Stellungnahme des IFA vom 11.11.2016 (aktualisierte Fassung vom 24.08.2015)

Toxizitat von Ketoximen

1 Einleitung

Silikon-Dichtmassen enthalten Reagenzien zur Vernetzung, die bei der Aushartung Ketoxime
freisetzen. 2-Butanonoxim abspaltende Reagenzien werden derzeit am haufigsten einge-
setzt. Fir den Krebsverdachtsstoff 2-Butanonoxim (Methylethylketoxim, MEKO) wurde 2013
ein AGW von 1 mg/m3 festgelegt. Simulierte Arbeitsplatzmessungen der BG Bau zeigen,
dass bei Arbeiten in geschlossenen Raumen (z. B. bei der Abdichtung von Fugen beim
Ausbau von Badezimmern) mit erheblich héheren Luftkonzentrationen von 2-Butanonoxim
als 1 mg/m3 zu rechnen ist.

Seitens der Hersteller von Silikon-Dichtmassen sind Tendenzen zu erkennen, auf Ver-
netzungsreagenzien auszuweichen, die anstelle von 2-Butanonoxim andere, zu 2-Butanon-
oxim homologe Ketoxime freisetzen. Bei diesen Ketoximen handelt es sich z. B. um Aceton-
oxim, 2-Pentanonoxim (MPKO) oder Methylisobutylketoxim (MIBKO).

In dieser Stellungnahme werden in kurzer Form zundchst wesentliche Aspekte der toxischen
Wirkweise von 2-Butanonoxim sowie die Grundlagen der Ableitung des AGW der ,Begriin-
dung zu Butanonoxim in TRGS 900" [1] zusammengefasst. Es folgen ein Uberblick beziiglich
der Datenlage zur Toxizitat der fir die Substitution von 2-Butanonoxim relevanten Ketoxime
und eine Einschéatzung deren toxischen Potenzials.

2  Toxizitat von 2-Butanonoxim (CAS 96-29-7)

Erkenntnisse zur Toxizitat von 2-Butanonoxim basieren in erster Linie auf Tierversuchen. Im
Vordergrund stehen Methamoglobinbildung* sowie adverse Effekte auf die Milz, Lebertoxizi-
tat und —kanzerogenitat und Degeneration des olfaktorischen Epithels? (empfindlichster End-
punkt).

Wesentliche Effekte kdnnen durch zwei Mechanismen erklart werden, obwohl auch weitere
relevant sein konnten:

e Durch Hydrolyse von 2-Butanonoxim entsteht Hydroxylamin, welches enzymatisch zu
Nitrit umgesetzt wird. Nitrit filhrt zur Schadigung der Erythrozyten® durch Bildung von
Methamoglobin. Folgen sind Verénderungen der Milz (Hamosiderose*, Organver-
gréRerung) sowie extramedulldre Hamatopoese®.

e 2-Butanonoxim kann enzymatisch zur 2-Nitrobutan metabolisiert werden. Dessen De-
oxygenierung und Sulfatierung durch Arylsulfotransferase fiihrt zum Hydroxylamin-O-
sulfonat, das spontan das Nitreniumion (NH,") freisetzt. Dabei handelt es sich um
eine hochreaktive Spezies, die mit Proteinen und DNA Addukte bildet. Die fur diesen
Metabolismus notwendigen Enzyme sind hauptséachlich in der Leber lokalisiert,

! Methamoglobin: oxidierte Form des Hamoglobins (Fe®* => Fe®"), das zum Sauerstofftransport im
Blut dient; Methamoglobin ist funktionsunfahig

% olfaktorisches Epithel: Riechschleimhaut
® Erythrozyten: rote Blutkorperchen
* Hamosiderose: erhéhte Eisenablagerungen

® extramedullare Hamatopoese: Bildung von Blutzellen (Hamatopoese) auRerhalb des Knochenmarks
(Medulla ossium)
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wodurch sich die in Tierversuchen beobachtete Lebertoxizitat und -kanzerogenitat er-
klart. Die niedrige Inzidenz bei weiblichen Versuchstieren kénnte auf einer geringeren
Arylsulfotransferaseaktivitiat im Vergleich zu mannlichen Tieren beruhen, die eine
verminderte Bildung des Hydroxylamin-O-sulfonats zur Folge hat.

Im Vergleich dazu wirkt Butanon tiberwiegend neurotoxisch und weist sonst keine Ahnlich-
keiten zur Toxikologie von 2-Butanonoxim auf. (Neurotoxische Effekte wurden bei Ratten
erst bei sehr hohen oralen oder inhalativen Expositionen von 2-Butanonoxim beobachtet.)

In der Begriindung zu Butanonoxim in TRGS 900 [1] wird sowohl ein AGW-analoger Wert fur
nicht-neoplastische (nicht krebsartige) als auch eine Expositions-Risiko-Beziehung (ERB) fur
krebserzeugende Wirkungen abgeleitet. In diesem speziellen Fall wurde der AGW-analoge
Wert als AGW in der TRGS 900 festgelegt und ist daher im Rahmen des
Risikomanagements heranzuziehen. Es ist wichtig anzumerken, dass ein AGW eines
Stoffes, der auf einen AGW-analogen Wert basiert, nicht zwingend vor schadlichen
Wirkungen schiitzt und dass ein Restrisiko, an arbeitsbedingtem Krebs zu erkranken, auch
bei Unterschreitung des AGW nicht ausgeschlossen werden kann.

Grundlage fur die Ableitungen des AGW-analogen Wertes und der ERB sind eine subchroni-
sche Studie (13 Wochen) an Mausen [2] sowie eine Kanzerogenitatsstudie an Ratten und
Méausen [3] bei inhalativer Exposition. Fir nicht krebserzeugende Wirkungen wird aus der
subchronischen Studie eine LOAEC® von 36 mg/m3 (10 ppm) sowie eine NOAEC’ von 10,8
mg/m3 (3 ppm) fur Effekte am olfaktorischen Epithel von Mausen ermittelt. Die niedrigste in
der Kanzerogenitatsstudie getestete Luftkonzentration von 54 mg/ms3 (15 ppm) stellt fiir nicht
krebserzeugende Wirkungen einen LOAEC fir Degeneration des olfaktorischen Epithels,
Kongestion der Milz und Leberschaden bei Ratten und Mausen dar. Weiterhin wurden signi-
fikante Zunahmen von Leberadenomen ab 272 mg/m3 (75 ppm) bei mannlichen Ratten und
von Leberkarzinomen ab 1358 mg/m3 (374 ppm) bei Ratten und Mausen beobachtet.
Daruber hinaus traten bei méannlichen Ratten ab 1358 mg/m3 (374 ppm) auch Fibrome der
Brustdrisen auf.

Aus diesen Daten wird gemaf des Leitfadens zur Quantifizierung von Krebsrisikozahlen ein
AGW-analoger Wert von 0,66 mg/m?3 (gerundet auf 1 mg/m3), basierend auf Wirkungen auf
das Atemwegsepithel, abgeleitet.

Die ERB beruht auf Leberkanzerogenitat in ménnlichen Ratten. Dabei wird die verstarkende,
nicht krebserzeugende lebertoxische Wirkung beriicksichtigt. Das bedeutet nach den Vorga-
ben der TRGS 910, dass sich das Risiko bei Dosen, die noch nicht lebertoxisch wirken, um
den Faktor 10 reduziert. Es ergeben sich Risikokonzentrationen von

7,7 mg/m3 fir ein Risiko von 4 : 1.000
1,4 mg/m3 fur ein Risiko von 4 : 10.000
0,7 mg/m3 fur ein Risiko von 4 : 100.000.

Die Akzeptanzkonzentration dieser ERB liegt oberhalb des AGW-analogen Wertes und ist
daher nicht maf3geblich.

® LOAEL(C): Lowest Observed Adverse Effect Level (Concentration); niedrigste (beobachtete = im
Experiment ermittelte) Dosis mit toxischer Wirkung

" NOAEL(C): No Observed Adverse Effect Level (Concentration); hochste (beobachtete = im
Experiment ermittelte) Dosis ohne toxische Wirkung
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3 Toxizitat von anderen Ketoximen

3.1 Acetonoxim (CAS 127-06-0)

Im Rahmen des REACH-Registrierungsverfahrens von Acetonoxim wird zur Ableitung eines
DNELs (long term, worker) von 0,35 mg/m? eine subchronische Studie (90 Tage) mit oraler
Gabe an Ratten herangezogen, bei der ein NOAEL von 10 mg/kg KG/Tag ermittelt wurde.
Als adverse Effekte werden u. a. dosisabhangige, statistisch signifikante Methamoglobin-
amie, erhdhte Leber- und Milzgewichte, Lebertoxizitat (ausgepragter bei mannlichen Ratten)
mit extramedullarer Hamatopoese sowie Veranderungen in der Milz mit extramedullarer
Hamatopoese genannt.

Zur Ableitung des DNELs durch den Registranten:
1. Umrechnung NAOELora => NAEL inhaaiiv
NAELinhalaiv = (NOAEL4a/0,38)*0,67*0,5 = 8,8 mg/m3
2. Extrapolation subchronisch => chronisch
Divisor 2
3. Allometrische Extrapolation
“Not typically applied in the derivation of an inhalation DNEL”
4. Interspeziesextrapolation
Divisor 2,5; Standardwert
5. Intraspeziesextrapolation
Divisor 5; Arbeiter

3.2  2-Pentanonoxim (CAS 623-40-5)

Zum Zeitpunkt der Stellungnahme des IFA vom 24.08.2015 diente eine in dem REACH-
Registrierungsdossier von 2-Pentanonoxim zitierte Studie zur Reproduktionstoxizitat bei
Ratten (5 Wochen, oral) zur Ableitung eines DNEL (long term, worker, systemic) von 0,735
mg/m3, der auf einem NOAEL von 15 mg/kg KG/Tag basierte. Beobachtete Effekte waren u.
a. Beeintrachtigung der Erythrozyten, erhéhte Gewichte und Kongestion der Milz sowie
extramedullare Hamatopoese der Milz (dosisabhangig) und der Leber. Diese Studie wird
aktuell jedoch nicht mehr als Schlisselstudie fir den DNEL (long term, worker, systemic)
herangezogen.

Zur Ableitung des DNELs durch den Registranten:

1. Umrechnung NAOELgra => NAELinhalativ
NAELinhalaiv = (NOAELqa/0,38)*0,67*0,5 = 13,22 mg/m3

2. Extrapolation subakut => chronisch
Divisor 6

3. Allometrische Extrapolation
Divisor 1; “No interspecies differences are to be taken into account for an inhalation DNEL”

4. Interspeziesextrapolation
Divisor 1; “No interspecies differences are to be taken into account for an inhalation DNEL”

5. Intraspeziesextrapolation
Divisor 3; “...supported by data from similar compounds. Toxicological evaluation of other structurally
similar oxime silanes demonstrated similar toxicities whose severity did not increase with longer duration
exposure and showed recoverability once compound exposure was stopped.”

Am 10.03.2016 wurde dem Regestrierungsdossier eine weitere Tierversuchsstudie an
Ratten bei 2-wochiger inhalativer Exposition (2 mal 5 Tage; 6 Stunden pro Tag) hinzugeflgt.
Daraus leiten die Registranten den aktuell gelisteten DNEL (long term, worker, systemic) von
8,3 mg/m? ab, der den oben genannten Wert ablost. Bei Ratten der mittleren und hohen

8 NAEL(C): No Adverse Effect Level (Concentration); héchste (durch Extrapolation ermittelte) Dosis
ohne toxische Wirkung
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Dosisgruppe (Expositionshéhe 150 und 300 ppm) wurden erhéhte Milzgewichte beobachtet.
Vor dem Hintergrund, dass in Tierversuchsstudien zur Toxizitat von Oximen
Ubereinstimmend Symptome der Milz auftraten, kann die Erhéhung der Milzgewichte als
einsetzender adverser Effekt beurteilt werden. Diese Ansicht vertreten die Autoren der
Zusammenfassung und Bewertung der Studie jedoch nicht und legen 300 ppm (hohe
Dosisgruppe) als NOAECRgat. fest.

Zur Ableitung des DNELs durch den Registranten:
1. Anpassung des Startwerts (Atemvolumen und Expositionsbedingungen)

Divisor 2

2. Extrapolation subakut => chronisch
Divisor 6

3. Allometrische Extrapolation
Divisor 2,5

4. Interspeziesextrapolation

Divisor 1; “No interspecies differences are to be taken into account for an inhalation DNEL”
5. Intraspeziesextrapolation

Divisor 5

Weiterhin liegt ein toxikologisches Gutachten zu 2-Pentanonoxim (im Vergleich zu 2-
Butanonoxim) der Firma AdvanSix (Morris Plains, New Jersey) vom 27.10.2016 vor. Es
enthalt eine Zusammenfassung von toxikologischen in vitro und in vivo Studien. In
tabellarischer Form (ja/nein; statistisch signifikant) werden auch die Ergebnisse einer 14- und
einer 90-Tagesstudie bei inhalativer Exposition von Ratten (5 Tage pro Woche, 6 Stunden
am Tag) beschrieben, wobei es sich offensichtlich um die oben genannte Studie der
REACH-Reqgistrierung sowie deren Fortsetzung handelt. Fir beide Studien werden
signifikant erhhtes Gewicht sowie Pigmentierung der Milz der weiblichen sowie signifikant
erhéhte Lebergewichte® der ménnlichen Ratten berichtet, die bei 300 ppm auftraten. Die
Autoren bewerten diese Befunde als nicht wesentlich (,no significant toxicity"). Niedrigere
Dosen wurden nicht untersucht oder nicht beschrieben. Aus dieser Studie wird ein DNEL
(worker, inhalation, long-term, systemic/local effects) von 25 mg/m3 (6 ppm) abgeleitet. Die
Festlegung von 300 ppm als NOAECg,¢ (anstatt als LOAECgqe) iSt wie bei der 14-
Tagesstudie, bei der schon in der mittleren Dosisgruppe (150 ppm) erhéhte Organgewichte
auftraten, kritisch zu sehen. Leider liegen keine Zahlenwerte fir die Erhéhung der Leber- und
Milzgewichte vor, so dass das Ausmalfi sowie eine mogliche Progredienz der Effekte im
Vergleich zu der 14-Tagesstudie nicht beurteilt werden kann. Diese Unsicherheiten lassen
bei einer mehr konserativen Betrachtung die Einfihrung eines zuséatzlichen
Sicherheitsfaktors (Extrapolation LOAEC => NOAEC) von 3 als gerechtfertigt erscheinen,
was in einen DNEL von 8,4 mg/m?3 (2 ppm) minden wirde.
Zur Ableitung des DNELs:
1. Anpassung des Startwerts (Atemvolumen und Expositionsbedingungen)
Divisor 2
2. Interspezies Variabilitat
Divisor 2,5
3. Extrapolation subchronisch => chronisch
Divisor 2

4. Bei konserativerem Ansatz zusatzlich: Extrapolation LOAEC => NOAEC
Divisor 3

° Im Gegensatz zu dem Gutachten der Firma AdvanSix werden im REACH-Dossier bei der 14-
Tagesstudie keine erhdhten Lebergewichte erwahnt.

4/6



Stellungnahme des IFA vom 11.11.2016 (aktualisierte Fassung vom 24.08.2015)

Insgesamt stehen die Ergebnisse im Einklang mit den vorliegenden Befunden zur toxischen
Wirkung von Oximen, obgleich die Wirkstarke von 2-Pentanonoxim verglichen mit
2-Butanonoxim geringer sein kénnte. In einer 90-Tagesstudie bei inhalativer Exposition von
Ratten gegen 2-Butanonoxim, allerdings bei einer um 25% hdheren Luftkonzentration,
wurden deutlich mehr und starker adverse Effekte beobachtet. Der Verdacht auf ein
krebserzeugendes Potential von 2-Pentanonoxim, das Oximen generell aufgrund der
Datenlage unterstellt werden muss, kann durch eine 90-Tagesstudie jedoch nicht
ausgeraumt werden.

3.3  Methylisobutylketoxim (CAS 105-44-2)

Zur Toxizitat von Methylethylketoxim liegen nur wenige Informationen vor. Es sind weder
deutsche noch internationale Grenzwerte bekannt. Methylethylketoxim ist derzeit unter
REACH vorregistriert, daher existiert noch kein REACH-Dossier, so dass auch keine DNELs
recherchierbar sind.

In dem REACH-Registrierungsdossier von Acetonoxim wird allerdings eine Tierversuchs-
studie an Ratten bei oraler Gabe (13 Wochen) im Rahmen des ,read-across” zitiert. Es wur-
den Wirkungen auf Erythrozyten und Hamosiderose (ab 50 mg/kg KG/Tag) sowie bei allen
Dosierungen extramedullare Hamatopoese in der Milz beobachtet. Dennoch rechtfertigt der
Registrant die Festlegung eines NOAEL von 15 mg/kg KG/Tag, weil er die Effekte als ge-
ringfugig und reversibel ansieht.

In einer Tierversuchsstudie an Ratten bei oraler Gabe (12 Wochen) zeigten sich hamolyti-
sche Anamie®®, extramedulldre Hamatopoese sowie Hamosiderose der Milz als Symptome.
Ein NOAEL wird mit 30 mg/kg KG/Tag beziffert (histologische Effekte in der Milz). Jedoch
sind schon bei dieser Dosis erhohte, wenn auch nicht signifikante Zunahmen der Milzge-
wichte zu beobachten [4].

Orientiert man sich an den aus den in den oben genannte Studien hergeleiteten NOAELs
von 15 mg/kg KG/Tag bzw. 30 mg/kg KG/Tag, so lasst sich daraus ein DNEL (long term,
worker) zwischen 0,5 mg/m3 und 1 mg/ms? ableiten, wenn ein Ableitungsschema analog zur
DNEL-Ableitung von Acetonoxim (s.0.) gewahlt wird.

4  Stellungnahme

Die Datenlage zur Toxizitat der Ketoxime Acetonketoxim, Methylisobutylketoxim und 2-Pen-
tanonoxim ist deutlich schlechter als die von 2-Butanonoxim. Vorliegende Informationen las-
sen jedoch darauf schlieRen, dass adverse Effekte durch Ketoxime auf gemeinsamen Wirk-
prinzipien beruhen, da bei den bekannten Tierversuchsstudien tberwiegend gleichartige
adverse Effekte auftreten. Es lassen sich plausible Mechanismen formulieren, dass die Toxi-
zitat der Ketoxime von deren funktionellen Gruppe ausgeht, die unter Freisetzung von Hydro-
xylamin oder einer reaktiven ,Hydroxylamin“-verwandten Spezies metabolisiert wird. Unter-
mauert wird diese These auch dadurch, dass sich die Toxizitat von 2-Butanonoxim deutlich
von der des Butanons unterscheidet. Grundsétzlich ist allen zu 2-Butanonoxim homologen
Ketoximen ein krebserzeugendes Potenzial zu unterstellen, wobei sich deren Wirkstarken
auf Basis der derzeitigen Datenlage nicht beurteilen lassen.

Die in den Registrierungsdossiers bei der ECHA hinterlegten DNELSs (worker, long term) von
Acetonoxim (0,35 mg/m3) sowie der durch das IFA abgeschatzte DNEL fur

10 hamolytische Anamie: Blutarmut (Andmie) durch verkirzte Lebensdauer der Erythrozyten
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Methylisobutylketoxim liegen in gleicher GroRenordnung wie der AGW-analoge Wert von 2-
Butanonoxim und sind von Endpunkten abgeleitet, die auch fir 2-Butanonoxim relevant sind.
Auf Grundlage dieser derzeit vorliegenden Informationen ist daher davon auszugehen, dass
diese Ketoxime im Vergleich zu Butanonoxim bei vergleichbarer Expositionshthe aus
toxikologischer Sicht keinen Vorteil bieten. Ahnliches gilt fiir 2-Pentanonoxim, jedoch liegt
auch ein konserativ abgeleiteter DNEL mit 8,4 mg/m3 hoher. Das Risiko einer
krebserzeugenden Wirkung kann jedoch ohne eine entsprechende Langzeitstudie nicht
beurteilt werden.
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