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1,4-Dioxane

[1,4-Dioxan]

MAK Value Documentation in German language
A. Hartwig"*, MAK Commission* "

DOI: 10.1002/3527600418.mb12391d0067

Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area
has re-evaluated 1,4-dioxane [123-91-1] considering all toxicological endpoints. Available publications and
unpublished study reports are described in detail.

The critical effect is nasal toxicity and irritation as well as carcinogenic effects in the nose, liver, and kidneys.
New carcinogenicity studies with 1,4-dioxane in drinking water confirm the previous tumour findings in rats
and mice. Squamous cell carcinomas in the rat nose, also occurring in a long-term rat inhalation study at
1250 ml/m?, are a result of direct tissue contact with 1,4-dioxane in the drinking water. At 50 ml/m? (LOAEC,
lowest observed adverse effect level), no increase in tumour incidences, but nuclear enlargement, atrophy, and
respiratory metaplasia in the nasal cavity were noted. The mechanisms involved in the tumour development in
the nose are most likely cytotoxicity, inflammation, regenerative cell proliferation and hyperplasia. As the
primary mode of action is non-genotoxic and genotoxic effects play no or at most a minor part at cytotoxic
doses, 1,4-dioxane remains in Carcinogen Category 4.

A NAEC of 16.67 ml/m?* (LOAEC / 3) for effects in the nose was calculated from the long-term rat inhalation
study, which is in the same range as the NOAEC of 20 ml/m? from studies with 2- to 8-hour inhalation expo-
sure of volunteers. To provide additional protection from tumour induction in the nose, the MAK value is
lowered to 10 ml/m?.

As the critical effect of 1,4-dioxane is local and no irritation was observed in the study with 2-hour exposure
of volunteers to 20 ml/m?, Peak Limitation Category I and the excursion factor of 2 are retained.

There is an adequate margin between the NOAEC for developmental toxicity and the MAK value. Therefore,
damage to the embryo or foetus is unlikely when the MAK value is not exceeded and 1,4-dioxane remains as-
signed to Pregnancy Risk Group C.

Because skin contact is expected to contribute significantly to systemic toxicity, the substance remains desig-
nated with “H”

Limited data do not show a sensitizing potential.
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1,4-Dioxan

[123-91-1]

Nachtrag 2019

MAK-Wert (2018) 10 ml/m? (ppm) £ 37 mg/m?3
Spitzenbegrenzung (2018) Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 2
Hautresorption (1966) H

Sensibilisierende Wirkung -
Krebserzeugende Wirkung (1998) Kategorie 4
Fruchtschddigende Wirkung (2006) Gruppe C

Keimzellmutagene Wirkung -

BAT-Wert (2012) 400 mg 2-Hydroxyethoxyessigsdure/g
Kreatinin

Loslichkeit mit Wasser mischbar (ECHA 2018)

log Kow —0,42 (ECHA 2018)

1 ml/m3 (ppm) £ 3,656 mg/m? 1 mg/m3 £ 0,273 ml/m?3 (ppm)

Es liegen eine Begriindung aus dem Jahr 2003 und ein Nachtrag von 2007 zur frucht-
schidigenden Wirkung vor. Neue Studien zur inhalativen Exposition, zur kanzero-
genen Wirkung sowie zum Metabolismus und Wirkungsmechanismus erfordern
eine Reevaluierung.

1,4-Dioxan wird aufgrund seiner guten Mischbarkeit mit anderen Losungsmitteln
und da es relativ inert ist vor allem als Losungsmittel eingesetzt.

Der Blut:Luft-Verteilungskoeffizient ist 1666 (Sweeney et al. 2008), so dass das er-
hohte Atemvolumen am Arbeitsplatz fiir die Ableitung von Grenzwerten, die auf
systemischen Effekten basieren, zu beriicksichtigen ist.
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Allgemeiner Wirkungscharakter

Die nach der Begriindung 2003 publizierten chronischen Trinkwasserstudien be-
stitigen die bisherigen Daten. Bei F344-Ratten induziert 1,4-Dioxan in der Nase
Plattenepithelzellkarzinome, hepatozellulire Adenome und Karzinome. Bei Madusen
treten hepatozellulire Adenome und Karzinome auf. Im Nasenepithel werden nu-
kledre Vergrofierungen beobachtet. Das Nasengewebe ist in Trinkwasserstudien
durch direkten Kontakt mit 1,4-Dioxan exponiert, so dass die Entstehung der Na-
sentumoren in den Trinkwasserstudien auf eine lokale Exposition, zusitzlich zu ei-
ner etwaigen systemischen Exposition, zuriickzufiithren ist. In der neu hinzugekom-
menen Kanzerogenititsstudie mit inhalativer Exposition induziert 1,4-Dioxan bei
Ratten bei der hochsten Konzentration von 1250 ml/m? ebenfalls Plattenepithelzell-
karzinome in der Nase. Bei 50 ml/m? werden keine Tumoren beobachtet, am Ziel-
organ Nase treten aber bereits eine erhohte Inzidenz von Kernvergrofierungen im
respiratorischen und olfaktorischen Epithel sowie Atrophie und respiratorische
Metaplasie des olfaktorischen Epithels auf.

Die Untersuchungen zur genotoxischen Wirkung zeigen, dass 1,4-Dioxan in vivo
nur in zytotoxischen Konzentrationen, zumeist nahe oder oberhalb der empfohle-
nen Limit Dose von 2000 mg/kg KG und Tag, DNA-Strangbriiche und Mikro-
nukleusbildung induziert.

Zur hautsensibilisierenden Wirkung von 1,4-Dioxan gibt es keine neuen klinischen
Befunde beim Menschen. Ein Maximierungstest an Meerschweinchen ist negativ.
Angaben iiber eine atemwegssensibilisierende Wirkung von 1,4-Dioxan liegen nicht
VOr.

Wirkungsmechanismus

In der Begriindung 2003 sind zahlreiche Wirkungsmechanismen untersucht und er-
lautert. Ungeklért ist der kritische kanzerogen wirkende Metabolit. Der Stoffwech-
sel von 1,4-Dioxan ist noch nicht befriedigend aufgeklirt. 2-Hydroxyethoxyessig-
sdure wird als Entgiftungsprodukt und als Hauptausscheidungsmetabolit angesehen,
der jedoch mit dem Lacton Dioxan-2-on im Gleichgewicht steht. Moglicherweise ist
die direkte und induzierbare alpha-Oxidation zu Dioxan-2-ol, das ein Halbacetal
darstellt und im Gleichgewicht mit einem Hydroxyaldehyd steht, der Aktivierungs-
weg. Zur Klarung miisste die Dosis-Abhdngigkeit der Entstehung eines kritischen
Metaboliten oder dessen Reaktionsprodukte bestimmt werden (Begriindung 2003).

Im Folgenden werden nur die seit der Begriindung 2003 neu hinzugekommenen
Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus beschrieben.

Nasentumoren

Zur offenen Frage, ob bei 1,4-Dioxan-Exposition tiber das Trinkwasser das Nasen-
epithel Kontakt mit Trinkwasser haben kann, wurde eine spezifische Untersuchung
durchgefiihrt. Gruppen mit jeweils fiinf Ratten erhielten Trinkwasser ohne Zusatz
(Kontrolle), Trinkwasser mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Gruppe 1) oder Trink-
wasser mit Fluoreszenzfarbstoff und 0,5 % 1,4-Dioxan (Gruppe 2). Die Exposition
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erfolgte tiber Nacht. Einem weiteren Tier wurde zweimal in einem Abstand von
30 Minuten 2 ml des Trinkwassers mit Fluoreszenzfarbstoff mit der Schlundsonde
verabreicht. Die Aufnahmemenge von Trinkwasser mit Fluoreszenzfarbstoff in
Gruppe 1 war entsprechend der Kontrollgruppe, wohingegen die Anwesenheit von
1,4-Dioxan im Trinkwasser (Gruppe 2) die Aufnahmemenge auf durchschnittlich
62 % reduzierte. Bei der Untersuchung der Trinkwassergruppen war der Fluores-
zenzfarbstoff in der Mundhohle sowie auch den Nasenatmungswegen nachzuwei-
sen. Die Anwesenheit von 1,4-Dioxan verdnderte dieses Bild nicht. Der Fluoreszenz-
farbstoff war in verschiedenen Bereichen im vorderen Drittel der Nase nachzuweisen,
dort wo in den Langzeitstudien (sieche Abschnitt ,Subakute, subchronische und
chronische Aufnahme” und , Kanzerogenitit“) Reizungen und Tumoren beobachtet
wurden. Nach Schlundsondengabe wurde kein Fluoreszenzfarbstoft in der Nase ge-
funden. Die Ergebnisse zeigen, dass das Nasengewebe in den Trinkwasserstudien
zusitzlich zu einer etwaigen systemischen Belastung auch durch direkten Kontakt
exponiert war (Sweeney et al. 2008).

Der Mechanismus der Entstehung der Nasentumoren bei Inhalation diirfte iiber
eine Irritation des Nasenepithels zu Zytotoxizitit, Entziindung, regenerativer Zell-
proliferation und Hyperplasie verlaufen.

Lebertumoren

Der Metabolit 1,4-Dioxan-2-on induziert nach 12-wochiger oraler Gabe an F344-
Ratten keine préneoplastischen Foci an der Leber. Die Dosierungen betrugen
0,02 g/Ratte (15 % der LD;;) an drei Tagen in der 1. Woche (Behandlung jeden zwei-
ten Tag) und nach dem entsprechenden Schema 0,04 g/Ratte in den verbleibenden
elf Wochen. Die Positivkontrolle Aflatoxin induzierte die erwarteten préneoplas-
tischen Foci (Koissi et al. 2012).

Eine Untersuchung zum Wirkungsmechanismus der Entstehung der Lebertumo-
ren unterstiitzt die bisherige Hypothese, dass die hepatozellulairen Adenome und
Karzinome durch 1,4-Dioxan aufgrund von Zytotoxizitat mit folgender regenerati-
ver Hyperplasie der Leber entstehen. Die Autoren dieser Untersuchung evaluierten
die vorhandenen subchronischen und chronischen Studien an Ratten und Mausen
beziiglich dieses Mechanismus und folgerten, dass die zytotoxische Wirkung auf die
Leber erst nach Sittigung des Metabolismus von 1,4-Dioxan entsteht und sich an-
hand erhohter Blutwerte von AST (Aspartat-Aminotransferase) und ALT (Alanin-
Aminotransferase) sowie entsprechender dosis- sowie zeitabhéngiger histopatholo-
gischer Befunde zeigt. Die beobachtete Lebertoxizitéit beginnt bei Ratten bei 9,6 bis
42 mg/kg KG und Tag und bei Méusen bei 57 bis 66 mg/kg KG und Tag. So zeigt sich
bei Ratten eine Vergroflerung von Leberzellen, Hypertrophie der Leber und Anstieg
des Organgewichtes bei 42 bis 55 mg/kg KG und Tag; dies fithrt zu Nekrosen bei
Dosierungen von 94 bis 219 mg/kg KG und Tag, zu Hyperplasie und Entstehung von
Foci bei 55 bis 389 mg/kg KG und Tag sowie folgend zur Entwicklung von Adeno-
men und Karzinomen bei 274 bis 1015 mg/kg KG und Tag. Eine solche dosisabhin-
gige Auflistung kann fiir Méduse nicht erfolgen, da schon bei der geringsten Dosie-
rung von 66 mg/kg KG und Tag hepatozellulire Adenome und Karzinome
beobachtet werden. Der der Zytotoxizitit zugrundeliegende Sattigungsmetabolis-
mus von 1,4-Dioxan ist im Tierexperiment und beim Menschen gut untersucht. Bei
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geringen Dosierungen folgt der 1,4-Dioxan-Metabolismus einer nicht-gesittigten
Kinetik erster Ordnung mit dem Hauptmetaboliten 2-Hydroxyethoxyessigsaure mit
einer pH-abhidngigen Umbkehr zu 1,4-Dioxan-2-on. Eine Sittigung tritt bei hoheren
Dosierungen ein, und es folgt eine nicht-lineare Kinetik. Diese ist bei Ratten bei etwa
30 bis 100 mg/kg KG, bei der Maus ab 200 mg/kg KG und Tag zu erwarten. Unter-
suchungen zeigen, dass 1,4-Dioxan-2-on keine préneoplastischen Foci in Nagern
induziert, woraus die Autoren schliefien, dass 1,4-Dioxan selbst das toxische Agens
ist, welches sich bei Sattigung des Metabolismus anreichert (Dourson et al. 2017).

Die Theorie, dass 1,4-Dioxan selbst das lebertoxische Agens ist, ist jedoch kritisch
zu hinterfragen. Erstens hat das Molekiil keine reaktive funktionelle Gruppe, zwei-
tens ist die metabolische Sittigung nur bei einmaliger, nicht aber bei mehrmaliger
Applikation gegeben, denn in letzterem Fall induziert 1,4-Dioxan seinen eigenen
Metabolismus (Dietz et al. 1982). So ist bei eintigiger Applikation von 1000 mg/kg
KG an Ratten die Belastung um das 900-Fache hoher als bei 10 mg/kg KG, bei 17-t&-
giger Applikation reduziert sich das Verhiltnis aber auf den rechnerischen Faktor
100 (1000 mg/kg KG / 10 mg/kg KG). Auflerdem ist in der 13-Wochen-Inhalations-
studie mit Ratten der Verlauf des 1,4-Dioxan-Plasmaspiegels ab 400 ml/m? absolut
linear, die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fiir die Lebereffekte (Nekrosen)
aber sublinear (Kasai et al. 2008).

Nierentumoren

Als moglichen Mechanismus der Kanzerogenitit in den Nieren wird eine erhohte
Belastung durch Sauerstoffradikale durch die Induktion von CYP2E1 bei chro-
nischer 1,4-Dioxan-Exposition diskutiert (sieche Abschnitt ,Enzyminduktion®; Nan-
nelli et al. 2005).

Fibroadenome in der Brustdriise von Ratten

Wie beim Menschen ist das Fibroadenom der Brustdriise von Ratten ein benigner
Tumor, der aus stark ausdifferenziertem epithelialen und faserférmigen Bindegewe-
be besteht. Die Spontaninzidenz von Fibroadenomen bei weiblichen Ratten liegt fiir
die meisten Rattenstimme zwischen 20 und 40 %. Die Periode mit dem hochsten
Risiko liegt zwischen 31 und 36 Monaten, bei élteren Ratten nimmt die Inzidenz
wieder ab. Chemikalien-induzierte Brustdriisentumoren bei Ratten sind im All-
gemeinen Hormonspiegel-abhingige Adenokarzinome. Fibroadenome werden bei
der Ratte und beim Menschen nicht als eine pramaligne Lésion angesehen (Russo
2015).

Fibrome der Subkutis

Die Kanzerogenititsstudien an Ratten (Kano et al. 2009; Kasai et al. 2009) wurden
mit dem F344-/DuCrj-Stamm durchgefiihrt, bei dem subkutane Fibrome mit relativ
hoher Spontaninzidenz von 6 % und mehr auftreten (k. w. A.; Takanobu et al. 2015;
englische Zusammenfassung der japanischen Studie). Die hohere Sensitivitit auf
Chemikalien ist auch bei anderen Tumorlokalisationen mit hoher Spontaninzidenz
bekannt. Ein Beispiel dafiir ist die hohe Spontantumorrate und hohe Empfindlich-
keit fiir die Induktion von Leberadenomen und -karzinomen bei B6C3F1-Mausen
(Haseman et al. 1998; Maronpot 2009). Das spite Auftreten von ausschliefllich gut-
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artigen Tumoren an Orten mit hoher Spontaninzidenz ist eher auf einen wachs-
tumsfordernden Effekt zuriickzufithren (US EPA 2005) und kann daher bei sorgfil-
tiger Fall-zu-Fall-Priffung gegebenenfalls als nicht humanrelevant betrachtet
werden.

Enzyminduktion

Die orale Gabe von 1,4-Dioxan in Dosierungen von zweimal 2000 mg/kg KG und Tag
oder die zehntidgige Gabe von 1,5 % im Trinkwasser (ca. 1800 mg/kg KG und Tag,
Umrechnungsfaktor 0,12 (subakut) nach EFSA 2012) an ménnliche Ratten fithrte zur
Induktion von Cytochrom P450 (CYP). Es waren CYP2B1/2- und CYP2C11-Aktivi-
titen (Pentoxyresorufin-O-Depentylase und 2-alpha-Testosteronhydroxylase) in der
Leber und CYP2E1-Aktivititen (p-Nitrophenolhydroxylase) in Leber, Nieren und
Nase induziert. In der Lunge wurde keine Induktion der CYP-Enzyme beobachtet.
1,4-Dioxan anderte nicht die Plasma-Alanin-Aminotransferase-Aktivitat (ALT) oder
den Gehalt an Glutathion (GSH) in der Leber von Ratten, deren CYP2B1/2- und
CYP2E1-Aktivititen durch Vorbehandlung mit Phenobarbital oder Fasten erhoht
waren. Dies sahen die Autoren als Nachweis, dass keine reaktiven oder toxischen
Zwischenprodukte im Metabolismus von 1,4-Dioxan entstehen. Auch das Markeren-
zym der Peroxisomenproliferation, die Palmitoyl-CoA-Oxidase, konnte durch die
zehntigige Gabe von 1,4-Dioxan nicht induziert werden. Bei lingerer Behandlungs-
zeit stand in der Leber die Induktion von CYP2E1 im Vordergrund, bei akuter Be-
handlung die Induktion von CYP2B1 und CYP3A1/2. Oft ist eine Begleiterscheinung
bei einer CYP2B1/2-, CYP2E1l- oder CYP1A-Induktion die Verringerung von
CYP2C11, welches unter hormoneller Kontrolle steht. In diesem Fall war CYP2C11
jedoch induziert, was auf eine Verinderung des Gehalts an Wachstumshormon im
Plasma hinweisen kann. Als moglichen Mechanismus der Zellproliferation in der
Leber und der Kanzerogenitét in Leber, Nieren und Nase sehen die Autoren eine er-
hohte Belastung durch Sauerstoffradikale aufgrund der Induktion von CYP2E1 bei
chronischer 1,4-Dioxan-Exposition (Nannelli et al. 2005). Die Induktion von
CYP2B1/2 deutet auf eine Beteiligung des CAR-Rezeptors hin, dessen Aktivierung
auch zu einer erhéhten Zellproliferation in der Leber von Ratten fithrt (Elcombe et al.
2014).

In den Lebermikrosomen von Ratten, die an drei Tagen 500 mg 1,4-Dioxan/kg KG
pro Tag intraperitoneal erhielten, waren die Aktivititen von CYP2E und CYP2B sig-
nifikant erhoht und die von CYP2C signifikant vermindert (Takano et al. 2010).

Replikative DNA-Synthese

In einer In-vivo-/In-vitro-Untersuchung fiihrte 1,4-Dioxan in Dosierungen von
1000 oder 2000 mg/kg KG an Ratten bei den isolierten Hepatozyten zu Zytotoxizitét
und bei 2000 mg/kg KG zu einer erhohten replikativen DNA-Synthese. Das Ergebnis
wurde jedoch als fraglich bewertet (Uno et al. 1994).

Hemmung der RNA-Polymerase A und B

Minnlichen Sprague-Dawley-Ratten wurde 1,4-Dioxan intravends in Dosierungen
von 0 und etwa 2 oder 20 mg/kg KG (10 bzw. 100 mg/Ratte) verabreicht und zu ver-
schiedenen Zeitpunkten wurden bei sechs Tieren je Dosis die Hepatozyten isoliert.
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In den isolierten Hepatozyten wurde bei 2 mg/kg KG nach zehn Minuten eine Hem-
mung der RNA-Polymerase A und B auf ca. 75 bzw. 50 % nachgewiesen, die nach
einer Stunde bei Polymerase B reversibel war, wihrend die Aktivitat der Polymerase
A bis zu 40 % hoher war als der Kontrollwert. Beide Polymerasen waren bei der
Messung nach zwei und vier Stunden erneut bis auf 65 % des Kontrollwertes ge-
hemmt. Die Aktivitit der Polymerase B erholte sich innerhalb von 24 Stunden nach
Substanzgabe nahezu vollstandig, wihrend die Aktivitdt der Polymerase A nach 24
Stunden um 35 % hoher war als der Kontrollwert. Nach Gabe von 100 mg/kg KG
zeigte sich ein dhnlicher Verlauf, jedoch war die Hemmung deutlicher und die Ak-
tivitdat von Polymerase B erreichte im Gegensatz zur Polymerase A nicht wieder die
Kontrollwerte (Kurl et al. 1981).

Toxikokinetik und Metabolismus

Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

1,4-Dioxan wird von Ratten nach oraler Gabe vollstindig aufgenommen. Auch eine
inhalative Aufnahme ist bei Ratten und Menschen nachgewiesen (Begriindung
2003).

An Probanden wurde die inhalative Toxikokinetik von 1,4-Dioxan in Ruhe und
unter korperlicher Belastung untersucht. Die 18 Probanden (acht Ménner, zehn
Frauen) wurden in drei Gruppen aufgeteilt, die jeweils acht Stunden lang gegen
20 ml/m? (73 mg/m?) exponiert waren. Gruppe 1 wurde in Ruhe exponiert, die Pro-
banden in Gruppe 2 und 3 waren pro Stunde zehn Minuten lang auf einem Ergo-
meter mit 50 W (Experiment 2) bzw. 75 W (Experiment 3) unter Belastung. Es wur-
den nach vier und acht Stunden Blutproben entnommen, der Urin wurde 24 Stunden
gesammelt und auf 1,4-Dioxan und den Metaboliten 2-Hydroxyethoxyessigsiure
untersucht. Die Konzentration von 1,4-Dioxan in Blut und Urin lag mit etwa 1 mg/1
nur knapp tiber der Nachweisgrenze. Von der theoretisch inhalierten 1,4-Dioxan-
Dosis wurden innerhalb von 24 Stunden etwa 53 + 15 % als 2-Hydroxyethoxyessig-
sdure eliminiert. Da nahezu die gesamte Menge des Metaboliten mit dem Urin aus-
geschieden wird, entspricht diese in etwa der pulmonalen Retention. Aus dem
empirisch abgeleiteten Verhiltnis zwischen pulmonaler Aufnahme und Blut-Luft-
verteilungskoeffizient fiir wasserlosliche Stoffe kann von einer pulmonalen Retenti-
on von 60,5 % ausgegangen werden. Der Metabolit 2-Hydroxyethoxyessigsdure hatte
sein Maximum im Urin 9,8 + 1,9 Stunden nach Expositionsbeginn erreicht. Die
maximale Eliminationsrate erhohte sich signifikant abhéngig von der korperlichen
Belastung von 23,2 + 7,7 in Gruppe 1 auf 30,4 + 7,2 und 41,8 + 23,8 mg/Stunde in
Gruppe 2 bzw. 3. Ebenso war die kumulative Ausscheidung von 2-Hydroxyethoxy-
essigsdure mit dem Urin bei Belastung erhoht. Die durchschnittliche maximale
2-Hydroxyethoxyessigsaure-Konzentration lag zwischen 378 und 451 mg/g Krea-
tinin und stieg mit der Belastung. Die Halbwertszeit von 2-Hydroxyethoxyessigsdu-
re betrug 3,4 £ 0,5 Stunden. Da 24 Stunden nach Beginn der Exposition 31 bis 51 mg
2-Hydroxyethoxyessigsdure/g Kreatinin nachgewiesen wurden, nehmen die Auto-
ren eine geringe Akkumulation wéhrend einer Arbeitswoche an (Goen et al. 2016).
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Zur dermalen Aufnahme gibt es neue Untersuchungen: In einer In-vitro-Studie
wurden 200 pl 1,4-Dioxan/cm? in statischen Franz-Zellen okklusiv auf frisch exzi-
dierte Humanhaut aufgebracht. Das Rezeptormedium bestand aus physiologischer
Kochsalzlosung. Aus den in der Rezeptorphase nach einer Stunde, sowie zwei, drei
und vier Stunden gefundenen Mengen an 1,4-Dioxan wurde ein Flux von 1,4 mg/cm?
und Stunde berechnet (Dennerlein et al. 2013).

In einer dhnlichen Studie wurde bei einstiindiger nicht okklusiver Applikation von
100 ul 1,4-Dioxan auf 0,64 cm? Humanhaut nach acht Stunden ein kumulativer Ge-
halt von 309 pg im Rezeptormedium und von 6 pg in der Epidermis und Dermis
gefunden. Nach acht Stunden war die Aufnahme weitgehend abgeschlossen. Es wur-
den nur 63 % der applizierten Menge wiedergefunden, was auf das Verdampfen der
Substanz zuriickzufithren ist (Dennerlein et al. 2015). Umgerechnet auf 2000 cm?
exponierte Hautfliche wiirden bei einstiindiger Exposition etwa 984 mg aufgenom-
men.

Bei Ratten ist eine Sittigung des Metabolismus bekannt (Begriindung 2003). Neu
hinzugekommen ist eine Untersuchung an méannlichen B6C3F1-Miusen, die diesen
Nachweis auch fiir diese Spezies erbringt. Jeweils 27 Tieren pro Gruppe wurde eine
einzelne orale Dosis von 20, 200 oder 2000 mg/kg KG und Tag verabreicht. Nach 0,
30 und 60 Minuten bzw. 2, 3, 6, 9, 12 und 24 Stunden wurde das Blut auf 1,4-Dioxan
und seinen Hauptmetaboliten 2-Hydroxyethoxyessigsdure untersucht. Bei der mitt-
leren und hohen Dosis war nach einer Stunde die maximale Blutkonzentration von
1,4-Dioxan erreicht, in der niedrigen Dosis lag sie iiber den ganzen Zeitverlauf an
der Nachweisgrenze. In allen drei Gruppen war die maximale Konzentration des
Metaboliten zwischen 30 Minuten und zwei Stunden erreicht. Die prozentual
hochste Metabolisierung wurde mit 20 mg/kg KG gemessen. Nur in der hohen Do-
sisgruppe war der Metabolit noch nach 12 und 24 Stunden zu messen. Ein Vergleich
der AUC (Zeitintegral der Blutkonzentration) von 1,4-Dioxan und 2-Hydroxyetho-
xyessigsaure lasst auf einen nicht-linearen Metabolismus schliefSen, was der {iber-
proportionale Anstieg von 1,4-Dioxan im Vergleich zur gegebenen Dosis bei gleich-
zeitigem Abfall des Verhiltnisses des Metaboliten zur Muttersubstanz im But
nahelegt. Neben dem Nachweis des Sittigungsmetabolismus zeigt die Untersuchung
an der Maus bei einmaliger oraler Dosierung von 20 mg/kg KG eine sehr schnelle
Metabolisierung, die einen Nachweis von 1,4-Dioxan im Blut kaum erméglicht. Eine
Sattigung des Metabolismus wird ab etwa 200 mg/kg KG erreicht (Sweeney et al.
2008).

Nachdem die ersten PBPK-Modelle von 1,4-Dioxan und seinem Hauptmetaboliten
2-Hydroxyethoxyessigsaure aus den 1990er Jahren mit Unsicherheiten behaftet wa-
ren, wurde das Modell fiir eine Risikobewertung der Kanzerogenitit nach heutigem
Standard verbessert. Mit Studien zu den Datenliicken und Unsicherheiten in der
Pharmakokinetik von 1,4-Dioxan und 2-Hydroxyethoxyessigsdure, wie Bestimmun-
gen der Verteilungskoeffizienten, des Zeitverlaufs im Blut von Mausen und In-vitro-
Untersuchungen an Ratten-, Maus- und humanen Hepatozyten, wurde ein Update
des PBPK-Modells durchgefiihrt. Bei der Maus war die optimierte Stoffwechselrate
signifikant hoher als bisher angenommen, bei der Ratte dhnlich wie in den Modellen
aus den 1990er Jahren. Die Modellvorhersagen beim Menschen sind konsistent mit
der Studie an Arbeitern, passen aber nicht zur Studie an Probanden. Die gemesse-
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nen Daten zeigen, dass bei duflerer Belastung gegen 50 ml/m? der Blutspiegel an
1,4-Dioxan bei Menschen (10 bis 20 mg/1) doppelt so hoch ist wie der bei Ratten
(ca. 7 mg/l) (Sweeney et al. 2008).

Metabolismus

Bei niedrigen Konzentrationen (50 ml/m?) bzw. Dosierungen (10 mg/kg KG) wird
1,4-Dioxan von Mensch und Ratte zu iiber 90 % zu 2-Hydroxyethoxyessigsdure me-
tabolisiert und mit dem Urin ausgeschieden. Abhéngig von der Isolierungsmethode
wurde bei Ratten als Hauptmetabolit auch Dioxan-2-on bestimmt, das mit 2-Hydro-
xyethoxyessigsdure in einem pH-abhéngigen Gleichgewicht steht (Begriindung
2003).

Fir die Bildung des Hauptmetaboliten 2-Hydroxyethoxyessigsdure wurden drei
Metabolismuswege postuliert (Abbildung 1):

a) Oxidation mithilfe von CYP; aus dem zyklischen Keton entsteht durch weitere
Hydroxylierung 2-Hydroxyethoxyessigsdure. Dioxan-2-on wurde mit einer sauren
Isolierungsmethode sowie bei niedrigen Konzentrationen von etwa 50 ml/m? nach-
gewiesen.

Dioxan-2-on

[a]

O HO OH HO
O . O O
1,4-Dioxan Diethylenglykol 2-Hydroxyethoxyessigsiure
[Oj/OH [OZ/O
—_
B ——
O O
Dioxan-2-ol 2-Hydroxyethoxyacetaldehyd

Abb. 1: Mogliche Metabolismuswege von 1,4-Dioxan zu 2-Hydroxyethoxyessigsaure (von Helden
2013)
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b) Oxidation mithilfe von CYP, Ring6ffnung zu Diethylenglykol und Oxidation zu
2-Hydroxyethoxyessigsaure (Dieser Schritt ist aus dem Diethylenglykol-Metabolis-
mus bekannt, aber fiir 1,4-Dioxan nicht nachgewiesen).

c) Moglicher Metabolismus bei Sittigung von a): a-Hydroxylierung zu Dioxan-2-
ol, Ring6ffnung zum 2-Hydroxyethoxyacetaldehyd und Oxidation zu 2-Hydroxy-
ethoxyessigsaure (Auch hier fehlt ein experimenteller Nachweis der Aldehyd-Zwi-
schenstufe). Dioxan-2-ol steht mit dem Aldehyd im Gleichgewicht (von Helden
2013).

Es wurde jedoch gezeigt, dass Dioxan-2-on bei physiologischem pH-Wert nicht
stabil ist und bei pH-Wert 7 mit einer Halbwertszeit von 2 Stunden zu 2-Hydro-
xyethoxyessigsdure hydrolysiert. Auch im Sauren liegt das Gleichgewicht weit auf
der Seite der 2-Hydroxyethoxyessigsdure (Koissi et al. 2012). Das heif3t, Dioxan-2-on
wird, falls es als Metabolit von 1,4-Dioxan tiberhaupt entsteht, schnell zu 2-Hydro-
xyethoxyessigsdure hydrolysiert. Moglicherweise ist es nur ein Artefakt bei der ver-
wendeten sauren Isolierungsmethode.

Als weiterer Metabolit wurde CO, identifiziert (Begriindung 2003).

Der Metabolismus von 1,4-Dioxan ist durch Phenobarbital oder 1,4-Dioxan selbst
induzierbar (Begriindung 2003).

Erfahrungen beim Menschen

Zur allergenen Wirkung und zur Reproduktionstoxizitdt liegen keine neuen Daten
Vor.

Einmalige Exposition

In einer Probandenstudie wurden sechs Manner und sechs Frauen jeweils zehn Mi-
nuten lang und schrittweise erhoht gegen 1, 2, 5, 10 und 20 ml 1,4-Dioxan/m? (3,6;
7,2; 18; 36, 72 mg/m?®) exponiert. Irritative und allgemeine Symptome wurden mit
Hilfe eines Fragenbogens mit zehn Punkten erfasst. Die einzelnen Punkte lauteten:
1) Missempfindung am Auge, brennende Augen, Augenreizungen, trinende Augen,
2) Missempfindung an der Nase, brennende Nase, Nasenreizung, laufende Nase,
3) Missempfindung im Hals, 4) Atemschwierigkeiten, 5) Losungsmittelgeruch,
6) Kopfschmerz, 7) Ermiidung, 8) Ubelkeit, 9) Schwindel und 10) ,Gefiihl der Into-
xikation® Die standardisierte Bewertung der Symptomstirke erfolgte an Hand einer
visuellen analogen Skala (VAS) von 0 bis 100 mm mit sieben Bewertungsstufen (,not
at all®, ,hardly at all, ,,somewhat*, ,rather, ,quite®, ,very, ,almost unbearable®). Die
Auswertung der Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigte, dass keiner der Parame-
ter signifikant durch die Hohe der 1,4-Dioxan-Expositionen beeinflusst wurde
(Ernstgard et al. 2006).

Aufgrund der zuvor berichteten Ergebnisse wurde eine Konzentration von 20 ml
1,4-Dioxan/m? fiir die Hauptstudie ausgewéhlt und sechs minnliche sowie sechs
weibliche Probanden zwei Stunden lang gegen 0 oder 20 ml 1,4-Dioxan/m? expo-
niert. Neben der Analyse mit dem oben genannten Fragebogen wurden folgende
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weitere Untersuchungen durchgefiihrt: Die Lungenfunktion wurde mittels Vital-
kapazitit (VC), forcierter VC (FVC), forciertem exspiratorischem Volumen (FEV),
forciertem exspiratorischem Volumen in einer Sekunde (FEV1) und exspiratori-
schem Spitzenfluss (PEF) bestimmt. Mogliche nasale Schwellungen wihrend oder
nach der Exposition wurden mit Hilfe der akustischen Rhinometrie gemessen. Die
Lidschlussfrequenz wurde elektromyographisch wihrend der zweistindigen Ex-
position untersucht. C-reaktives Protein und Interleukin-6 wurden als Entziin-
dungsindikatoren im Blut der Probanden bestimmt. Die Auswertung der Ergebnisse
dieser Untersuchungen zeigte, dass aufler ,Losungsmittelgeruch” keines der Symp-
tome des Fragebogens signifikant durch die Hohe der 1,4-Dioxan-Expositionen be-
einflusst wurde. Der Losungsmittelgeruch wurde nach 3, 60 und 118 Minuten als
signifikant erh6ht angemerkt. Die Parameter der Lungenfunktionspriifung, nasalen
Schwellung, Lidschlussfrequenz und des C-reaktiven Proteins zeigten keine signifi-
kanten Verdnderungen. Die Interleukin-6-Konzentrationen im Blut der Probanden
waren verglichen mit den Werten vor der Exposition um 33 % nach der Kontroll-
exposition und um 37 % nach der Exposition gegen 20 ml/m? vermindert. Die An-
derungen waren signifikant tiber die Zeit, aber nicht signifikant bezogen auf die Ex-
positionskonzentration. Daher liegt die Ursache im Expositionsablauf, nicht aber in
der Exposition gegen 1,4-Dioxan. Zusammengefasst war bei 20 ml/m?® keiner der
physiologischen Parameter signifikant veridndert, so dass dies der NOAEC fiir eine
zweistiindige Exposition gegen 1,4-Dioxan entspricht (Ernstgérd et al. 2006).

Bei der achtstiindigen Exposition von Probanden gegen 20 ml/m? in Ruhe und zum
Teil mit erhohter korperlicher Belastung im Rahmen einer Toxikokinetikstudie wur-
de nicht tiber adverse Effekte an den Atemwegen und den Augen berichtet (Goen
et al. 2016), anders als in der Toxikokinetikstudie mit sechsstiindiger Exposition
gegen 50 ml/m? in der héufig tiber Augenreizung berichtet wurde (Begriindung
2003).

Genotoxizitat

In den Lymphozyten sechs Beschiftigter einer 1,4-Dioxan-Produktion, die nicht
ndher bestimmten Konzentrationen der Substanz in der Luft fiir sechs bis 15 Jahre
ausgesetzt waren, wurden im Vergleich zu den Kontrollen keine erhohten Inziden-
zen chromosomaler Aberrationen beobachtet (Begriindung 2003).

Kanzerogenitat

In einer kleinen prospektiven Mortalitatsstudie an 165 Arbeitern, die seit 1954 nied-
rigen 1,4-Dioxan-Konzentrationen ausgesetzt waren, wurden bis 1975 sieben To-
desfille in der Herstellungsabteilung verzeichnet, zwei davon in Folge von Krebs.
Auf der Mortalitdtsrate von Texas basierend lag die statistische Erwartung bei 4,9
bzw. 0,9 fiir die Krebsmortalititsrate. In der Verarbeitungsabteilung wurden gegen-
iber 4,9 statistisch erwarteten Todesfllen fiinf verzeichnet, einer davon in Folge
von Krebs (0,8 statistisch erwartet) (Begriindung 2003). Da keine Angaben zur Ex-
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positionskonzentration vorliegen und von einer Mischexposition auszugehen ist,
kann die Studie zur Bewertung der Kanzerogenitét nicht herangezogen werden.

Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

Subakute, subchronische und chronische Toxizitat
Inhalative Aufnahme

In der Begriindung 2003 wurde aus der Langzeit-Inhalationsstudie an Wistar-Ratten
eine NOAEC von 111 ml/m? (sieben Stunden pro Tag, fiinf Tage pro Woche) abge-
leitet (Torkelson et al. 1974). Es wurde weder Organtoxizitdt noch Tumorbildung
beobachtet. Die Nase wurde in dieser Studie nicht untersucht.

Die im Jahr 2009 publizierte Zwei-Jahre-Inhalationsstudie an F344-Ratten hat da-
gegen eine LOAEC von 50 ml/m? (180 mg/m?®) ergeben. Bereits ab dieser niedrigsten
getesteten Konzentration treten am Zielorgan Nase eine erhohte Inzidenz an Kern-
vergroflerungen im respiratorischen und olfaktorischen Epithel sowie Atrophie und
respiratorische Metaplasie des olfaktorischen Epithels auf (siehe Tabelle 1; Kasai
et al. 2009; siehe auch Abschnitt ,Kanzerogenitdt“). Die Daten sind fiir eine Bench-
markmodellierung nicht geeignet, da der Endpunkt ,nukledre Vergroflerung® be-
reits in der niedrigsten Konzentrationsgruppe bei allen Tieren auftritt und auch der
Endpunkt ,olfaktorische Atrophie“ in der niedrigsten Konzentrationsgruppe 80 %
betriagt und damit weit von der tiblichen Benchmark-Response von 5 % entfernt ist
und die BMD somit nur vom Modell abhéngt. Eine Benchmarkmodellierung ist
wegen dieser Unsicherheiten auch von der US EPA (2013) nicht zur Ableitung der
RfC (0,0322 mg/m?®) fiir 1,4-Dioxan benutzt worden.

Als empfindlichster systemischer Effekt traten bei 250 ml/m? Kernvergroflerungen
in den Nieren auf. Kernvergrofierungen wurden von der US EPA (2013) nicht als
advers angesehen. Bei dieser Konzentration kam es aber auch zu erh6hten Inziden-
zen von hydropischen Verdnderungen in den Nieren und zentrilobuldren Nekrosen
in der Leber, die zwar nicht signifikant erhoht waren, aber dosisabhéngig. Somit sind
bei 250 ml/m? beginnende Effekte zu beobachten.

Als NAEC der chronischen Rattenstudie wird 16,67 ml/m? (LOAEC / 3) angenom-
men.

Dieselbe Arbeitsgruppe hat zur Langzeitstudie eine 13-wdchige Vorstudie an
F344/DuCrj-Ratten durchgefiihrt. Jeweils zehn ménnliche bzw. weibliche Tiere
wurden gegen 1,4-Dioxan in Konzentrationen von 0, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200,
oder 6400 ml/m? an sechs Stunden téglich, fiinf Tage wochentlich Ganzkorper-ex-
poniert. Keines der Tiere der Hochdosis-Exposition tiberlebte die erste Woche. Be-
funde waren vorwiegend Nierenversagen und Stauungen in der Lunge. Die Kérper-
gewichte am Ende der Studie waren signifikant erniedrigt bei den ménnlichen
Tieren der 200- und 3200 ml/m*-Gruppe und bei den weiblichen Tieren bei
200 ml/m? und ab 800 ml/m?. Das relative Lebergewicht war bei beiden Geschlech-
tern ab 800 ml/m? signifikant erhoht, das relative Nierengewicht bei den mann-
lichen Tieren in der 3200 ml/m3-Gruppe und bei den weiblichen Tieren ab
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Tab.1 Effekte an der Nase in der 2-Jahre-Studie mit inhalativer Exposition von Ratten gegen
1,4-Dioxan (Kasai et al. 2009)

Expositionskonzentration (ml/m?)

nur & Tiere untersucht 0 50 250 1250

Nase:
respiratorisches Epithel

nukledre Vergroflerungen 0/50 ( 0%) 50/50 (100 %)™ 48/50 (96 %)**  38/50 (76 %)**
olfaktorisches Epithel

nukledre Vergroflerungen 0/50 ( 0%) 48/50 (96 %)** 48/50 (96 %)™  45/50 (90 %)*
Atrophie 0/50 ( 0%) 40/50 (80 %)** 47/50 (94 %)™  48/50 (96 %)™
respiratorische Metaplasie 11/50 (22 %) 34/50 (68 %)** 49/50 (98 %)™  48/50 (96 %) -
Entztindung 0/50 ( 0%) 2/50 ( 4 %) 32/50 (64 %)**  34/50 (68 %)*
Nasenhohle

hydropische Verdnderun- 0/50( 0%) 2/50( 4%)  36/50 (72 %)™  49/50 (98 %)**
gen der Lamina propria

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

800 ml/m?. Eine signifikante Erhohung des relativen Lungengewichtes wurde bei
den ménnlichen Tieren in der 200 ml/m*-Gruppe und ab 1600 ml/m? beobachtet,
bei den weiblichen Tieren ab 200 ml/m? Bei 200 ml/m?® und 3200 ml/m? war die
AST der weiblichen Tiere leicht angestiegen, die ALT war bei 3200 ml/m? bei beiden
Geschlechtern erhoht. Eine Reduktion der Triglyceride, der Glucose im Blut und des
Proteins im Urin wurde nur bei den ménnlichen Tieren der 3200 ml/m?-Gruppe
festgestellt. Zellkernvergroflerungen im respiratorischen Epithel der Nase traten ab
der niedrigsten Konzentration von 100 ml/m? bei den ménnlichen und den weibli-
chen Tieren auf, gefolgt von vergroflerten Kernen im olfaktorischen Epithel ab
200 ml/m?. Die Inzidenzen degenerativer Verédnderungen im olfaktorischen Epithel
waren bei den ménnlichen Tieren ab 400 ml/m?, bei den weiblichen ab 800 ml/m?3
statistisch signifikant erhoht, im bronchialen Epithel ab 1600 ml/m?. 1,4-Dioxan in-
duzierte Effekte an der Leber erst bei hheren Konzentrationen ab 1600 ml/m?. Be-
funde waren Einzelzellnekrosen und zentrilobuldre Schwellungen der Hepatozyten
bei den ménnlichen und den weiblichen Tieren. GST-P (plazentale Glutathion-S-
Transferase; praneoplastischer Marker) positive Foci in der Leber wurden bei den
weiblichen Tieren ab 1600 ml/m?, bei den ménnlichen bei 3200 ml/m? beobachtet.
Die Plasma-Konzentration von 1,4-Dioxan stieg linear ab 400 ml/m?®mit der Exposi-
tionskonzentration an, das heifit, es kam in diesem Versuch nicht zu einer metabo-
lischen Sittigung, vermutlich aufgrund einer Induktion von metabolisierenden En-
zymen. Die LOAEC dieser Untersuchung betragt wegen der Zellkernvergrofierungen
im respiratorischen Epithel der Nase 100 ml/m>. Eine NOAEC kann nicht abgeleitet
werden (Kasai et al. 2008).

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



1,4-Dioxan 699

Die Untersuchungen mit inhalativer Exposition sind in Tabelle 2 zusammen-
gefasst.

Orale Aufnahme

In der Begriindung 2003 wurde aus den Langzeitstudien an Ratten ein NOAEL von
0,01 % 1,4-Dioxan im Trinkwasser (tgl. Aufnahme etwa 9,6 und 19 mg/kg KG bei
maénnlichen bzw. weiblichen Tieren) abgeleitet. 1,4-Dioxan fiihrte bei einer Dosis
von etwa 100 mg/kg KG und Tag zu Leber- und Nierentoxizitit sowie zu einem
leichten Anstieg von hepatozelluliren Tumoren. Bei etwa 500 mg/kg KG und Tag
kam es zu Entziindungen der Nasenhohlen mit Plattenepithelkarzinomen (Begriin-
dung von 2003).

Nahezu identisch mit der beschriebenen Wirkung bei Ratten waren die Zielorgane
bei Méusen ebenfalls Leber, Nieren und Nasenhohlen. Selbst bei der geringsten ge-
testeten Konzentration von etwa 50 mg/kg KG und Tag traten deutlich vermehrt
hepatozellulire Adenome und Karzinome auf (Begriindung von 2003). Aus diesem
Grund konnte kein NOAEL fiir Mause abgeleitet werden.

Die neu hinzugekommenen Langzeitstudien bestdtigen die bisherigen Daten. Bei
Ratten induziert 1,4-Dioxan ab 83 mg/kg KG und Tag nukledre Vergrofierungen des
olfaktorischen Epithels bei den weiblichen Tieren. Der NOAEL liegt bei 11 bzw.
18 mg/kg KG und Tag fiir ménnliche bzw. weibliche Ratten. Der systemische
NOAEL ist 83 mg/kg KG und Tag (Kano et al. 2009; siehe auch Abschnitt ,Kanzero-
genitat”).

Bei Midusen treten bei Trinkwasser-Applikation statistisch signifikant erhohte In-
zidenzen hepatozellulirer Adenome und Karzinome bei beiden Geschlechtern auf,
beginnend bei weiblichen Tieren ab der niedrigsten Dosis von 49 mg/kg KG und Tag
(Kano et al. 2009; siehe auch Abschnitt , Kanzerogenitit“). Aus diesem Grund kann
auch zu diesem Zeitpunkt kein NOAEL fiir Méuse abgeleitet werden.

Dieselbe Arbeitsgruppe fiithrte jeweils zur Langzeitstudie eine 13-wochige Vor-
studie an ménnlichen und weiblichen F344-Ratten bzw. BDF1-Miusen durch. Die
Tiere erhielten 1,4-Dioxan im Trinkwasser in Konzentrationen von 0; 0,064; 0,16;
0,4; 1 oder 2,5 %. Der NOAEL betrigt 0,064 % fiir Ratten und Méuse, aufgrund der
nukledren Zellvergroflerung im nasalen respiratorischen Epithel bei beiden Spezies,
der zentrilobuldren Vergroflerung der Hepatozyten bei Ratten und der nukledren
Zellvergrofierung des bronchialen Epithels von Méusen bei 0,16 %. Der NOAEL ent-
spricht etwa 52 und 83 mg/kg KG und Tag bei ménnlichen bzw. weiblichen Ratten
und 170 und 231 mg/kg KG und Tag bei weiblichen bzw. ménnlichen Mausen (Kano
et al. 2008; Befunde siehe Tabelle 3).
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Allergene Wirkung

In einem Maximierungstest mit weiblichen Dunkin-Hartley-Meerschweinchen
wurde eine 5%ige wissrige Zubereitung von 1,4-Dioxan fiir die intradermale Induk-
tion und unverdiinntes 1,4-Dioxan fiir die topische Induktion und die Auslosung
verwendet. Die Auslosebehandlung fithrte nach 24 Stunden bei keinem der zehn
Tiere zu einer Reaktion; spitere Ablesungen wurden nicht vorgenommen (ECHA
2018).

Reproduktionstoxizitat
Fertilitat

Studien zur Fertilitit oder Generationenstudien wurden mit 1,4-Dioxan nicht
durchgefiihrt.

In den Inhalationsstudien mit 13-wochiger oder 2-jahriger Exposition von F344/
DuCrj-Ratten nach OECD-Priifrichtlinie 413 bzw. 453 traten bis zur héchsten Kon-
zentration von 6400 ml/m? (13 Wochen) bzw. 1250 ml/m? (2 Jahre) keine Effekte auf
die Reproduktionsorgane auf (Kasai et al. 2008, 2009).

Auch in den 13-Wochen- und 2-Jahre-Trinkwasser-Studien nach OECD-Priif-
richtlinie 408 bzw. 451 an méinnlichen bzw. weiblichen F344/DuCrj-Ratten und
Crj:BDF1-Maiusen wurden bis zu den jeweils hochsten Dosierungen von ca. 1550 bis
2700 mg/kg KG und Tag (13 Wochen) und ca. 270 bis 960 mg/kg KG und Tag (2 Jah-
re) keine Effekte auf die Reproduktionsorgane festgestellt (Kano et al. 2008, 2009).

In einer Zwei-Generationenstudie an ICR-Swiss-Méiusen, bei der 1,4-Dioxan als
Stabilisator fiir 1,1,1-Trichlorethan eingesetzt wurde, traten bis zur hochsten Dosis
von 30 mg 1,4-Dioxan/kg KG und Tag keine reproduktionstoxischen Effekte auf (Be-
griindung aus dem Jahr 2003; Nachtrag von 2007; Lane et al. 1982).

Entwicklungstoxizitat

In einer pranatalen Entwicklungstoxizitatsstudie dhnlich der OECD-Priifrichtlinie
414 erhielten jeweils 17 bis 20 Sprague-Dawley-Ratten pro Gruppe vom 6. bis zum
15. Gestationstag mit der Schlundsonde 1,4-Dioxan (Reinheit: 99 %) in Dosierungen
von 0;0,25; 0,5 oder 1,0 ml/kg KG und Tag, entsprechend 0, 260, 520 oder 1035 mg/kg
KG und Tag. Bei 1035 mg/kg KG und Tag traten verminderte Korpergewichts-
zunahme der Muttertiere und ein geringeres Korpergewicht der Feten auf. Teratoge-
ne Effekte wurden nicht beobachtet (Begriindung aus dem Jahr 2003; Nachtrag von
2007; Giavini et al. 1985). Der NOAEL fiir Entwicklungs- und Maternaltoxizitit be-
tragt 520 mg/kg KG und Tag.

Auch in Entwicklungstoxizitatsstudien wurde 1,4-Dioxan als Stabilisator fiir
1,1,1-Trichlorethan eingesetzt. Dabei kam es bei Ratten und Méusen nach Inhalati-
on bis zur hochsten Konzentration von 32 ml 1,4-Dioxan/m? zu keinen entwick-
lungstoxischen Effekten (Schwetz et al. 1975). Auch an Sprague-Dawley-Ratten trat
in einer Trinkwasserstudie mit 3 % 1,4-Dioxan im Trinkwasser keine Entwicklungs-
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toxizitdt auf. Die hochste Dosis entsprach dabei 3,5 mg 1,1,1-Trichlorethan/kg KG
und Tag bzw. 0,1 mg 1,4-Dioxan/kg KG und Tag (George et al. 1989).

Genotoxizitat

In der Begriindung 2003 wurde aus den Untersuchungen zur Genotoxizitit gefol-
gert, dass 1,4-Dioxan in zytotoxischen Konzentrationen sowohl in vitro als auch in
vivo in der Rattenleber DNA-Strangbriiche verursacht.

In vivo fithrt 1,4-Dioxan in einigen Untersuchungen zu Mikronukleusbildung, aber
nicht zu mutagenen Effekten (Begriindung 2003).

In vitro

Es liegen keine neuen bewertungsrelevanten Untersuchungen zur Genotoxizitit in
vitro vor.

In vivo

In den in der Begriindung von 2003 bereits beschriebenen drei Mikronukleus-Tests
am Knochenmark von Miusen wurde ein positives Resultat bei oraler Gabe von 900
bis 3600 mg/kg KG erhalten, jedoch nicht bei 450 mg/kg KG mit ménnlichen
C57BL6-Maiusen. Weibliche C57BL6-Méuse zeigten ein positives Resultat bei
5000 mg/kg KG. Die LD, lag in einer Voruntersuchung zwischen 4000 und
5000 mg/kg KG und Tag (0/6 Tiere bei 3000, 2/6 Tiere bei 4000, 4/6 Tiere bei
5000 mg/kg KG) (Mirkova 1994). Zytotoxizitit wurde in dieser Untersuchung nicht
bestimmt.

In einem weiteren Mikronukleus-Test an partiell hepatektomierten CD1-Méiusen,
der in der Begriindung von 2003 ebenfalls berichtet wurde, wurde eine Mikro-
nukleusbildung in der Leber nach oraler Gabe von 2000 mg/kg KG beobachtet, aber
nicht im peripheren Blut bei 3000 mg/kg KG. Der prozentuale Anteil an Retikulozy-
ten im peripheren Blut war nicht verdndert. Durch die partielle Hepatektomie wird
die Zellproliferation in der Leber und moglicherweise auch im Knochenmark indu-
ziert (Morita und Hayashi 1998).

Die Autoren zitieren eine weitere Untersuchung, die nur als Zusammenfassung in
japanischer Sprache vorliegt, in der eine Mikronukleusbildung in der Rattenleber
nach intraperitonealer Verabreichung von 1000 mg 1,4-Dioxan/kg KG an F344-Rat-
ten induziert wurde (Morita und Hayashi 1998). Die Autoren vermuten fiir 1,4-Di-
oxan einen nicht-genotoxischen Mechanismus iiber fehlerhafte DNA-Reparatur
und anschlieflender Induktion der Zellproliferation (Morita und Hayashi 1998).

In Tabelle 4 sind die In-vivo-Untersuchungen dargestellt, die seit der Begriindung
von 2003 publiziert wurden.

Neu hinzugekommen ist ein Test auf meiotische Non-Disjunction in Drosophila
melanogaster, der nicht dosisabhingig und bei zytotoxischen Dosierungen ein po-
sitives Ergebnis zeigte. Die Autoren sehen die Zytotoxizitat hervorgerufen durch un-
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spezifische Storungen der Zellteilung als mogliche Ursache an (Mufioz und Mazar
2002).

In einer Follow-up-Studie des Mikronukleus-Tests von Morita und Hayashi (1998)
(siehe Begriindung 2003) mit oraler Gabe an Méuse war ab 1500 mg/kg KG die Zahl
an Zellen mit Mikronuklei signifikant angestiegen, wiahrend parallel das PCE/NCE-
Verhaltnis statistisch signifikant um 16 % bei 1500 und 2500 mg/kg KG und Tag bzw.
um 37 % bei 3500 mg/kg KG und Tag vermindert war, was Zytotoxizitdt und Biover-
fiigbarkeit im Knochenmark zeigt. Auch in proliferierenden Hepatozyten verlief der
Test mit den gleichen Dosierungen positiv, in nicht-proliferierenden Hepatozyten
negativ. Eine verminderte Zellteilung, nachgewiesen durch BrdU-Farbung, trat hier
ebenfalls auf, signifikant aber nur bei 3500 mg/kg KG. Die Mikronuklei entstanden
durch Chromosomenbriiche, da in 80 % bis 90 % der Mikronuklei keine Zentromere
mittels CREST- oder FISH-Farbung nachgewiesen wurden (Roy et al. 2005).

Die positiven Mikronuklei-Tests von Mirkova (1994); Morita und Hayashi (1998)
und Roy et al. (2005) zeigen eine Induktion von Mikronuklei nahe an oder in zytoto-
xischen Konzentrationen bei gleichzeitiger Zellproliferation in der Leber und im
Knochenmark. Diesen Tests stehen negative Mikronukleustests entgegen, in denen
auch die Bioverfiigbarkeit im Knochenmark durch verminderte PCE/NCE-Verhalt-
nisse nachgewiesen wurden (Mirkova 1994; McFee et al. 1994; Tinnwell und Ashby
1994; siehe Begriindung 2003).

Ein Test auf Mutationen in transgenen Ratten war bei bis zu 0,1 % im Trinkwasser
in der Leber negativ. Bei 0,5 % wurde eine erhohte Inzidenz an Mutationen des gpt-
Trans-Gens nachgewiesen, die Leberzellen waren gleichzeitig GST-P-positiv (Mar-
ker fiir Praneoplasien) sowie PCNA-positiv (Marker fiir Zellproliferation). Die Un-
tersuchung liegt nur als Zusammenfassung vor (Fukushima et al. 2009).

Fazit:

Wie bereits in der Begriindung von 2003 dargestellt, zeigt die Mehrzahl der In-vivo-
Untersuchungen, dass 1,4-Dioxan in zytotoxischen Konzentrationen zumeist nahe
oder oberhalb der empfohlenen Limit Dose von 2000 mg/kg KG und Tag zu DNA-
Strangbriichen und zu Mikronukleusbildung fiihrt. Gleichzeitig ist eine Induktion
der Zellproliferation zu beobachten. Als méglicher Mechanismus in der Leber und
auch im Knochenmark ist Zytotoxizitit mit anschlieflender Zellproliferation nach-
gewiesen worden. Unterhalb von bzw. bei 1000 mg/kg KG und Tag werden keine
genotoxischen Effekte induziert.

Ein Dominant-Letal-Test an Mdusen verlief nach einmaliger intraperitonealer
Gabe von 2500 ul/kg KG (etwa 2580 mg/kg KG) negativ (siehe Begriindung 2003).

Kanzerogenitat
Kurzzeitstudien

Zelltransformationstests

Im Zelltransformationstest an BALB/3T3-Zellen war 1,4-Dioxan in einer Unter-
suchung ohne Zytotoxizitéit negativ, in einer weiteren wurde Zelltransformation bei
gleichzeitiger Zytotoxizitit registriert. Der Metabolit 1,4-Dioxan-2-on induzierte in
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BALB/3T3-Zellen Zelltransformationen auch ohne Zytotoxizitit (Begriindung von
2003).

Hemmung der metabolischen Kooperation

In V79-Zellen fiihrte 1,4-Dioxan zu einer Hemmung der metabolischen Koopera-
tion (Thioguaninnukleotid-Transfer) (Begriindung von 2003).

Initiations- und Promotionsstudien

1,4-Dioxan erwies sich nicht als Initiator an der Haut von Méusen bei nachfolgender
Tetradecanoylphorbol-acetat (TPA)-Behandlung, zeigte aber eine tumorpromovie-
rende Aktivitit (y-GT-Foci) in der Leber ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten (Be-
griindung von 2003).

Kurzzeit-Studien

In Kurzzeitstudien an Miusen fiithrte intraperitoneal appliziertes 1,4-Dioxan in ei-
nem Test zu einem signifikanten Anstieg der Lungentumorinzidenz, in einer zwei-
ten Untersuchung aufgrund fehlender Dosisabhédngigkeit zu einem fraglichen Er-
gebnis (Begriindung von 2003).

Langzeitstudien

Inhalative Aufnahme

In einer bereits in der Begriindung von 2003 zitierten Inhalationsstudie an Ratten
aus den 1970er Jahren wurden bei der einzigen getesteten Konzentration von
111 ml/m? (400 mg/m?, etwa 100 mg/kg KG und Tag) keine kanzerogenen Effekte
beobachtet. In dieser Studie wurden 288 ménnliche und 288 weibliche Wistar-Rat-
ten in Inhalationskammern zwei Jahre lang, an sieben Stunden pro Tag, fiinf Tage
pro Woche exponiert. Wachstum, Mortalitdt, hamatologische und klinisch-che-
mische Parameter sowie die makroskopischen und histologischen Befunde unter-
schieden sich nicht von denen der Kontrollgruppe mit jeweils 192 mannlichen und
weiblichen Tieren. Es traten weder Tumoren noch Leber- oder Nierenschédigungen
auf. Die Nase wurde in dieser Studie nicht untersucht und die MTD nicht erreicht
(Torkelson et al. 1974).

In einer neuen, validen Untersuchung wurden jeweils 50 minnliche F344/DuCrj-
Ratten sechs Stunden pro Tag, an fiinf Tagen pro Woche, 104 Wochen lang gegen 0,
50, 250 oder 1250 ml 1,4-Dioxan/m? (0, 180, 900 oder 1800 mg/m?) Ganzkorper-ex-
poniert. Es wurden nur ménnliche Tiere eingesetzt, da in der 2-Jahre-Studie mit
oraler Gabe von Kano et al. (2009) (siehe nachster Abschnitt ,,Orale Aufnahme®) bei
den weiblichen Tieren keine Mesotheliome beobachtet wurden. Statistisch signifi-
kant erhohte Tumorinzidenzen waren hepatozelluldre Adenome und Plattenepithel-
zellkarzinome in der Nase in der hohen und peritoneale Mesotheliome in der mitt-
leren und hohen Konzentrationsgruppe. Nur in der mittleren Konzentrationsgruppe
wurden subkutane Fibrome festgestellt. Die peritonealen Mesotheliome entstanden
aus dem Hodensack (Kasai et al. 2009). Diese haben fiir die Risikobewertung fiir den
Menschen keine Bedeutung, da sie geschlechts-, stamm- und speziesspezifisch nur
bei ménnlichen F344-Ratten entstehen (Maronpot et al. 2015). Erhoht, aber statis-
tisch nicht signifikant waren Fibroadenome der Brustdriise, die nicht als eine pré-
maligne Lésion angesehen werden (Russo 2015; siehe auch Abschnitt ,Wirkungs-
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mechanismus”). Nierenzellkarzinome, wobei die Niere auch Zielorgan der toxischen
Wirkung ist, sowie Adenome der Zymbaldriise traten in der hochsten Konzentrati-
onsgruppe auf, erreichten jedoch keine statistische Signifikanz (Kasai et al. 2009).
Tumoren in Organen, die nur beim Tier, aber nicht beim Menschen vorkommen,
sind, wenn sie isoliert auftreten, i. d. R. nicht humanrelevant, kénnen aber ein kan-
zerogenes Potenzial einer Substanz anzeigen. Beispiele fiir solche Organe ist die
Zymbaldriise (ECHA 2015). Die subkutanen Fibrome waren nicht dosisabhingig,
traten aber auch in der oralen Kanzerogenititsstudie auf. Diese Tumoren wurden in
Studien mit dem F344-/DuCrj-Rattenstamm des JBRC (Japan Bioassay Research
Center) mit relativ hoher Spontaninzidenz beobachtet (Takanobu et al. 2015; siehe
auch Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®) und sind daher von fraglicher Human-
relevanz.
Die Details zur Studie sowie die Tumorinzidenzen sind in Tabelle 5 dargestellt.

Orale Aufnahme

Seit der letzten Bewertung (Begriindung von 2003) wurden zwei neue Kanzerogeni-
tatsstudien publiziert, in denen Ratten bzw. Méduse zwei Jahre lang gegen 1,4-Dioxan
im Trinkwasser exponiert wurden (Kano et al. 2009).

Bei Ratten induzierte 1,4-Dioxan in der hochsten Dosisgruppe statistisch signifi-
kant erhohte Plattenepithelzellkarzinome in der Nase der weiblichen Tiere, Adeno-
me und Karzinome der Leber bei beiden Geschlechtern, peritoneale Mesotheliome
bei ménnlichen Tieren und Adenome der Brustdriise bei den weiblichen Tieren so-
wie nicht signifikant erh6hte subkutane Fibrome (Kano et al. 2009). Die peritonealen
Mesotheliome haben fiir die Risikobewertung fiir den Menschen keine Bedeutung,
da sie geschlechts-, stamm- und speziesspezifisch nur bei den ménnlichen F344-Rat-
ten entstehen (Maronpot et al. 2015). Fibroadenome der Brustdriise werden bei Rat-
ten und beim Menschen nicht als eine primaligne Lasion angesehen (siehe oben und
Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®). Die subkutanen Fibrome waren bei ménn-
lichen Ratten nicht signifikant erhoht, bei den weiblichen auch ohne Dosisabhéngig-
keit, traten aber auch in der chronischen Inhalationsstudie mit Ratten auf und sind
(siehe oben und Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®) von fraglicher Humanrelevanz.

Bei Mdusen wurden statistisch signifikant erhéhte Tumorinzidenzen nur in der
Leber beobachtet und zwar hepatozellulire Adenome und Karzinome bei den weib-
lichen Tieren ab der niedrigsten Dosis, bei den méannlichen Tieren hepatozellulire
Adenome ab der mittleren Dosis sowie hepatozellulire Karzinome in der hohen
Dosis. Zudem wurden in der hohen Dosisgruppe zwei Tumoren in der Nase be-
obachtet, ein Adenokarzinom bei einem weiblichen Tier und ein Asthesioneuro-
epitheliom bei einem ménnlichen Tier. Beide Tumoren sind nach Angaben der Au-
toren sehr selten, so ist in den historischen Kontrollen des Japan Bioassay Research
Center (JBRC) kein Fall unter 1846 minnlichen bzw. 1847 weiblichen Tieren be-
kannt. Die Tumoren wurden in Schnittebene 3 nachgewiesen (Kano et al. 2009).

Die Untersuchungen sind in der Tabelle 6 dargestellt.
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Tab.5 Kanzerogenitdtsstudie mit inhalativer Exposition von Ratten gegen 1,4-Dioxan (Kasai
et al. 2009)

Autor: Kasai et al. 2009

Stoff: 1,4-Dioxan (>99 % rein)

Spezies: Ratte, F344/DuCrj, je 50 3

Applikation: Inhalation

Konzentration: 0, 50, 250, 1250 ml/m?® (0, 180, 900, 1800 mg/m?)
Dauer: 2 Jahre, 5 Tage/Woche, 6 Stunden/Tag

Toxizitat: ab 50 ml/m?: Nase: Inzidenz der Kernvergrofierungen und
Entziindungen 1, Atrophie und respiratorische Metaplasie des
olfaktorischen Epithels, hydropische Verdnderungen und
Sklerose der Lamina propria, Proliferation der Driisen
ab 250 ml/m?®: Mortalitét 1, Nase: Plattenepithelzell-Metaplasie,
Nieren: Inzidenz der KernvergrofSerungen 1,

1250 ml/m? KG |, Nase: Plattenepithelzell-Hyperplasie, Nieren:
hydropische Verianderungen der renalen proximalen Tubuli,
Leber: rel. Gewicht 1, Inzidenz der Kernvergroflerungen 1,
Nekrosen der Hepatozyten, verédnderte Zellfoci, Plasma: ALT-,
AST- und y-GTP-Aktivititen 1

Expositionskonzentration (ml/m?)
0 50 250 1250
Uberlebende 37/50 (74 %) 37/50 (74 %) 29/50 (58 %) 25/50 (50 %)

Tumoren und Prineoplasien
Nase:
respiratorisches Epithel

nukledre Vergroflerungen  0/50 (0%)  50/50 (100 %)** 48/50 (96 %)** 38/50 (76 %)**

Entziindung 13/50 (26 %) 9/50 (18 %) 7/50 (14 %) 39/50 (78 %)™
Plattenepithelzell- 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 7/50 (14 %)*  44/50 (88 %)™
Metaplasie

Plattenepithelzell- 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %) 10/50 (20 %)™
Hyperplasie

olfaktorisches Epithel

nukledre Vergroflerungen  0/50 (0%)  48/50 (96 %)™  48/50 (96 %)™  45/50 (90 %)**
Atrophie 0/50 (0 %) 40/50 (80 %)™ 47/50 (94 %)**  48/50 (96 %)™
respiratorische Metaplasie 11/50 (22 %)  34/50 (68 %)™  49/50 (98 %)** 48/50 (96 %)**
Entziindung 0/50 (0 %) 2/50 (4 %) 32/50 (64 %)™ 34/50 (68 %)™

Nasenhohle

hydropische Verinderun-  0/50 (0 %) 2/50 (4 %) 36/50 (72 %)™ 49/50 (98 %)™
gen der Lamina propria
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Sklerose der Lamina
propria

Proliferation der Driisen

Plattenepithelzell-
Karzinome

Leber:

nukledre Vergroflerungen,
zentrilobulédr

acidophile Zellfoci
basophile Zellfoci

klare Zellfoci

gemischte Zellfoci
Spongiosis hepatis
Nekrose, zentrilobulir
hepatozellulire Adenome

hepatozellulire
Karzinome

Nieren:

nukledre Vergroflerungen,
proximaler Tubulus

hydropische Verdnderun-
gen, proximaler Tubulus

Nierenzellkarzinome
Peritoneum:
Mesotheliome
Brustdriise:
Fibroadenome
Adenome
Zymbaldriise:
Adenome
Subkutis:

Fibrome

0/50 (0 %)

0/50 (0 %)
0/50 (0 %)

0/50 (0 %)

5/50 (10 %)

(
17/50 (34 %)
15/50 (30 %)
(
(

5/50 (10 %)
7/50 (14 %)
1/50 (2 %)
1/50 (2 %)
0/50 (0 %)

%

0/50 (0 %)

0/50 (0 %)

0/50 (0 %)

2/50 (4 %)

1/50
0/50

(2 %)
(0%)
0/50 (0 %)

1/50 (2 %)

0/50 (0 %)

1/50
0/50

(2%)
(0%)

0/50 (0 %)

10/50 (20 %)
20/50 (40 %)
17/50 (34 %)
3/50 (6 %)
6/50 (12 %)
3/50 (6 %)
2/50 (4 %)
0/50 (0 %)

1/50 (2 %)

0/50 (0 %)

0/50 (0 %)

4/50 (8 %)

2/50
0/50

(4 %)
(0%)
0/50 (0 %)

4/50 (8 %)

22/50 (44 %)**

0/50 (0 %)
1/50 (2 %)

1/50 (2 %)

12/50 (24 %)
15/50 (30 %)
20/50 (40 %)
4/50 (8 %)
13/50 (26 %)
6/50 (12 %)
3/50 (6 %)
1/50 (2 %)

20/50 (40 %)**

5/50 (10 %)

0/50 (0 %)

14/50 (28 %)™

3/50 (6 %)
0/50 (0 %)

0/50 (0 %)

9/50 (18 %)**

40/50 (80 %)™

6/50 (12 %)*
6/50 (12 %)*

30/50 (60 %)™

25/50 (50 %)**
44/50 (88 %)™
23/50 (46 %)
14/50 (28 %)
19/50 (38 %)**
12/50 (24 %)**
21/50 (42 %)**

)

2/50 (4%

(
(
(
(

47/50 (94 %)™*
6/50 (12 %)*

4/50 (8 %)
41/50 (82 %)™

5/50 (10 %)
1/50 (2 %)

4/50 (8 %)

5/50 (10 %)

*p < 0,05; **p < 0,01
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Tab.6 Trinkwasser-Studien zur Untersuchung der Kanzerogenitat von 1,4-Dioxan an Ratten und
Mausen (Kano et al. 2009)

Autor: Kano et al. 2009

Stoff: 1,4-Dioxan (99 % rein)

Spezies: Ratte, F344/DuCrj, je 50 &, @

Applikation: Trinkwasser

Konzentration: 0, 200, 1000, 5000 mg/1 (entspricht 0, 11, 55, 274 und 0, 18, 83,
429 mg/kg KG und Tag bei mannlichen bzw. weiblichen Tieren)

Dauer: 2 Jahre, kontinuierlich

Toxizitat: bei 274/429 mg/kg KG: Mortalitit 1, KG und KG-Zunahme |, rel.

Lebergewicht 1 (?)

Expositionsdosis (mg/kg KG und Tag)
0 11/18 55/83 274/429

Uberlebende 3 40/50(80%) 45/50 (90 %) 35/50 (70%)  22/50 (44 %)
Q 38/50(76%) 37/50 (74 %) 38/50 (76 %)  24/50 (48 %)

Tumoren und Prineoplasien

Nase:
Plattenepithelzell- 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 3/50 (6 %)
Karzinome Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 7/50 (14 %)**
Asthesioneuroepithe- &  0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %)
liome Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %)
Rhabdomyosarkome 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %)
Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %)
undifferenzierte 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 2/50 (4 %)
Sarkome Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %)
respiratorisches Epithel
nukleiire 3 0/50 (0%) 0/50 (0%) 0/50 (0%) 26/50 (52 %)™
Vergroflerungen Q 0/50 (0%) 0/50 (0%) 0/50 (0%) 13/50 (26 %)™
Plattenepithelzell- 3 0/50 (0%) 0/50 (0%) 0/50 (0%) 31/50 (62 %)™
Metaplasie Q 0/50 (0%)  0/50 (0%)  0/50 (0%) 35/50 (70 %)™
Plattenepithelzell- 38 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 2/50 (4 %)
Hyperplasie Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 5/50 (10 %)
olfaktorisches Epithel
nukleire 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0%) 38/50 (76 %)™
Vergroflierungen Q 0/50 (0%) 0/50 (0%) 28/50 (56 %)** 39/50 (78 %)™
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Leber:
acidophile Zellfoci 3 12/50 (24 %) 8/50 (16 %) 7/50 (14 %) 5/50 (10 %)
Q 1/50 (2%) 1/50 (2 %) 1/50 (2 %) 1/50 (2 %)
basophile Zellfoci 3 7/50(14%) 11/50 (22 %) 8/50 (16 %) 16/50 (32 %)
Q 23/50 (46 %) 27/50 (54 %) 31/50 (62 %) 8/50 (16 %)
klare Zellfoci 3 3/50 (6%) 3/50 (6 %) 9/50 (18 %) 8/50 (16 %)
Q 1/50 (2%) 1/50 (2 %) 5/50 (10 %) 4/50 (8 %)
gemischte Zellfoci 3  2/50 (4%) 8/50 (16 %) 14/50 (28 %)  13/50 (26 %)
Q 1/50 (2 %) 1/50 (2 %) 3/50 (6%) 11/50 (22 %)
hepatozellulire 3 3/50 (6%) 4/50 (8 %) 7/50 (14 %)  32/50 (64 %)™
Adenome Q 3/50 (6%) 1/50 (2 %) 6/50 (12%)  48/50 (98 %)™
hepatozellulire 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0%)  14/50 (28 %)™
Karzinome 9 0/50 (0%) 0/50 (0%) 0/50 (0%) 10/50 (20 %)™
hepatozellulare 3 3/50 (6%) 4/50 (8 %) 7/50 (14 %) 39/50 (78 %)™
Adenome und Q 3/50 (6%) 1/50 (2%)  6/50(12%)  48/50 (98 %)™
Karzinome
Peritoneum:
Mesotheliome 3 2/50 (4%) 2/50 (4%) 5/50(10%)  28/50 (54 %)**
Q@ 1/50 (2%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %)
Brustdriise:
Fibroadenome 3 1/50 (2%) 1/50 (2 %) 0/50 (0 %) 4/50 (8 %)
Q 3/50 (6%) 2/50 (4 %) 1/50 (2 %) 3/50 (6 %)
Adenome 3 0/50 (0%) 1/50 (2 %) 2/50 (4 %) 2/50 (4 %)
Q 6/50 (12 %) 7/50 (14 %) 10/50 (20 %)  16/50 (32 %)*
Adenome und 3 1/50 (2%) 2/50 (4 %) 2/50 (4 %) 6/50 (12 %)
Fibroadenome Q 8/50 (16 %) 8/50 (16 %) 11/50 (22 %)  18/50 (34 %)*
Subkutis:
Fibrome 3 5/50 (10 %) 3/50 (6 %) 5/50 (10 %) 12/50 (24 %)

Q 0/50 (0%) 2/50 (4 %) 1/50 (2 %) 0/50 (0 %)
*p <0,05; **p < 0,01 Fischer exact test (DECOS 2015)
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Tab.6 (Fortsetzung)

Autor: Kano et al. 2009
Stoff: 1,4-Dioxan (99 % rein)
Spezies: Maus, Crj:BDF,, je 50 3, @
Applikation: Trinkwasser
Konzentration: 0;0,5; 0,2; 0,8 % (entspricht 0, 49, 191, 677 und 0, 66, 278,
964 mg/kg KG und Tag bei ménnlichen bzw. weiblichen Tieren)
Dauer: 2 Jahre, kontinuierlich
Toxizitit: ab 191/278 mg/kg KG: Mortalitéit 1 (nur @), KG und KG-Zunahme

|, rel. Lebergewicht 1 (nur &)
bei 677/964 mg/kg KG: Futter- und Wasseraufnahme |, rel.
Lebergewicht 1 (?)

Expositionsdosis (mg/kg KG und Tag)

0 49/66 191/278 677/964

Uberlebende 3 31/50(62%) 33/50 (66%) 25/50 (50%)  26/50 (52 %)
Q 29/50 (58 %) 29/50 (58 %) 17/50(34%)  5/50 (10 %)

Tumoren und Prineoplasien

Nase:
Adenokarzinome 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %)
Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %)
Asthesioneuro- 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 1/50 (2 %)
epitheliome Q 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %) 0/50 (0 %)
respiratorisches Epithel
nukleére 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 0/50 (0%) 31/50 (62 %)™
Vergrofierungen Q 0/50 (0%) 0/50 (0%) 0/50 (0%) 41/50 (82 %)™
olfaktorischen Epithel
nukledre 3 0/50 (0%) 0/50 (0 %) 9/50 (0%)  49/50 (98 %)™
Vergroflerungen Q  0/50 (0%) 0/50 (0%) 41/50 (82 %)™ 33/50 (66 %)**
Leber:
hepatozellulére 3 9/50(18%) 17/50(34%) 23/50 (46 %)™ 11/50 (22 %)
Adenome Q@ 5/50(10%) 31/50 (62 %)™ 20/50 (40 %)** 3/50 (6 %)
hepatozelluldre 3 15/50 (30 %) 20/50 (40 %)  23/50 (46 %)  36/50 (72 %)™
Karzinome Q 0/50 (0%)  6/50(12%)" 30/50 (60 %)™ 45/50 (90 %)
hepatozelluldre 3 23/50 (46 %) 31/50 (62 %) 37/50 (74 %) 40/50 (80 %)™
Adenome und Q  5/50(10%) 35/50 (70 %)™ 41/50 (82 %)™ 46/50 (92 %)**
Karzinome

*p <0,05; **p < 0,01 Fischer exact test (DECOS 2015)
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Zusammenfassung der human- bzw. bewertungsrelevanten Tumoren

Inhalative Aufnahme, Ratte:

1,4-Dioxan induziert nach inhalativer Exposition an Ratten bei der hchsten Konzen-
tration von 1250 ml/m? Plattenepithelzellkarzinome in der Nase, hepatozellulidre Ade-
nome, eine leichte, statistisch nicht signifikant erhohte Inzidenz an Nierenzellkarzi-
nomen und nur in der mittleren Konzentration subkutane Fibrome. Trotz der nicht
erreichten statistischen Signifikanz werden die Nierenzellkarzinome als bewertungs-
relevant angesehen, da die Niere das Zielorgan der toxischen Wirkung darstellt. Am
Zielorgan Nase treten die ersten Befunde (erhohte Inzidenz der Kernvergrofierungen
im respiratorischen und olfaktorischen Epithel, Atrophie und respiratorische Meta-
plasie des olfaktorischen Epithels) bereits ab der niedrigsten Konzentration von
50 ml/m?® (180 mg/m?) auf (Kasai et al. 2009).

Orale Aufnahme, Ratte und Maus:

In Trinkwasserstudien fiihrt 1,4-Dioxan bei einer Dosis von etwa 100 mg/kg KG und
Tag bei Ratten zu Leber- und Nierentoxizitéit sowie zu einem leichten Anstieg von
hepatozellulairen Adenomen bzw. Karzinomen, bei etwa 500 mg/kg KG und Tag
kommt es zu Entziindungen der Nasenhohlen mit Plattenepithelkarzinomen (Be-
griindung von 2003).

In einer Langzeitstudie an Méusen entwickeln sich bei der niedrigsten getesteten
Konzentration im Trinkwasser, die etwa 50 mg 1,4-Dioxan/kg KG und Tag ent-
spricht, hepatozellulire Adenome und Karzinome, bei etwa 500 mg/kg KG und Tag
werden Entziindungen der Nasenhohlen mit Plattenepithelkarzinomen berichtet
(Begriindung von 2003).

In diesen Versuchen zeigt sich eine klare Dosisabhidngigkeit der kanzerogenen
Wirkung. Ein NOAEL fiir toxische und kanzerogene Wirkung liegt bei Ratten bei
10 mg/kg KG und Tag (Begriindung von 2003).

Die neu hinzugekommenen Kanzerogenititsstudien von Kano et al. (2009) bestéti-
gen die bisherigen Daten.

Bei weiblichen Ratten induziert 1,4-Dioxan bei der hochsten Dosis von 429 mg/kg
KG und Tag statistisch signifikant erh6hte Inzidenzen an Plattenepithelzellkarzino-
men in der Nase. Dass die midnnlichen Tiere diesen Befund nicht aufweisen, liegt
vermutlich daran, dass die hochste Dosis fiir ménnliche Tiere von 274 mg/kg KG
und Tag nicht hoch genug dosiert war. Nukleédre Vergrofierungen des olfaktorischen
Epithels treten ab 83 mg/kg KG und Tag bei den weiblichen, bei 274 mg/kg KG und
Tag bei den ménnlichen Tieren auf. Hepatozellulire Adenome und Karzinome wer-
den bei 274 und 429 mg/kg KG und Tag bei ménnlichen bzw. weiblichen Tieren be-
obachtet. Bei 55 bzw. 83 mg/kg KG und Tag sind die Tumorinzidenzen nicht erhéht,
diese Dosis ist auch der systemische NOAEL (Kano et al. 2009).

Bei Méusen treten bei Trinkwasser-Applikation statistisch signifikant erhéhte Tu-
morinzidenzen nur in der Leber auf. Dies sind hepatozellulire Adenome und Karzi-
nome bei beiden Geschlechtern, beginnend bei weiblichen Tieren ab der niedrigsten
Dosis von 66 mg/kg KG und Tag. Zudem werden bei 677 bzw. 964 mg/kg KG und
Tag bei einem ménnlichen und einem weiblichen Tier ein seltener Tumor in der
Nase berichtet. Ab der mittleren Dosis von 278 mg/kg KG und Tag werden nukleére
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Vergroflerungen im Nasenepithel beobachtet (Kano et al. 2009). Die Méuse sind
deutlich empfindlicher als die Ratten, was in der hoheren Spontaninzidenz fir Le-
bertumoren bei den Méusen begriindet sein konnte.

Da das Nasengewebe in Trinkwasserstudien durch direkten Kontakt mit 1,4-Di-
oxan exponiert ist (Sweeney et al. 2008), ist die Entstehung der Nasentumoren in
den Trinkwasserstudien auf eine lokale Exposition, zusitzlich zu einer etwaigen
systemischen zurtickzufithren.

Bewertung

Kritische Effekte sind nasale Toxizitdt und Reizwirkung sowie die kanzerogene Wir-
kung an den Zielorganen Nase, Leber und Niere.

Krebserzeugende Wirkung. Wie bereits in der Begriindung von 2003 beschrie-
ben, zeigt die Mehrzahl der In-vivo-Untersuchungen zur Genotoxizitét, dass 1,4-Di-
oxan in zytotoxischen Konzentrationen zumeist nahe oder oberhalb der empfohle-
nen Limit Dosis von 2000 mg/kg KG und Tag zu DNA-Strangbriichen und zu
Mikronukleusbildung fiihrt. Gleichzeitig ist eine Induktion der Zellproliferation zu
beobachten. Als moglicher Mechanismus in der Leber und auch im Knochenmark
ist Zytotoxizitat mit anschlieflender Zellproliferation nachgewiesen worden. Unter-
halb von bzw. bei 1000 mg/kg KG und Tag werden keine genotoxischen Effekte in-
duziert.

Die seit der Begriindung von 2003 publizierten Trinkwasser-Kanzerogenitatsstu-
dien bestétigen die bisherigen Daten. Bei F344-Ratten induziert 1,4-Dioxan in der
Nase Plattenepithelzellkarzinome, hepatozellulire Adenome und Karzinome. Bei
Maéusen treten hepatozellulire Adenome und Karzinome auf (Kano et al. 2009). Da
das Nasengewebe in Trinkwasserstudien durch direkten Kontakt mit 1,4-Dioxan ex-
poniert ist (Sweeney et al. 2008), ist die Entstehung der Nasentumoren in den Trink-
wasserstudien auf eine lokale, zusétzlich zu einer etwaigen systemischen Exposition
zuriickzufithren.

In einer Kanzerogenititsstudie mit inhalativer Exposition von ménnlichen Ratten
induziert 1,4-Dioxan bei der hochsten Konzentration von 1250 ml/m? Plattenepi-
thelzellkarzinome in der Nase. Bei 50 ml/m?® werden keine Tumoren beobachtet,
wobei am Zielorgan Nase die ersten Befunde (erhdhte Inzidenz an Kernvergrofle-
rungen, an Atrophie und an respiratorischer Metaplasie des olfaktorischen Epithels)
bereits ab der niedrigsten Konzentration von 50 ml/m? (180 mg/m?®) auftreten (Kasai
et al. 2009).

Wie schon in der Begriindung von 2003 erldutert, ist fiir 1,4-Dioxan eine nicht-li-
neare Toxikokinetik sowie eine Akkumulation der Substanz bei hohen Dosen expe-
rimentell nachgewiesen worden (siehe Begriindung von 2003 und Abschnitt ,Wir-
kungsmechanismus®), was mit einer Sittigung des Stoffwechsels erklirt wird. Es
wird davon ausgegangen, dass die toxische Wirkung, die auch zur kanzerogenen
Wirkung an Leber und Nieren fiihrt, erst bei Séttigung des Stoftwechsels eintritt.
Jedoch verursacht auch die Reizwirkung an der Nase, die schon unterhalb der Satti-
gung auftritt, Karzinome. Der Mechanismus der Entstehung der Nasentumoren bei
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Inhalation diirfte durch eine Irritation des Nasenepithels tiber Zytotoxizitit, Ent-
ztindung, regenerativer Zellproliferation und Hyperplasie verlaufen.

Da genotoxische Eigenschaften eine untergeordnete Rolle bei der kanzerogenen
Wirkung spielen und allenfalls bei zytotoxischen Dosierungen zu beobachten sind,
bleibt 1,4-Dioxan weiterhin in Kategorie 4 fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe ein-
gestuft.

MAK-Wert. 1,4-Dioxan war eine der ersten Substanzen, fiir die eine nicht-lineare
Toxikokinetik sowie eine Akkumulation der Substanz bei hohen Dosen experimen-
tell nachgewiesen und mit der Sittigung des Stoffwechsels erklart wurde (Begriin-
dung von 2003).

Inzwischen wurde in der chronischen Inhalationsstudie an Ratten als empfind-
lichster systemischer Effekt die bei 250 ml/m? erhéhte Inzidenz an KernvergrofSe-
rungen in der Niere gefunden (Kasai et al. 2009). Die systemische NOAEC liegt so-
mit bei 50 ml/m?®. Ein daraus abgeleiteter MAK-Wert wire unter Beriicksichtigung
des erhohten Atemvolumens (1:2), der Ubertragung der Daten des Tierversuchs auf
den Menschen (1:2) und des Preferred Value Approach 10 ml/m?® Ausgehend von
dieser Untersuchung ist bei Ratten der empfindlichste lokale Effekt die Reizwirkung
in der Nase, denn bei der niedrigsten getesteten Konzentration von 50 ml/m?
(180 mg/m?) treten am Zielorgan Nase erste Effekte auf: erhohte Inzidenz an Kern-
vergroflerungen im respiratorischen und olfaktorischem Epithel, Atrophie und re-
spiratorische Metaplasie des olfaktorischen Epithels (siehe Tabelle 1 in Abschnitt
»Subakute, subchronisch und chronische Toxizitit: Inhalative Aufnahme®). Als
NAEC der chronischen Rattenstudie wird 16,67 ml/m*® (LOAEC / 3) angenommen.
Sie liegt somit im gleichen Bereich wie die NOAEC fiir sensorische Reizwirkung bei
Probanden mit 20 ml/m? nach zwei bis acht Stunden, bei einer LOAEC bei 50 ml/m?
nach sechs Stunden. Da 1,4-Dioxan nur bei sehr hohen Dosen zu genotoxischen
Effekten fiihrt, diirfte die Entstehung der Nasentumoren bei Inhalation ausgehend
von einer Irritation des Nasenepithels tiber Zytotoxizitit, Entziindung, regenerati-
ver Zellproliferation und Hyperplasie verlaufen.

Es wird davon ausgegangen, dass die Vermeidung einer sensorischen Reizwirkung
auch vor histologisch nachweisbarer Reizwirkung und Zytotoxizitédt im nasalen Epi-
thel schiitzt (Briining et al. 2014). Da 1,4-Dioxan an der Nase kanzerogen wirkt,
muss eine Reizwirkung mit groflerer Sicherheit verhindert werden als bei einem
nicht kanzerogenen Stoff, und der MAK-Wert wird auf 10 ml/m? gesenkt. Wie oben
dargestellt, ist bei 10 ml/m? auch nicht mit systemischen Effekten zu rechnen.

Spitzenbegrenzung. Aufgrund der kritischen lokalen Wirkung bleibt 1,4-Dioxan
in Kurzzeitwert-Kategorie I. Da in der Probandenstudie bei zweistiindiger Expositi-
on gegen 20 ml/m? keine Reizwirkung beobachtet wurde, wird der Uberschreitungs-
faktor 2 festgesetzt.

Fruchtschidigende Wirkung. In einer préinatalen Entwicklungstoxizititsstudie
an Sprague-Dawley-Ratten wird bei 1035 mg 1,4-Dioxan/kg KG und Tag ein gerin-
geres Korpergewicht der Feten bei leichter Maternaltoxizitét (verminderte Korper-
gewichtszunahme) berichtet. Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit liegt bei
520 mg/kg KG und Tag.
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Zur toxikokinetischen Ubertragung des NOAEL fiir Entwicklungstoxizitit in eine
Konzentration in der Luft miissen der spezies-spezifische Korrekturwert beziiglich
der toxikokinetischen Unterschiede zwischen der Ratte und dem Menschen von 1:4,
die nachgewiesene orale Resorption von 100 % bei Ratten, das Kérpergewicht von
70 kg, das Atemvolumen von 10 m?® in 8 Arbeitsstunden und die 60%ige inhalative
Resorption fiir den Menschen beriicksichtigt werden. Damit errechnet sich eine
1,4-Dioxan-Konzentration in der Luft von 1520 mg/m?, die einen 41-fachen Ab-
stand zum MAK-Wert von 37 mg/m? aufweist. Der ausreichende Abstand zusam-
men mit dem Fehlen teratogener Effekte bestitigt die Zuordnung zur Schwanger-
schaftsgruppe C.

Keimzellmutagene Wirkung. Wie schon in der Begriindung von 2003 dargestellt,
zeigt die Mehrzahl der In-vivo-Untersuchungen, dass 1,4-Dioxan in zytotoxischen
Konzentrationen zumeist nahe oder oberhalb der empfohlenen Limit Dose von
2000 mg/kg KG und Tag zu DNA-Strangbriichen und zu Mikronukleusbildung
fithrt. Gleichzeitig ist eine Induktion der Zellproliferation zu beobachten. Als mog-
licher Mechanismus in der Leber und auch im Knochenmark ist Zytotoxizitdt mit
anschlieflender Zellproliferation nachgewiesen worden. Bei Dosierungen von bis zu
1000 mg/kg KG und Tag werden keine genotoxischen Effekte induziert. Ein Domi-
nant-Letal-Test an Mausen mit 2580 mg/kg KG verlief nach intraperitonealer Gabe
negativ. Es liegen daher keine Daten vor, die eine Einstufung in eine Kategorie fiir
Keimzellmutagene begriinden wiirden.

Hautresorption. Fiir den Menschen lésst sich aus einer In-vitro-Studie eine maxi-
male dermale Aufnahme von 984 mg bei Exposition gegen unverdiinntes 1,4-Dioxan
unter Standardbedingungen (2000 cm? Hautoberfliche, eine Stunde Exposition) ab-
schitzen.

Die inhalative systemische chronische NOAEC betrigt bei Ratten 50 ml/m?
(180 mg/m?). Zur toxikokinetischen Ubertragung dieser Konzentration auf den
Menschen werden berticksichtigt: das Atemvolumen in acht Stunden (10 m?), die
Ubertragung der Daten des Tierversuchs auf den Menschen (1:2) und das erhéhte
Atemvolumen am Arbeitsplatz (1:2). Daraus errechnet sich eine systemisch tolerab-
le Menge von 450 mg.

Damit betragt die Aufnahme tiber die Haut (984 mg) mehr als 25 % der systemisch
tolerablen Menge, und 1,4-Dioxan wird weiterhin mit ,H“ markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Zur hautsensibilisierenden Wirkung von 1,4-Dioxan
gibt es nach wie vor nur wenige éltere und kaum belastbare klinische Befunde beim
Menschen und keine positiven Befunde aus Untersuchungen am Tier. Befunde zur
sensibilisierenden Wirkung an den Atemwegen liegen ebenfalls nicht vor. 1,4-Di-
oxan wird daher weiterhin weder mit ,,Sh“ noch mit ,,Sa“ markiert.
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