpro-
ben (ESB Hum) eingesetzt [62]. Es sollten
so erstmalig innere Belastungen in einem
Teilkollektiv der deutschen Allgemeinbe-
volkerung bestimmt und ein méglicher
Zeitverlauf der Belastungen iiber die Pro-
benjahre (1995-2012) hinweg ermittelt
werden. In der Studie wurden insgesamt
300 24-h-Urinproben untersucht. Diese
stammen aus den Jahren 1999, 2003, 2006,
2009 und 2012. Pro Jahr wurden 60 Pro-
ben, darunter 30 Proben von weiblichen
Probanden und 30 Proben von méannli-
chen Probanden analysiert. Bei den Pro-
banden handelt es sich hauptsachlich um
Studenten der Universitat Miinster im Al-
ter von 20 bis 30 Jahren.

Aus den Ergebnissen der Analysen
wird ersichtlich, dass OH-MINCH der
dominierende DINCH-Metabolit ist, der
in 29,7 % aller Proben nachgewiesen wer-
den konnte. Weitere Metaboliten sind cx-
MINCH (24 %), oxo-MINCH (22 %) und
MINCH (1,7 %).

Es zeigte sich anhand der analysierten
DINCH-Metabolite ein klarer Zusam-
menhang mit dem Jahr der Probennah-
me. Bis einschlief$lich 2003 konnten kei-
ne DINCH-Metabolite in den Proben ge-
funden werden. Ab dem Jahr 2006 bis hin
zum Jahr 2012 stiegen sowohl der Prozent-
satz der Urinproben, in denen DINCH-
Metabolite nachgewiesen wurden, als
auch die Konzentrationen der Metaboli-
te in den einzelnen Urinproben. In 2012
waren in nahezu allen untersuchten Pro-
ben (98,3 %) DINCH-Metabolite nach-
weisbar und quantifizierbar. Auch die
hochsten Metabolitkonzentrationen wur-
den in diesem letzten Jahr der Probenrei-
he gemessen. Der geometrische Mittel-
wert von OH-MINCH stieg signifikant
von Konzentrationen unterhalb des LOQ
in 2006 auf 0,40 pg/1im Jahr 2012 an. Glei-
che Trends wurden auch fiir die Metaboli-
te cx-MINCH und oxo-MINCH beobach-
tet. Die Konzentration von cx-MINCH
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stieg ebenfalls von einem Wert unterhalb
des LOQin 2006 auf 0,18 pug/lim Jahr 2012
an, die von oxo-MINCH von einem Wert
unterhalb des LOQ in 2006 auf 0,25 pg/l
in 2012. Fiir den Analyten MINCH, der
nur zu einem geringen Anteil ausgeschie-
den wird, wurden zu geringe Detektions-
raten bzw. Konzentrationen bestimmt,
um einen signifikanten Zeittrend zu er-
kennen.

Fiir die Proben des Jahres 2012 ergab
sich fiir OH-MINCH ein 95. Perzentil
von 2,09 ug/l und ein Maximalwert von
236 pg/l. Fir cx-MINCH ergab sich ein
95. Perzentil von 0,86 ug/l und ein Maxi-
malwert von 98,4 ug/l. Fiir den Maximal-
wert liegt die Summe aus OH- und cx-
MINCH somit bei 334 pg/l. Dieser Wert
entspricht ca. 7,5% des HBM I (OH-
MINCH + cx-MINCH) Wertes.

Schiitze et al. [62] berechneten fiir
2012, basierend auf dem 24-h-Urinvolu-
men der Probe mit den héchsten DINCH-
Metabolitkonzentrationen, eine DINCH-
Aufnahme von 36,3 ug/kg KG/Tag. Die-
se berechnete Aufnahmemenge entspricht
ca. 3,7 % des TDIs von 1000 pg/kg KG/Tag.
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