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Anilin in Fingermalfarben: Gesundheitliche
Beeintrachtigungen fiir Kinder sind nach derzeitigem
Stand des Wissens nicht zu erwarten

Anilin ist ein wichtiger Grundstoff in der chemischen Industrie. Es dient als Ausgangsstoff
etwa zur Herstellung unterschiedlicher Kunst-, Kleb- und Farbstoffe, die wiederum in der
Produktion verbrauchernaher Produkte, darunter auch Spielzeug, verwendet werden. Anilin
kann in Produkten somit als herstellungsbedingte Verunreinigung oder als (nicht entfernter)
Rickstand nach der Produktion vorhanden sein. Zudem kann es als Spaltprodukt von
Azofarbstoffen, mit denen das Produkt gefarbt wurde, entstehen.

In der EU gelten Sicherheitsvorgaben flr Spielzeuge. Fir freies Anilin in Fingermalfarben
liegt der Gehaltsgrenzwert bei 10 Milligramm pro Kilogramm (mg/kg). Eine Abfrage bei den
Landesuntersuchungsamtern ergab, dass solch hohe Gehalte bei ihren Kontrollen bisher
jedoch nicht nachgewiesen wurden.

Anilin kann das Nervensystem und die roten Blutkdrperchen schadigen. Zudem besitzt es ein
sensibilisierendes Potential, was eine allergische Hautreaktion (Kontaktdermatitis) zur Folge
haben kann. Ratten, denen hohe Dosierungen von Anilin verabreicht wurden, entwickelten
Tumoren in der Milz — eine krebsauslosende Eigenschaft wird deswegen fir Anilin ange-
nommen. Ob die in der (mannlichen) Ratte gezeigte kanzerogene Wirkung einem
Schwellenwert-Mechanismus unterliegt und wie bzw. ob diese Befunde auf den Menschen
Ubertragen werden kdnnen, ist derzeit noch unklar. Die Angaben Uber die beobachteten
Effekte beschreiben das Gefahrdungspotential, das moglicherweise von Anilin ausgehen
kann. Das von einem Stoff ausgehende Risiko fiir schadliche Wirkungen hangt von der
Menge ab, der Menschen ausgesetzt sind, sowie von der Dauer.

Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) hat im Folgenden das gesundheitliche Risiko
von Anilin in Fingermalfarben bewertet. Hierbei ist das BfR von der sehr konservativen
Annahme ausgegangen, dass ein Kind durchgangig von seinem ersten bis zu seinem
vollendeten vierzehnten Lebensjahr regelmafig mit Fingermalfarbe spielt und diese immer
den maximal zuldssigen Gehalt von 10 mg Anilin/kg Fingermalfarbe enthalt. Neben dem
beabsichtigten Hautkontakt wurde zusatzlich fir Kinder im Alter von unter 36 Monaten eine
mogliche Aufnahme lGber den Mund beriicksichtigt. Fiir die Bewertung der nicht-
krebsauslosenden Effekte wurde das Konzept des Sicherheitsabstandes angewendet, in
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Bezug auf mogliche krebsauslosende Effekte hingegen das zusatzliche Lebenszeitkrebsrisiko
ermittelt.

Die Bewertung der nicht-krebsauslésenden Effekte ergab einen ausreichend groRen
Sicherheitsabstand. Das zusatzliche Lebenszeitkrebsrisiko liegt im Bereich der vom
Wissenschaftlichen Ausschuss fiir Gesundheits- und Umweltrisiken (SCHER) als gerade noch
akzeptabel angesehenen Risikohdhe von 1:1.000.000. Da die Anilin-Gehalte in
Fingermalfarben in der Realitat deutlich geringer sind als hier angenommen, ist die
Eintrittswahrscheinlichkeit gesundheitlicher Effekte als sehr niedrig zu bezeichnen.
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1 Gegenstand der Bewertung

Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) hat im Folgenden Anilin in Fingermalfarben
bewertet. Anilin dient als Ausgangsstoff fir z. B. Farb- und Kunststoffe, die fur die
Herstellung verbrauchernaher Produkte, darunter auch Spielzeug, verwendet werden. Es
kann daher als herstellungsbedingte Verunreinigung in Produkten vorhanden sein. Neben
diesem Vorkommen in freier Form kann Anilin aber auch aus der reduktiven Spaltung
bestimmter Azofarbstoffe entstehen, mit denen das Material gefarbt wurde.

Anilin (CAS-Nr. 62-53-3, EC-Nr. 200-539-3) ist nach der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 tber
die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (CLP-
Verordnung) harmonisiert als kanzerogener (krebsauslésender) und mutagener
(erbgutverandernder) Stoff der Kategorie 2 (Carc. 2, Muta. 2), als organschadigend bei
langerer oder wiederholter Exposition (STOT RE 1) sowie als hautsensibilisierend (Skin

Sens. 1) eingestuft.

Durch die Richtlinie (EU) 2021/903 wird ein Gehaltsgrenzwert fur freies Anilin von 10 mg/kg
in Fingermalfarben sowie ein Grenzwert fir durch reduktive Spaltung freigesetztes Anilin
von 30 mg/kg in Fingermalfarben sowie in Spielzeugmaterial aus Textil und aus Leder in
Anhang Il, Anlage C der EU-Spielzeugrichtlinie festgelegt. Diese Grenzwerte gelten fir
Spielzeug, welches fiir Kinder im Alter von unter 36 Monaten vorgesehen ist bzw. solches,
welches bestimmungsgemaR in den Mund genommen werden soll; sie sind seit dem 5.
Dezember 2022 anzuwenden. Fiir Spielzeug anderer Kategorien bzw. Spielzeug, das aus
anderen als den o.g. Materialien hergestellt wird, gilt nach der europaischen
Spielzeugrichtlinie 2009/48/EG (EU-Spielzeugrichtlinie) momentan ein 1.000- bis 2.000-fach
hoherer Grenzwert von 1 % (10.000 mg/kg). Dieser Wert entspricht dem generischen
Konzentrationsgrenzwert der CLP-Verordnung fiir die Kennzeichnung von Gemischen, die als
Carc. 2 oder Muta. 2 harmonisiert eingestuft sind.

2 Ergebnis

Bezogen auf das Potenzial von Anilin zur Schadigung der Erythrozyten und des zentralen
Nervensystems sind fir den maximal zuladssigen Anilingehalt von 10 mg/kg Fingermalfarbe
bei gleichzeitiger oraler und dermaler Exposition keine gesundheitlichen Effekte fiir Kinder
verschiedener Altersstufen zu erwarten. Ebenso lage im Hinblick auf eine mogliche
kanzerogene Wirkung, selbst unter der Annahme einer Wirkungsweise ohne Schwellenwert,
in Verbindung mit einer sehr konservativen Expositionsschatzung das zusatzliche
Lebenszeitkrebsrisiko (lifetime excess cancer risk, LCR) im Bereich der im Jahr 2010 vom
damaligen Wissenschaftlichen Ausschuss fir Gesundheits- und Umweltrisiken (SCHER) als
(gerade noch) akzeptabel angesehenen Risikohéhe von 1:1.000.000 (bzw. 1x107°) (SCHER,
2010).
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3 Begriindung

3.1 Risikobewertung
3.1.1 Gefahrenidentifizierung

Anilin (CAS-Nr. 62-53-3) ist eine klare, farblose bis schwach gelbliche, 6lige Fliissigkeit mit
suBlichem bis fischahnlichem Geruch. Es besitzt ein Molekulargewicht von 93 g/mol, einen
n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten Kow von 7,94 (log Kow = 0,9) und eine
Wasserloslichkeit von 36 Gramm pro Liter (g/1) (Wellner et al., 2008). Chemisch gesehen
handelt es sich um einen Benzolring mit einer Aminogruppe (—NH3) und damit um das
einfachste primare aromatische Amin.

Anilin ist ein wichtiger Grundstoff in der chemischen Industrie. Es dient als Ausgangsstoff

z. B. zur Herstellung unterschiedlicher Polyurethankunststoffe, Klebstoffe, Gummiadditive
und Farbstoffe, die fur die Herstellung verbrauchernaher Produkte, darunter auch Spielzeug,
verwendet werden. Anilin kann somit in Produkten als herstellungsbedingte Verunreinigung
oder als (nicht entfernter) Rickstand nach der Produktion vorhanden sein. Neben diesem
Vorkommen in freier Form kann Anilin aber auch aus der reduktiven Spaltung bestimmter
Azofarbstoffe entstehen, mit denen das Material gefarbt wurde.

NH>

Abbildung 1: Strukturformel des Anilins
Aktuelle Regelungen fiir Anilin in Spielzeug

Laut Artikel 10 Absatz 2 der EU-Spielzeugrichtlinie dirfen ,Spielzeuge bei bestimmungs-
gemaRem oder vorhersehbarem Gebrauch und unter Berlicksichtigung des Verhaltens von
Kindern die Sicherheit oder Gesundheit der Benutzer oder Dritter nicht gefahrden”.

Durch die im Dezember 2022 erfolgte Aufnahme von Anilin in Anlage C des Anhangs Il der
europadischen Spielzeugrichtlinie gilt inzwischen ein Gehaltsgrenzwert fiir freies Anilin von 10
mg/kg in Fingermalfarben sowie 30 mg/kg fir durch reduktive Spaltung aus Azofarbstoffen
freigesetztes Anilin in Fingermalfarben sowie in Spielzeugmaterial aus Textil und aus Leder
fiir solches Spielzeug, welches fir Kinder im Alter von unter 36 Monaten vorgesehen ist bzw.
solches, das bestimmungsgemal in den Mund genommen werden soll. Fiir Spielzeug
anderer Kategorien bzw. Spielzeug, das aus anderen als den o.g. Materialien hergestellt
wird, gilt gemaR der EU-Spielzeugrichtlinie, dass freies Anilin, das nach CLP-Verordnung als
kanzerogener sowie mutagener Stoff der Kategorie 2 (Carc. 2 und Muta. 2) klassifiziert ist,
bis zu einem Gehalt von 1 % bzw. 10.000 mg/kg in Spielzeug theoretisch enthalten sein darf,
sofern dieses bei bestimmungsgemaRem oder vorhersehbarem Gebrauch die Sicherheit
oder Gesundheit der Benutzerinnen und Benutzer oder Dritter nicht gefdhrdet (siehe Artikel
10 Absatz 2 der EU-Spielzeugrichtlinie). Dieser Wert entspricht dem generischen
Konzentrationsgrenzwert der CLP-Verordnung fiir die Einstufung und Kennzeichnung von
Anilin in Gemischen.
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AulRerdem konkretisieren die europdischen Normen der Normenreihe EN 71 das allgemeine
Sicherheitserfordernis an Spielzeug, indem diese chemische Anforderungen fir bestimmte
Spielzeuge enthalten. Darliber hinaus sind in den Normen Analysenmethoden zur
Uberpriifung der Grenzwerte beschrieben. Harmonisierte Normen wie die EN 71-7 wurden
im Européischen Amtsblatt veroffentlicht (EU, 2019) und sind damit eine rechtsverbindliche
Grundlage fiir die Konformitatsvermutung, d. h. fiir die Ubereinstimmung mit den
entsprechenden grundlegenden Anforderungen der EU-Spielzeugrichtlinie (EU, 2009). So
kénnen Hersteller von Spielzeug in ihrer Konformitatserklarung gemaf der EU-
Spielzeugrichtlinie auf die Anwendung relevanter harmonisierter Normen verweisen. Durch
das Anbringen des CE-Zeichens (,Conformité Européenne’, franzosisch fiir ,Européische
Konformitat‘) bestatigt der Hersteller, dass das Konformitatsbewertungsverfahren fiir das
Spielzeug durchgefiihrt wurde und das Spielzeug mit den Anforderungen der EU-
Spielzeugrichtlinie Gibereinstimmt.

3.1.2 Gefahrencharakterisierung
Toxikokinetik

Die Aufnahme von Anilin in den Kérper kann sowohl inhalativ als auch oral oder dermal
erfolgen. Nach oraler Gabe von radioaktiv (**C) markiertem Anilin wurden bei Ratten bis ca.
89 % (nach 24 h) bzw. 96 % (nach 48 h) der Radioaktivitat Glber den Urin wieder ausge-
schieden, bei der Maus waren es nach 24 h ca. 72 % (McCarthy et al., 1985; Bus & Popp,
1987). In einer Humanstudie mit vier Probanden zeigte sich 48 h nach einmaliger oraler
Verabreichung von am Benzolring markiertem (deuteriertem) Anilin-ds eine Ausscheidung
der unkonjugierten Ausgangssubstanz sowie drei ihrer Metaboliten im Urin von insgesamt
bis zu 72,1 % (Modick et al., 2016). Da jedoch nicht alle relevanten Anilinmetaboliten
analysiert wurden, liegt die tatsachliche renale Elimination, und somit auch die (vorherige)
gastrointestinale Resorption wahrscheinlich tiber den gemessenen 72,1 %. Daher wurde in
der vorliegenden Stellungnahme zur Berechnung der systemischen Expositionsdosis nach
Verschlucken von Anilin-haltigem Spielzeugmaterial eine orale Bioverfiigbarkeit von 100 %
als Worst-Case-Szenario angenommen.

Ex-vivo-Penetrationsexperimente an exzidierter, nicht (mehr) lebensfahiger Humanhaut
mithilfe der Franz-Diffusionszelle ergaben eine Penetrationsrate von 20—38 % der
aufgetragenen Menge, ermittelt als Summe der innerhalb von 24 h in der Rezeptorflissigkeit
gefundenen Anilin-Menge (Wellner et al., 2008). Hierfiir wurde Anilin in Konzentrationen
von 0,03 g/l in 95:5 (v/v) Phosphatpuffer/Ethanol sowie von 0,3 g/l, 3 g/l und 30 g/l in

0,9 %iger NaCl-Losung und als Reinsubstanz (Dichte der Flussigkeit: 1.020 g/l) unter Infinite-
Dose-Bedingungen (500 ul pro cm?) appliziert. Die Rezeptorfliissigkeit wurde zu mehreren
Zeitpunkten zwischen 1 und maximal 24 h nach Applikation gesammelt und der Anilin-
Gehalt mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) bestimmt. Der Anteil
der in der Haut (Dermis sowie Epidermis ohne Stratum corneum) verbliebenen Menge
wurde durch die Autorinnen und Autoren nicht bestimmt. Diese Information ware jedoch
zur Berechnung der Absorption nach den Leitlinien des Scientific Committee on Consumer
Safety (SCCS) (2021) zur Testung und Sicherheitsbewertung kosmetischer Inhaltsstoffe
notwendig. Wellner et al. nahmen an, dass ,eine relevante Menge” von Anilin in der Haut
verblieb.

Die ermittelten Daten zeigten einen annahernd linearen Zusammenhang zwischen der
maximalen Fluxrate und der applizierten Anilin-Konzentration. Die Fluxrate gibt an, welche

© BfR | bfr.bund.de 5/26



Stoffmenge pro Hautflache und Zeiteinheit durch die Haut penetriert und in die
Rezeptorflissigkeit Gbergeht. Eine Re-Analyse der Beziehung zwischen Fluxrate und Anilin-
Konzentrationen mittels linearer Regression durch den Nullpunkt ergab fiir Konzentrationen
bis 30 g/I (= 30.000 mg/kg) als Steigungsparameter einen Permeabilitdtskoeffizienten (K)
von 0,0073 cm/h.

In einer In-vivo-Studie an zehn gesunden Probandinnen und Probanden wurde die dermale
Aufnahme von Anilin anhand der Ausscheidung des Anilin-Metaboliten 4-Aminophenol Gber
den Urin Gber 24 h bestimmt (Baranowska-Dutkeiwicz, 1982). Hierflir wurde jeweils eine
Hand (347 bis 459 cm? Hautfliche) der teilnehmenden weiblichen und mannlichen Personen
fir 30 bzw. 60 min in 1%ige sowie 2%ige wassrige Anilin-Losung bei einer Temperatur vom
20 + 1 °C eingetaucht. AnschlieRend wurde die exponierte Hautflache mit Wasser und Seife
gereinigt. Die Messung von 4-Aminophenol Gber 24 h im Urin erfolgte mithilfe der
Indophenol-Methode nach Dutkiewicz (1974; zitiert nach Baranowska-Dutkeiwicz, 1982), fir
die ein Variationskoeffizient von 9,5 % angegeben wurde. AnschlieRend wurde die Uber die
Haut aufgenommene Anilin-Menge (x, mg) anhand der lber den Zeitraum von 6—8 h nach
Exposition bestimmten 4-Aminophenol-Ausscheidungsrate (y, mg/h) nach folgender Formel
von Piotrowski (1957) berechnet:

0,14 x x4
y= 8,5 + x044

Die Genauigkeit dieser Dosisrekonstruktion gibt Piotrowski mit £35 % an. So spiegelt die in
der In-vivo-Studie von Baranowska-Dutkeiwicz (1982) tiber den Urin in 24 h ausgeschiedene
Menge von 4-Aminophenol 13-55 mol% der aufgenommenen Anilin-Menge wider; sie
unterliegt also einer recht hohen Schwankung. Laut Piotrowski (1957) gilt hierbei, dass je
hoher die aufgenommene Anilin-Menge ist, desto hoher ist die Umwandlungsrate zu 4-
Aminophenol. Vermutlich existieren auch interindividuelle Unterschiede in der Hohe der
Umwandlung zu diesem Metaboliten. Die Ergebnisse der In-vivo-Studie von Baranowska-
Dutkeiwicz (1982) sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die dermale Fluxrate (ug/cm?/h)
wurde berechnet, in dem die aufgenommenen Anilin-Menge durch die exponierte
Hautflache und die Expositionsdauer geteilt wurde.

Tabelle 1: Anzahl der Versuche, exponierte Handflache, Anilin-Konzentration, Expositionsdauer und daraus
resultierende mittlere Absorptionsraten (in pug Anilin pro cm? und h) der in vivo-Hautpenetrationsstudie von
Baranowska-Dutkeiwicz (1982).

Anzahl Exponierte Handflache Anilin-Konzentration Expositionsdauer (min) Mittlere Fluxrate
Versuche (cm?) (%) (ng/cm?/h)

4 347 - 416 1 30 320

4 350 -436 1 60 200

4 350 -459 2 30 1.220

2 347 -370 2 60 820

Im Ergebnis zeigten sich mittlere Fluxraten zwischen 200 und 1.220 pg/cm?/h. Dabei zeigte
sich flr beide Expositionsdauern, dass die Verdopplung der Anilin-Konzentration von 1 % auf
2 % zu einer Vervierfachung der Fluxrate (von 320 auf 1.220 pg/cm?/h nach 30 min bzw. von
200 auf 820 pg/cm?/h nach 60 min) fiihrte. Die Verdopplung der Expositionsdauer (von 30
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auf 60 min) fihrte hingegen bei beiden Anilin-Konzentrationen zu einer Verringerung der
Fluxrate (Tabelle 1).

Die Daten von Baranowska-Dutkeiwicz (1982) zeigen somit, dass die Aufnahme nicht mit
konstanter Rate erfolgt, sondern sich zunachst sehr schnell vollzieht und sich im weiteren
Verlauf verlangsamt. Ein Indiz hierfir ist die Beobachtung, dass die aufgenommene Menge
bei 60-mindtiger Exposition weniger als doppelt so hoch ist wie die nach 30-minitiger
Exposition. Die anfanglich sehr schnelle Aufnahme kdnnte durch den zu Versuchsbeginn
vorherrschenden starken Konzentrationsgradienten zwischen der wassrigen Losung und der
Haut begiinstigt sein.

Verglichen mit dem In-vitro-Versuch von Wellner et al. (2008) ergab der In-vivo-Versuch von
Baranowska-Dutkeiwicz (1982) vergleichsweise hohere Fluxraten. So ergab sich im In-vitro-
Versuch fiir eine 3%ige wassrige Anilin-Lésung eine maximale Fluxrate von 218 pg/cm?/h,
wahrend der In-vivo-Versuch fir die 1%ige wassrige Anilin-Lésung bereits eine anndahernd
gleich hohe mittlere Fluxrate von 200 pg/cm?/h ergab. Ein Grund fiir die Diskrepanz
zwischen den In-vitro- und In-vivo-Versuchen kdnnte in der unterschiedlichen Methodik,

d. h. im Versuchsaufbau als auch in der Berechnung der Fluxraten, liegen.

Fir die Abschatzung der Aufnahme von Anilin aus Fingermalfarben tber die Haut werden die
Daten aus dem In-vivo-Versuch von Baranowska-Dutkeiwicz (1982) verwendet, da der
Versuchsaufbau ndher am Anwendungsszenario ist und die Fluxraten aus dem In-vitro-
Versuch von Wellner et al. (2008) vermutlich eine Unterschatzung der tatsachlichen
Aufnahme Uber die Haut darstellen.

Verteilung, Metabolismus, Elimination

Oral aufgenommenes Anilin wird schnell resorbiert, zligig verteilt, verstoffwechselt und
schlielRlich wieder ausgeschieden.

Nach einmaliger oraler Verabreichung von **C-markiertem Anilinhydrochlorid an Ratten fand
sich die héchste Radioaktivitat, bezogen auf die Bestandteile des Blutes, in den Erythrozyten
(Khan et al., 1995). Im Vergleich zur Einmalgabe kam es nach dreimaliger Verabreichung zu
einer 85%igen Erhohung des Eisengehaltes in der Milz, nicht jedoch in der Leber.

Die Metabolisierung von Anilin erfolgt primar durch N-Acetylierung sowie Ring- und N-
Hydroxylierung in der Leber (,,nicht-toxische Metabolisierung”). Tierversuche zeigten
insbesondere fiir die Ring-Hydroxylierung starke Interspezies-Unterschiede hinsichtlich der
Stellung (ortho-, meta- oder para-) der Hydroxylgruppe (McCarthy et al., 1985). Beim
Mensch wird der Gberwiegende Anteil des Anilins durch die N-Acetylierung zu N-Acetylanilin
(Acetanilid) und nachfolgender Ring-Hydroxylierung zu N-Acetyl-4-aminophenol (NA4AP,
Paracetamol) umgesetzt (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.2). Daran
kénnen sich weitere Konjugationsreaktionen anschlieRen. Glucuronsaure- und
Sulfatkonjugate machen den Hauptanteil der Anilinmetaboliten im Urin aus (MAK, 1992).

Die toxische Wirkung von Anilin beruht hingegen auf der oxidativen Verstoffwechselung
Uber die N-Hydroxylierung des Anilins. Das hierbei entstehende N-Phenylhydroxylamin kann
in den Erythrozyten zu Nitrosobenzol oxidiert werden, wobei gleichzeitig das Eisen(ll) des
Hamoglobins zu Eisen(lll) oxidiert wird, sodass Methamoglobin (Met-Hb) entsteht. Dieses
tragt nicht mehr zum Sauerstofftransport im Blut bei. Das gebildete Nitrosobenzol kann nun
entweder mit den SH-Gruppen des Hamoglobins oder Glutathions zu Hb- bzw. Glutathion-
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Addukten reagieren oder in einem Redoxzyklus unter Verbrauch von NADPH weiteres
reaktives N-Phenylhydroxylamin bilden, wodurch somit ein Aquivalent N-Phenylhydroxyl-
amin die Bildung mehrerer Aquivalente Met-Hb induzieren kann. Bei stirkerer Belastung mit
Phenylhydroxylamin wirkt der Verbrauch von NADPH jedoch als limitierender Faktor auf die
Bildung von weiterem Met-Hb. Anilin selbst ist demgegeniiber jedoch kein direkter Met-Hb-
Induktor (Ciccoli et al., 1999).

Die N-Hydroxylierung als Beginn fir den ,toxifizierenden Stoffwechselweg” steht sowohl mit
der Ring-Hydroxylierung als auch mit der N-Acetylierung als , nicht-toxische
Stoffwechselwege” in Konkurrenz. In einer Studie an beruflich exponierten Personen
konnten Lewalter und Korallus (1985) zeigen, dass die Met-Hb-Konzentration nach
Exposition gegentliber Anilin durch die Geschwindigkeit der N-Acetylierung beeinflusst wird.
Genetisch bedingte Unterschiede in der Bevolkerung hinsichtlich der Enzymausstattung
(hier: N-Acetyltransferasen, NAT) kdnnten somit zu individuellen Unterschieden in der
Toxikokinetik von Anilin flihren (Leggett et al., 2021). Sogenannte ,langsame

Acetylierer” kdnnten daher ein erhdhtes Risiko Anilin-induzierter gesundheitlicher Effekte
(wie die Methamoglobindmie, s. u.) aufweisen (Lewalter & Korallus, 1985). Man geht davon
aus, dass ,langsame Acetylierer” auch anfilliger sind fir durch bestimmte kanzerogene
aromatische Amine ausgel6ste Tumore (Hein, 2000; Hein et al., 2000; Hein, 2002). Allerdings
konnte eine neuere Humanstudie nach insgesamt sechsstiindiger (ausschlieRlich) inhalativer
Exposition gegeniiber einer Anilin-Konzentration von 2 ml/m? (= 2 ppm) mit 19
Versuchspersonen (15 ,langsame Acetylierer”, 4 ,schnelle Acetylierer”) keine Unterschiede
in der Met-Hb-Bildung sowie in der Ausscheidung von Anilin Gber den Urin zwischen den
Probandengruppen feststellen (Kafferlein et al., 2014). Das Blut der ,langsamen

Acetylierer” wies allerdings ungefdahr 30 % hohere Hb-Addukt-Level auf als das der
»Schnellen Acetylierer”. In einer Studie nach oraler Gabe zeigten sich hingegen Unterschiede
in der Ausscheidung von unkonjugiertem Anilin und Acetanilid in Abhangigkeit des
Acetylierungsstatus (Modick et al., 2016).

Des Weiteren kdnnte N-Phenylhydroxylamin nach O-Acetylierung durch NAT und
anschlieRender Acetat-Abspaltung reaktive Nitreniumionen bilden, was zu DNA-Addukt-
Bildung fihren kdnnte. Durch den leicht sauren pH-Wert des Urins ware dieser Prozess auch
direkt (unter Wasserabspaltung) in der Harnblase moglich (Abbildung 2) (Leng et al., 2019).
In der Literatur finden sich jedoch keine Belege, dass Nitreniumionen nach Anilin-Gabe in
vivo tatsachlich gebildet werden.
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Abbildung 2: Metabolisierung von Anilin im Menschen und beteiligte Enzyme (nach Kéfferlein et al., 2014).
CYP450: Cytochrom P450; Hb: Hamoglobin; Hb-Fe(lll): Methamoglobin; NADPH: Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat, reduzierte Form; NADP*: Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat, oxidierte Form;
NAT: N-Acetyltransferase.

Studien mit intravendser Injektion von radioaktiv (mit 3H und **C) markiertem Anilin in
Ratten und Mausen zur Bindung von Anilin-Metaboliten an Makromolekiile zeigten eine
kovalente Bindung an Proteine und RNA sowie in geringerem AusmaR auch an DNA in der
Leber, Milz, den Nieren und dem Darm (Roberts & Warwick, 1966; McCarthy et al., 1985). Im
Vergleich zur Maus zeigte die Ratte in allen Geweben eine erhohte Radioaktivitat als
Indikator fiir eine Bindung an Makromolekdle. Dies wird damit erklart, dass sich bei der
Ratte bei hoheren Dosierungen vermutlich aufgrund eines enzymatischen Sattigungseffektes
der Anilin-Stoffwechsel andert. Dies flihrt dazu, dass reaktivere Metaboliten gebildet
werden, die eine hohere Affinitdt zur DNA, RNA und zu Proteinen aufweisen. Demgegeniiber
ist die Maus in der Lage, den bei ihr dominierenden Stoffwechselweg tber die Konjugation
mit Glucuronsaure auch bei hoheren Dosierungen aufrecht zu erhalten, wodurch eine
effiziente Elimination der Metaboliten weiterhin gewahrleistet wird (McCarthy et al., 1985;
MAK, 1992).

Die orale Verabreichung von *C-markiertem Anilin an Ratten zeigte eine iiberwiegende
Ausscheidung Gber den Harn, bei der ca. 90 % der verabreichten Radioaktivitdt innerhalb
von 24-48 h eliminiert wurden (McCarthy et al., 1985; MAK, 1992). Humanstudien mit
inhalativer und dermaler Exposition gegenliber Anilin ergaben eine Halbwertszeit (HWZ) der
Elimination von 4-Aminophenol Gber den Urin von 3,5 Stunden (Piotrowski, 1972, zitiert
nach MAK, 1992; Piotrowski, 1977). Eine aktuellere Humanstudie mit oraler Gabe von ring-
deuteriertem Anilin (Modick et al., 2016) bestatigt diesen Wert fiir den nach enzymatischer
Abspaltung von Glucuronid- und Sulfatkonjugaten gemessenen Hauptmetaboliten N-Acetyl-
4-aminophenol (NA4AP; HWZ: 3,4 — 4,3 h), wahrend fiir freies (nicht-metabolisiertes) Anilin
eine Eliminationshalbwertszeit von 0,6—1,2 h ermittelt wurde. Insgesamt wurden lber einen
Zeitraum von 48 h nach Verabreichung durchschnittlich ~70 % der Dosis als NA4AP (65,2 %),
NA4AP-Mercaptursaure (4 %), unkonjugiertes Anilin (0,24 %) sowie Acetanilid (0,26 %)
ausgeschieden, wobei weitere, nicht gemessene Metaboliten (z. B. 4-Aminophenol)
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wahrscheinlich die restlichen (nicht wiedergefundenen) ~30 % der Dosis ausmachen. Laut
Piotrowski (1957) spiegeln 4-Aminophenol sowie alle Metabolite, die durch Hydrolyse in 4-
Aminophenol umgewandelt werden kénnen, im Urin 13-55 mol% der dermal absorbierten
Menge Anilins wider; 4-Aminophenol kann somit auch als Biomarker einer Anilin-Exposition
verwendet werden (Baranowska-Dutkeiwicz, 1982; Talaska & Al-Zoughool, 2003). Auch bei
Ratten macht 4-Aminophenol ca. 16 % des Anilin-Metaboliten-Spektrums des Urins aus (Kao
et al., 1978).

Wirkungsweise

Wichtigster toxischer Effekt von Anilin ist die Schadigung des Nervensystems und der
Erythrozyten, u. a. durch die Bildung von Methamoglobin (Met-Hb), was als
Methamoglobinamie bezeichnet wird. Ursache dieser Schadigung ist die Interaktion von
N-Phenylhydroxylamin mit O,-Hamoglobin unter Bildung von Nitrosobenzol sowie Met-Hb
(Abbildung 2). Dies fiihrt zu einem gestdrten Transport von Sauerstoff zu den Organen und
Geweben und kann zu Zyanose (,Blausucht”), Kopfschmerz, erhéhter Herzfrequenz,
Schwindel, Ubelkeit mit Erbrechen und anderen Symptomen bis hin zum Tod fiihren (siehe
z. B. Lubash et al., 1964).

Generell ist die Bildung von Met-Hb durch die Aktivitat der erythrozytdaren Met-Hb-
Reduktase reversibel; libersteigt die Konzentration an Met-Hb jedoch die Kapazitat der Met-
Hb-Reduktase, kommt es u. a. zur Bildung von Hyperoxid-Anionen, einer reaktiven
Sauerstoffspezies, die in den Erythrozyten zu oxidativem Stress fihren (Jarolim et al., 1990;
Grossman et al., 1992; Jollow & McMillan, 2001; Dickinson & Forman, 2002; zitiert nach
Koeniget al, 2018). Hinzu kommt eine Stdérung des Redox-Gleichgewichts durch die aus
geschadigten Erythrozyten freigesetzten Eisen-lonen, die ebenfalls zum oxidativen Stress
beitragen (Koenig et al., 2018). AuBerdem kommt es infolge der Prazipitation des
Hamoglobins in den Erythrozyten (Heinz-Kérper) zu einer reduzierten Elastizitat und
Deformierbarkeit, was wiederum zu einer Anhaufung geschadigter Erythrozyten und
reduzierter Abbaufahigkeit in der roten Pulpa der Milz fihrt (Koenig et al., 2018). Die damit
einhergehende Akkumulation von Zelltrimmern in den GefdaRen der Milz bewirkt
Schwellungen sowie Entziindungsreaktionen; daraus folgend kann es auch zu einer Fibrose
in der Milz kommen. Auch die direkte Gabe von Nitrosobenzol an Ratten fiihrt zu den
beschriebenen Effekten (Khan et al., 2000). Diese Effektkaskade endet bei Ratten — nicht
jedoch bei Mausen (und Hamstern) — letztendlich in den beobachteten Milztumoren
(National Toxicology Program, 1978; CIIT, 1982; Hecht et al., 1983). Die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen werden dem Review-Artikel von Makhdoumi et al. (2019)
detailliert erldutert.

Die Beobachtung, dass vornehmlich mannliche Ratten Tumore ausbilden, kdnnte durch
deren (auch fiir andere Chemikalien gezeigte) hdhere Sensitivitat gegeniber Eisen-
vermittelten kanzerogenen Effekten im Vergleich zu weiblichen Ratten begriindet sein.
Daruber hinaus zeigten Mause (und Hamster) vermutlich aufgrund deutlich héherer
Methamoglobin-Reduktase-Level im Vergleich zu Ratten ebenfalls keine Tumorentwicklung
(Srivastava et al., 2002).

Nicht-kanzerogene Effekte

Eine einmalige orale bzw. intravendse Verabreichung von Anilin an mannliche Wistar-Ratten
flihrte zu Methamoglobindamie, zur Bildung von Heinz-Kérpern sowie zu einer vergroRerten
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Milz (Jenkins et al., 1972). Der ,,No Observed Effect Level” (NOEL; die hochste Dosis, bei der
im Tierexperiment keine statistisch signifikante behandlungsbedingte Wirkung auftritt)
dieser Studie lag fiir die orale Dosis bei 20 mg/kg Korpergewicht (KG) und Tag. In derselben
Studie wurden dartber hinaus freiwillige Probandinnen und Probanden gegeniiber Anilin
oral exponiert. Hierflir wurden 17 mannlichen und 3 weiblichen Personen im Alter zwischen
22 und 45 Jahren an drei aufeinanderfolgenden Tagen 5, 15 oder 25 mg Anilin oral
verabreicht. Einige dieser Personen erhielten an weiteren Tagen weitere, hthere Mengen
bis maximal 65 mg Anilin. 1, 2 sowie 3 Stunden nach oraler Gabe wurde der Methamoglobin-
Gehalt im Blut bestimmt. Eine signifikante Erhéhung zeigte sich erst ab einer Gabe von 25
mg, so dass die Autorinnen und Autoren einen NOEL von 15 mg ableiteten, was bei einem
angenommenen Koérpergewicht der Probandinnen und Probanden von 70 kg einer Dosis von
0,21 mg/kg KG entsprache. Die Gabe von 35 mg Anilin fihrte zur Erhéhung des
Methamoglobin-Spiegels um 3,7 %; bei 45 mg lag diese bereits bei 7,08 % und bei der
hochsten Gabe von 65 mg bei maximal 11,07 %, wobei der Spiegel eine Stunde nach
Erreichen des Maximalwerts wieder im Normalbereich lag. Da Methamoglobin-Gehalte bis
5 % als nicht-advers gelten (Henschler & Lehnert, 1986) , lsst sich eine Gabe von 35 mg
Anilin, entsprechend einer Dosis von 0,5 mg/kg KG (bei 70 kg KG), als ,,No Observed Adverse
Effect Level“ (NOAEL; die hochste getestete Dosis, bei der keine adverse/gesundheits-
schadliche Wirkung zu beobachten ist) dieser Studie ableiten.

In einer subakuten Studie an mannlichen F344-Ratten, denen Anilinhydrochlorid in
Dosierungen von 10, 30 und 100 mg/kg KG und Tag (tatsachlich aufgenommene Mengen
mind. 4, 12 und 41 mg Anilin/kg KG und Tag) Uber die Nahrung verabreicht wurde, zeigten
sich bei 2 von 6 Tieren der niedrigsten Dosisgruppe bereits nach einer Woche Effekte auf das
hamatopoietische System durch Bildung von Hb-Addukten (Mellert 2004; Zwirner-Baier
2003). Somit lasst sich aus dieser Studie ein ,,Lowest Observed Adverse Effect Level” (LOAEL,;
niedrigste Dosis in einer toxikologischen Studie, bei der eine schadliche Substanzwirkung
beobachtet wurde) von 4 mg/kg KG und Tag fir die Bildung von Hb-Addukten ableiten.

Eine 2-Jahresstudie mit oraler Verabreichung von Anilinhydrochlorid tGber die Nahrung
(entsprechend 0, 7, 22 und 72 mg Anilin/kg KG und Tag) an F344-Ratten (CIIT, 1982) ergab
fir systemische, nicht-neoplastische Effekte einen LOAEL von 7 mg/kg KG und Tag. Die Tiere
der niedrigsten Dosisgruppe zeigten u. a. eine GlbermaRige Ansammlung von
Eiseneinlagerungen (Hamosiderin) in der Milz sowie eine gesteigerte Himatopoese in der
roten Pulpa der Milz, eine signifikant erhéhte Zahl junger, noch unreifer roter
Blutkorperchen (Retikulozyten) bei gleichzeitiger Reduktion der Anzahl reifer Erythrozyten.
Da diese Effekte bereits in der niedrigsten Dosisgruppe auftraten, liel sich kein NOAEL
ableiten.

In einer Studie zur pra- und postnatalen Entwicklungstoxizitat wurde trachtigen F344-Ratten
vom 7. bis 20. Tag der Gestation (GD 7 bis GD 20) bzw. vom GD 7 bis zum Ende der
Trachtigkeit Anilinhydrochlorid (entsprechend 7, 22 und 72 mg Anilin/kg KG und Tag) per
Schlundsonde verabreicht. Foten der hochsten Dosisgruppe zeigten u. a. erhdhte relative
Lebergewichte sowie signifikant vergroRRerte Erythrozyten mit einer reduzierten
GroRenverteilungsspanne; der NOAEL fur fetale Effekte lag bei 22 mg/kg KG und Tag.
Allerdings wiesen die Nachkommen der Niedrigdosisgruppe transient hohere relative
Lebergewichte am postnatalen Tag 25 (PND 25) sowie PND 50 auf, nicht jedoch am PND 60.
Die Studie ergab dariber hinaus selbst bei maternal-toxischen Dosen keine Hinweise auf
embryoletale oder teratogene Effekte (Price et al., 1985).
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Neben den Effekten in der Milz ist Anilin als hautsensibilisierend der Kategorie 1 (Skin. Sens.
1) harmonisiert eingestuft; verschiedene Tests weisen darauf hin, dass Anilin ein
sensibilisierendes Potential besitzt und zu einer allergischen Hautreaktion
(Kontaktdermatitis) fihren kann (ECB, 2004).

Fiir die Risikobewertung in dieser Stellungnahme wird fiir die nicht-kanzerogenen Effekte
der LOAEL von 4 mg/kg KG und Tag aus der subakuten Studie als niedrigster toxikologischer
Referenzwert zugrunde gelegt.

Genotoxizitdt

Flr Anilin liegen zahlreiche in vitro Genmutationsstudien an Bakterien und Sdugerzellen
sowie In-vitro- und In-vivo-Zytogenitatsstudien vor. Die Datenlage und das genotoxische
Potenzial von Anilin wurden intensiv in der Wissenschaft und in wissenschaftlichen Gremien
diskutiert (ECB, 2004; Bomhard & Herbold, 2005; MAK, 2007; IARC, 2020).

Wahrend Genmutationstests an Bakterien (Standard in vitro-Ames-Test) negativ sind,
werden in In-vitro-Genmutationstests an Sdugerzellen, dem Mouse lymphoma test TK*
(MLA), positive Ergebnisse berichtet (Mitchell et al., 1988; McGregor et al., 1991).

Bei In-vivo-Versuchen an Ratten fiihrten hohe Anilin-Dosierungen zu einer leicht erhéhten
Haufigkeit von Chromosomenaberrationen und Mikrokernen bei unreifen
(polychromatischen) Erythrozyten aus dem Knochenmark (Bomhard, 2003). Bei der Maus
wurden ebenfalls Mikrokerne, jedoch keine Chromosomenaberration im Knochenmark
induziert (Jones & Fox, 2003). Auch in einem Test mit angebriteten Hilhnereiern (Hen’s Egg
Test — Micronucleus Induction, HET-MN) flhrte die Gabe von Anilin in einer
Entwicklungsphase gesteigerter Blutbildung in der Dottersackmembran, die zugleich ein Ort
der Biotransformation ist, zu einem Anstieg der Mikrokernrate (Reisinger et al., 2021). Eine
Studie an transgenen (BigBlue) Ratten mit Gabe von 100 mg/kg KG und Tag per Schlund-
sonde zeigte erhdhte Mikrokernraten in Retikulozyten, hamatologische Effekte inklusive
Met-Hb-Bildung sowie erhéhte Milz- und Lebergewichte, jedoch keine erhohten
Mutationshaufigkeiten in den Geweben von Leber, Milz und Rickenmark (Koenig et al.,
2018). Aufgrund der zugleich detektierten signifikanten Reduktion der Erythrozytenzahl
sowie einer Erh6hung der Retikulozytenzahl und des Methdamoglobinlevels schlieBen die
Autorinnen und Autoren, dass die Mikrokernbildung auf Kompensationseffekte, also auf
eine gesteigerte Zellerneuerung infolge der durch Anilin hervorgerufenen
Erythrozytentoxizitat, zurickzufiihren sei. Des Weiteren lieferte die Behandlung von
bebriteten Hiihnereiern und nachfolgende Analyse der embryonalen Hiihnerleber mittels
Comet-Assay und 3?P-Postlabeling zum Nachweis von DNA-Addukten keine Hinweise auf
eine DNA-Reaktivitdt von Anilin (Koenig et al., 2018; Kobets et al., 2019).

Kanzerogenitét

In hohen Dosierungen induziert oral verabreichtes Anilin Milztumoren in (vor allem
mannlichen) Ratten (National Toxicology Program, 1978; CIIT, 1982), nicht aber in Mausen
(National Toxicology Program, 1978) und Hamstern (Hecht et al., 1983). In der Studie des
Chemical Industry Institute of Toxicology (CIIT) wurden F344-Ratten (130 Tiere pro
Geschlecht und Gruppe) iber einen Zeitraum von 104 Wochen Anilinhydrochlorid in
Dosierungen von 0 (Kontrolle), 7, 22 sowie 72 mg Anilin/kg KG und Tag oral Giber das Futter
verabreicht. Wahrend in den Kontrollen sowie in der niedrigsten Dosisgruppe weder bei den
weiblichen noch bei den mannlichen Tieren Tumoren auftraten, entwickelte ein Mannchen
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der mittleren Dosisgruppe Milztumoren. In der hochsten Dosisgruppe (72 mg/kg KG und
Tag) wiesen 35 Mannchen (sowie ein Weibchen) Tumoren der Milz auf. Diese Studie wurde
auch zur Ableitung des LOAEL fiir nicht-kanzerogene Effekte von 7 mg/kg Korpergewicht und
Tag herangezogen (siehe oben), d. h. die beobachteten Milztumoren traten erst oberhalb
von Dosierungen auf, bei denen bereits eine starke Schadigung der Erythrozyten beobachtet
wurde. Insgesamt ergeben sich aus der Datenlage Hinweise auf ein organ-, spezies- und
geschlechtsspezifisches Muster der Kanzerogenese mit einer nicht-linearen, sehr steilen
Dosis-Haufigkeits-Beziehung der Tumorbildung in der Milz der mannlichen Ratten.

Einige Fachleute und -Gremien vermuten einen ursadchlichen Zusammenhang zwischen
Erythrozytentoxizitat, Induktion von Eisen-vermitteltem oxidativen Stress, gesteigerter
Erythropoese sowie DNA-Schadigung, die letztendlich zur Tumorbildung fihren kann (u. a.
Wu et al., 2005; Wang et al., 2008). Verschiedene Autorinnen und Autoren postulieren somit
das Vorhandensein einer Schwellenwert-Dosis, unterhalb derer es nicht zur Auslésung der
beschriebenen Reaktionskaskade kommt, die letztendlich zu den Tumoren in der Milz der
Ratten fiihrt (z. B. Bus & Popp, 1987; Mellert et al., 2004; MAK, 2007; SCOEL, 2010; SCOEL,
2015; MAK, 2018).

In verschiedenen Kohorten-Studien an Beschaftigten der chemischen Industrie, die u. a.
gegeniiber Anilin exponiert waren, konnte die beobachtete erhéhte Blasenkrebsrate nicht
eindeutig auf Anilin zuriickgefiihrt werden (SCOEL, 2015; MAK, 2018). Vielmehr fiihrt man
die erhohten Inzidenzen bei beruflich Exponierten auf die zeitgleiche Exposition gegeniiber
anderen Substanzen zuriick, allen voran o-Toluidin, welches Blasenkrebs lber die Bildung
von DNA-bindenden Nitreniumionen induziert (Carreon et al., 2010; Carreon et al., 2014;
Tajima et al., 2020; Park et al., 2021). Diese Interpretation wird gestltzt durch eine
chronische Studie an F344-Ratten mit oraler Gabe von Anilin und anderen aromatischen
Aminen wie z. B. o-Toluidin tiber die Nahrung (Goodman et al., 1984). Im Gegensatz zu o-
Toluidin fiihrte die alleinige Gabe von Anilin weder zur Bildung von y-H2AX (phosphoryliertes
Histon als genereller Biomarker beispielsweise einer DNA-Schadigung) noch zu
histopathologischen Veranderungen im Harnblasenepithel (Toyoda et al., 2019).

Demgegeniber stufte die Internationale Agentur fur Krebsforschung (International Agency
for Research on Cancer, IARC) Anilin im Juni 2020 als ,wahrscheinlich krebserzeugend fiir
den Menschen” (Gruppe 2A) ein (DeMarini et al., 2020; IARC, 2020). Basis hierflir waren u. a.
mechanistische Uberlegungen, nach denen Anilin einer Gruppe von aromatischen Aminen
angehort, von denen einige von der IARC als erwiesenermafSen fiir den Menschen
krebserzeugend klassifiziert wurden (Gruppe 1 Kanzerogene). Neben diesen
mechanistischen Uberlegungen wurde Anilin bzw. Anilinhydrochlorid auf das Vorhandensein
verschiedener Schlisselmerkmale von Kanzerogenen hin gepriift, darunter die Induktion von
Protein-/Hamoglobin- und/oder DNA-Addukten, Genotoxizitat oder der Induktion von
oxidativem Stress.

Die Europaische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) bestimmte unter Anwendung
des Benchmark-Dosis-Ansatzes (EFSA, 2007; EFSA, 2018) eine Effektdosis (BMDLyp) von

29 mg/kg KG und Tag fiir eine 10%ige Zunahme der Tumorinzidenz, basierend auf den Daten
zur Haufigkeit der Milztumore bei mannlichen Ratten aus beiden Kanzerogenitatsstudien
(National Toxicology Program, 1978; CIIT, 1982). Auch die US-amerikanische
Umweltbehérde EPA (Environmental Protection Agency; US EPA) vertritt die Auffassung,
dass bei Fehlen sicherer Belege fiir einen Schwellenwert davon ausgegangen werden muss,
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dass bereits kleinste Mengen von Anilin eine tumorinduzierende Wirkung haben kdénnten;
mithilfe des Linearized-Multistage-Modells leitete die US EPA demzufolge einen , oral cancer
slope factor” (CSF) von 5,7 x 10~ pro mg/kg KG und Tag ab (US EPA (2000)). Die zur
Berechnung des CSF zugrundeliegende Studie ist die 2-Jahresstudie an Ratten (CIIT, 1982).

Flr die Risikobewertung in dieser Stellungnahme wird daher fir die (potentiellen)
kanzerogenen Effekte der CSF von 5,7 x 1073 pro mg/kg KG und Tag als konservativster
Ansatz zugrunde gelegt.

3.1.3 Expositionsschdtzung fiir freies Anilin

Fingermalfarben sind Produkte mit bestimmungsgemaRkem, intensivem Hautkontakt, welche
teilweise bereits fiir Kinder unter 36 Monaten vorgesehen sind; die meisten der Produkte fir
Kinder unter 36 Monaten sind hierbei ausgewiesen fiir die Altersstufe ab 2 Jahren (,,2+)
(CEN ISO/TR 8124-8:2016), einige wenige jedoch auch schon fiir Kinder ab 12 Monaten.

Aufgrund des Mouthingverhaltens (,,in den Mund nehmen*”) kleiner Kinder muss fir diese
Altersgruppe zusatzlich zur dermalen Exposition durch bestimmungsgemaRen Gebrauch
auch von einer (unbeabsichtigten) oralen Aufnahme ausgegangen werden.

Ermittlung der Gesamtexposition durch Fingermalfarben

Fir die Expositionsschatzung stehen dem BfR keine belastbaren Anwendungsdaten zur
Verfligung, so dass im Folgenden ein sehr konservativer Ansatz zugrunde gelegt wird.

Entsprechend dem Expositionsszenario fir Fingermalfarben im ,, Children’s Toys Fact
Sheet” (RIVM, 2002) spielt ein 18 Monate altes, 9,85 kg schweres Kind 100-mal im Jahr
durchschnittlich jeweils 45 Minuten lang mit Fingermalfarben. Der Kontakt mit der Farbe
erfolgt primar tber die Handinnenflachen, was zu einer beabsichtigten dermalen Exposition
flihrt. Zusatzlich wird laut Toys Fact Sheet angenommen, dass pro Minute durch Hand-zu-
Mund-Kontakt 30 mg Fingermalfarbe verschluckt wird, insgesamt also 1.350 mg pro
Spielevent (45 min x 30 mg).

Zur Berechnung des Krebsrisikos ist jedoch nicht nur ein einzelner Zeitpunkt relevant,
sondern das Uber die gesamte Lebenszeit aufsummierte zusatzliche Risiko (Lifetime Excess
Cancer Risk, LCR). Daher wurde in einem konservativen Ansatz davon ausgegangen, dass ein
Kind beginnend ab einem Alter von einem Jahr durchgehend bis zu einem Alter von 14
Jahren (analog dem Geltungsbereich der EU-Spielzeugrichtlinie) regelmaRig mit
Fingermalfarben spielt, dabei Kontakt mit den Handinnenflachen hat sowie altersabhangig
jeweils entweder 400 mg (Kinder bis 36 Monate) oder 0 mg (Kinder Gber 36 Monate)
verschluckt.

Da Fingermalfarben gemall EN 71-7 inzwischen Bitterstoffe enthalten missen, geht das BfR
flr Kinder bis zu 36 Monaten (in Anlehnung an die Stellungnahme von (SCHER, 2016) fur
flussig/haftende Spielzeugmaterialien von einer oralen Aufnahme von 400 mg statt der vom
niederlandischen Nationalen Institut flr 6ffentliche Gesundheit und Umwelt (Rijksinstituut
voor Volksgezondheid en Milieu; RIVM) vorgeschlagenen 1.350 mg aus, wohingegen fir
Kinder Gber 36 Monaten gar keine orale Aufnahme angenommen wird. Ebenfalls
abweichend vom Expositionsszenario des RIVM ist das BfR der Auffassung, dass Kinder mit
zunehmendem Alter vermehrt andere Produkte zum kreativen Gestalten verwenden, so
dass flir Kinder Gber 36 Monaten von einer reduzierten Spielhdufigkeit mit Fingermalfarben
von 12-mal pro Jahr ausgegangen wird. Die altersabhangigen Kérpergewichte, dermalen

© BfR | bfr.bund.de 14/ 26



Expositionsflachen, oralen Aufnahmemengen sowie Spielhdufigkeiten sind in Tabelle 2
zusammengestellt.

Tabelle 2: Expositionsparameter fir die Schatzung der dermalen und oralen Aufnahme von Anilin Gber
Fingermalfarben fur verschiedene Altersgruppen von Kindern.

Alter Kérpergewicht (kg) Dermale Expositionsflache Orale Aufnahmemenge Spiel-
(Jahre) haufigkeit
Handflache Handinnenseite Fingermalfarbe (mg) (pro Jahr)
gesamt (cm?) (cm?)
1-2 9,8 260 130 400 100
2-3 12,4 270 135 400 100
3-6 15,7 330 165 0 12
6-11 24,3 460 230 0 12
11-14%* 44,8 640 320 0 12

*Die Angaben fiir Korpergewicht und Handflachen beziehen sich auf 11- bis 16-jahrige Kinder. Die Spielzeug-
Richtlinie gilt jedoch nur fiir Spielzeug fiir Kinder bis 14 Jahre, sodass die Expositionsberechnung nur fur Kinder
bis einschlieBlich 14 Jahren durchgefiuhrt wurde

Fiir die dermale Expositionsschatzung in dieser Stellungnahme wurden die im /n-vivo-
Versuch ermittelten mittleren Absorptionsraten fir eine wassrige Losung mit einem Anilin-

Gehalt von 1 % von 320 pg/cm?/h fiir eine 30-miniitige Kontaktdauer bzw. von 200 pg/cm?/h

flir eine 60-miniitige Kontaktdauer (siehe 3.1.2) mittels linearer Interpolation fir die hier
veranschlagte Spieldauer von 45 min auf eine Absorptionsrate von 260 pg/cm?/h gemittelt.

Hierbei wurde vereinfachend davon ausgegangen, dass die flr wassrige Lésungen ermittelte

Absorptionsrate auch fir viskdse Fingermalfarben gilt. Es ergeben sich in Abhangigkeit vom
Alter infolge des dermalen Kontakts systemische Expositionsdosen (SEDgerm) zWischen

1,39 pg/kg KG und Event (fiir 11- bis 14-jahrige Kinder) und 2,59 pg/kg KG und Event (fur 1-
bis 2-jahrige Kinder) (siehe Tabelle 3).

Fiir die orale Exposition ergeben sich unter der Annahme, dass Anilin aus Fingermalfarben
beim Menschen zu 100 % im Magen-Darm-Trakt resorbiert wird (siehe oben) systemische
Expositionsdosen (SEDoral) zwischen 0 und 0,41 pg/kg KG und Event.

Die Gesamtexposition (SEDgesamt) errechnet sich aus der Summe von dermaler und oraler
Aufnahme (SEDgerm + SEDoral) und liegt zwischen 1,39 pg/kg KG und Event (fur 11- bis 14-
Jahrige) und 2,99 pg/kg KG und Event (fur 1- bis 2-J3hrige).

Diese eventbezogenen Expositionsdosen lassen sich bei einer Spielhaufigkeit von 100-mal
bzw. 12-mal pro Jahr auf eine auf das Jahr bezogene durchschnittliche tagliche
Expositionsdosis extrapolieren (Year Average Daily Dose, YADD = SED x (100 bzw. 12)/365,
analog der ,Lifetime average daily Dose” nach US EPA (2005a)). Fir jede altersbezogene
YADD lasst sich anschlieRend ein zusatzliches LCR ermitteln, welches sich als Produkt aus
dem oralen ,,Cancer Slope Factor” (CSF) von 5,7 x 103 (mg/kg KG und Tag)™* (basierend auf
der Beobachtung von Milztumoren nach chronischer oraler Exposition von Ratten nach US

EPA (1988)) und der YADD ergibt. Zuséatzlich bericksichtigt wird bei der LCR-Berechnung ein

Faktor fir die erhohte Empfindlichkeit von Kindern gegeniiber mutagen wirkenden
Kanzerogenen ohne Schwellenwert in friihen Lebensjahren (age-dependent Adjustment

Factor (ADAF); aufgrund des Fehlens substanzspezifischer Informationen verwendet das BfR

die von der US-EPA festgelegten Standardwerte: 10 fiir Kinder bis 24 Monate, 3 fir dltere
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Kinder bis < 16 Jahre, nach US EPA (2005b) sowie die Dauer der betrachteten Lebensphase
in Bezug auf eine angenommene Lebenserwartung von 70 Jahren.

3.1.4 Risikocharakterisierung
Nicht-kanzerogene (systemische) Effekte

Zur Bewertung der nicht-kanzerogenen Effekte wird das Konzept des Sicherheitsabstandes
(Margin of Safety, MoS) angewendet. Der MoS entspricht dem Quotienten aus einem
gesundheitsbasierten Referenzwert und der systemischen Expositionsdosis SEDgesamt. Da aus
der Gefahrencharakterisierung ein LOAEL (niedrigste im Tierversuch eingesetzte Dosis mit
beobachtetem adversen Effekt) als gesundheitsbasierter Referenzwert vorliegt, sollte der
MoS den Wert 300 nicht unterschreiten. Dieser ergibt sich aus dem Produkt der
Unsicherheitsfaktoren flr die intra- und interspeziesspezifischen Unterschiede in
Toxikokinetik (Faktor 10) und Toxikodynamik (Faktor 10) sowie der Tatsache, dass der LOAEL
anstelle eines NOAEL verwendet wird (Faktor 3). Die subakute Studie mit taglicher
Verabreichung von Anilin Gber die Nahrung an Ratten (Zwirner-Baier et al., 2003; Mellert et
al., 2004) ergab bereits nach einer einwéchigen Aufnahme Effekte auf das hamatopoietische
System bei einer Dosis von 4 mg/kg KG und Tag (LOAEL). Unter Beriicksichtigung einer
oralen Bioverfligbarkeit von (mindestens) 89 % fiir Anilin bei der Ratte ergibt sich ein
systemischer LOAEL von 3,56 mg/kg KG und Tag. Die resultierenden MoS-Werte liegen somit
zwischen 1.336 (1- bis 2-Jahrige) und 2.872 (11- bis 14-Jahrige) und sind daher selbst unter
der Annahme einer taglichen Spielhaufigkeit als ausreichend groR zu bezeichnen.

Dementsprechend ist bei einem Gehalt von 10 mg/kg freiem Anilin in Fingermalfarben die
Eintrittswahrscheinlichkeit gesundheitlicher Beeintrachtigungen hinsichtlich der nicht-
kanzerogenen systemischen Effekte, selbst bei aggregierter Exposition durch gleichzeitige
orale und dermale Aufnahme, sehr niedrig.

Kanzerogene Effekte (Annahme eines genotoxischen Wirkmechanismus ohne Schwellenwert)

Obwohl die Datenlage auf einen indirekten Mechanismus der Tumorentstehung bei der
Ratte hindeutet, kann das Fehlen eines Schwellenwertes nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden. Als einzig akzeptable Vorgehensweise fiir die Bewertung von Kanzerogenen in
Spielzeug, fur die kein Schwellenwert abgeleitet werden kann, empfahl SCHER im Jahr 2010
das Konzept des zusatzlichen LCR (SCHER, 2010). Eine zusitzliche Tumorinzidenz von 1x107°,
d. h. einem zusatzlichen Krebsfall bei einer Million gegeniiber dieser Dosis exponierten
Personen, wurde hierbei von SCHER als akzeptables Risiko fiir Erwachsene vorgeschlagen,
wahrend fir Kinder ggf. ein zusatzlicher Sicherheitsfaktor notwendig sei. Daher wird unter
der (konservativen) Annahme eines Wirkmechanismus ohne Schwellenwert zur Berechnung
des damit verbundenen zusatzlichen LCR folgende Formel verwendet:

Zusatzliches LCR = CSF x ADAF x YADD X TF
wobei
CSF: cancer slope factor; hier: 5,7 x 1073 pro mg/(kg KG und Tag) US EPA (2005b)
ADAF: age dependent adjustment factor, hier: 10 fiir 0 — <2 Jahre, 3 fiir >2 — <16 Jahre
YADD: year adjusted daily dose, siehe Tabelle 3

TF: time fraction, hier: Anzahl Jahre in Altersgruppe / 70 Jahre
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Das zusatzliche LCR wird zunéachst fir jede Altersgruppe separat errechnet (siehe Tabelle 3).
Im Anschluss werden die einzelnen LCR-Werte Uber alle Altersstufen aufaddiert. Unter
Berticksichtigung des zugrunde gelegten Expositionsszenarios liegt das zusatzliche LCR durch
Spielen mit Fingermalfarben mit einem Anilingehalt von 10 mg/kg mit 0,99 x 107® im Bereich
des nach SCHER akzeptablen Wertes von 1 x 107®.

Tabelle 3: Systemische Expositionsdosen fiir die dermale (SEDgermai), die orale (SEDora) und die Gesamtaufnahme
(SEDgesamt) sowie die anhand der Verwendungshaufigkeit fir Fingermalfarben (100 bzw. 12 x pro Jahr)
errechnete jahrliche durchschnittliche tagliche Dosis (YADD). Aus der YADD bzw. SEDgesamt €rgeben sich das
zusatzliche Lebenszeitkrebsrisiko (LCR) sowie der Sicherheitsabstand (MoS) beziiglich systemischer Effekte durch
Spielen mit Fingermalfarben, die jeweils 10 mg freies Anilin/kg enthalten.

Alter SEDgermal SEDoral SEDgesamt YADD Zusatzliches LCR MoS
(Jahre)
(ug/kg KG und Event) (ug/kg KG und Tag)
1-2 2,59 0,41 2,99 0,82 0,67 x 10°° 1.336
2-3 2,12 0,32 2,45 0,67 0,16 x 1076 1.636
3-6 2,05 0 2,05 0,07 0,05 x 1076 1.952
6-11 1,85 0 1,85 0,06 0,07 x 10°® 2.167
11-14 1,39 0 1,39 0,05 0,03 x 10°® 2.872

Summe: 0,99 x 1076

3.1.5 Unsicherheitsbetrachtung

Die hier vorgestellte Risikobewertung ist mit mehreren Unsicherheiten verbunden. Zum
einen bestehen noch Datenlicken bezliglich der Toxikologie von Anilin. So ist bisher nicht
zweifelsfrei erwiesen, ob die in der (mannlichen) Ratte gezeigte kanzerogene Wirkung einem
Schwellenwert-Mechanismus unterliegt und wie bzw. ob diese Befunde auf den Menschen
Ubertragen werden kdnnen.

Weitere Unsicherheiten bestehen in der eingeschrinkten/lliickenhaften Datenlage zur
Nutzung von Fingerfarben durch Kinder und damit in den Parametern, die zur Berechnung
der Exposition gegeniber Anilin aus Fingermalfarben herangezogen wurden. So bestehen
Unsicherheiten in der verwendeten Absorptionsrate zur Aufnahme liber die Haut und
beziglich der in Kontakt mit der Fingermalfarbe befindlichen Kérperoberflache, der
angenommenen Spielhaufigkeit sowie der Héhe der oral aufgenommenen Menge je
Altersgruppe. Auch das Extrapolieren der systemischen Expositionsdosis fiir einen Tag, an
dem mit Fingermalfarben gespielt wurde, auf Tage, an denen keine Exposition stattfindet, ist
streng genommen nur fiir Substanzen legitim, die eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung
aufweisen. Ob Anilin hierzu gehort, ist derzeit nicht abschlieBend geklart.

In Anbetracht der identifizierten Unsicherheiten wurde die Risikobewertung so gestaltet,
dass jeder Parameter nach Moéglichkeit derart gewahlt wurde, dass die resultierende
Expositionsschitzung eher zu einer Uberschitzung der tatsichlichen Exposition fiihrt. Auch
auf der Seite des Gefdhrdungspotentials wurde mit der Annahme des Fehlens eines
Schwellenwertes die konservativste Moglichkeit fiir den Endpunkt Kanzerogenitat gewahlt,
sodass alle anderen Optionen (geringere Exposition, Wirkmechanismus mit Schwellenwert)
ebenfalls miteingeschlossen sind. Da selbst fir diese sehr konservativen Annahmen
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beziglich Exposition und Gefahrdungspotential ein gesundheitliches Risiko nicht zu erwarten
ist, ist die Wahrscheinlichkeit gesundheitlicher Beeintrachtigungen durch Fingermalfarben
mit Gehalten an freiem Anilin in Hohe des Grenzwertes im Ergebnis als sehr niedrig
anzusehen.

3.2 Weitere Aspekte

In der hier vorgestellten gesundheitlichen Bewertung wurde davon ausgegangen, dass ein
Kind jedes Mal mit Fingermalfarbe spielt, welche einen Anilin-Gehalt in Hohe der maximal
zuldssigen Menge von 10 mg/kg aufweist. Eine Abfrage bei den Landesuntersuchungsdmtern
ergab jedoch, dass solch hohe Gehalte in den Produkten bisher nicht gefunden wurden. So
lag der maximale analysierte Gehalt von ca. 60 bisher gemessenen Fingermalfarben im
Zeitraum vom Jahr 2015 bis zum Ende des Jahres 2020 bei 8,6 mg Anilin/kg. Dieser Wert
ergab sich in einer gelben Fingermalfarbe (erst) nach reduktiver Spaltung. In diesem Falle
waére ein Gehalt bis 30 mg/kg zulassig, der auf ein Verwendungsverbot von Azofarbstoffen
abzielt, die Anilin nach reduktiver Spaltung freisetzen kdnnen. Eine weitere gelbe Farbe
enthielt 4,3 mg/kg, eine rote Farbe 5,7 mg/kg, beide ebenfalls erst nach reduktiver Spaltung.
Der Anilingehalt aller Gbrigen Proben, sowohl mit als auch ohne vorherige reduktive
Spaltung, lag unterhalb der Nachweisgrenze von 2 mg/kg (bei Messung mittels
Gaschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie; GC-MS/MS) bzw. 0,8 mg/kg (bei
Messung mittels Flissigchromatographie mit Diodenarray—Detektor; LC/DAD). Das
tatsachliche zusatzliche Lebenszeitkrebsrisiko ist somit sehr wahrscheinlich deutlich kleiner
als die nach SCHER akzeptable Risikohéhe von 1 x 107,

Weitere Informationen auf der BfR-Website zum Thema Spielzeug
Themenseite zur gesundheitlichen Bewertung von Spielzeug:
https://www.bfr.bund.de/de/gesundheitliche_bewertung_von_spielzeug-
7527.html
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