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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has re-evaluated the maximum concentration at the work-
place (MAK value), the Pregnancy Risk Group, sensitization, absorption through the
skin and germ cell mutagenicity of toluene [108-88-3]. The critical effects of toluene are
neurotoxicity in humans, especially on the central nervous system, behavioural toxici-
ty and ototoxicity as well as effects on colour vision. No indication of chronic effects in
the range of 50 ml toluene/m?* were observed in an epidemiological longitudinal study
in rotogravure printing, even taking into account individual estimates of lifetime expo-
sure to toluene. Extensive, well-controlled experimental studies demonstrate no short-
term toxic effects on behaviour at exposures lower than 50 ml toluene/m? (in some
cases even higher), which would show up as a significant reduction in performance in
neuropsychological tests. Therefore, on the basis of numerous human studies, the MAK
value of 50 ml/m3 has been confirmed. As the critical effect of toluene is systemic, the
classification in Peak Limitation Category II has been retained. Since exposure peaks of
200 ml/m* and simultaneous physical work had an effect on neurophysiological para-
meters, but not on the performance tests, the excursion factor is reduced to 2. The most
sensitive endpoint regarding developmental toxicity and developmental neurotoxicity
is the decrease in perinatal body weight. The toxicokinetic data for the inhalation of
toluene and the resulting blood concentrations do not indicate significant differences
between humans and animals. The margin between the LOAEC of 1000 ml/m® for minor
and reversible effects on the body weight of the offspring on the first postnatal day in
the rat and the MAK value is sufficient. Toluene therefore remains in Pregnancy Risk
Group C despite the relatively narrow, 6-fold, margin between the NOAEC for devel-
opmental toxicity and the MAK value of 50 ml/m® Toluene is not genotoxic in a large
number of genotoxicity tests, including dominant lethal tests. Toluene can be absorbed
via the skin in toxicologically relevant amounts. The designation with “H” is therefore
retained. Data in animals and in vitro show no sensitizing potential of toluene.
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MAK-Wert (1993)
Spitzenbegrenzung (2020)

Hautresorption (1998)
Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung
Fruchtschidigende Wirkung (1993)

Keimzellmutagene Wirkung

BAT-Wert (2017)
BAT-Wert (2009)

Synonyma

Chemische Bezeichnung (IUPAC-Name)
CAS-Nr.

Formel

Molmasse

Schmelzpunkt

Siedepunkt bei 1013 hPa
Dichte bei 20°C

Dampfdruck bei 25°C

log Kow bei 20°C

Loslichkeit bei 25°C

1 ml/m? (ppm)= 3,82 mg/m3

50 ml/m? (ppm) =190 mg/m?
Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 2

H

Gruppe C

75 pg Toluol/1 Urin
600 pg Toluol/l Blut
1,5 mg o-Kresol/l Urin (nach Hydrolyse)

Methylbenzol
Phenylmethan

Toluol

108-88-3
CHs,

C,H,

92,14 g/mol

-95°C (ECHA 2020)

110,6°C (ECHA 2020)

0,866 g/cm? (ECHA 2020)

37,9 hPa (NLM 2020)

2,73 (ECHA 2020)

587 mg/1 Wasser (ECHA 2020)
1 mg/m?20,262 ml/m? (ppm)

Hydrolysestabilitat k.A.

Herstellung Aus Rohol durch katalytisches Reforming und
Dehydrierung. Auch als Nebenprodukt bei Herstellung von
Ethen und Propen, Koks oder Styrol (ATSDR 2017)

Verwendung Losungsmittel; Edukt in chemischer und

Sprengstoffindustrie (Henschler 1986)
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Zu Toluol liegen eine Begriindung aus dem Jahr 1986 (Henschler 1986) und mehrere Nachtréage vor (Greim 1993, 1998,
2002). Seit dem letzten Nachtrag sind zahlreiche Studien zu Toluol verdffentlicht worden. In diesem Nachtrag werden
der MAK-Wert, die fruchtschédigende, keimzellmutagene und sensibilisiernde Wirkung sowie die Hautresorption
neu bewertet.

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Toluol verursacht nach kurzzeitiger Exposition erste neurotoxische Verdnderungen, die sich in Befindlichkeitssto-
rungen, Schléfrigkeit, Erschopfung und Kopfschmerz zeigen, oder als reversible Leistungsminderungen des Nerven-
systems im Verhalten erfasst werden konnen. Als Langzeiteffekte sind ausgepragte Leistungsminderungen des zen-
tralen Nervensystems (ZNS) zu erwarten. Weiterhin gibt es Hinweise auf eine sensorische Neurotoxizitit, die sich in
Beeintrachtigungen des Farbsehvermégens und des Horvermogens nach langzeitiger Exposition gegen Toluol dufert.
Die Ototoxizitdt wird durch Larm verstarkt. In hohen Konzentrationen verursacht Toluol im Tierversuch schwere
Leberschédigungen. Im Tierversuch zeigen sich ab 1000 ml/m3 bis zu 3500 ml/m? erniedrigtes Fetengewicht, verzé-
gertes Wachstum und verzogerte skelettale Entwicklung der Feten bei gleichzeitiger Maternaltoxizitat in Form von
Kérpergewichtserniedrigung. Als postnataler Effekt tritt bei der Ratte bei 1200 ml/m? ein verzdgerter Zeitpunkt des
Schneidezahndurchbruchs auf. Durch Toluol werden bei bis zu 3500 ml/m? keine Teratogenitit, keine Embryoletali-
tat und keine abortive Wirkung beim Tier hervorgerufen. Bei Ratten werden keine Effekte in Verhaltenstests bei den
Nachkommen festgestellt, die in utero gegen Konzentrationen von bis zu 2000 ml/m? exponiert waren. Eine Beein-
trachtigung der Motoraktivitat, Defizite im Lernen und beim Gedéachtnis, eine steigende Zahl an Fehlbildungen und
fetaler Tod wurden bei Ratten beobachtet, die in utero gegen hohe Konzentrationen exponiert waren, die den Losungs-
mittel-Abusus nachstellen sollten (8000 bis 16 000 ml/m?, 15 bis 30 Minuten pro Tag). Toluol ist nicht genotoxisch. Der
Stoff wirkt bei Kaninchen reizend an der Haut und leicht augenreizend. Es liegen weiterhin keine Hinweise auf eine
sensibilisierende Wirkung von Toluol vor.

2 Wirkungsmechanismus

Die Mechanismen der akuten neurotoxischen Effekte fithren zu einer Depression der Funktion des ZNS und basieren
iberwiegend auf reversibler Interaktion zwischen Toluol, aber nicht seiner Metabolite, und den Lipiden und Proteinen
in den Membranen von Zellen des ZNS. Nach intraperitonealer Applikation von Toluol an Ratten zeigten die isolierten
Synapsen (Synaptosome) der Neurone einen verringerten Phosphatidylethanolamin-Gehalt, verédnderten Phospho-
lipidmethylierungs-Status, verdnderte auflere Membranfluiditat und erhéhte Aktivitat der Natrium-Kalium-Pumpen
(Na*/K*-ATPase). In vitro wurde gezeigt, dass Toluol mit den spannungs- und ligandengesteuerten Ionenkanélen
interagieren kann (ATSDR 2017).

Chronische Expositionen gegen hohe Konzentrationen oder der Missbrauch von Toluol als Rauschmittel konnen struk-
turelle Verdnderungen in lipidreichen Bereichen des Gehirns verursachen; diese sind durch Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) erfassbar (Yiicel et al. 2008). Weiter wurde eine erhdhte Apoptose von Neuronen im Gehirn von Ratten
festgestellt. Diese verursacht irreversible Gehirnschiden, die auch durch oxidativen Stress ausgelost werden konnen.
Erhohte Marker fir oxidativen Stress wurden auch in Blutproben von Arbeitern gefunden, die gegen Losungsmittel-
gemische mit hohem Toluolanteil exponiert waren (ATSDR 2017; Kim et al. 2011).

Akute Toluolexposition kann die Synthese, Freisetzung und den Abbau von Neurotransmittern wie auch ihre Bin-
dung an Rezeptoren verindern (ATSDR 2017). Toluol ist ein nichtkompetitiver Antagonist des N-Methyl-D-Aspartat-
(NMDA)-Rezeptors und dort insbesondere der NR1/2B-Untereinheit (Cruz et al. 1998). Neben diesen hemmenden Ef-
fekten auf exzitatorische Rezeptoren wirkt Toluol verstarkend auf die inhibitorischen Glycin- und GABA ,-Rezeptoren
(Beckstead et al. 2000). Weiterhin beeinflusst Toluol die Funktion des nikotinischen Acetylcholinrezeptors (Bale et
al. 2002; Win-Shwe et al. 2010). Diese Mechanismen bilden wahrscheinlich die Grundlage der akuten sedierenden
Wirkung von Toluol. Auch die Dopamin-abhéngige Neurotransmission in bestimmten Gehirnregionen, wie der Area
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tegmentalis ventralis des Mittelhirns und dem Nucleus accumbens, einem zentralen Kerngebiet des mesolimbischen
Systems, werden durch die akute Applikation von Toluol beeinflusst (Riegel et al. 2007; van Thriel 2014).

Nach wiederholter Exposition gegen Toluol wurde allerdings im Tierversuch eine Zunahme unterschiedlicher Unter-
einheiten des NMDA-Rezeptors im medialen prafrontalen Kortex, aber nicht in den Basalganglien (dorsolaterales
Striatum) festgestellt (van Thriel 2014; Williams et al. 2005). In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte
gezeigt werden, dass Toluol die Expression von Genen verandert, die zur neuronalen Plastizitat beitragen und die
neurobiologische Grundlage von Lern- und Gedachtnisfunktionen bilden (Ahmed et al. 2007; Hester et al. 2011). Zu-
sammenfassend legen diese Mechanismen eine akute Sedierung und Effekte auf die neuronale Plastizitat bei wieder-
holten Expositionen nahe.

An isolierten Purkinje-Zellen aus mannlichen und weiblichen Long-Evans-Ratten wurde der Einfluss von Toluol mit
Hilfe der Messung des Aktionspotentials und des hemmenden postsynaptischen Stroms untersucht. Toluol (1 mM)
verringerte das Aktionspotential der Purkinje-Zellen, verbesserte die hemmende synaptische Transmission und hatte
keinen Einfluss auf das Aktionspotential der grof3en Interneuronen. Diese Ergebnisse zeigen, dass Toluol einen Einfluss
auf das kleinhirnabhéngige motorische Verhalten hat (Gmaz und McKay 2014).

In weiteren tierexperimentellen Studien konnten Effekte auf das Immunsystem gezeigt werden, die ihrerseits die Ef-
fekte von Toluol auf den NMDA-Rezeptor beeinflussen und tiber neuroinflammatorische Prozesse die Neurotoxizitat
von Toluol verstarken konnen (Win-Shwe et al. 2011, 2012 a, b). Auch eine Stérung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse nach Inhalation von hohen Konzentrationen von Toluol wurde beobachtet (ATSDR 2017). Die
Relevanz dieser Befunde fiir den Menschen ist jedoch unklar.

Toluol verursacht bei Ratten Horverlust durch direkte Veranderung des Cochlea-Mikrophonik-Potentials. Es wird
angenommen, dass die Veranderung des Farbsehens durch Toluol mit einer Interaktion von Toluol mit Dopamin-ab-
hingigen Mechanismen der Retinazellen zusammenhéngt oder von einer toxischen Demyelinisierung des optischen
Nervs verursacht wird (ATSDR 2017).

Die Wirkung von Toluol wurde in Konzentrationen von 100 und 200 pM in vitro an isolierten dufleren Haarzellen der
Cochlea und an Zellen des Spiralganglions von Meerschweinchen untersucht. Toluol induzierte eine dosisabhingige
Verkiirzung der dufieren Haarzellen. In Konzentrationen von 30 uM und héher verursachte Toluol eine Erhdhung des
intrazelluldren Calciumgehalts sowohl in dufleren Haarzellen als auch in Zellen des Spiralganglions (Liu und Fechter
1997).

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung

Bei neun ménnlichen Freiwilligen, die 50 Watt-Fahrradergometer-Arbeit verrichteten, betrug die Toluolkonzentration
im Blut unmittelbar nach zweistiindiger Exposition gegen 200 mg Toluol/m? (ca. 52 ml/m®) 10 pmol/1 (0,92 mg/1). Das
Fliefgleichgewicht war nach einer Stunde fast erreicht. Etwa 50 % der eingeatmeten Menge wurden im Durchschnitt
resorbiert. Die Toluolkonzentration im Blut nahm triphasisch ab. Die Halbwertszeit der alpha-Phase betrug drei Minu-
ten, die der beta-Phase 40 Minuten und die der terminalen Phase 738 Minuten. Vier und 20 Stunden nach Beendigung
der Exposition waren 65 bzw. 78 % der aufgenommenen Menge als Hippursiure mit dem Urin ausgeschieden worden
(Lof et al. 1993).

Der mittlere Blut:Luft-Verteilungskoeffizient fiir Toluol betragt 15,11 (Meulenberg und Vijverberg 2000).

In ATSDR (2017) sind mehrere Physiologie-basierte pharmakokinetische (PBPK) Modelle dargestellt. Zwei Studien der
gleichen Arbeitsgruppe haben die Blutkonzentrationen nach Inhalation bei Mensch und Ratte untersucht. Bei der Ratte
ist im Vergleich zum Menschen bei gleich hoher Konzentration von 100 ml/m? nach drei- bis vierstiindiger Exposition
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etwas mehr Toluol im Blut (2-3 mg/1 bei Ratten, ca. 1 mg/l beim Menschen) (Benignus et al. 2006; Kenyon et al. 2008).
Bei der Wistar-Ratte fithren 125 ml/m? nach vierstiindiger Inhalation zu einem Blutspiegel von 2 mg/1 (Kishi et al. 1988).

Bei der Ratte wird also bei gleicher dufierer Konzentration im Vergleich zum Mensch eine héhere Konzentration von
Toluol im Blut erreicht.

Fir die orale Resorption ist bei Ratten 100 % anzunehmen (Turkall et al. 1991). Beim Menschen wurde eine 50%ige in-
halative Resorption festgestellt (siche oben: Lof et al. 1993).

3.2 Metabolismus

Toluol wird hauptsachlich oxidativ zu Benzoeséure metabolisiert, die als Hippursdure mit dem Urin ausgeschieden
wird. Weiterhin entstehen in geringer Menge Benzoesaureglucuronid, die Sulfat- und Glucuronidkonjugate von o- und
p-Kresol, S-Benzylmercaptursaure und S-p-Toluylmercaptursdure (ATSDR 2017).

4 Erfahrungen beim Menschen

4.1 Einmalige Exposition

In einem PBPK-Modell wurden verschiedene experimentelle Expositionsstudien mit gesunden Probanden verwendet.
Dabei wurden mit dem PBPK-Modell die unterschiedlichen akuten Expositionen der sechs Studien in Toluolkonzen-
trationen im arteriellen Blut iiberfithrt, um so die verhaltenstoxischen Effekte mit diesem Expositionsmarker zu ver-
gleichen. Die Modellierung der Autoren ergab bei einer arteriellen Blutkonzentration von 3 ml Toluol/1 eine Abnahme
der Wahlreaktionsleistung um 10 %. Aus dieser Blutkonzentration extrapolierten die Autoren dquivalente Expositions-
dauern und Konzentrationen, die vorhersagten, dass eine zweistiindige Exposition gegen 27 ml Toluol/m? zu dieser
verhaltenstoxischen Leistungsminderung fithren wiirde (Benignus et al. 1998). Die Analyse birgt eine Vielzahl von
Unsicherheiten in den mathematischen Modellierungen und in der Zusammenfassung der kognitiven Leistungstests
in den Einzelstudien. Die Daten kénnen daher nicht fir die Ableitung eines MAK-Wertes genutzt werden.

In einer weiteren Metaanalyse der gleichen Autoren wurden die so geschatzten Toluol-Effekte mit den verhaltens-
toxischen Effekten von Ethanol verglichen. Die jeweiligen Blutkonzentrationen wurden mit Hilfe eines GPAT-Modells
(general physiological and toxicokinetic model) ermittelt. Die Dosis-Aquivalent-Funktion zeigt, dass 3 mg Toluol/l
einer Ethanol-Blutkonzentration von ca. 1 g/l entspricht, was gemafl der Modellierung in diesem Datensatz zu einer
Wahlreaktionszeit-Verlangerung von ca. 14 % fithren wiirde. Aus diesen Daten extrapolieren die Autoren wiederum auf
Expositionshéhen und -dauern. Sie errechnen so, dass die Exposition gegen 100 ml Toluol/m?* wihrend acht Stunden
in Ruhe einen dquivalenten Effekt von ungeféhr 0,62 g Ethanol/l im Blut induzieren wiirde. Durch die Einbeziehung
korperlicher Arbeit von 50 Watt in das Modell wiederum wiirde die Toluolkonzentration im Blut d4quivalent zu der von
1,27 g Ethanol/l sein. Bei dieser Ethanolkonzentration erwartet das Modell der Autoren eine 20%ige Verlangerung der
Wahlreaktionszeit. Bei 50 ml/m?* und 50 Watt korperlicher Arbeit wire eine Verldngerung der Wahlreaktionszeit von
weniger als 8% zu erwarten, was dem Effekt von 0,7 g Ethanol/l Blut entsprechen soll (Benignus et al. 2005). In zwei
Abbildungen der Publikation wird jedoch gezeigt, dass eine Konzentration von 1 mg Toluol/l einer Wahlreaktions-
zeit-Verlangerung von ca. 3% und einer Ethanol-Blutkonzentration von 0,5 g/l entspricht. Da eine Konzentration von
50 ml Toluol/m?® bei einer Arbeitsbelastung von 50 Watt in einer Studie an Probanden 1 mg Toluol/l Blut entspricht
(siehe Lof et al. 1993), iiberschitzt das GPAT-Modell die Effektstirke von Toluol. Das heifit, bei 50 ml/m3 und 50 Watt
korperlicher Arbeit wire eine Verldangerung der Wahlreaktionszeit von 3% zu erwarten, was dem Effekt von 0,5 g
Ethanol/l Blut entspricht. Auch diese Studie eignet sich aufgrund der Unsicherheiten bei den Modellierungen nicht
fur die Ableitung eines MAK-Wertes.

Zwanzig Personen wurden viereinhalb Stunden lang gegen 50 ml Toluol/m? exponiert. Mit Hilfe eines pupillographi-
schen Tests wurden keine Anzeichen von Schléfrigkeit festgestellt. Anhand eines Fragebogens wurden akute Symp-
tome aus verschiedenen Bereichen bewertet. Es wurde ein statistisch signifikant vermehrtes Auftreten nur fiir die
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Einzelsymptome ,unangenehmer Geruch® und ,Rachenirritationen” ermittelt, die subjektiven Angaben zur Midigkeit
waren nicht erh6ht (Muttray et al. 2005).

Acht Druckereiarbeiter wurden vor und nach Reinigungsarbeiten mit Toluol mit Hilfe von Farbdiskriminationstests
untersucht. Toluol war das einzige verwendete Losungsmittel. Nach der Reinigung lagen die Toluolkonzentrationen
im Blut zwischen 3,61 und 7,37 mg Toluol/l Blut (BAT-Wert: 0,6 mg/l). In dieser Studie hatte Toluol keinen Einfluss auf
das Farbsehen der Exponierten (Muttray et al. 1999).

Siebzehn gesunde Probanden wurden nach einmaliger 40-miniitiger Exposition gegen 200 ml Toluol/m3 mit 15-minii-
tiger intermittierender Belastung auf dem Fahrradergometer beziiglich neurologischer Verhaltenseffekte und neuro-
physiologischer Effekte untersucht. Die Verhaltenstests, die unterschiedliche Aspekte der visuellen Aufmerksamkeit
erfassten, wurden einmal vor und zweimal nach der 40-miniitigen Exposition von den Probanden bearbeitet. Nur die
Gruppe der gegen Toluol Exponierten zeigte vermehrt falsche Reaktionen in den Tests, die nach der Toluolexposition
stattfanden. Diese Trendunterschiede traten in einem Test auf, der die Inhibierung einer Reaktion erfordert. Generell
reagierten die Probanden der Toluolgruppe nach der Exposition in diesem Test etwas langsamer als die Kontrollper-
sonen. Ebenso zeigten die neurophysiologischen Befunde (N1 Amplitude im EEG) eine weniger effiziente Verarbeitung
der visuellen Stimuli (Kobald et al. 2015).

Eine weitere experimentelle Expositionsstudie mit 17 gesunden Probanden untersuchte ebenfalls den Einfluss von
Spitzenexpositionen auf neurophysiologische Prozesse und motorisches Lernen. Wiahrend der vierstiindigen Exposi-
tion wurden zwei 35-miniitige Expositionsspitzen von 200 ml/m® appliziert, wobei die Probanden auf einem Fahr-
radergometer kontrollierte, kdrperliche Arbeit leisteten. Die 17 Probanden absolvierten ebenfalls eine vierstiindige
Sitzung, in der sie nicht gegen Toluol exponiert wurden. Mit Hilfe transkranieller Gleichstromstimulation (tDCS), einer
nicht-invasiven Technik zur Induktion neuronaler Plastizitat, wurden die akuten Effekte von Toluol auf neurophysio-
logischer Ebene untersucht. Anhand einer seriellen Reaktionsaufgabe wurden Lernleistungen der Probanden erfasst.
Die Ergebnisse der Lernaufgabe wurden durch die Toluolexposition nicht beeinflusst. Unter der Kontrollbedingung
konnte neuronale Plastizitat durch tDCS induziert werden, jedoch wurde dieser neurophysiologische Effekt bei Toluol-
exposition nicht beobachtet (Yavari et al. 2018). Da der NMDA-Rezeptor bei der Induktion neuronaler Plastizitit eine
wesentliche Rolle spielt, konnte dessen Inhibierung diesen Befund mechanistisch erklaren.

Eine 15-miniitige Exposition gegen 15 ml Toluol/m? verursachte an Chemikalien-sensitiven Patienten eine Beeintriich-
tigung des Kurz- und Langzeitgedachtnisses und der psychomotorischen Koordination (Little et al. 1999).

4.2 Wiederholte Exposition

Neurotoxizitat

Beschaftigte (n=98) in einer Rotationstiefdruckerei wurden neuropsychologisch mit Hilfe des Cognitive Function
Scanner und neurologisch beziiglich Koordinationsvermdgen, Tremor und Positionsstabilitit auf insgesamt 17 Leis-
tungsvariablen untersucht. Symptome wie Kopfschmerz, Schwindel und eingeschrénkte Gedachtnisfunktion wurden
mit Hilfe eines Fragebogens ermittelt. Es wurden drei Gruppen auf der Basis der Expositionsdauer gebildet: Gruppe 0
(keine Exposition, 19 Personen), Gruppe 1 (1-12 Jahre, 30 Personen), Gruppe 2 (>12 Jahre, 49 Personen). Von den Be-
schiftigten der Gruppe 2 waren 37 langer als zehn Jahre gegen 100 ml/m3 exponiert, sonst betrug die Exposition gegen
Toluol <20 ml/m>. Bei den gegen <20 ml Toluol/m® Exponierten wurden keine Unterschiede zwischen den weniger
als 13 Jahre Exponierten und den Kontrollpersonen festgestellt. Jedoch differierten Symptomerleben sowie zwei von
17 Leistungsvariablen statistisch signifikant zwischen Kontrollen (Gruppe 0) und den langzeitig und hoch Exponierten
(Gruppe 2). Toluol wird als das einzige organische Losungsmittel in der Rotationstiefdruckereitechnik angegeben (Eller
et al. 1999). Die Aussagekraft der Studie wird durch eine begrenzte Kontrolle von Kovariablen/Konfoundern (Alter und
Alkoholkonsum) eingeschrankt. Weiterhin vermuten die Autoren Fehler bei der Abschétzung der zuriickliegenden
Expositionen, da die Expositionskonzentrationen bis 1983 hoher lagen.
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In einer Studie an 72 fiir mindestens fiinf Jahre in einer Druckerei oder einem Pathologielabor Beschaftigten, die nur
gegen Toluol (9 bis 467 ml/m®) exponiert waren, wurden im Vergleich zu Kontrollpersonen keine Verinderungen in
kognitiven und neurologischen Funktionen festgestellt. Auch die Ergebnisse der psychometrischen Tests unterschie-
den sich nicht von denen der Kontrollpersonen. Allerdings berichteten die Exponierten {iber statistisch signifikant
mehr Schleimhautirritationen als die Kontrollpersonen. In dieser Studie wurden die Tests mindestens zwei Tage nach
Expositionsende durchgefiihrt, sodass Toluol aus dem Blut eliminiert war (Deschamps et al. 2001).

In einer Querschnittsstudie wurden die 278 Beschiftigten aus verschiedenen Tiefdruckereien, im Mittel 39,8 Jahre alt
und mit einer Expositionsdauer gegen Toluol von 14,9 Jahren, in zwei Expositionsgruppen unterteilt. Die lebenszeit-
gewichtete durchschnittliche Exposition (LWAE; lifetime-weighted average exposure) der einen Gruppe (n=154) betrug
45,1 ml/m? und die mittlere aktuelle Exposition 24,7 ml/m?. Fiir die andere Gruppe (n=124) lag die LWAE bei 9,3 ml/m?
und die mittlere aktuelle Exposition bei 3,3 ml/m3. Die manuelle Fingerfertigkeit wurde mit einer Testbatterie fiir mo-
torische Leistungen (motorische Leistungsserie der Firma Schuhfried) getestet. Die subjektiven Symptome wurden mit
einem psychologisch-neurologischen Fragebogen erfasst. Die feinmotorischen Leistungen in beiden Gruppen waren
ahnlich. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Exponierten und den Kontroll-
personen. Die Analyse der Symptome ergab keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Zupanic et al. 2002).

Um mégliche Effekte nach einer Exposition gegen niedrige Toluolkonzentrationen zu erfassen, wurden in einer ande-
ren Querschnittsstudie von 110 Beschéftigten in Betrieb A und 252 Beschiftigten im Betrieb B 129 Beschaftigte unter-
sucht, welche in zwei verschiedenen Druckereien mit Offset- bzw. Heliogravur-Druckverfahren arbeiteten. Im Betrieb
A (Offset) wurden Toluolkonzentrationen von 0 bis 18 ml/m? und in Betrieb B (Heliogravur) 2 bis 27 ml/m3 gemessen.
In Betrieb A wurde Toluol in der Atmungszone jedes Arbeiters individuell gemessen. In Betrieb B wurde nicht indivi-
duell fiir jeden Arbeiter gemessen, sondern reprasentative Messungen im jeweiligen Arbeitsbereich wurden genutzt,
um die aktuelle Exposition individuell zu schitzen. Die geschéitzten, zuriickliegenden Toluolkonzentrationen lagen
zwischen 0 und 179 ml/m3. Die Expositionsdauer von 0 bis 40 Jahren betrug im Mittel 14 Jahre. Damit lagen die indi-
viduellen, kumulativen Expositionsindizes (CEI) zwischen 0 und 2352 ml/m? x Jahre. Die neurotoxischen Symptome
wurden mit Hilfe des EUROQUEST-Fragebogens ermittelt, mogliche verhaltenstoxische Effekte mit standardisierten
Testverfahren (Neurobehavioral Evaluation System) erfasst. Folgende sechs Tests wurden verwendet: einfache Re-
aktionszeit, Zahlen-Symbol-Test, Zahlenspanne vorwarts und riickwérts, visueller Kurzzeitgeddchtnistest und ein
Test zum Assoziationslernen, der Lern- und Gedachtnisleistungen erfasst. Aus diesen Tests wurden neun Parameter
abgeleitet, die nach Adjustierung fiir Kovariablen regressionsanalytisch ausgewertet wurden. Dabei wurden der CEI
und die aktuelle Exposition der Beschiftigten als individuelle Expositionsschétzer verwendet. Der CEI zeigte nur eine
statistisch signifikante Assoziation mit den Testleistungen, bei den Symptomangaben ergaben sich keine Zusammen-
hange. Wurden die aktuellen Messungen/Abschatzungen der Toluolkonzentrationen im Modell verwendet, so zeigten
sich konzentrationsabhingige Leistungsminderungen bei beiden Versionen des Zahlenspannentests, also im Kurz-
zeitgeddchtnis. Die Autoren vergleichen den Einfluss von Toluol auf die Testleistungen mit dem ebenfalls erfassten
Effekt des Lebensalters. Bei der Zahlenspanne vorwarts nimmt die Leistung fiir 25 Lebensjahre um eine Zahl ab. Im
Regressionsmodell wurde eine entsprechende Leistungsminderung bei aktuellen Toluolkonzentrationen von mehr
als 36 ml/m3 beobachtet. Bei der schwierigeren Version, der Zahlenspanne riickwirts, sind 14 zusitzliche Lebensjahre
notwendig, um die Leistung um eine ,gemerkte” Zahl zu reduzieren. Vergleichbare Effekte fanden die Autoren bei
aktuellen Toluolkonzentrationen von mehr als 26 ml/m3. Obgleich einige der anderen Tests auch Gedéchtnisleistungen
erfasst haben, zeigen sich diese konzentrationsabhangigen Effekte in diesen Parametern nicht. Die Autoren vermuten
eine massive Unterschitzung des Alkoholkonsums in dieser Studie (Chouanieére et al. 2002). Sie machen weiterhin
auf drei Schwichen der Studie aufmerksam: 1) auf unzureichende statistische Power, 2) auf die Ungenauigkeit der
Erfassung der zuriickliegenden Exposition und 3) auf die mogliche Reversibilitat der Toluol-Neurotoxizitét bei einer
Reduktion der tatsdchlichen Expositionen. Insgesamt zeigt diese Querschnittstudie einige methodische Schwichen,
vor allem bei der Expositionsabschéitzung und der Adjustierung fiir Mehrfachvergleiche in den Regressionsmodellen.

In einer Metaanalyse wurden die Daten von zehn epidemiologischen Studien zusammengefasst, um die verhaltens-
toxischen Effekte der beruflichen Exposition gegen Toluol zu ermitteln. So konnten Daten von 408 Kontrollpersonen
und 447 Exponierten analysiert werden. Fiir sechs Testvariablen (Zahlenspanne vor-/riickwarts; Zahlen-Symbol-Test
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als Papier- bzw. PC-Version; einfache Reaktionszeit; Block Design) wurden standardisierte Effektstarken berechnet,
um die gemittelten Effektstirkenschitzer nach dem ,random effects“-Modell auf Signifikanz zu priifen. Die mittlere
Expositionskonzentration aus allen zehn Studien betrug 57 ml/m?® (20-117 ml/m3). Obgleich einige Studien Leistungs-
minderungen in den neuropsychologischen Tests der Exponierten berichtet haben, legt die zusammenfassende Ana-
lyse keine verhaltenstoxischen Effekte bei mittleren Expositionsschitzungen von bis zu 90 ml/m® nahe. Die Autorin
schligt jedoch eine Homogenisierung der Studiengruppen in Bezug auf Intelligenz, kulturellen Hintergrund und
Durchfithrung der Tests vor, damit die Studienergebnisse verglichen und in Metaanalysen quantitativ zusammen-
gefasst werden konnen (Meyer-Baron 2005). Auch die Expositionserfassung in den einzelnen Studien muss besser
standardisiert werden, um ggf. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen ableiten zu kénnen.

In einer Studie wurden 54 Toluolexponierte verschiedener Betriebe auf verhaltenstoxische Effekte mit Hilfe einer stan-
dardisierten Testbatterie untersucht. Die verwendeten Tests waren Finger-Tapping, Zahlengedéchtnis vorwérts und
riickwirts, einfache Reaktionszeit, selektive Aufmerksamkeit und der Zahlen-Symbol-Test. Die ,gering” Exponierten
waren gegen <10 ml Toluol/m3, die ,mittel“ Exponierten gegen 20-30 ml Toluol/m? und die ,hoch“ Exponierten gegen
70-80 ml Toluol/m® exponiert. Es wurde mittels Kovarianzanalysen fiir Alter, Ausbildung und Arbeitszeit adjustiert.
Nur bei den ,hoch® Exponierten wurden Defizite bei Zahlengedéchtnis vorwérts, Finger-Tapping und selektiver Auf-
merksambkeit festgestellt (Kang et al. 2005). Die Effekte zeigten sich somit erst in Konzentrationsbereichen oberhalb
des MAK-Wertes.

Bei einer 38-jahrigen Frau mit chronischen Kopfschmerzen und Ubelkeit wurde mit Hilfe von MRT eine T2-hyper-
intensive Lasion in der zerebralen weiflen Substanz der linken frontoparietalen Lappen festgestellt. Die Frau war in
einem Betrieb beschéftigt, in dem Lackverdiinner mit ca. 60 % Toluol verwendet wurde. Zusitzlich enthielt der Lack-
verdiinner auch Xylol, Ethylacetat und Butylacetat (Kobayashi 2014).

Horverlust

Fiir 190 Druckereiarbeiter (75-365 ml Toluol/m3, sechs Jahre Exposition, 88-98 dB(A)) wurde regressionsanalytisch
untersucht, welche Expositionsbedingungen mit einem bilateralen Hoérverlust von mehr als 25 dB assoziiert sind.
Der bilaterale Horverlust war am stéirksten assoziiert mit gleichzeitiger Toluol- und Larmexposition im Gegensatz zu
reiner Toluol- oder Larmexposition (Morata et al. 1993). In einer Nachfolgestudie an 124 Toluolexponierten wurde eine
statistisch signifikante Beziehung zwischen Hippursaurekonzentration im Urin und bilateralem Hoérverlust von mehr
als 25 dB festgestellt. Ein Odds Ratio (OR) >2 wurde tiber die Riickrechnung von der Hippursiurekonzentration auf
die Toluolkonzentration am Arbeitsplatz bei 50 ml/m? ermittelt. Allerdings waren die Exponierten neben Toluol auch
gegen Ethylacetat und Ethanol exponiert (Morata et al. 1997).

Es wurde gezeigt, dass die gleichzeitige Exposition gegen Losungsmittel und Larm einen gréferen Einfluss auf einen
Horverlust hat, als reine Larmexposition. In einer Studie wurde fiir eine Gruppe von 96 Exponierten (Toluol und
n-Hexan, ,individual average worklife exposure index” 1,6 + 1,1) ein Odds Ratio (OR) von 5,3 (95-%-Konfidenzintervall
(KI): 2,6-10,9) fiir Horverlust ermittelt, bei gleichzeitiger Exposition gegen Larm (>85 dB) (Sliwinska-Kowalska et al.
2005).

Farbsehen

In einer Studie an 33 Toluol-exponierten Beschiftigten in der Gummi-Industrie und 16 Nichtexponierten wurde ge-
zeigt, dass nach wiederholter Exposition gegen Toluol eine reduzierte Fahigkeit zur Farbdiskriminierung beobachtet
wurde. Fiir die Bestimmung der Expositionshohe wurde das unverdanderte Toluol im Urin vor und nach der Arbeits-
schicht bestimmt. Der mittlere Wert lag bei 63 + 27 pg/1 Urin, was etwa 42 ml Toluol/m? in der Luft entspricht. Fiir die
Berechnung der kumulativen Exposition wurde der Toluolgehalt im Urin mit der Expositionsdauer multipliziert. Die
mittlere vorherige Expositionsdauer war gleich oder weniger als zehn Jahre. Das Farbsehen der Untersuchten wurde
mit Hilfe des Lanthony D-15d-Tests (mit ungesittigten Farben), einem sogenannten Farblegetest, erfasst und zwei In-
dikatoren abgeleitet, der ,Color Confusion Index“ (CCI) und ,Total Confusion Index” (TOTCI). Beide Indizes basieren
auf Abweichungen von der richtigen, spektralen Anordnung von 15 Farben, wobei der TOTCI eine abweichende Formel
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fur die Berechnung der Abweichung von 1,00 verwendet, was bei diesem Test immer der fehlerfreien Anordnung der
sFarbnipfchen® entspricht. Der mittlere CCI war 1,29 fiir die Exponierten und 1,10 fiir die Kontrollpersonen, der TOTCI
lag bei 1,49 fir die Exponierten und bei 1,16 fiir die Kontrollpersonen. Fiir beide Indizes waren diese Unterschiede
statistisch signifikant. Dariiber hinaus korrelierten beide Indizes positiv mit der kumulativen Dosis von Toluol. Hier
war die Korrelation des TOTCI geringfiigig hoher. Obwohl die Beschiftigten gegen ein Losungsmittelgemisch aus
dem Kleber exponiert waren, erkliren die Autoren, dass 1) Toluol die Hauptsubstanz in den Klebern war und 2) die
anderen Losungsmittel in diesem Gemisch keinen Einfluss auf das Farbsehen haben sollten (Cavalleri et al. 2000).
Die Adjustierung der Auswertung zur Kontrolle méglicher Kofaktoren wird aber nicht sichtbar, obgleich die Toluol-
exponierten mehr Alkohol tranken als die Kontrollpersonen. Die Autoren weisen auf den subklinischen Charakter
von Storungen des Farbsehens hin und erwéhnen, dass die Exponierten eigentlich nichts von dieser Beeintrachtigung
bemerkten. Die Expositionsdauer war mit nur zehn Jahren allerdings etwas kurz, im Vergleich mit der Arbeitsdauer
von 40 Jahren. Die Konzentration von 42 ml/m? kann als LOAEC betrachtet werden, wobei die fehlende Kontrolle fiir
die Kovariable Alkoholkonsum bei der Interpretation beriicksichtigt werden muss.

In einer Studie an 92 Toluol-Exponierten wurde eine Beeintriachtigung der Farbdiskriminierungsleistung festgestellt.
Diese Dyschromatopsie wurde mit und ohne Adjustierung fiir Alter und Alkoholkonsum festgestellt. Die Toluol-
konzentration betrug im Mittel 136 (50-296) mg/m® (36 (13-78) ml/m3) (Campagna et al. 2001).

Mogliche Effekte beruflicher Exposition gegen Toluol auf das Farbsehen wurden in einer Lingsschnittstudie Giber einen
Zeitrahmen von vier Jahren untersucht. Am Anfang der Studie nahmen 278 Exponierte teil, zum zweiten Zeitpunkt
waren es noch 241 und bei der dritten Untersuchung noch 216 Arbeiter. Fiir insgesamt 162 Exponierte lagen Testdaten
fur alle drei Zeitpunkte vor. Die aktuell gemessene Expositionshohe der Beschéftigten aus den Druckereibereichen
betrug 26 +21 ml/m? fiir die ,hoch” Exponierten und 3 +4 ml/m? fiir die ,niedrig“ Exponierten. Die LWAE lagen bei
43 ml/m3 bzw. 9 ml/m®. Es wurde das Farbsehen mit Hilfe des Lanthony D-15d-Tests gemessen und der CCI ermit-
telt. Weicht der CCI von 1 ab, so deutet das auf eine Farbdiskriminationsschwiche auf der Blau-Gelb-Achse hin. Die
multiplen Regressionsanalysen und Varianzanalysen mit Messwiederholung zeigten keine statistisch signifikanten
Effekte nach Exposition gegen Toluol (Schéaper et al. 2004). Es wurden jedoch statistisch signifikante Effekte von Alter
und beruflicher Qualifikation gefunden, deren Einfluss in vielen anderen epidemiologischen Studien nicht beriick-
sichtigt wurde.

In einer Studie wurden 41 von 46 niedrig exponierten (11,30 bis 49,30 ml Toluol/m®) und 32 von 37 hoher exponierten
(66 bis 250 ml Toluol/m3) Beschiftigten untersucht. Die Kontrollgruppe bestand aus 83 Nichtexponierten. In der Studie
wurde ebenfalls der Lanthony D-15d-Test verwendet, die Auswertung erfolgte anhand der Fehler in den beiden Farb-
achsen Blau-Gelb und Rot-Griin. Der Anteil der Personen mit Dyschromatopsie, vor allem in der Blau-Gelb-Achse
(Typ 1) war in der Gruppe der hoher Exponierten statistisch signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Die Grup-
pe der niedrig Exponierten unterschied sich statistisch nicht signifikant von den Kontrollen, allerdings statistisch
signifikant von den hoher Exponierten. Hinweise auf eine Stérung des Farbsehens ergeben sich in dieser Studie erst
oberhalb des MAK-Wertes (Zavali¢ et al. 1998).

In einer Metaanalyse von 15 ausgewéhlten aus 39 publizierten Studien wurde die Wirkung von Losungsmittelexposi-
tion auf das Farbseh-Vermogen zusammenfassend analysiert. Nur vier Studien zu Toluol stellten die erforderlichen
Daten fiir eine quantitative Zusammenfassung der Ergebnisse zur Verfiigung. Die mittleren Toluolkonzentrationen
in diesen Studien lagen bei 26, 32, 42 und 50 ml/m3, die mittlere Expositionsdauer zwischen 9 und 16 Jahre. Das Farb-
sehen wurde mit Hilfe des Lanthony D-15d-Tests ermittelt. Die CCI fiir die Exponierten waren 1,07 bis 1,29 und fir die
Kontrollpersonen 1,10 bis 1,19. Die Effektstirken dieser Studien lagen zwischen -0,34 und 2,02 und in der zusammen-
fassenden Analyse mittels ,random-effects“-Modell war die mittlere Effektstirke von 0,15 statistisch nicht signifikant
von 0 verschieden. Exponierte und Kontrollen unterschieden sich somit statistisch nicht signifikant voneinander.
Allerdings war die Expositionskonzentration in allen Studien relativ niedrig und die Storfaktoren wie Alter, Ge-
schlecht, Alkoholkonsum und Rauchgewohnheiten wurden in den verschiedenen Studien nicht adaquat beriicksichtigt
(Paramei et al. 2004).
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Eine hohe Korrelation zwischen Exposition gegen hohe Konzentrationen von Toluol am Arbeitsplatz und Dyschroma-
topsie wurde von Muttray et al. (2019) beschrieben. Mit Hilfe des Farnsworth Panel D-15-Tests, Lanthony D-15d-Tests,
Vellhagen-Platten-Tests und des standardisierten Pseudoisochromatische-Platten-Tests wurden 51 Beschéftigte, die
gegen Toluol exponiert waren und 51 Kontrollpersonen untersucht. Die Toluolkonzentration im Blut der Exponierten
betrug 1,59 mg/l. Die zeitlich gewichtete durchschnittliche Toluolkonzentration in der Luft lag bei 97 bis 92 ml/m3.
Bei den Exponierten wurden schwache Farbstorungen bei Konzentrationen festgestellt, die wesentlich hoher lagen
als der MAK-Wert.

4.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

Toluol wirkt entfettend und austrocknend auf die Haut (Henschler 1986). Der wiederholte Hautkontakt kann zu toxi-
scher Kontaktdermatitis fithren (ECHA 2020; EU 2003).

Bei 16 mannlichen Freiwilligen, die an vier aufeinanderfolgenden Tagen jeweils sechs Stunden pro Tag gegen 100 ml
Toluol/m3 exponiert wurden, traten Augen- und Nasenreizungen auf, bei 40 ml/m? wurden im Fragebogen keine Reiz-
effekte an Augen oder Nase angegeben (Henschler 1986).

In einer weiteren Probandenstudie wurde bei 20 ménnlichen Freiwilligen durch 4,5-stiindige Exposition gegen 50 ml
Toluol/m® weder Augenreizung noch trinende Augen oder verschwommenes Sehen hervorgerufen (Muttray et al.
2005).

4.4 Allergene Wirkung

Hierzu liegen keine Angaben vor.

4.5 Reproduktionstoxizitat

Eine umfassende Darstellung der Studien zur Reproduktionstoxizitét ist im toxikologischen Profil fiir Toluol der
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR 2017) beschrieben. Im Folgenden sind die wesentlichen
Studien zusammenfassend dargestellt.

4.5.1 Fertilitat

Die Fruchtbarkeit der weiblichen (Wahrscheinlichkeit der Empféngnis), aber nicht der ménnlichen Beschaftigten in
deutschen Druckbetrieben war fiir Beschaftigungszeitraume mit Exposition gegen Toluol im Vergleich zu Beschéfti-
gungszeitraumen ohne Toluolexposition erniedrigt. Die Toluolexposition wurde in drei Gruppen eingeteilt, basierend
auf der Arbeitshistorie und den Expositionsmessungen vergangener Jahre (durchgefithrt durch die Industriehygieni-
ker der Haftpflichtversicherung des Arbeitgebers): niedrige Exposition (z. B. Aufstapeln und Buchbinden; < 10 ml/m?),
mittlere Exposition (Zylindervorbereitung, Galvanisierer; 10-30 ml/m®) und hohe Exposition (Drucker; <200 ml/m3
vor 1984, <100 ml/m? 1984-1994 und < 50 ml/m® nach 1994). Gesammelte Daten zur Fortpflanzungs- und Arbeitshistorie
der Beschiftigten wurden ausgewertet, um den Fruchtbarkeitsindex zu ermitteln. Dieser basiert auf dem Zeitraum
vom Beginn ungeschiitzten Geschlechtsverkehrs bis zum Eintritt der Schwangerschaft wihrend des exponierten und
nicht exponierten Zeitraums der Beschéftigung. Die Daten wurden nach Alter, ethnischer Zugehorigkeit, Rauchen,
Paritdt, entziindlichen Erkrankungen des Beckens und Haufigkeit des Geschlechtsverkehrs adjustiert. Bei Frauen
war der Fruchtbarkeitsindex in Zeitraumen der Toluolexposition (0,47; 95-%-KI: 0,29-0,77) statistisch signifikant redu-
ziert, wihrend sich in den Zeitrdaumen der Toluolexposition bei Ménnern und ihren Partnerinnen kein Effekt auf die
Fruchtbarkeit zeigte. In dieser Studie waren Frauen ausschlief3lich in Bereichen der Druckereien mit zu erwartenden
niedrigen Luftkonzentrationen an Toluol beschéftigt (Aufstapeln und Buchbinden) und nicht in Bereichen mit hohen
(Bedienen von Druckmaschinen) und mittleren (Zylindervorbereitung) Toluolexpositionen. Médnner waren in allen
drei Bereichen titig (Plenge-Bonig und Karmaus 1999).
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Zusammenfassend liefern die vorliegenden Daten keine iiberzeugende Evidenz dafiir, dass akute oder wiederholte
Inhalation von Toluol Effekte auf die Reproduktion des Menschen hervorruft. Eine schwache Evidenz liegt dafiir vor,
dass eine Exposition am Arbeitsplatz gegen Toluol zu einer erhohten Inzidenz an spontanen Aborten (ATSDR 2017,
Greim 1993) oder erniedrigter Fruchtbarkeit der weiblichen Beschéftigten (Plenge-Bonig und Karmaus 1999) fithren
kann. Eine Populations-basierte Kohorten-Studie berichtete iiber ein erh6htes Risiko fiir Frithgeburten mit in der
Umwelt zunehmender Toluolexposition (ATSDR 2017); allerdings limitiert die Koexposition gegen zahlreiche Umwelt-
schadstoffe (die in der statistischen Analyse nicht beriicksichtigt wurden) die Schlussfolgerung, die aus dieser Studie
gezogen werden kann (ATSDR 2017).

4.5.2 Entwicklungstoxizitat

Toluol erzeugt bei Kindern, deren Miitter grole Mengen (4000-12 000 ml/m3) an Toluol oder anderen organischen
Losungsmitteln wahrend der Schwangerschaft inhalierten, dhnliche Symptome wie das fetale Alkohol-Syndrom bei
Ethanol (ATSDR 2017). Die Daten beim Menschen sind fiir eine quantitative Bewertung nicht geeignet, da Angaben
zur Dauer fehlen und Mischexposition vorliegt (Greim 1993).

Es liegt nur eine Untersuchung mit niedrigen Konzentrationen am Arbeitsplatz vor. Aus dieser retrospektiven Studie
an 14 Frauen in Finnland, die gegen verschiedene Losungsmittel exponiert waren, ergibt sich ein Hinweis auf ein er-
hohtes Risiko fiir Anomalien des zentralen Nervensystems und Defekte des Neuralrohres (ATSDR 2017). Aufgrund
der geringen Zahl der untersuchten Fille, zusammen mit der Mischexposition, ist diese Studie nicht geeignet, eine
abschlieffende Bewertung der Entwicklungstoxizitit beim Menschen bei niedriger Toluolexposition vorzunehmen.

4.6 Genotoxizitat

Einige der Studien wurden in der MAK-Begriindung von 1986 (Henschler 1986) schon ausfiihrlich beschrieben, werden
hier zum Vergleich aber nochmals mit aufgefihrt.

Das genotoxische Potential von Toluol wurde in mehreren Studien bei Beschéftigten in Druckereien untersucht, welche
beruflich hauptsachlich gegen Toluol exponiert waren. Die Anzahl der untersuchten Personen war jedoch gering, es
lagen Mischexpositionen vor und die Ergebnisse sind widerspriichlich.

Erhohte Inzidenzen an DNA-Strangbriichen (Comet-Assay) in Blutlymphozyten sowohl bei Malern (Moro et al. 2012)
als auch bei Arbeitern einer Schuhfabrik (Heuser et al. 2005, 2007) wurden beschrieben. Die Toluolkonzentrationen
sind in den Studien jedoch nicht angegeben. Die Maler waren im Durchschnitt 46,15 + 9,94 Monate beruflich exponiert
und hatten eine Hippursaurekonzentration im Urin, die niedriger war als 1,60 g/g Kreatinin. In der Schuhfabrik be-
trug die Expositionszeit durchschnittlich 5,80 +4,03 Jahre fiir Beschaftigte, welche mit wasserbasierten Klebstoffen
arbeiteten, und 3,98 £4,13 Jahre fiir Beschaftigte, welche mit l6sungsmittelbasierten Klebstoffen arbeiteten. Es traten
Mischexpositionen gegen u.a. Hexan, Aceton, Methylethylketon, Polyurethan und Polychloropren auf. Angaben zur
Luftkonzentration von Toluol fehlen.

Im Gegensatz dazu wurden keine expositionsbedingten Unterschiede in der DNA-Schadigung von Leukozyten bei
Arbeiterinnen einer Schuhfabrik festgestellt, welche gegen 28-121 ml Toluol/m?® exponiert waren, gemessen mittels
Comet-Assay (Pitarque et al. 1999).

Im Vergleich zu 24 nicht-exponierten Kontrollpersonen wurden in Blutlymphozyten von 20 mannlichen Tiefdruckern,
welche mindestens 16 Jahre lang gegen 200-300 ml Toluol/m3 (< 0,3 % Benzol) inhalativ und {iber Hautresorption ex-
poniert waren, erhohte Raten an strukturellen Chromosomenverinderungen gefunden. Besonders die Anzahl an
Schwesterchromatidbriichen und -austauschen der Toluol-exponierten Beschaftigten war erhéht, sowohl bei Rauchern
als auch bei Nichtrauchern. Die Autoren bewerten die genotoxische Wirkung von Toluol in diesem Konzentrations-
bereich als schwach ausgepriagt (Bauchinger et al. 1982).

Bei 42 ménnlichen Druckern, welche durchschnittlich 19 Jahre lang Toluol am Arbeitsplatz ausgesetzt waren, wurden
etwa dreimal so viele Schwesterchromatidaustausche (SCE) in den Lymphozyten gefunden wie in der Kontrollgruppe
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(n=45 3). Eine statistisch signifikante Korrelation war bei Druckern nach Bereinigung beziiglich des Raucherstatus
zwischen der SCE-Haufigkeit und dem Verhéaltnis von Gesamt-Kresol/Hippursdure im Urin erkennbar, wogegen kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zu o- oder p-Kresol oder Hippursaure allein feststellbar war. Die Raumluft-
konzentrationen schwankten von 37-86 ml/m*® (Median: 62 ml/m%) und individuelle Expositionen, gemessen mittels
tragbarer Detektoren, lagen bei 15-118 ml Toluol/m?® (Median: 60 ml/m?). Verunreinigungen mit Benzol (0,01%) und
Xylol (0,165 %) waren gering (Hammer 2002; Hammer et al. 1998).

Bei 14 Rotationsdruckern (Expositionsdauer: 1,5-26 Jahre), welche 100-200 ml Toluol/m? (Expositionsspitzen zwischen
500-700 ml/m?%) ausgesetzt waren, fanden sich erhchte Werte an Chromosomenbriichen in Blutlymphozyten in Rela-
tion zur Kontrollgruppe, welche jedoch nicht mit der Héhe der Exposition korrelierten (Funes-Cravioto et al. 1977).

Der Einfluss einer Toluol-Exposition auf die Induktion von genotoxischen Effekten wurde an peripheren Lymphozyten
bei 21 Druckern, welche durchschnittlich 25 Jahre (Bereich: 0,5-37) gegen Toluol exponiert waren, untersucht und mit
einer nicht-exponierten Kontrollgruppe (n=21; Toluol im Blut: <0,1 pmol/l) verglichen. T4gliche Messungen fiir die
Dauer einer Woche ergaben, dass die Beschiftigten durchschnittlich 39 ml Toluol/m? pro Woche (Bereich: 8-110 ml/m?
in der Luft; Toluol im Blut: 1,6 pmol/l) ausgesetzt waren. Bei der Analyse des genotoxischen Potentials zeigte die Aus-
wahl des Mitogens fiir Wachstumsstimulation der kultivierten Lymphozyten einen Einfluss auf die Rate an Mikro-
nuklei. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden statistisch signifikant (p = 0,03) h6here Werte an Mikronuklei in mit
Pokeweed-Mitogen-(PWM)-stimulierten Lymphozyten (Aktivierung von T- und B-Zellen), aber nicht in mit Phyto-
hamagglutinin-Mitogen-(PHM)-stimulierten Lymphozyten (nur T-Zell-Aktivierung) von Druckern gefunden. Die Rate
an kleinen Mikronuklei (Gréenverhéltnis MN/Zellkern < 0,03) in PWM-stimulierten Lymphozyten korrelierte positiv
mit der Toluol-Exposition (p =0,05) und bei den Druckern mit dem Toluol-Blutwert (p =0,0005). In PHM-stimulierten
Lymphozyten wurden keine Korrelationen zwischen Expositionsparametern und dem Wert an kleinen Mikronuklei
gefunden, jedoch eine schwache Assoziation zwischen dem kumulativen Expositionsindex (Summe der Expositionszeit
(Jahre) x korrespondierende Expositionsschitzungen (mg/m?) fiir jeden Beschiftigten und der Anzahl an Gesamt-
mikronuklei (p=0,07). Chromosomenaberrationen (CA) (Chromosomenbriiche) in PHM-stimulierten Lymphozyten
wurden mit fritheren Benzol-Expositionen assoziiert (0,03 %/Jahr; p = 0,01). Bei der Berechnung der statistischen Signi-
fikanzen wurden Raucherstatus und Alter beriicksichtigt (Nise et al. 1991).

Bei 23 Druckern, welche durchschnittlich fiinf Jahre lang 155 ml Toluol/m® (Bereich: 8-410 ml/m?) am Arbeitsplatz
ausgesetzt waren, wurden statistisch signifikant (p =0,05) mehr CA in den peripheren Lymphozyten und korrespon-
dierend mehr (p=0,01) Hippursaure im Urin im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden (n=22) (Pelclova et al. 2000).

In einer weiteren Studie wurden bei 42 Druckern, welche im Durchschnitt 13 Jahre lang 104-1170 ml/m3 in der Luft
am Arbeitsplatz ausgesetzt waren, sowie bei 28 technischen Mitarbeitern und Biiroangestellten, die gegen 2,1-4,3 ml
Toluol/m® exponiert waren und zusitzlich 0-2 Stunden/Tag in der Rotationstiefdruckwerkstatt verbrachten, im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (n = 32) statistisch signifikant mehr CA, aber keine SCE, in Lymphozyten gefunden (Pelclova
et al. 1990). Die Anzahl an Zellen mit strukturellen Aberrationen (hauptsidchlich Chromatidbriiche) betrug 3,64 + 2,05 %
bei den Druckern, 3,32+1,63% bei der niedrig-exponierten Gruppe und 2,09 +1,53 % bei der Kontrollgruppe. Hippur-
saure im Urin betrug 6,31+ 3,41 mmol/] bei der Kontrollgruppe, 12,89 + 4,64 mmol/l bei der gering exponierten Gruppe
und 38,28 +17,53 mmol/] bei den Druckern. Die Werte an Toluol im Blut betrugen 10,3 + 3,1 bzw. 124,0 + 63,1 fiir die letzten
zwei Gruppen. Die Analyse des eingesetzten Toluols ergab eine Reinheit von 98,4 % und Verunreinigungen mit 0,45 %
Ethylbenzol, 0,4 % m- und p-Xylol sowie 0,3 % 0-Xylol.

Im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrollgruppe waren die Werte an CA, aber nicht an SCE, in peripheren Lympho-
zyten noch bis zu zwei Jahre nach Beendigung der Beschaftigung bei 27 ehemaligen Druckern erhéht, welche gegen
200-300 ml Toluol/m? fiir 1-34 Jahre exponiert waren (Schmid et al. 1985).

Auch bei ménnlichen Malern (n=30) wurden héhere Werte (p <0,05) an SCE (4,81+0,92) gefunden in Relation zu
30 Kontrollpersonen (1,73 + 0,54). Die Toluolkonzentrationen in der Luft wurden nicht gemessen, die durchschnittliche
Hippursiurekonzentration im Urin war 2,5-mal so hoch wie die in der Kontrollgruppe. Triager bestimmter Polymor-
phismen in den Toluol-metabolisierenden Enzymen Cytochrom P450 (CYP) 2E1 und CYP1A1 generierten hthere Werte
an SCE im Vergleich zu Exponierten vom Wildtyp-Genotyp (Priya et al. 2015).
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Allgemein wird bei Beschiftigten aus Druckereibetrieben diskutiert, ob die positiven Ergebnisse aus einigen Studien
auch auf andere Chemikalien als Toluol zuriickzufiihren sind, wie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
aus Industrieruffen (Carbon Black) in Druckfarben (Hammer et al. 1998; Pelclova et al. 1990, 2000). Allerdings waren
Druckfarben in Mutagenitétstests mit Salmonella typhimurium nicht mutagen (Pelclova et al. 2000).

Nach 14 Jahren Exposition gegen Toluol (Konzentration unbekannt) wurden bei 31 mannlichen Druckern haufiger
dizentrische Chromosomen gefunden im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=31 8). Chromatidaberrationen und SCE
zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede (Carbonell et al. 1982).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe von 34 mannlichen Personen gleichen Alters (matched pairs) fanden sich bei 24 ménn-
lichen Rotationsdruckern, welche im Mittel 3-15 Jahre lang 200 ml Toluol/m? mit kurzzeitig stark erhéhten Werten
ausgesetzt waren, keine hoheren Werte an Chromosomenaberrationen (Forni 1971).

Auch eine Exposition gegen 7-112 ml Toluol/m® (n=32 &, 8 Stunden/Tag, 3-35 Jahre exponiert) fithrte zu keiner Dif-
ferenz in Bezug auf SCE oder CA gegeniiber einer Kontrollgruppe (n=15 3). Raucher zeigten statistisch signifikant
hohere SCE-Werte als Nichtraucher. Der Benzolgehalt im Toluol, der regelméafig gaschromatographisch uberprift
wurde, lag immer unter 0,05% und im Durchschnitt bei 0,006 % (Méki-Paakkanen et al. 1980).

Untersuchungen zur Genotoxizitit von Toluol bei Arbeitnehmern aus anderen Industriezweigen sind ebenfalls nicht
eindeutig. In einer Studie mit 16 ménnlichen Beschiftigten in der Farbenindustrie, welche mehr als zehn Jahre (8 Stun-
den/Tag) gegen ein Gemisch aus Lésungsmitteln (elf Stoffe, z. B. Xylol, Ethanol) mit im Durchschnitt 2,9 ml Toluol/m3
(0,3-329 ml/m?®) in der Luft exponiert waren, wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede an SCE oder CA im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (n=17; matched pairs) gefunden (Haglund et al. 1980).

In kultivierten Lymphozyten war die Rate an Mikronuklei, aber nicht an SCE bei 52 weiblichen Beschéftigten einer
Schuhfabrik, welche gegen ein Gemisch aus Toluol (20 oder 63 ml/m?), Benzin, Aceton und anderen Lésungsmitteln
exponiert waren, im Vergleich zu nicht-exponierten Beschaftigten statistisch signifikant erhoht. Als Biomarker der
Toluol-Exposition wurde Hippursdure im Urin bestimmt (Pitarque et al. 2002).

Die Haufigkeit von Mikronuklei war bei 34 Beschéftigten (n=11Q / 23 &) einer Schuhfabrik, die im Durchschnitt zehn
Jahre (0,3-46) gegen 8 ml/m® (1,7-95 ml/m3) exponiert waren, verglichen mit Kontrollen erhéht. Unter Verwendung
einer multivariaten Analyse von Alter, BMI, Rauchen, Alkoholkonsum, Expositionsdauer und Expositionsniveau von
Aceton, Ethylacetat, Methylethylketon und Toluol war die einzige Variable, die statistisch signifikant mit der Mikro-
nukleus-Induktion verbunden war, die Toluolkonzentration (Gonzalez-Yebra et al. 2009).

In zwei weiteren Studien konnte keine Korrelation zwischen Exposition gegen 16sungsmittelbasierten Klebstoff
(n=29 &; exponiert 3,98 +4,13 Jahre) (Heuser et al. 2005) oder Farben und der Induktion von Mikronuklei festgestellt
werden, weder in Lymphozyten noch in Zellen der Mundschleimhaut (Heuser et al. 2005, 2007; Moro et al. 2012).

Studie zum Missbrauch von Lésungsmitteln: Bei chronischen Klebstoffschniifflern (n=20 J; 16,2 +2,8 Jahre alt) war
die durch den alkalischen Comet-Assay bestimmte DNA-Schadigung in peripheren Blutlymphozyten im Vergleich
zu altersgerechten Kontrollen (n = 20) statistisch signifikant erhoht, unabhingig vom Raucherstatus. Expositionskon-
zentrationen sind nicht bekannt, die verwendeten Klebstoffe enthalten meist hohe Mengen an Toluol und zusétzlich
andere leichtfliichtige Komponenten wie Aceton, Ethylacetat und Methylethylketon. Der Mittelwert von Hippurséure-
und o-Kresolausscheidung lag bei Klebstoffschniifflern 73- bzw. 1582-mal héher als bei historischen Kontrollen (n = 54)
(Cok et al. 2004).

Kontrollierte Expositionsstudie: Fiinf ménnliche Probanden (Nichtraucher) wurden in einer Expositionskammer in-
halativ dreimal im Abstand von jeweils zwei Wochen drei Tage lang fiir je sieben Stunden/Tag gegen 50 ml Toluol/m3
exponiert. Es waren keine Effekte auf die Hdufigkeit an SCE in Blutproben erkennbar, welche jeweils vor und nach
jeder dreitdgigen Exposition genommen wurden (Richer et al. 1993).

Fazit: Die vorliegenden Studien an Beschéftigten in Druckereien, die beruflich hauptséichlich gegen Toluol exponiert
waren, ergeben zum Teil widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich eines genotoxischen Potentials. Zudem war die
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Anzahl der untersuchten Personen gering und es lagen Mischexpositionen vor. Nach kontrollierter Exposition in Hohe
des MAK-Wertes von 50 ml/m?® induzierte Toluol bei fiinf miannlichen Probanden keine SCE.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Die zehnminiitige Beatmung von anisthetisierten Ratten (k. w. A., je fiinf/Gruppe) mit 18-450 ml Toluol/m? verursachte
erhhte Durchlissigkeit der Gefifie in den Hauptbronchien (ab 30 ml Toluol/m?®) und in der Trachea (ab 50 ml/m?)
(Sakamoto et al. 2012).

Bei vierstiindiger Gabe von 0 oder 100 ml Toluol/m?® an mannliche pigmentierte DA/HAN Ratten (10/Gruppe) zeigten
sich nach Ende der Toluol-Exposition eine unstete Augenruheposition, eine langsamere Reaktion und mehr irregulare
Augenbewegungen nach visueller Stimulation, welche auch noch nach Beendigung des visuellen Reizes zu beobachten
waren (Hogie et al. 2009).

Untersuchungen an Swiss-Webster-Mausen ergaben, dass wiahrend der 30-mintitigen Exposition gegen 0, 2000 oder
4000 ml Toluol/m® mit anschlieBender 30-miniitiger Nachbeobachtung die Bewegungsaktivitit der Toluol-exponierten
Tiere erhoht war. Eine erhohte Dopamin-Neurotransmission wurde nur bei den Tieren gemessen, die gegen 4000 ml
Toluol/m3 exponiert wurden (Apawu et al. 2015).

Jeweils 16 C57BL/6- und DKO-Méuse (C57BL/6-Mutanten ohne Calcium/Calmodulin-stimulierte Adenylylzyklasen
1 und 8) wurden gegen 0, 500, 1000, 2000, 6000 oder 8000 ml Toluol/m*® wihrend der Lichtphase des Tageszyklus
(12:00-17:00 Uhr) exponiert. Sowohl die C57BL/6- als auch die DKO-M4use zeigten eine erhohte Bewegungsaktivitat
nach der Exposition gegen 2000 ml Toluol/m?. Toluol in héheren Konzentrationen wirkte beruhigend auf C57BL/6- und
DKO-Miuse wahrend der Expositions- und der Erholungszeit (Conti et al. 2012).

An Miusen wurden RDs,-Werte von 12590, 12 650 und 19 875 mg/m3 (3300, 3314, 5200 ml/m?) erhalten (EU 2003).

5.1.2 Orale Aufnahme

In einer Studie wurde 16 Wistar-Albino-Ratten per Schlundsonde 0 oder 5200 mg Toluol/kg KG appliziert. Nach drei
Stunden wurden Blut- und Lebergewebe-Proben analysiert. Die Aktivitdten von Aspartat- und Alanin-Aminotrans-
ferasen im Blut waren statistisch signifikant erhoht. Histopathologisch wurde in Relation zur Kontrolle eine leichte
Degeneration der Hepatozyten und mononukledre Infiltration im Lebergewebe festgestellt, sowie eine erhohte Ex-
pression der Apoptose-vermittelnden Proteine Bax und Caspase-1 (Ayan et al. 2013).

Toluol (6 ml/kg KG entspricht 5220 mg/kg KG) wurde per Schlundsonde an zehn Wistar-Albino-Ratten appliziert. Zu-
satzlich gab es zehn Kontrolltiere. Das Experiment wurde 150 Minuten nach der Applikation beendet. Alle 30 Minu-
ten wurden fiir 90 Minuten der Blutdruck und die Herzfrequenz der Tiere gemessen. Bei den mit Toluol behandelten
Tieren war der mittlere Blutdruck, jedoch nicht die Herzfrequenz, statistisch signifikant niedriger im Vergleich zu
den Kontrolltieren. Die histopathologischen Untersuchungen des Herzgewebes zeigten Odeme und Verdickungen. Bei
den Herzen der mit Toluol behandelten Tiere war die Zahl der apoptotischen Zellen, gemessen mittels TUNEL- und
Caspase-3-Test, statistisch signifikant hoher als bei den Kontrolltieren (Tas et al. 2013 a).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine neuen Studien vor.
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5.1.4 Intraperitoneale Aufnahme

Sprague-Dawley-Ratten (k. A. zur Tierzahl) wurde intraperitoneal 1100 mg Toluol/kg KG injiziert. Es wurde keine
Erhohung der OH-Radikale im préfrontalen Kortex gemessen, jedoch eine Lipidperoxidation (gemessen als Abnah-
me der Konzentration von freiem Malondialdehyd) in den Geweben verschiedener Areale des Gehirns festgestellt
(Chalansonnet et al. 2013).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat

5.2.1 Inhalative Aufnahme

In einer Studie an Swiss-Webster-Mdusen wurde gezeigt, dass die siebentdgige Exposition gegen 2000 oder 4000 ml
Toluol/m? fiir 30 Minuten/Tag im Vergleich zu den Kontrolltieren eine konzentrationsabhiangige Verringerung des
evozierten Dopamins in Kern und Schale des Nucleus accumbens um 25 bis 50 % induzierte, jedoch keinen Effekt auf
die stimulierte Dopamin-Freisetzung im Putamen verursachte. Eine Erhchung der Bewegungsaktivitit der exponier-
ten Tiere wurde ebenfalls beobachtet (Apawu et al. 2015).

Ménnliche C3H/HeN-Miuse (n =5-10) wurden gegen 0 oder 9 ml Toluol/m? jeweils 30 Minuten an drei aufeinanderfol-
genden Tagen und dann 3 Wochen lang wochentlich exponiert. Zusiatzlich wurden Méuse entweder mit Ratten-IgG,
Ovalbumin oder anti-CD4-Antikoérpern behandelt. Der Gehalt an Wachstumsfaktor BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) in der bronchoalveolaren Lavagefliissigkeit und der Gehalt an Nervenwachstumsfaktor (NGF) im Plasma waren
statistisch signifikant erhoht. Nach einer Behandlung mit anti-CD4-Antikérpern waren diese Effekte bei den Toluol-
behandelten Mausen nicht mehr nachzuweisen. Diese Befunde zeigen, dass die CD4-T-Zellen bei der Produktion von
Neurotrophin nach Exposition gegen Toluol eine Rolle spielen (Fujimaki et al. 2009).

Toluol kann die chemosensorische Empfindlichkeit beeintrachtigen. Weibliche Crlf:OF-1-Méuse wurden an funf Stun-
den pro Tag, fiinf Tage pro Woche, vier Wochen lang gegen 0 oder 1000 ml Toluol/m3 exponiert. Wahrend der Exposi-
tion und zwei Wochen danach wurde eine statistisch signifikante Leistungsminderung im Labyrinth-Test beobachtet.
Vier Wochen nach Expositionsende zeigten die Méuse keine Leistungsminderung. Histopathologisch wurde eine
verminderte Zellzahl und Gewebedicke am olfaktorischen Epithel wahrend der Behandlungszeit beobachtet. Am
Ende der Erholungsperiode war die Dicke des Epithels normal, seine Zelldichte jedoch geringer als vor der Exposition
(Jacquot et al. 2006).

Je zehn weibliche Crlj:C3H/HeN-Mause wurden an sechs Stunden pro Tag, sechs Tage pro Woche entweder sechs oder
zwolf Wochen lang gegen 0 oder 50 ml Toluol/m? exponiert. In der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit war sowohl
die Gesamtzellzahl als auch die Zahl der Makrophagen erhoht und die Konzentrationen von Interferon-gamma und
Substanz-P nach sechs- und zwolfwochiger Exposition statistisch signifikant verringert. Die Neurotrophin-3-Kon-
zentration war nur nach zwolfwochiger Exposition erhoht (Fujimaki et al. 2007).

In einer 14-Wochen-Inhalationsstudie wurden je zehn weibliche und mannliche B6C3F1-Mause an fiinf Tagen pro
Woche, sechseinhalb Stunden pro Tag gegen 0, 100, 625, 1250, 2500 oder 3000 ml Toluol/m? exponiert. In den ersten
zwei Wochen starben 60 % der ménnlichen und 100 % der weiblichen Mause, welche gegen 3000 ml Toluol/m3 exponiert
waren, und 70 % der mit 2500 ml Toluol/m* behandelten weiblichen Méiuse. Das Korpergewicht aller exponierten
Gruppen war 7-13 % niedriger als das der Kontrollen. Im Vergleich zu den Kontrollen induzierten Konzentrationen ab
625 ml Toluol/m?® ein statistisch signifikant erhohtes relatives Lebergewicht; ab 1250 ml Toluol/m? wurden statistisch
signifikant erhohte relative Lungengewichte (9-15 %) und nur bei weiblichen Mausen statistisch signifikant erhéhte re-
lative Nierengewichte detektiert. Die erh6hten Lungengewichte gingen jedoch nicht einher mit erh6hten Inzidenzen an
histopathologischen Lasionen in Lunge, Trachea oder Nase. Bei den mannlichen Méusen entwickelten alle der gegen
2500 und 70 % der gegen 3000 ml Toluol/m® exponierten Tiere eine zentrilobulire Hypertrophie der Leber (NTP 1990).

Die inhalative Exposition von je zehn weiblichen und ménnlichen B6C3F1-Miusen gegen 0, 600 oder 1200 ml Toluol/m?
(6,5 Stunden/Tag, 5 Tage/Woche) iiber einen Zeitraum von 15 Monaten fithrte zu keinen konsistenten hdmatologischen
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Effekten oder Verinderungen von Organgewichten. Bei den gegen 1200 ml Toluol/m? exponierten Tieren entwickelten
40 % der weiblichen Méduse minimale Hyperplasien des bronchialen Epithels (NTP 1990).

Mannliche F344-Ratten (6/Konzentration und Dauer) wurden sechs Stunden pro Tag, drei oder sieben Tage lang gegen
0 oder 1000 ml Toluol/m?® exponiert. Die Kortikosteronkonzentration war statistisch signifikant hoher bei den Ratten,
bei welchen auch eine Verringerung des GFAP (glial gibrillary acidic protein) im Gehirn gemessen wurde. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine Verringerung von GFAP im Gehirn eine Konsequenz der Storung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse und der hormonellen Homéostase sein kann (Little et al. 1998).

Minnliche pigmentierte DA/HAN-Ratten (5/Gruppe) wurden gegen 0 oder 100 ml/m? drei Stunden pro Tag, fiinf
Tage lang exponiert. Am Ende der Exposition wurden unstete Augenruheposition, langsamere Reaktion und mehr
irreguldare Augenbewegungen nach visueller Stimulation festgestellt, welche nach Beendigung des visuellen Reizes
persistierten (Hogie et al. 2009).

Sprague-Dawley-Ratten (8/Gruppe) wurden sechs Stunden pro Tag, fiinf Tage pro Woche, zehn Tage lang gegen 0
oder 1000 ml Toluol/m® exponiert. Die OH-Radikal-Produktion und der Gehalt an extrazellulirem Malondialdehyd
wurde durch eine Mikrodialyse des priafrontalen Kortex bestimmt. Der freie Gesamt-Malondialdehydgehalt wurde in
verschiedenen Bereichen des Gehirns wie frontalem und préfrontalem Kortex, Striatum und Cerebellum bestimmt.
Es wurde keine Erhohung der freien Radikale durch die Exposition gegen Toluol gemessen und keine Zunahme des
Gehalts an freiem Malondialdehyd (Chalansonnet et al. 2013).

Je acht bis 24 ménnliche Long-Evans-Ratten wurden sechs Stunden pro Tag, fiinf Tage pro Woche, vier Wochen lang
gegen 0, 1000, 1250, 1500, 1750 oder 2000 ml Toluol/m® exponiert. Die audimetrischen Schwellen wurden 24-32 Stunden
nach Exposition bestimmt und gleich nach Expositionsende wurden die Ohren der Tiere histopathologisch untersucht.
In der mittleren und mittleren apikalen Windung der Cochlea wurde bei allen Toluol-behandelten Tieren ein Verlust
von dufleren Haarzellen innerhalb des Corti-Organs beobachtet, der von der ersten zur dritten Haarzellreihe konzen-
trationsabhingig anstieg. Bei Konzentrationen ab 1750 ml Toluol/m3 zeigte die Messung der audimetrischen Schwellen
eine signifikante Storung des Horvermogens im Bereich von 8-24 Herz an. Die fehlenden Effekte auf das Hérvermogen
trotz nachgewiesener histologischer Veranderungen bei niedrigeren Konzentrationen fithren die Autoren auf fehlende
Sensitivitat der Messmethode zuriick (Campo et al. 1997).

In einer Studie wurden sieben Wistar-Albino-Ratten eine Stunde pro Tag, 30 Tage lang gegen 0 oder 3000 ml Toluol/m?
exponiert. Die Leberzellen der behandelten Tiere zeigten massive Degeneration und eine Abnahme der PAS-Reaktion
(Reaktion mit Periodsaure-Schiff-Reagens). Es wurde eine erhchte Apoptose im TUNEL-Test beobachtet (Tas et al.
2013 b).

Je zehn ménnliche Wistar-Ratten wurden zwolf Wochen lang (8 Stunden/Tag, 6 Tage/Woche) gegen 0 oder 3000 ml
Toluol/m® exponiert. Die histopathologische Untersuchung der Lunge ergab bei den Toluol-exponierten Tieren in-
flammatorische Effekte wie entziindliche Zellinfiltration in peribronchialen und alveoldren Lungenregionen, alveolire
Septeninfiltration, Odeme und Exsudate und interstitielle Fibrose und Nekrose (Kanter 2011 b). In Neuronen im fron-
talen Kortex waren starke degenerative Zellveranderungen zu beobachten, wie die Abnahme des Zytoplasmas, stark
vergroferte Cisternae des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und vergré8erte Mitochondrien mit degenerierten
Christae, Auflosung der Kernmembran und Desorganisation des Chromatins (Kanter 2011 a). Die Leber zeigte ver-
groferte und mit Blut gefiillte Sinusoide. Zusétzlich war in einigen Hepatozyten ein Verlust des Zytoplasmas und ein
hyperchromatischer Zellkern zu beobachten (Kanter 2012). Mitochondriale Degeneration, Vergréf3erung des glatten
ER und des Interzellularraums, sowohl in Sertoli- als auch in Spermatidzellen, wurden ebenfalls detektiert (Kanter
2011 c). Zusatzlich kam es in allen Organen im Vergleich zur Kontrolle zu erhdhter Apoptose (Kanter 2011 a, b, ¢, 2012).

Je sechs weibliche und ménnliche Sprague-Dawley-Ratten wurden 16 Wochen lang gegen 0 oder 40 ml Toluol/m?
exponiert. Toluol verursachte keine Verinderung der Bewegungsaktivitit, verringerte aber die Aufrichtaktivitat sta-
tistisch signifikant. Eine durch akute Toluolgabe induzierte Narkose wurde bei den fiir 16 Wochen vorbehandelten
Tieren bei niedrigeren Toluolkonzentrationen als bei den Kontrolltieren beobachtet. Weiterhin wurde eine verdnderte
Neurotransmission in verschiedenen Arealen des Gehirns durch Toluol induziert (Berenguer et al. 2003, 2004). Gleich-
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zeitige Exposition gegen Larm (80 dBA) und 40 ml Toluol/m?® verstirkte die Toluol-induzierten Effekte nicht (Berenguer
et al. 2004).

Eine 15-wochige inhalative Exposition von je zehn ménnlichen und weiblichen F344/N-Ratten gegen 0, 100, 625, 1250,
2500 oder 3000 ml Toluol/m3 (6,5 Stunden/Tag, 5 Tage/Woche) fithrte ab 1250 ml Toluol/m? zu statistisch signifikant
erhdhten relativen Leber-, Nieren- und Herzgewichten und ab 2500 ml Toluol/m® zu um 14-25 % verminderten Kérper-
gewichten. Histopathologische Veranderungen an Lunge, Trachea, Nase oder Herz wurden jedoch nicht beobachtet.
Weibliche Tiere zeigten ab 1250 ml Toluol/m? eine Abnahme der Leukozyten im Blut. Bei 3000 ml Toluol/m?® starben
acht von zehn ménnlichen Ratten in der zweiten Woche (NTP 1990).

Eine inhalative Exposition von je zehn weiblichen und ménnlichen F344/N-Ratten gegen 0, 600 oder 1200 ml Toluol/m3
(6,5 Stunden/Tag, 5 Tage/Woche) fiir 15 Monate fiihrte zu keinen konsistenten hdmatologischen Effekten oder Veran-
derungen an Organgewichten. Die Exposition gegen Toluol erhéhte Inzidenzen und Schweregrad von nichtneoplasti-
schen Lasionen in der Nasenhohle, wie Degeneration des olfaktorischen und respiratorischen Epithels und Becherzell-
hyperplasie. Bei den weiblichen Tieren war auch der Schweregrad bei Nephropathien geringfiigig erhoht. Es wurden
keine Toluol-induzierten Neoplasien beobachtet (NTP 1990).

5.2.2 Orale Aufnahme

Je zehn weibliche und méannliche B6C3F1-Mause und F344-Ratten wurden mittels Schlundsonde mit 0, 312, 625, 1250,
2500 oder 5000 mg Toluol/kg KG und Tag, fiinf Tage die Woche fiir 13 Wochen behandelt. Alle Ratten der Hochdosis-
Gruppe starben in der ersten Woche. Die Dosis von 2500 mg/kg KG und Tag wirkte vor Studienende bei 1/10 der
weiblichen und 8/10 der ménnlichen Ratten letal. Im Vergleich zur Kontrolle traten statistisch signifikante Effekte
ab Dosen von 625 mg Toluol/kg KG und Tag auf und beinhalteten erhéhte relative Leber-, Nieren- und Herzgewichte,
vermindertes Kérpergewicht, Nekrosen in Gehirn und Blutungen in der Harnblase (NTP 1990).

Alle Mause, welche die hochste Dosis von 5000 mg Toluol/kg KG und Tag erhielten, starben in der ersten Woche, 40 %
derjenigen, die 2500 mg Toluol/kg KG und Tag erhielten und 10 % der weiblichen M#use, die 1250 mg/kg KG und Tag
erhielten, starben vor Studienende. Das Kérpergewicht der ménnlichen Mause lag in der 2500-mg/kg-Gruppe um 16 %
unter dem der Kontrolle. Bei 1250 und 2500 mg Toluol/kg KG und Tag waren die relativen Lebergewichte bei Méausen
erhoht (NTP 1990).

Eine Zusammenfassung weiterer Studien mit Schlundsondengabe ist in ATSDR (2017) beschrieben.

5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

5.3.1 Haut

Tierstudien zeigen eine reizende Wirkung von Toluol auf die Haut von Kaninchen, Mausen und Meerschweinchen,
wobei eine dieser Studien nach EU-Priifrichtlinie B.4 durchgefithrt wurde (ECHA 2020; EU 2003).

Auf die Ohren von weiblichen BALB/c-Mausen wurde einmal pro Woche, fiinf Wochen lang 10-, 50- oder 100%iges
Toluol aufgetragen. Toluol verursachte nur eine leichte Schwellung der Haut. Histopathologisch wurde nur nach der
Behandlung mit 100%igem Toluol eine leichte Invasion von Entziindungszellen gezeigt (Saito et al. 2011). Auch die ein-
malige Applikation von 20 pl unverdiinntem Toluol auf die Ohrenhaut von Swiss-Mausen fiihrte zu einer Zunahme
der Ohrdicke. Die maximale Schwellung war 30 Minuten nach der Applikation erreicht. Die gleiche Behandlung
fihrte bei TRPA1-Knockout-Mausen (TRPA1=transient receptor potential channel ankyrin type-1) zu einer sehr viel
schwicheren Reaktion am Mausohr (75 % geringere Schwellung im Vergleich zu den Wildtyp-Swiss-Mausen). Die to-
pische Vorbehandlung mit einem TRPA1-Antagonisten fithrte bei den Wildtyp-Méusen zu einer um 50 % schwécheren
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Reaktion im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Toluol. Die Autoren schlieen aus diesen Ergebnissen, dass die
Aktivierung des TRPA1-Rezeptors an Symptomen der Reizstoff-vermittelten Kontakt-Dermatitis wie Odemen, Schmer-
zen und neurogene Entziindungen beteiligt ist (Nordes et al. 2019).

5.3.2 Auge

In einer nach OECD-Priifrichtlinie 405 durchgefithrten Studie war die Applikation von 0,1 ml Toluol bei drei von
sechs Kaninchen leicht augenreizend. Die mittleren Reizindizes (nach 24, 48 und 72 Stunden) von 147 fir Rétung
und 0,39 fiir Schwellung fithrten nicht zu einer Kennzeichnung als augenreizend. In einer weiteren Studie mit drei
weiblichen Kaninchen wurde Toluol nach der Applikation von 0,1 ml in den Konjunktivalsack als maflig bis schwer
augenreizend unter Beteiligung der Kornea bewertet, wobei die Effekte innerhalb von 21 Tagen reversibel waren
(k.w.A) (ECHA 2020; EU 2003).

5.4 Allergene Wirkung

5.4.1 Hautsensibilisierende Wirkung

Im Datenbestand der Européischen Chemikalienagentur (ECHA) ist ein negativer Maximierungstest nach OECD-
Priifrichtlinie 406 aufgefiihrt. In diesem Test wurde die Testsubstanz als 10%ige Zubereitung in Maiskeimdl zur intra-
dermalen und unverdiinnt zur topischen Applikation eingesetzt. Die Auslésebehandlung wurde mit 25- und 50%iger
Zubereitung in Maiskeimoél vorgenommen. Bei der Auswertung nach 24 und 48 Stunden fand sich bei einem der 200
Meerschweinchen eine Reaktion auf die 50%ige, nicht aber auf die 25%ige Zubereitung (ECHA 2020).

5.4.2 Atemwegssensibilisierende Wirkung

Hierzu liegen keine Studien vor.

5.5 Reproduktionstoxizitat

Eine umfassende Darstellung der Studien zur Reproduktionstoxizitiat von Toluol ist in ATSDR (2017) beschrieben. Im
Folgenden sind die wesentlichen Studien zusammenfassend dargestellt.

5.5.1 Fertilitat

In wenigen Studien wurden nach Inhalation von Toluol ab Konzentrationen von 2000 ml/m® Effekte auf die weib-
lichen und ménnlichen Geschlechtsorgane berichtet. Diese umfassten bei den weiblichen Ratten histologische Ver-
anderungen in den Reproduktionsorganen (antrale Follikel der Ovarien mit vielen Vakuolen, lytischen Bereichen und
Degeneration der Mitochondrien) (Tap et al. 1996) und bei den mannlichen Ratten verminderte Anzahl, verringerte
Motilitit und Qualitit der Spermien sowie Verdnderungen bei Gewicht und Histologie der Reproduktionsorgane
(Kanter 2011 c; Ono et al. 1996, 1999). Die Verdnderungen der Spermienzahl und des Epididymisgewichtes wurden
nach 60-tigiger Exposition vor der Verpaarung gegen 2000 ml/m?® nicht von Effekten auf die Fertilitit begleitet (Ono
et al. 1996). In der Mehrheit der Studien an Ratten konnten keine Effekte auf die Verpaarung und Fertilitdt nach wie-
derholter Inhalation von 1200-2000 ml/m® nachgewiesen werden (HRC 1991; IRDC 1985; Ono et al. 1996; Roberts et al.
2003; Thiel und Chahoud 1997).

Im Konzentrationsbereich von 50 bis 12000 ml/m? zeigten sich bei Ratten und Mausen keine Effekte auf die Wurfpara-
meter (Bowen et al. 2005, 2007, 2009 a, b; Bowen und Hannigan 2013; Courtney et al. 1986; Dalgaard et al. 2001; Hougaard
et al. 2003; HRC 1991, 1992; Jones und Balster 1997; Klimisch et al. 1992; Ladefoged et al. 2004; Litton Bionetics Inc 1978;
Ono et al. 1995; Roberts et al. 2007; Saillenfait et al. 2007; Thiel und Chahoud 1997) trotz gleichzeitig vorliegender Mater-
naltoxizitit in Form von verringerter Kérpergewichtszunahme bei Konzentrationen von nur 1200 ml/m? (Dalgaard et
al. 2001; HRC 1991; Ono et al. 1995; Roberts et al. 2007; Saillenfait et al. 2007; Thiel und Chahoud 1997).
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5.5.2 Entwicklungstoxizitat

Eine umfassende Darstellung der Studien zur Entwicklungstoxizitét ist im ATSDR-Bericht fiir Toluol beschrieben
(ATSDR 2017).

Die Studien zur Entwicklungstoxizitdt nach Inhalation sind in Tabelle 1, die nach oraler Gabe in Tabelle 2 dargestellt.
In Tabelle 3 sind die Studien zur Entwicklungs- und Entwicklungsneurotoxizitat vergleichend zusammengefasst.

5.5.2.1 Inhalative Exposition

Prénatale Entwicklung

Die bewertungsrelevanten Studien aus dem Nachtrag 1993 (Greim 1993) sind hier nochmals kurz beschrieben.

In einer nach OECD-Priifrichtlinie 414 durchgefiihrten Studie wurden Sprague-Dawley-Ratten sechs Stunden téglich
vom 6. bis zum 15. Gestationstag gegen Toluolkonzentrationen von 0 (Kontrolle), 250, 750, 1500 oder 3000 ml/m? Ganz-
korper-exponiert. Ab 750 ml/m® zeigten die Muttertiere Lethargie, ab 1500 ml/m® wiesen sie Bewegungsstérungen
und Uberempfindlichkeit auf akustische Reize und eine verminderte Kérpergewichtsentwicklung auf. Die NOAEC
fiir Maternaltoxizitit betragt somit 250 ml/m3. Hinweise auf Fruchtschidigung fehlten bei 250 und bei 750 ml/m3,
wohingegen die embryofetale Entwicklung ab 1500 ml/m? insofern konzentrationsbezogen beeintrichtigt war, als
dass die Fetengewichte vermindert waren und die Anzahl der Feten mit nicht ossifizierten Rippen vermehrt war.
Somit liegt die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit bei 750 ml/m3. Es wurde keine Teratogenitit festgestellt (HRC 1992;
Roberts et al. 1993).

Bei Kaninchen ergab sich nach Inhalation von 0, 30, 100, 300 oder 500 ml/m® eine NOAEC fiir Entwicklungs- und
Maternaltoxizitit von 500 ml/m3, die héchste getestete Konzentration (Klimisch et al. 1992).

In einer Ubersichtsarbeit aus dem Gesundheitsministerium des US-Staates Kalifornien aus dem Jahre 1991 sind die
bis dahin veréffentlichten tierexperimentellen Studien und Humanbefunde zusammengefasst und kritisch bewertet
(Donald et al. 1991). Insbesondere wird auf die fragwiirdige Qualitat einiger Tierversuche hingewiesen, die nicht zur
Risikoabschiatzung und Grenzwertfindung geeignet seien. So wurde der von Courtney et al. (1986) als teratogen be-
zeichnete Effekt, die Verschiebung im fetalen Rippenprofil bei den gegen 400 ml/m® exponierten Méusen, von Donald
et al. (1991) nicht als fruchtschidigender Effekt gesehen, sondern als ,normales” Profil. Daher wurden 400 ml/m3 als
NOAEC fiir Entwicklungstoxizitat fiir die siebenstiindige tagliche Exposition von Mausen akzeptiert.

Eine Zusammenfassung und kritische Bewertung des Sachstandes wurde auch von der American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH 1991) veroffentlicht. Dieses Expertengremium ist der Auffassung, die
vorliegenden tierexperimentellen Daten wiirden zeigen, dass der Embryo nicht empfindlicher auf Toluol reagiert als
die Muttertiere.

Im Folgenden sind weitere Studien, die im niedrigen Konzentrations- bzw. Dosisbereich durchgefithrt worden sind,
summarisch beschrieben.

In Studien zur prinatalen Entwicklungstoxizitit bei Ratten treten bis 750 ml/m? (HRC 1991, 1992; Litton Bionetics Inc
1978; Ono et al. 1995; Roberts et al. 2007; Saillenfait et al. 2007; Thiel und Chahoud 1997), bei Méusen bis 400 ml/m3
(Donald et al. 1991; Tsukahara et al. 2009; Win-Shwe et al. 2012 a, b; Yamamoto et al. 2009) und bei Kaninchen bis
500 ml/m? (hdchste Konzentration; Klimisch et al. 1992) nach téglich sechs- bis siebenstiindiger Exposition wihrend
der Gestation keine Effekte auf die Feten und die Muttertiere auf. Ab 1000 bis 3500 ml/m? kommt es bei Ratten zu
erniedrigtem Gewicht, verzogertem Wachstum und verzogerter skelettaler Entwicklung der Feten bei gleichzeitiger
Maternaltoxizitat (erniedrigtes Kérpergewicht) (HRC 1992; Ono et al. 1995; Roberts et al. 2007; Saillenfait et al. 2007;
Thiel und Chahoud 1997), ausgenommen in einer Studie, in der bei 1200 ml/m® keine Veréinderung der Kérpergewichts-
zunahme bei den Muttertieren festgestellt werden konnte (Hass et al. 1999). Im Tierexperiment zeigt sich bei bis zu
3500 ml/m? keine Embryoletalitiat und keine abortive Wirkung durch Toluol. Bis zu dieser Konzentration wurde auch
keine Teratogenitit festgestellt (ATSDR 2017).
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Postnatale Entwicklung

Inhalationsstudien an Ratten mit bis zu 1200 ml Toluol/m?, sechs Stunden lang tiglich wihrend der Gestation und

zum Teil im frithen postnatalen Entwicklungszeitraum, erbrachten wenig Evidenz fiir adverse Effekte beziiglich der
Reproduktionstoxizitit im Erwachsenenalter. Weibliche Nachkommen von Muttertieren, die 1200 ml Toluol/m? sechs
Stunden pro Tag vom 9. bis zum 21. Gestationstag inhaliert hatten, zeigten eine statistisch signifikante Verzégerung

der Vaginaldffnung im Vergleich zur Kontrolle. Es wurden aber bis zur héchsten Konzentration von 1200 ml/m?® keine

weiteren substanzbedingten Effekte auf Verpaarung, Fertilitit und Wurfparameter der mannlichen und weiblichen

Nachkommen festgestellt (Thiel und Chahoud 1997). Es traten keine substanzbedingten Veranderungen bei mannlichen
und weiblichen Nachkommen von Muttertieren auf, die gegen 1200 ml Toluol/m® sechs Stunden lang tiglich vom 7. bis
zum 18. Gestationstag exponiert waren (Hass et al. 1999).

Tab.1 Inhalationsstudien mit niedrigen Toluolkonzentrationen zur Entwicklungstoxizitat und Entwicklungsneurotoxizitéat
Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,

Anzahl pro
Gruppe
Ratte, GD 6-20, 500 ml/m3: NOAEC Entwicklungstoxizitit, NOAEC Saillenfait et
Sprague Dawley, 0, 500, 1500 ml/m3, Ganzkérper, Maternaltoxizitit al. 2007
15-19 @ 6 h/d, 1500 ml/m3: Muttertiere: KG-Zunahme |;
Reinheit: 99,7 % Feten: KG |;
Untersuchung: GD 21 keine Embryoletalitat od. Teratogenitat
untersuchte Parameter dhnlich
OECD-Priifrichtlinie 414,
Entwicklungstoxizitat
Ratte, GD 6-15, 250 ml/m3: NOAEC Maternaltoxizitit; Greim 1993;
CD Sprague 0, 250, 750, 1500, 3000 ml/m>3, 750 m1/m3: NOAEC Entwicklungstoxizitit; HRC 1992;
Dawley BR VAF/  Ganzkorper, ab 750 ml/m3: Muttertiere: Lethargie; Roberts et al.
Plus, 6 h/d, ab 1500 m1/m3: Muttertiere: Bewegungsstérungen, 1993, 2007
129 Entwicklungstoxizitat Uberempfindlichkeit auf akustische Reize, KG |;
Feten: KG |, Zahl der Feten mit nicht ossifizierten Rippen 1
Ratte, GD 7-20, 1500 m1/m3: NOAEC Entwicklungsneurotoxizitit, Hougaard
Wistar, 0, 1500 ml/m?, Ganzkérper, NOAEC Maternaltoxizitit, et al. 2005;
16 9 6 h/d, Nachkommen: KG-Zunahme | (PND 7-23), KG um 8-9% |, nicht Ladefoged et al.
Entwicklungsneurotoxizitat statistisch signifikant (PND 0), Kleinhirn: Caspase-3 Aktivitat 7 2004
(nur PND 6);
1 @/Wurf (12 Wiirfe): Keine Effekte auf Lernen und Gedachtnis im
Openfield- und Morris- Water-Maze-Test als Adulte
Ratte, GD 7-17, 600 ml/m?: NOAEC Entwicklungstoxizitit, Ono et al. 1995
Sprague Dawley, 0, 600, 2000 ml/m? Ganzkorper, Muttertiere: Hb |, KG |;
19 6 h/d, 2000 m1l/m3: NOAEC Entwicklungsneurotoxizitit,
Reinheit 98 %, Muttertiere: KG |, Futterverbrauch |;
Entwicklungs- und Feten: KG | um 12 % bei der Geburt, KG | am PND 21: 8: um 7 %,
Entwicklungsneurotoxizitét Q:um 5,5%;
keine Embryoletalitit, keine Teratogenitét;
Entwicklungsneurotoxizitét: keine Effekte bei Testung von
Reflexen, Motoraktivitat, Lernen (Biel Water Maze) und motorische
Koordination (Rotarod)
Ratte, GD 7-PND 18, 1200 ml/m3: NOAEC Maternaltoxizitit, Hass et al. 1999
Wistar, 0, 1200 ml/m?, Ganzkérper, Nachkommen: KG | um 12% (5,5 g versus 6,3 g Kontrolle) (PND 0),
18 @, 14 @ in der 6 h/d, Reflex-Entwicklung l (auditive Schreckreaktion: 24 versus 57 %
Kontrolle Entwicklungs- und PND 13);

Entwicklungsneurotoxizitét

Zunahme an motorischer Aktivitit (Openfield); Q: Zeitverlangerung
im Morris-Water-Maze-Test (3,5 Monate)
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Tab.1 (Fortsetzung)
Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,
Anzahl pro
Gruppe
Ratte, GD 9-21, 600 m1/m3: NOAEC Entwicklungstoxizitit, NOAEC Thiel und
Wistar, 0, 300, 600, 1000, 1200 ml/m?, Maternaltoxizitit; Chahoud 1997
23-29 9,38 Q in Ganzkérper, 1000 ml/m3: Muttertiere: KG | um 6 %, KG-Zunahme | um 13,6 %;
der Kontrolle 6 h/d, Feten: KG | um 8% an PND 1 (5,7 versus 6,2 g in der Kontrolle), ab
Entwicklungs- und PND 7 reversibel;
Entwicklungsneurotoxizitéit 1200 m1/m3: NOAEC Entwicklungsneurotoxizitit,
Muttertiere: KG | um 7,5 %, KG-Zunahme | um 18 %;
Feten: KG | um 8% an PND 1 (5,7 versus 6,2 g in der Kontrolle), ab
PND 14 reversibel;
Mortalitit wihrend der Laktation {, Schneidezahn-Durchbruch u.
Vaginaloffnung bei @ verzogert;
keine Effekte auf die physische postnatale Entwicklung und
auf Verhaltenstests (Rotarod, motorische Aktivitét, Lernen und
Gedachtnis im Openfield- und Morris-Water-Maze-Test)
Kaninchen, GD 6-18, 500 ml/m3 NOAEC Entwicklungstoxizitit, Greim 1993;
Himalaya, 0, 30, 100, 300, 500 ml/m3, NOAEC Maternaltoxizitit Klimisch et al.
Chbb:HM, Ganzkorper, 1992
15-20 9 6 h/d,
Reinheit: 99,9 %,
Entwicklungstoxizitit
Maus, GD 6-16, 200 ml/m3: Feten: Zahl der Wiirfe mit erweiterten Nierenbecken Courtney et al.
CD-1, 0, 200, 400 ml/m3, Ganzkorper, erhdht, nicht in hoherer Konzentration; 1986; Donald et
16 @, 15 @ in der 7 h/d, 400 ml/m3: NOAEC Entwicklungstoxizitit, al. 1991; Greim
Kontrolle Entwicklungstoxizitat Verschiebung des fetalen Rippenprofils 1993
Maus, GD 12-17, 400 ml/m3: NOAEC Entwicklungsneurotoxizitit/ Jones und
CD-1, 0, 200, 400, 2000 ml/m?3, Entwicklungstoxizitit; Balster 1997
139 Ganzkorper, 2000 ml/m3: NOAEC Maternaltoxizitit;
3x1 h prod, Nachkommen: KG/Fetus PND 0 | (bestimmt durch Wiegen einzelner

Entwicklungs- und
Entwicklungsneurotoxizitét

Feten des Wurfes, aber KG des Wurfes nicht unterschiedlich zur
Kontrolle), KG-Zunahme | (PND 1-20), physische Entwicklung
untersucht: Leistung in den Verhaltenstests | (Aufrichtreflex,
Griffstirke, “inverted screen”)

GD: Gestationstag; Hb: Himoglobin; PND: Postnataltag

5.5.2.2 Orale Gabe

Die Studien zur Entwicklungstoxizitat nach oraler Gabe sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.

In Screeningstudien nach Chernoff und Kavlock zeigten sich bei Mausen nach Schlundsondengabe von 1800 mg/kg
KG und Tag vom 8. bis zum 12. Gestationstag (Seidenberg et al. 1986) bzw. 2350 mg/kg KG und Tag vom 7. bis 14. Gesta-
tionstag (NIOSH 1983) keine Effekte auf die Wurfparameter und viszerale Fehlbildungen.

In einer Studie mit Schlundsondengabe an die Muttertiere vom 16. bis zum 19. Gestationstag wurden bei Rattenfeten
dilatierte Nierenbecken bei 1250 mg/kg KG und Tag festgestellt (Warner et al. 2008). Der NOAEL fiir Entwicklungs-
toxizitat liegt bei 750 mg/kg KG und Tag (siche Tabelle 2).
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Tab.2 Studien zur Entwicklungstoxizitat und Entwicklungsneurotoxizitét mit oraler Gabe von Toluol

Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,
Anzahl pro
Gruppe
Ratte, GD 16-19, 750 mg/kg KG: NOAEL Entwicklungstoxizitit, Warner et al.
Sprague Dawley, 0, 250, 750, 1250 mg/kg KGu. d, NOAEL Maternaltoxizitit; 2008
59 Gavage, 1250 mg/kg KG:
Entwicklungstoxizitit Muttertiere: Niere: angeschwollene Tubuli, Gewebeadhésion in den

Bowmanschen Kapseln T,
Feten: Inzidenz an dilatierten Nierenbecken |

Maus, GD 7-14, 2350 mg/kg KG: NOAEL Embryotoxizitit u. viszerale NIOSH 1983
CD-1, 0, 2350 mg/kg KG u. d, Gavage, Fehlbildungen, NOAEL Maternaltoxizitit,
10 9 Screeningtest nach Chernoff Dosisfindungsstudie: ab 5890 mg/kg KG u. Tag, 8 Tage: Letalitat der
und Kavlock weiblichen Maus
Maus, GD 8-12, 1800 mg/kg KG: NOAEL Embryotoxizitit u. viszerale Seidenberg et
ICR/SIM, 0, 1800 mg/kg KG u. d, Gavage, Fehlbildungen, NOAEL Maternaltoxizitat al. 1986
309 Screeningtest nach Chernoff
und Kavlock
Maus, GD 0-21 u. PND 0-55, 14,4 mg/kg KG: NOAEL Entwicklungsneurotoxizitit; Kostas und
Nya:NYLAR, 0, 16, 80, 400 mg/l im 72 mg/kg KG: NOAEL fiir postnatale Entwicklung, Hotchin 1981
129 Trinkwasser (0; 2,9; 14,4; 72 mg/ Nachkommen: Abnahme der Habituation wihrend einer
kg KG u. d), 20-miniitigen Openfield-Aktivitit, keine Anderungen in der
postnatale Entwicklungs- u. physischen postnatalen Entwicklung (Augenéffnung, Loslésung der
Entwicklungsneurotoxizitéit Ohrmuschel), Aufrichtreflex od. Schreckreaktion),

Anmerkung: Abnahme der Habituation im Openfield-Test kein
solider Endpunkt, Auswertung nicht verblindet; keine Dosis-
Wirkungs-Beziehung im Rotarod-Test; Studie fragwiirdig

GD: Gestationstag; MTD: maximal tolerable Dosis; PND: Postnataltag

5.5.2.3 Entwicklungsneurotoxizitat

Die Studien zur Entwicklungsneurotoxizitat sind in Tabelle 1, 2 und 3 dargestellt.

Inhalative Exposition

Bei Ratten wiesen die Nachkommen, deren Muttertiere sechs Stunden lang vom 7. bis zum 17. Gestationstag gegen
600 oder 2000 ml Toluol/m?® exponiert waren, keine statistisch signifikanten Unterschiede zu den Kontrolltieren bei
folgenden Parametern auf: postnatale Uberlebensfahigkeit oder physische Entwicklung bis zum 21. Postnataltag, Re-
flextests vom 6. bis zum 10. Postnataltag, motorische Aktivitat wihrend der vierten Postnatalwoche, Balance auf einer
rotierenden Scheibe (Rotarod) in der 7. Postnatalwoche und Lernen im Biel-Water-Maze-Test wiahrend der 6. Postnatal-
woche (Ono et al. 1995). Damit ergibt sich eine NOAEC fiir Entwicklungsneurotoxizitat von 2000 ml/m3, der hichsten
getesteten Konzentration.

Keine konsistenten Konzentrations-abhangigen Defizite wurden in den Verhaltenstests an Ratten bei den Reflexen
am 3. Postnataltag, der Balance auf der rotierenden Scheibe (Rotarod) am 18. Postnataltag, der motorischen Aktivitat
vom 31. bis zum 34. Postnataltag und den Tests auf Lernen und Gedéchtnis (Openfield- und Morris-Water-Maze-Test)
vom 70. bis zum 81. Postnataltag bei den Nachkommen, deren Muttertiere gegen 300, 600, 1000 oder 1200 ml Toluol/m?
sechs Stunden lang pro Tag vom 9. bis zum 21. Gestationstag exponiert waren, festgestellt (Thiel und Chahoud 1997).
Es leitet sich eine NOAEC fiir Entwicklungsneurotoxizitidt von 1200 ml/m?, der héchsten Konzentration, ab.

Keine Veranderungen wurden bei Ratten im Morris-Water-Maze-Test und beim Openfield-Test bei weiblichen Nach-
kommen festgestellt, deren Muttertiere gegen 1500 ml Toluol/m? sechs Stunden lang pro Tag vom 7. bis zum 20. Gesta-
tionstag exponiert waren (Hougaard et al. 2005; Ladefoged et al. 2004).
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Die Exposition weiblicher Ratten gegen 1200 ml Toluol/m?sechs Stunden pro Tag vom 7. Gestationstag bis zum 18. Post-
nataltag rief ein statistisch signifikant reduziertes Korpergewicht von der Geburt bis zum 10. Postnataltag, eine ver-
zogerte Entwicklung der Reflexe zwischen 2. und 13. Postnataltag und eine Zunahme an motorischer Aktivitat im
Openfield-Test am 28. Postnataltag bei den ménnlichen und weiblichen Nachkommen im Vergleich zu den Kontroll-
tieren hervor. Eine statistisch signifikant erhéhte Latenzzeit zum Auffinden der verborgenen Plattform im Morris-
Water-Maze-Test nach Neuanordnung der Plattform wurde bei den 13 Wochen alten weiblichen Nachkommen nur auf
Nachkommenbasis, aber nicht auf Wurfbasis festgestellt. Keine statistisch signifikanten Effekte wurden im Rotarod-
Test, im Hortest im Alter von vier Monaten und bei der physischen Entwicklung (Augenéffnung etc.) beobachtet (Hass
et al. 1999).

Bei Mausen wiesen die Nachkommen der Muttertiere, die 60 Minuten lang, dreimal am Tag vom 12. bis zum 17. Gesta-
tionstag gegen 2000 ml Toluol/m? exponiert waren, ein niedrigeres Korpergewicht zwischen dem 2. und 8. Postnataltag
im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Zudem zeigte sich eine statistisch signifikant verlangerte Latenzzeit fiir den
Aufrichtreflex am 1., 5. und 6. Postnataltag, verringerte Griffstarke der Vordergliedmaf3en vom 5. bis 7. und vom 9. bis 11.
Postnataltag sowie eine zunehmende Latenzzeit im ,inverted screen test” vom 14. bis 17. Postnataltag. Keine statistisch
signifikanten Effekte bei diesen Endpunkten, getestet nach demselben Protokoll, wurden bei Expositionen gegen 200
oder 400 ml Toluol/m? beobachtet. Es zeigten sich keine Unterschiede im Erreichen der Entwicklungsmeilensteine wie
Schneidezahndurchbruch und Augenéffnung (Jones und Balster 1997). Aus dieser Studie l4sst sich eine NOAEC fiir
Entwicklungsneurotoxizitit von 400 ml/m? ableiten.

Orale Gabe

Die Entwicklung des Verhaltens von Mausen wurde nach Gabe von 0, 16, 80, 400 mg/1 Toluol im Trinkwasser (ent-
spricht 0; 2,9; 14,4; 72 mg Toluol/kg KG und Tag) vom 0. Gestationstag bis zum 55. Postnataltag untersucht. Eine signifi-
kant reduzierte Habituation wahrend einer 20-minttigen Openfield-Aktivitit wurde in der hochsten Dosisgruppe von
72 mg/kg KG und Tag festgestellt. Die Autoren berichten, dass der NOAEL bzw. der LOAEL in diesem Entwicklungs-
toxizitatstest 14,4 und 72 mg/KG KG und Tag betragen, basierend auf der ldngeren Zeit zur Gewohnung an die Um-
gebung im Openfield-Test. Die intraperitoneale Gabe einer akuten Dosis, die der durchschnittlichen Toluol-Dosis iiber
das Trinkwasser in der fiinften Behandlungswoche entsprach, fithrte zu keinen Effekten im Openfield-Test (Kostas
und Hotchin 1981). Wie in Tabelle 2 bereits erldutert, ist die Abnahme der Habituation im Openfield-Test kein solider
Endpunkt und zeigte sich nicht nach i.p. Gabe. Zudem war die Auswertung nicht verblindet, und es ist keine Dosis-
Wirkungs-Beziehung beim Rotarod-Test gegeben. Insgesamt erscheinen die Ergebnisse dieser Studie als fragwiirdig.

Untersuchungen an Tieren zur Modellierung des Lésungsmittel-Missbrauchs

Es wurde eine Reihe von Studien an Ratten durchgefithrt, um an diesem Modell den Lésungsmittel-Abusus wihrend
der Schwangerschaft zu untersuchen. Die Frage war, ob wiederholte kurze Expositionen gegen sehr hohen Konzen-
trationen wahrend der Gestation entwicklungstoxische Effekte hervorrufen kénnen. Nach Expositionen gegen 8000
bis 16 000 ml Toluol/m?, fiir 15 bis 30 Minuten, zweimal tiglich vom 6. bis zum 20. Gestationstag, wurde Maternal-
toxizitdt in Form von reduzierter Kérpergewichtszunahme und bei den Feten eine Abnahme des Korpergewichts, der
Scheitel-Steiflbeinlidnge und des postnatalen Wachstums festgestellt. Zudem war das Plazentagewicht reduziert. Die
Zahl der Wiirfe mit fehlgebildeten und verkiimmerten oder toten Feten nahm zu und bei den Nachkommen zeigte sich
eine Beeintrichtigung der Motoraktivitat, des Lernens und der Gedichtnisleistung und ein verindertes Belohnungs-
verhalten mit erhohter Impulsivitat (Bowen et al. 2005, 2007, 2009 a, b; Bowen und Hannigan 2013; Callan et al. 2017
Jarosz et al. 2008). Es wurden keine Verdnderungen bei der physischen postnatalen Entwicklung festgestellt (Bowen
et al. 2005; Bowen und Hannigan 2013).
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Zusammenfassung zur Entwicklungsneurotoxizitét

In wenigen Verhaltenstests (Aufrichtreflex, Griffstirke, “inverted screen®) zeigten sich Defizite bei Nachkommen
von Miusen, die iiber einen Zeitraum von 60 Minuten dreimal tiglich vom 12. bis zum 17. Gestationstag 2000 ml/m3
inhalierten, nicht aber bei 400 ml/m® (Jones und Balster 1997). Bei Ratten hingegen, die pro Tag sechs Stunden lang
wihrend der Gestation gegen Konzentrationen von bis zu 2000 ml/m?® exponiert waren, wurden bei den Nachkommen
in Verhaltenstests keine Effekte festgestellt (Hougaard et al. 2005; Ladefoged et al. 2004; Ono et al. 1995; Thiel und
Chahoud 1997). Eine Beeintrachtigung der Motoraktivitét, Defizite beim Lernen und beim Gedéchtnis, eine steigende
Zahl an Fehlbildungen und fetaler Tod wurden bei Ratten beobachtet, die wahrend der Gestation gegen héhere Kon-
zentrationen exponiert waren, die den Losungsmittel-Abusus nachstellen sollten (8000 bis 16 000 ml/m?, 15 bis 30 min
pro Tag) (Bowen et al. 2005, 2009 b; Bowen und Hannigan 2013; Callan et al. 2017).

Tab.3 Vergleich der Entwicklungs- und Entwicklungsneurotoxizitat bei Ratte und Maus

Entwicklungstoxizitat Entwicklungsneurotoxizitit Bemerkung Literatur
Maus
400 m1/m3: NOAEC 400 m1/m3: NOAEC Grofler Abstand zwischen NOAEC und Jones und
2000 ml/m® KG-Zunahme | (PND 1-20) 2000 ml/m?: Leistung in den LOAEC, deswegen hohere NOAEC moglich. Balster 1997
Verhaltenstests | (Aufrichtreflex, Bestimmung der durchschnittlichen KG der
Griffstdrke, “inverted screen”) Nachkommen fragwiirdig: nur ein weibliches

u. ein ménnliches Tier pro Wurf gewogen,
kein klarer Effekt auf das Gewicht der Feten,
Feten zwar leichter, aber Aufthebung des ersten
Effekts durch groflere Wurfgrofie

72 mg/kg KG u. d: NOAEL postnatale 14,4 mg/kg KG u. d: NOAEL Abnahme der Habituation im Openfield-Test Kostas und

Entwicklungstoxizitét 72 mg/kg KG u.d: Nachkommen: kein solider Endpunkt, Auswertung nicht Hotchin 1981
(hochste Dosis; Meilensteine der Abnahme der Habituation verblindet, keine Dosis-Wirkungs-Beziehung
Entwicklung) wihrend einer 20-miniitigen im Rotarod-Test, Studie fragwiirdig

Openfield-Aktivitat

Ratte
1500 ml/m> KG-Zunahme | (PND 7-23), 1500 ml/m?* NOAEC (nur eine Hougaard et al.
KG um 8-9% |, nicht statistisch Konzentration) 2005; Ladefoged
signifikant (PND 0) et al. 2004
600 m1/m3: NOAEC 2000 m1l/m?*: NOAEC (héchste Ono et al. 1995
2000 ml/m® KG | um 12 % bei der Konzentration)
Geburt
1200 ml/m* KG | um 12% (5,5 g versus 1200 ml/m’: Reflex- Uberpriift durch Thiel und Chahoud (1997): Hass et al. 1999
6,3 g Kontrolle) (PND 0) Entwicklung | (auditive keine Bestatigung der Effekte auf die

Schreckreaktion: 24 versus 57%  Entwicklungsneurotoxizitit von Hass et al.

PND 13) (1999)
600 ml/m3 NOAEC 1200 m1l/m* NOAEC (héchste ausfithrlich u. gut durchgefiithrte Studie mit Thiel und
1000 ml/m* KG | um 8% (5,7 g versus Konzentration), hohem Stellenwert Chahoud 1997
6,2 g Kontrolle) (PND 1) keine Effekte in Verhaltenstests
1200 ml/m>: KG |; Entwicklung bis 1200 ml/m?®
verzogert bei Schneidezahndurchbruch,
Vaginaloéffnung

5.5.2.4 PBPK-Modelle

Im ATSDR-Bericht (ATSDR 2017) sind mehrere PBPK-Modelle dargestellt. Zwei Studien der gleichen Arbeitsgruppe
haben die Blutkonzentrationen nach Inhalation bei Mensch und Ratte untersucht. Bei der Ratte ist im Vergleich zum
Menschen bei einer gleich hohen Konzentration von 100 ml/m® nach drei- bis vierstiindiger Exposition etwas mehr
Toluol im Blut (2-3 mg/1 bei Ratte, Mensch ca. 1 mg/l) (Benignus et al. 2006; Kenyon et al. 2008). Bei der Wistar-Ratte
fithren 125 ml/m? nach vierstiindiger Inhalation zu einem Blutspiegel von 2 mg/1 (Kishi et al. 1988).
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Damit wird bei der Ratte im Vergleich zum Menschen bei etwa gleich hoher Exposition eine etwas héhere Blutkon-
zentration erreicht. Ein deutlicher Unterschied ist damit nicht zu belegen.

5.6 Genotoxizitat

Einige der Studien wurden in der Begriindung von 1986 (Henschler 1986) schon ausfiihrlich beschrieben, werden hier
zum Vergleich aber nochmals mit aufgefiihrt.

5.6.1 Invitro

Toluol induzierte keine differentielle Abt6tung, SOS-Antwort oder Prophageninduktion in Bakterien (McCarroll et al.
1981 a, b; Nakamura et al. 1987; Rossman et al. 1991).

Genmutationstests in S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA1538, UTH8413 und UTH8414 mit und ohne Zu-
satz metabolischer Aktivierung (Ratte, Hamster) waren negativ fiir Toluol bei Konzentrationen von bis zu 5000 pg/Plat-
te (LCsy: ca. 4350 pg/Platte) (Bos et al. 1981; Connor et al. 1985; Haworth et al. 1983; Litton Bionetics Inc 1983; Nestmann
et al. 1980; NTP 1990; Spanggord et al. 1982). Da Toluol leichtfliichtig ist, sind besonders die Fliissigprdinkubationstests
(Haworth et al. 1983; Litton Bionetics Inc 1983; NTP 1990) fiir die Beurteilung von Bedeutung. Die Studie von Litton
Bionetics Inc (1983) erbrachte jedoch starke Schwankungen der Ergebnisse und kann daher nicht fir die Beurteilung
herangezogen werden.

In Saccharomyces cerevisiae verursachte Toluol bis zur LCs, keine mitotische Genkonversion in einem Suspensionstest
(Litton Bionetics Inc 1983). Da in einem von zwei Experimenten mit metabolischem Aktivierungssystem die Positiv-
kontrolle weniger Revertanten als die Losungsmittelkontrolle induzierte, wird dieser Test als nicht valide eingestuft
und nicht zur Beurteilung herangezogen.

Toluol induzierte DNA-Strangbriiche in humanen HL-60-Zellen im Comet Assay. Die eingesetzten Konzentrationen
verursachten 20 % (105 pg/ml) und 50 % (253 pug/ml) Zytotoxizitit. Der Anteil apoptotischer Zellen, bestimmt mittels
Durchflusszytometrie, sowie die Expression Apoptose-induzierender Proteine lag nach Toluol-Behandlung im Ver-
gleich zur Kontrolle ebenfalls hoher (Sarma et al. 2011).

In Rattenhepatozyten fithrte die Behandlung mit Toluol zu statistisch signifikant mehr DNA-Einzelstrangbriichen
(alkalische Elution) ab Konzentrationen von 2,76 pug/ml (Sina et al. 1983). Der eingesetzte Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase-Test zur Messung der Zytotoxizitit scheint keine verldsslichen Ergebnisse zu liefern, weshalb keine valide
Aussage zur Zytotoxizitat der eingesetzten Konzentrationen gemacht werden kann (siehe Tabelle 4). Das Ergebnis wird
deshalb nicht zur Beurteilung herangezogen.

Die 100-fache Konzentration von 276 pg/ml induzierte in humanen Fibroblasten weder DNA-Strangbriiche (Nick-Trans-
lation) noch anschlieBende DNA-Reparatur (Snyder und Matheson 1985).

Toluol induzierte keine SCE in CHO-Zellen bis zu stark zytotoxischen Konzentrationen mit oder ohne Zugabe eines
metabolischen Aktivierungssystems (NTP 1990) und in primaren menschlichen Lymphozyten in Konzentrationen
von 4,6-92 (Richer et al. 1993) und 15,2-1520 pug/ml (Gerner-Smidt und Friedrich 1978). Toluol hatte keinen Effekt auf
die Haufigkeit von CA in CHO-Zellen (Richer et al. 1993) und in priméren menschlichen Lymphozyten im gleichen
Konzentrationsbereich, inhibierte jedoch deren Zellwachstum (Gerner-Smidt und Friedrich 1978).

In einem Mikronukleustest mit Cytochalasin B in verschiedenen humanen Zelllinien stieg die Anzahl Toluol-indu-
zierter Mikronuklei mit zunehmender metabolischer Kompetenz der Zellen. Transfizierte humane Lymphoblasten mit
erhohter CYP1A1-Aktivitat und stabiler cDNA-Expression verschiedener xenobiotischer Enzyme (CYP2E1 in 2hE1-Zel-
len; CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP2E1 und mikrosomale Epoxidhydrolase in MCL-5-Zellen) generierten statistisch
signifikant hohere Haufigkeiten von Mikronuklei verglichen mit der parentalen AHH-1-Zelllinie, welche nur eine nativ
niedrige CYP1A1-Aktivitdt aufweist. Alle Zelllinien bildeten mehr Kinetochor- und Zentromer-negative als -positive
Mikronuklei; letztere waren in allen Zelllinien nur bei Zytotoxizitaten iiber 62 % (5 mM) statistisch signifikant hoher
als die der Kontrolle. Die Zytotoxizitat, gemessen als Anteil binukledrer Zellen, stieg konzentrationsabhingig von
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3-11% bei 0,01 mM und auf 62-75 % bei 5 mM (AHH-1: 62 %; h2E1: 75 %; MCL-5: 66 %) in Relation zur Kontrolle (Doherty
et al. 1996).

Es fanden sich keine erhéhten Werte an Mikronuklei in humanen Blutlymphozyten von vier Spendern nach Be-
handlung mit 9,2-184 pg Toluol/ml ohne Zugabe eines metabolischen Aktivierungssystems (Zarani et al. 1999). Das
Ergebnis in Anwesenheit eines metabolischen Aktivierungssystems wird als nicht valide bewertet, da nur einmalig
Lymphozyten eines Spenders ausgewertet wurden.

Im TK*~--Mutationstest in L5178Y-Zellen war Toluol in einer Studie mit und ohne Zugabe eines metabolischen Aktivie-
rungssystems nur in stark zytotoxischen Konzentrationen positiv, wobei keine Unterscheidung zwischen kleinen und
groflen Kolonien erfolgte. Statistische Signifikanz wurde ab 200 pug Toluol/ml erreicht, was gleichzeitig die Viabilitét
auf 30-40 % reduzierte. Die Autoren fithren zusitzlich die Moglichkeit einer Toluol/Wasser-Emulsionsbildung an, was
die eingesetzten Konzentrationen verindern wiirde (McGregor et al. 1988; NTP 1990).

In allen weiteren In-vitro-Studien, die ebenfalls Konzentrationen in diesem Bereich und héher in Zellkulturmedium
einsetzten, wird keine Emulsionsbildung beschrieben und dieser Punkt generell nicht diskutiert.

Ein weiterer TK*~-Mutationstest im selben Zelltyp war mit und ohne Zusatz metabolischer Aktivierung bis zu stark
zytotoxischen Konzentrationen negativ. Die Viabilitét bei der hochsten Konzentration von 260 pg/ml lag unter 10 %
(Litton Bionetics Inc 1983).

Tab.4 In-vitro-Genotoxizitat von Toluol

Endpunkt Testsystem Konzentration wirksame Zytotoxizitit Ergebnis Anmer- Literatur
Konz. k
onz -m.A. +m.A. ungen

Prophagen- E. coli WP2s () 1. Exp.: 0; 0,78- - k.A. - - Rossman et al.
induktion (Mikrotiterplatte) 100 pg/Vertiefung 1991

2. Exp.: hochste

eingesetzte

Konzentration

limitiert durch
Loslichkeit oder

Zytotoxizitat,
k.w.A.
Prophagen- S. typhimurium <100 pg/ml - k.A. - - Nakamura et
induktion und TA1535/pSK 1002 al. 1987
UMU-Test umu
differentielle  B. subtilis rec*’~ <20000 pg/ - bei 20000 pg/ - - McCarroll et
Abtétung (Rec- Vertiefung Vertiefung al. 1981 a
A
ssay) E.coli WP2, WP2  <60000 pg/ - bei 60000 pg/ - - McCarroll et

uvrA-, WP67 Vertiefung Vertiefung al. 1981 b

uvrA~ pol, CMé611

uvrA~lexA~, WP100

uvrA recA-, W3110

polA*, p3478 pol A~
Genmutation  S. typhimurium 0, 10-1000 pg/ - bei 1000 pg/ - - S9-Mix: Ratte, Haworth
(Flissigpra- TA98, TA100, Platte Platte Hamster et al. 1983;
inkubations- TA1535, TA1537 NTP 1990
test)
Genmutation  S. typhimurium k.A. - bei 4300 pg/ - - Nestmann et
(Plattenin- TA98, TA100, Platte al. 1980
korporation) TA1535, TA1537,

TA1538
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Tab.4 (Fortsetzung)
Endpunkt Testsystem Konzentration wirksame Zytotoxizitit Ergebnis Anmer- Literatur
Konz. k
onz -m.A. +m.A. ungen
S. typhimurium 0, 100-2000 pg/ - 0-20 % bei - - S9-Mix: Ratte, Bos et al. 1981
TA98, TA100, Platte 2000 pg/Platte Aroclor- und
TA1535, TA1537, unbehandelt
TA1538
S. typhimurium 0, 10-5000 pg/ - k.A. - - Spanggord et
TA98, TA100, Platte al. 1982
TA1535, TA1537,
TA1538
S. typhimurium 0, 50-2000 pg/ - bei 2000 pg/ - - Reinheit >99% Connor et al.
TA98, TA100, Platte Platte 1985
TA1535, TA1537,
TA1538, UTHS8413,
UTHS8414
Genmutation  S. typhimurium 0; 0,87-4350 pg - Crnax=LDso -2 -2 Litton
(Platteninkor- TA98, TA100, (0,001-5 pl)/Platte Bionetics Inc
poration und TA1535, TA1537, 1983
Flassigprain- ~ TA1538
kubationstest)
Mitotische Saccharomyces 0; 0,1375-1,1% (v/v) - Crnax=LDso - )P Litton
Genkonversion cerevisiae D4 Bionetics Inc
1983
DNA- humane akute 0; 1,14; 2,74 mM 2105 pg/ml 105 pg/ml: + n.u Sarma et al.
Strangbriiche  myeloische (105, 253 pg/ml) 1Cyp; 2011
(Comet-Assay) Leukdmiezellen 253 pg/ml: ICs,
(HL-60)
DNA-Strang- Rattenhepatozyten  0;0,03; 0,3; 3 mM >2,76 ug/ml 2,76; 27,6 ug/ +9) n.u Zytotox. Sina et al.
briiche (2,765 27,6; ml: ca. 85% mittels 1983
(alkalische 276 pg/ml) 276 pg/ml: Glutamat-
Elution) ca.50% Oxalacetat-
Transaminase-
Test
DNA- humane 0,3 mM - k.A. - n.u. Snyder und
Strangbriiche  Fibroblasten (276 pg/ml) Matheson
(Nick-Trans- 1985
lation)
SCE CHO 0,16-5000 pg/ml - “m.A. - - NTP 1990
=400 pg/ml
+m.A.:
2500 pg/ml
primére humane 0; 15,2; 152; - ab 152 g/ - n.u. Gerner-Smidt
Lymphozyten (Blut) 1520 pg/ml ml 25% Zell- und Friedrich
wachstums- 1978
inhibition;
k.w.A
primére humane 0; 0,05; 0,5; 1; - 4,6 pg/ml: - n.u. Richer et al.
Lymphozyten (Blut) 2,5 mM (4,6; 46; 92; ca. 10 %; 1993
230 pg/ml) 230 pg/ml:
100 %
CA CHO 0,50-1600 pg/ml - - - - NTP 1990
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Tab.4 (Fortsetzung)
Endpunkt Testsystem Konzentration wirksame Zytotoxizitit Ergebnis Anmer- Literatur
Konz. k
onz -m.A. +m.A. ungen
primére humane 0; 15,2; 152; - ab 152 g/ - n.u. Gerner-Smidt
Lymphozyten (Blut) 1520 pg/ml ml 25% Zell- und Friedrich
wachstums- 1978
inhibition;
k.w.A.
MN humane 0; 0,01; 0,1; 1; 2; K-ve/ K+ve: 5mM: 62% + n.u stat. sign. pos. Doherty et al.
(Kinetochor- Lymphoblasten 5mM (0,92; 9,2; 92; 5 mM nur bei starker 1996
und Zentro- (AHH-1) 184; 460 pg/ml) Zytotox.
mer-Labeling)
humane 0; 0,01; 0,1; 1; 2; K-ve: 1 mM: 32 %; + n.u.
Lymphoblasten 5mM (0,92; 9,2; 92; 1 mM; 5 mM: 66 %
(MCL-5) 184; 460 pg/ml) K+ve: 5 mM
humane 0;0,01; 0,1; 1; 2; K-ve: 1 mM: 36 %; + n.u
Lymphoblasten 5mM (0,92; 9,2; 92; 1 mM; 5mM: 75%
(h2E1) 184; 460 pg/ml) K+ve: 5 mM
MN humane 0;0,1; 0,5; 1; - k.A. - =9 Zarani et al.
Lymphozyten 2mM (9,2; 46; 92; 1999
184 pg/ml)
Genmutation = Mauslymphom- -m.A.: 0; 31,25- —/+m.A.: 200 pg/ml: ) +)? stat. sign. pos. McGregor et
(TK*") zellen (L5178Y) 500 pg/ml; 2200 pg/ml  260-70 %; ab nur bei starker al. 1988; NTP
+m.A.: 0; 6,25— 275 pg/ml: Zytotox. 1990
250 pg/ml letal
Mauslymphom- 0; 0,05; 0,1; 0,15; - 0,15; 0,2 pl/ml: - - Litton
zellen (L5178Y) 0,2; 0,3 pl/ml ca. 50 %; Bionetics Inc
(44 bis 260 pg/ml) 0,3 pl/ml: 1983
>90 %

a

b)

grofle Schwankungsbreite beim Fliissigprainkubationstest

In einem von zwei Tests mit S9 zeigt die Positivkontrolle weniger Revertanten als die Losungsmittelkontrolle.

Die Messwerte der Zytotoxizitdtstests deuten auf ein nicht valides System hin. Eine Aussage zur Zellviabilitét bei statistisch signifikanten
Ergebnissen ist somit nicht moglich.

nicht aussagekréftig, da nur ein Experiment mit einer Probe mit S9 durchgefithrt

Positiv nur bei stark zytotoxischen Konzentrationen. Zusétzlich kénnen die Autoren Bildung einer Emulsion nicht ausschlieen, weshalb
keine Aussage tiber die tatsichlich erreichten Konzentrationen méglich ist. Loslichkeit von Toluol in Wasser ca. 0,52 mg/ml.

CA: Chromosomenaberrationen; Exp.: Experiment; k. A.: keine Angabe; K-ve/K+ve: Kinetochor- und Zentromer-negative und -positive Mikro-
nuklei; m. A.: metabolische Aktivierung, wenn nicht weiter spezifiziert, S9-Mix aus Rattenleber nach PCB-Gabe; MN: Mikronuklei; n.u.: nicht
untersucht; pos.: positiv; SCE: Schwesterchromatidaustausche; stat. sign.: statistisch signifikant; Zytotox.: Zytotoxizitat

o

d

S

5.6.2 Invivo

Toluol induzierte bei Konzentrationen bis zur LD;, keine X-chromosomal rezessiven Letalmutationen oder Trans-
lokationen, jedoch ab 66 % der LDs,in ménnlichen Drosophila melanogaster numerische CA (Rodriguez Arnaiz und
Villalobos Pietrini 1985 a, b). In einer weiteren, nur als Abstract verdffentlichten Studie war Toluol ebenfalls negativ
im SLRL-Test (Donner et al. 1981).

In einer Vielzahl an Studien wurden keine CA oder Mikronuklei im Knochenmark der oral, inhalativ oder intra-
peritoneal behandelten Ratten oder Mause induziert. Oftmals liegen zwar keine Informationen zur Zytotoxizitat im
Knochenmark vor, es ist jedoch aufgrund von Toxikokinetik-Studien von einer Erreichbarkeit des Knochenmarks
auszugehen, da sich Toluol neben Fettgewebe und Gehirn auch bevorzugt im Knochenmark anreichert (ATSDR 2017).

Bei Méusen (n=3), welche bis zu acht Wochen gegen 250 ml Toluol/m? inhalativ exponiert waren, wurde keine In-
duktion von DNA-Strangbriichen in Leber, Blut oder Knochenmark gegeniiber der Kontrolle festgestellt. Die Proben
von jeweils drei Tieren wurden zusammen analysiert. Toluol induzierte keine Andmie und zeigte keinen Effekt auf
die Anzahl an Lymphozyten und Granulozyten im Blut. Nach acht, jedoch nicht nach vier Wochen war die Anzahl an
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Erythrozytenvorlduferzellen (Erythroid burst forming unit, BFU-E) im Knochenmark signifikant reduziert bei Tieren,
welche gegen 500 ml/m? Toluol exponiert waren (Plappert et al. 1994).

Zusatzlich liegen positive TUNEL-Tests auf DNA-Strangbriiche in Gehirn, Herz, Leber, Lunge und Testis von mann-
lichen Ratten vor, welche in vivo mit Toluol behandelt wurden. Histopathologische Untersuchungen, beziehungsweise
Detektion von Apoptose-spezifischen Markern (Caspase-3) deuten jedoch darauf hin, dass die gemessenen DNA-
Strangbriiche auf apoptotischen Mechanismen basieren und nicht durch Genotoxizitit induziert wurden (Kanter
2011 a, b, ¢, 2012; Tas et al. 2013 a, b).

In einer Studie, die nur als Konferenz-Abstract publiziert ist, zeigte eine 15-wdchige inhalative Exposition gegen 300 ml
Toluol/m? keinen Effekt auf die Haufigkeit von CA im Knochenmark von méannlichen Wistar-Ratten. Ein Test auf SCE
war nach elf und 13 Wochen positiv, jedoch nicht nach 15 Wochen (Donner et al. 1981).

In einer weiteren, nur als Abstract publizierten Studie wird berichtet, dass zehnmalige orale Gabe von bis zu 20 % der
LD, zu keinem signifikant erhohten Auftreten von CA bei mannlichen SHR-Méusen fithrte (Feldt et al. 1985).

Im Knochenmark von Ratten fithrte weder einmalige (ausgewertet 6, 24 oder 48 Stunden p.a.) noch mehrmalige (1/Tag;
5 Tage lang) intraperitoneale Gabe von 22-215 mg Toluol/kg KG zur Induktion von CA. Zytotoxizitat, gemessen als
Reduktion des Mitotischen Index (MI), wurde ab 71 mg Toluol/kg KG sowohl bei einmaliger als auch bei mehrmaliger
Gabe hervorgerufen (Litton Bionetics Inc 1983). Es kann also davon ausgegangen werden, dass Toluol oder seine Meta-
boliten das Knochenmark erreichten.

Ein Test auf CA im Knochenmark war an Miusen negativ, welche zweimal innerhalb von 30 Stunden je 1720 mg Toluol/
kg KG oral erhielten. Zytotoxizitit wurde nicht analysiert (Gad-El Karim et al. 1984).

In mehreren &lteren Studien aus der ehemaligen Sowjetunion induzierte tagliche subkutane Gabe von 800 bis 1000 mg
Toluol/kg KG fiir finf bis zwolf Tage oder tagliche Inhalation von 162 ml/m? iiber 16 Wochen Chromosomenschéden
im Knochenmark und Blut von Ratten (Dobrokhotov 1972; Dobrokhotov und Enikeev 1977; Lyapkalo 1973). In einer
weiteren Studie an Ratten zeigte inhalative Exposition gegen 1,4 ml/m? iiber 16 Wochen keinen statistisch signifikan-
ten Effekt auf chromosomale Aberrationen (Aristov et al. 1981). Bei keiner Studie wurde die Zytotoxizitdt bestimmt.
Zusétzlich wurden Schéden analysiert, die nach heutigen Standards nicht als CA gezahlt werden. Die Studien werden
somit nicht fiir die Bewertung herangezogen.

Toluol fithrte in einem CA-Test im Knochenmark von Ratten, welche innerhalb von 30 Stunden zwei Dosen von bis
zu 435 mg Toluol/kg KG intraperitoneal erhalten hatten, nur bei gleichzeitiger Zytotoxizitat zu statistisch signifikant
positiven Ergebnissen (Roh et al. 1987). Da der Test spezifische (Chromosomenbriiche) und unspezifische (Gaps) Lasio-
nen summiert betrachtet, wird er nicht fiir eine Bewertung herangezogen.

Im Knochenmark von mannlichen NMRI- und B6C3F1-Méusen, welche intraperitoneal zweimal im Abstand von
24 Stunden mit 0,12; 0,25; 0,37 oder 0,5 ml Toluol/kg KG (104, 218, 322, 435 mg/kg KG) behandelt wurden, induzierte
Toluol einen konzentrationsabhéngigen Anstieg von Mikronuklei in polychromatischen Erythrozyten, untersucht
30 Stunden nach der ersten Injektion. Ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle wurde ab 0,25 ml/kg KG bei NMRI-
und ab 0,12 ml/kg KG bei B6C3F1-Méusen gesehen, wobei bei beiden Stimmen das Maximum an Mikronuklei bei der
zweithochsten Dosis lag. Die in Vorversuchen bestimmte LDs, betrug fiir NMRI-Mause 1,64 + 0,09 ml/kg KG und fir
B6C3F1-Méuse 1,88 + 0,07 ml/kg KG (Mohtashamipur et al. 1985).

In einem weiteren Mikronukleustest wurde ein statistisch signifikanter Anstieg an Mikronuklei in mannlichen NMRI-
Mausen detektiert, welche 30 Stunden vor der Auswertung entweder einmal mit 0,5 ml/kg KG (435 mg/kg KG) oder
zweimal im Abstand von 24 Stunden mit je 0,37 (322 mg/kg KG) oder je 0,5 ml (435 mg/kg KG) Toluol/kg KG behan-
delt wurden. Das Ergebnis der zweimaligen Behandlung mit je 0,25 ml/kg KG (218 mg/kg KG) war nicht statistisch
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Auswertungen erfolgten wieder 30 Stunden nach der ersten Injek-
tion. Die Haufigkeit der Mikronuklei wurde durch Injektion mit den CYP-Modulatoren Aroclor 1254, Phenobarbital,
3-Methylcholanthren, alpha-Naphthoflavon oder Metyrapon 24 Stunden vor der Toluolgabe gesteigert. Die gleichzei-
tige Gabe von Toluol und alpha-Naphthoflavon oder Metyrapon induzierte dhnliche Mikronukleushiufigkeiten wie
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die Toluolbehandlung alleine (Mohtashamipur et al. 1987). Untersuchungen zum Einfluss der Toluol-Behandlung auf
die Zellviabilitat fehlen auch hier.

Bei Ratten fithrte die zweimalige intraperitoneale Applikation von 218 mg Toluol/kg KG zu einem statistisch signi-
fikant hoheren Anteil von Mikronuklei im Knochenmark als bei der Kontrolle, allerdings war ab dieser Konzentration
auch das Verhiltnis von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten statistisch signifikant verringert
(Roh et al. 1987).

Einmalige oder zweimalige orale Gabe von bis zu 1720 mg Toluol/kg KG induzierte keine Mikronuklei im Knochen-
mark von ménnlichen und weiblichen CD1-Méusen. Angaben zur Zytotoxizitét fehlen (Gad-El Karim et al. 1984, 1986).

In zwei Studien an ménnlichen CD-1 Mausen (10-12/Konzentration) fithrte inhalative Exposition gegen 100 ml
Toluol/m?® (6 Stunden/Tag, acht Tage, entweder aufeinanderfolgend oder iiber einen Zeitraum von 15 Tagen) zu keiner
hoéheren Bildung von Mikronuklei im Blut oder Knochenmark. Benzol als Positivkontrolle zeigte ein funktionierendes
System an. Die Toluol-Behandlung hatte einen uneinheitlichen Einfluss auf verschiedene Enzymaktivitidten (CYP2E1,
EH, GST, NQOZ1; Daten nicht angegeben). Gleichzeitige Depletion von Glutathion (GSH) durch intraperitoneale Buthio-
ninsulfoximin-Applikation zeigte keinen Einfluss auf die Mikronuklei im Blut. Keines der Tiere wies Toluol-bedingte
klinische Effekte auf. Das Verhéltnis von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten blieb im Vergleich
zur Negativkontrolle unverdndert (Bird et al. 2010; Wetmore et al. 2008).

Wie in einem Konferenz-Abstract berichtet, induzierte eine fiinfwdchige orale Verabreichung von Toluol (0,001
0,2 x LDs;) keine dominanten Letalmutationen bei mannlichen SHR-Méausen (Feldt et al. 1985).

In einem weiteren Dominant-Letaltest fithrte subchronische Exposition ménnlicher CD-1-Mause gegen Toluol (100
oder 400 ml/m3, 6 Stunden/Tag, 5 Tage/Woche, 8 Wochen lang) ebenfalls zu keiner Induktion von Dominant-Letal-
mutationen sowie Verdnderungen weiterer Parameter (Gesamtimplantate, tote oder lebende Implantate pro trachtiger
Maus). Die Positivkontrolle zeigte ein funktionierendes Testsystem an (Litton Bionetics Inc 1983).

Tab.5 In-vivo-Studien zur Genotoxizitat von Toluol

Testsystem Dosis/Konzentration Resultat Anmerkungen Literatur
Genmutation, D. melanogaster 0; 0,05; 0,1 %, im Futter, 24 h - keine Angabe zur Zytotox; Donner et al. 1981
Keimzellen (weifl) 8 >3000 X-Chr. untersucht
(SLRL)
Genmutation, D. melanogaster 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5% — keine Angabe zur Zytotox; Rodriguez Arnaiz
Keimzellen (,Oster®) im Futter, k. w. A. Cmax=LDs¢: 1,5% und Villalobos
(SLRL) Pietrini 1985 b
Aneuploidie D. melanogaster 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; Q: - &: stat. sign. 21,0 %; Rodriguez Arnaiz
(non-disjunction  (,Oster®), 1,5% im Futter, k. w. A. 3: + keine Angabe zur Zytotox.; und Villalobos
oder Verlust von 9,3 Cnax=LDso: 1,5% Pietrini 1985 a
Geschlechts-
chromosomen)
DNA-SB Maus, 0, 250 ml/m?3, inhal., 6 h/d, - Zytotox. im KM nach Plappert et al. 1994
(Comet-Assay) B6D2F1, 5d/Wo, 2, 8 Wo 8 Wo; Proben von 3 Tieren

je39Q zusammen analysiert

Blut, KM, Leber

SCE, Ratte, 0, 300 ml/m3, inhal., 6 h/d, +2) keine Angabe zur Zytotox; Donner et al. 1981
Knochenmark Wistar, 5d/Wo, 11, 13, 15 Wo stat. sign. nach 11 und 13 Wo

3, k.w.A.
CA, Ratte, 0, 300 ml/m?3, inhal., 6 h/d, - keine Angabe zur Zytotox. Donner et al. 1981
Knochenmark Wistar, 5 d/Wo, 15 Wo

3, k.w.A.
CA, Ratte, 12x 0,800 mg/kg KGu.d,s.c, + keine Angabe zur Zytotox. Dobrokhotov 1972
Knochenmark k.w.A., k.w.A.

je5d
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Tab.5 (Fortsetzung)
Testsystem Dosis/Konzentration Resultat Anmerkungen Literatur
CA, Ratte, 12x 0,1000 mg/kg KGu. d; s.c.  + Metaphasen mit CA: Lyapkalo 1973
Knochenmark Albino (k.w.A.), 11,7 %; davon 60,5 % Gaps
je6d u. 39,5 % Briiche; im Blut:
Leukozytose, Andmie; im
KM: Zellproliferation u.
Hyperplasie
CA, Ratte, 0, 160 ml/m?3, inhal., 4 h/d,5d/ + Summe aus Gaps, Briichen, Dobrokhotov und
Knochenmark Albino (k.w.A.), Wo, 4, 10, 16 Wo Translokationen, Ringchr. u.  Enikeev 1977
je6d dizentrischen Chr;
stat. sign. >4 Wo
CA, Ratte, 1x 0,22, 71, 215 mg/kg KG - Zytotox. ab 71 mg/kg KG Litton Bionetics Inc
Knochenmark k.w.A., (0,025; 0,082; 0,247 ml/kg KG, 1983
je53 ip., 6,24 oder 48 h
0,22, 71, 215 mg/kg KG u. d
(0,025; 0,082; 0,247 ml/kg KG);
i.p., 1/d, 5 d; untersucht 6 h nach
letzter Dosis
CA, Ratte, 0;1,4+0,2; 13,3+ 0,4 ml/m?, - Aristov et al. 1981
Knochenmark Albino (k.w.A.), inhal., 4 h/d, 5 d/Wo, 16 Wo
je8d
CA, Maus, 2% 0, 1720Y mg/kg KG, oral, mit - keine Angabe zur Zytotox.; Gad-El Karim et al.
Knochenmark CD 1, 24h Abstand, untersucht 30h Reinheit 99 % 1984
je5Q/3 nach 1. Gabe
CA, Maus, 10 x je vier versch. Dosen - Feldt et al. 1985
Knochenmark random-bred SHR, von 0,001-0,2 x LDs,, Gavage,
38 (k.w. A) k.w.A.
CA, Ratte, 2 x 0, 109, 218, 435 mg/kg + stat. sign. bei 435 mg/kg KG;  Roh et al. 1987
Knochenmark Crj: Sprague Dawley,  KG, i.p., mit 24 h Abstand, Zytotox. sign. = 217,5 mg/kg
je5d untersucht 30 h nach 1. Gabe KG; pulverisierte Zellen,
Briiche und Gaps erhéht;
keine Translokationen
MN, Maus, 2 x 0, 1720Y mg/kg KG, oral, mit - keine Angabe zur Zytotox.; Gad-El Karim et al.
Knochenmark Crl:CD 1, 24 h Abstand, untersucht 30 h Reinheit 99% 1984
je59/8 nach 1. Gabe
MN, Maus, 1 x 0,860 mg/kg KG, oral,30h - keine Angabe zur Zytotox.; Gad-Fl Karim et al.
Knochenmark Crl:CD 1, Reinheit 99 % 1986
je53
MN, Maus, je 2 % 0;0,12; 0,25; 0,37; 0,5 ml + keine Angabe zur Zytotox; Mohtashamipur et
Knochenmark NMRI und B6C3F1, (104, 218, 322, 435 mg)/kg NMRI: pos. =2 = 0,25 ml/kg al. 1985
jes5d KG, i.p., mit 24 h Abstand, KG;
untersucht 30 h nach 1. B6C3F1: pos. =2 x 0,12 ml/
Injektion kg KG;
LDy, (NMRI): 1,64 ml/kg KG;
LDs, (B6C3F1): 1,88 ml/kg KG;
Reinheit: 99 %
MN, Maus, je 2 x0;0,25; 0,37; 0,5 ml (218, + keine Angabe zur Zytotox; Mohtashamipur et
Knochenmark NMRI, 322, 435 mg)/kg KG, mit 24 h stat. sign. pos: 1 x 0,5 und al. 1987
jes53d Abstand, 2 x 0,37; 0,5 ml/kg KG;

oder

1 x 0; 0,5 ml (435 mg)/kg KG,
i.p., jeweils 30 h nach

1. Injektion untersucht

Reinheit: 99 %, Vehikel:
Maisol
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Tab.5 (Fortsetzung)
Testsystem Dosis/Konzentration Resultat Anmerkungen Literatur
MN, Ratte, 2 x 0, 109, 218, 435 mg (0,125; +©) stat. sign. nur bei 218 mg/kg  Roh et al. 1987
Knochenmark Crj: Sprague Dawley,  0,25; 0,5 ml)/kg KG, i.p., mit 24 h KG;
je53d Abstand, untersucht 30 h nach Zytotoxizitat stat. sign.
1. Injektion 2218 mg/kg KG; Vehikel:
Olivensl
MN, Maus, 0, 100 ml/m3, inhal. (GK), 6 h/d, - mit/ohne GSH-Depletion? Bird et al. 2010
Blut CD1, 8 d, untersucht 18 h nach letzter
je12d Dosis
MN, Maus, 0, 100 ml/m?3, inhal. (GK), 6 h/d, - PCE/NCE unveréindert; Wetmore et al. 2008
Knochenmark Crl:CD 1, 8 d innerhalb 15 d (Behandlung Reinheit >90 %
103 anTag1,2,5,79,12, 13 und
15), untersucht 18 h nach letzter
Dosis
Dominant- Maus, 0,001-0,2 x LDy, Gavage, 5 Wo, - lineare Dosis-Wirkungs- Feldt et al. 1985
Letaltest random-bred SHR, k.w.A. Beziehung; PCE stat. sign.
38, k.w.A. erhoht =200 mg/kg KG,
k.w.A.
Dominant- Maus, 0, 100, 400 ml/m?, inhal, 6 h/d, - Litton Bionetics Inc
Letaltest CD 1, 5 d/Wo, 8 Wo, Verpaarung iiber 1983
je12d 2 Wo mit je 2 unbehandelten @

pro Wo

3 SCE signifikant erhoht in 11. und 13. aber nicht 15. Woche

b Zusitzliche Angabe im Text: ,hohere und niedrigere Dosen, p.o. und i.p., fithrten zu dhnlichen Ergebnissen (Gad El Karim und Legator, un-
veréffentlichte Daten)

9 Statistisch signifikant nur bei gleichzeitiger Toxizit4t (Abnahme PCE/NCE)

9 Um den Einfluss einer GSH-Depletion auf die Toluol-vermittelte Induktion von MN zu untersuchen, wurden 12 Tiere i.p. mit 4 mmol
Buthioninsulfoximin/kg KG zweimal taglich tiber die gesamte Versuchsdauer behandelt.

CA: Chromosomenaberrationen; Chr.: Chromosomen; DNA-SB: DNA-Strangbriiche; GK: Ganzkérper; GSH: Glutathion; inhal.: inhalativ;

i.p.: intraperitoneal; KM: Knochenmark; MI: Mitotischer Index; MN: Mikronuklei; NCE: normochromatische Erythrozyten; neg.: negativ; PCE:

polychromatische Erythrozyten; pos.: positiv; SCE: Schwesterchromatidaustausche; SLRL: Test auf X-chromosomale rezessive Letalmutationen

(sex-linked recessive lethal test); stat. sign.: statistisch signifikant; Zytotox.: Zytotoxizitt.

Zusammenwirken mit Benzol

Es finden sich inkonsistente Ergebnisse fiir die genotoxische Wirkung simultaner Applikation von Toluol und Benzol.
Als Reinstoff wirkt Benzol in allen diesen Studien klar genotoxisch, wogegen der Reinstoff Toluol keine Genotoxizitat
zeigt. Als Gemisch finden sich sowohl Hinweise auf eine additive wie auch auf eine subtraktive Wirkung. Simultane
orale, subkutane oder intraperitoneale Applikation von Toluol und Benzol reduzierte den Benzol-induzierten Schaden
in Mausen und Ratten, gemessen als SCE (Tice et al. 1982) oder Mikronuklei (Gad-El Karim et al. 1984; Roh et al. 1987;
Tunek et al. 1982).

Im Gegensatz dazu war die Anzahl an Mikronuklei bei Méausen hoher, welche inhalativ gegen ein Gemisch (Benzol:
Toluol; 1:1 und 1:2) exponiert waren, als bei alleiniger Benzol-Exposition (Bird et al. 2010; Wetmore et al. 2008).

5.6.3 Fazit

In vitro wirkt Toluol nicht mutagen in Bakterien und zeigt in Sdugerzellen im Konzentrationsbereich ohne erhebliche
Zytotoxizitat keine mutagene, klastogene oder aneugene Wirkung in Tests auf SCE, Mikronuklei, chromosomale Ab-
errationen und Genmutationen. Bei starker Zytotoxizitit werden im Mikronukleustest vermehrt Kinetochor-positive
und -negative Mikronuklei induziert.

In-vivo-Tests auf CA und Mikronuklei verliefen uneinheitlich. Der eine Teil der Tests nach inhalativer, oraler und
intraperitonealer Gabe verlief negativ. In einigen Tests hingegen zeigte sich eine klastogene Wirkung nach subkutaner
und intraperitonealer Gabe, jedoch nur bei gleichzeitiger Zytotoxizitat.
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Es wurden keine Letalmutationen in Drosophila bzw. in der Maus induziert.

Toluol ist somit als nicht genotoxisch zu bewerten.

6 Bewertung

Kritische Effekte von Toluol sind die neurotoxischen Wirkungen, vor allem auf das zentrale Nervensystem. Akute
Expositionen konnen verhaltenstoxische und neurophysiologische Effekte auslosen. Chronische Expositionen sind mit
verhaltens- und ototoxischen Effekten assoziiert und beeintrachtigen méglicherweise das Farbsehen.

MAK-Wert. Der MAK-Wert von 50 ml/m® wurde 1993 aufgrund neurotoxischer Wirkungen beim Menschen ab-
geleitet (Greim 1993). Spétere Arbeiten, die im Nachtrag von 2002 (Greim 2002) summarisch dargestellt werden,
geben keinen Hinweis auf chronische Effekte im Bereich von 50 ml Toluol/m?. Die Daten stammen aus einer epide-
miologischen Léngsschnittstudie im Rotationstiefdruck und beriicksichtigen auch individuelle Schéitzungen der
lebenslangen Exposition gegeniiber Toluol. Einzelne neuere Studien zeigen unterhalb von 50 ml Toluol/m? Effekte
wie eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistungen, des Hérvermdgens und des Farbsehens. Diese Arbeiten
sind ausschliefllich Querschnittsstudien, es wurde nur teilweise eine addquate Kontrolle von Kofaktoren (z.B.
Alter, Bildung etc.) durchgefithrt und die Erfassung bzw. Schéatzung der chronischen Exposition ist problematisch,
da keine quantitativen Schitzungen der kumulativen Exposition zum Zeitpunkt der Testung vorlagen. Teilweise
konnen Mischexpositionen mit anderen Lésungsmitteln nicht ausgeschlossen werden. Ausfiihrliche, gut kontrollierte
experimentelle Studien zu Kurzzeiteffekten belegen bei Expositionen niedriger als 50 ml Toluol/m? (teilweise auch
dariiber) keine verhaltenstoxischen Effekte, die sich als signifikante Leistungsminderung in neuropsychologischen
Tests zeigen wiirden. PBPK-basierte Modellrechnungen zu kurzzeitigen Effekten auf die Verldngerung der Wahl-
reaktionszeit sagen 10%ige Leistungsminderungen bei Expositionen <50 ml Toluol/m?* vorher. Diese Vorhersagen
zeigen erhebliche Unsicherheiten bei der Modellierung der Toluolkonzentrationen und der Zusammenfassung der
Testleistungen in den zugrundeliegenden Probandenstudien. Unter kontrollierten Expositionen, die den Effekt von
Konzentrationsspitzen auf kognitive und neurophysiologische Endpunkte untersuchten, konnte bei Spitzenwerten
von 200 ml/m?® und gleichzeitiger kérperlicher Arbeit ein Effekt auf die neurophysiologischen Parameter, nicht jedoch
auf die Leistungstests gefunden werde. In den meisten Tierstudien mit niedrigen Expositionen wurde die Wirkung
von Toluol auf molekularer Ebene untersucht, aber es ist nicht bekannt, in wieweit diese Ergebnisse direkt mit den
Ergebnissen der Humanstudien vergleichbar sind. Daher wird auf der Basis zahlreicher Humanstudien der bisherige
MAK-Wert von 50 ml/m? bestétigt.

Spitzenbegrenzung. Der kritische Effekt von Toluol ist die Neurotoxizitat, daher wird die Zuordnung zu Kurzzeitwert-
Kategorie II beibehalten. Da bei Expositionsspitzen von 200 ml/m? und gleichzeitiger kérperlicher Arbeit (Yavari et
al. 2018) zwar kein Effekt auf die Leistungstests, jedoch auf neurophysiologische Parameter gefunden wurde, wird der
Uberschreitungsfaktor auf 2 gesenkt.

Fruchtschidigende Wirkung. Bisher ist Toluol bei einem MAK-Wert von 50 ml/m?® der Schwangerschaftsgruppe
C zugeordnet.

Entwicklungstoxizitit

Toluol erzeugt bei Kindern von Miittern, die wihrend der Schwangerschaft hohe Konzentrationen an Toluol von 4000
bis 12000 ml/m? oder anderen organischen Losungsmitteln inhalierten, dhnliche Symptome wie das fetale Alkohol-
Syndrom bei Ethanol. Konzentrationsabhéngig treten Embryoletalitit oder verzogertes Wachstum der Feten sowie
eine retardierte Entwicklung des Skelettsystems auf.

Belastbare Untersuchungen im Niedrigdosisbereich beim Menschen liegen nicht vor.

In prianatalen Entwicklungstoxizititsstudien an Ratten treten nach Inhalation bis 750 ml/m? an sechs bis sieben
Stunden pro Tag wihrend der Gestation keine entwicklungstoxischen Effekte auf. Ab 1000 ml/m? bis zu 3500 ml/m?
zeigen sich erniedrigtes Fetengewicht, verzogertes Wachstum und verzogerte skelettale Entwicklung der Feten bei
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gleichzeitiger Maternaltoxizitat in Form von Kérpergewichtserniedrigung. In diesem Konzentrationsbereich tritt keine
Teratogenitit auf. Als postnataler Effekt zeigt sich bei der Ratte bei 1200 ml/m3ein verzdgerter Zeitpunkt des Schneide-
zahndurchbruchs. Durch Toluol werden bis 3500 ml/m? keine Embryoletalitit und keine abortive Wirkung beim Tier
hervorgerufen (siehe Tabelle 1; ATSDR 2017).

Im Nachtrag von 1993 (Greim 1993) wurden nach Inhalation NOAEC fiir Entwicklungstoxizitdt von 750, 500 und
400 ml/m3 fiir Ratte, Kaninchen bzw. Maus abgeleitet (HRC 1992; Jones und Balster 1997; Klimisch et al. 1992; Roberts
et al. 1993). Gleichzeitig lag Maternaltoxizitit vor. Daraus ergaben sich mit dem damaligen Vorgehen 15-, 10- bzw.
8-fache Abstinde zum MAK-Wert von 50 ml/m3. Bei der Maus und beim Kaninchen sind dies die hchsten getesteten
Konzentrationen. Unter Beriicksichtigung des erhéhten Atemvolumens am Arbeitsplatz im Vergleich zum Versuchs-
tier in Ruhe (1:2) resultieren nun 8-, 5- bzw. 4-fache Abstinde fiir Ratte, Kaninchen und Maus nach Inhalation. In einer
Studie von Thiel und Chahoud (1997) an der Ratte zeigt sich bei 1000 und 1200 ml/m3 ebenfalls ein um 8 % reduziertes
Fetengewicht am ersten Postnataltag bei gleichzeitiger Maternaltoxizitdt in Form von erniedrigtem Korpergewicht
und verminderter Kérpergewichtszunahme. Ab dem 14. Postnataltag ist kein Effekt auf das Korpergewicht der Nach-
kommen mehr nachweisbar. Die NOAEC fiir prinatale Entwicklungstoxizitit betrigt 600 ml/m?® und die LOAEC
1000 ml/m?, was unter Beriicksichtigung des erhéhten Atemvolumens (1:2) einem 6- bzw. 10-fachen Abstand zum
MAK-Wert von 50 ml/m? entspricht.

Bei Rattenfeten werden bei 1250 mg/kg KG und Tag nach Schlundsondengabe vom 16. bis zum 19. Gestationstag dila-
tierte Nierenbecken (Variation) festgestellt (Warner et al. 2008). Der NOAEL liegt bei 750 mg/kg KG und Tag (siehe
Tabelle 2). Zur toxikokinetischen Ubertragung dieses NOAEL in eine Konzentration in der Luft am Arbeitsplatz wer-
den beriicksichtigt: der dem toxikokinetischen Unterschied zwischen der Ratte und dem Menschen entsprechende
speziesspezifische Korrekturwert (1:4), die experimentell bestimmte 100%ige orale Resorption bei der Ratte (Turkall et
al. 1991), das Korpergewicht (70 kg) und das Atemvolumen (10 m3) des Menschen sowie die experimentell ermittelte
50%ige inhalative Resorption beim Menschen (Lof et al. 1993). Damit errechnet sich eine entsprechende Konzentration
von 691 ml/m?® (2626 mg/m?3), was einem 14-fachen Abstand zum MAK-Wert entspricht.

Entwicklungsneurotoxizitit
Seit 2016 ist fiir Substanzen, deren MAK-Wert von einem neurotoxischen Effekt abgeleitet wurde, eine Aussage iiber
entwicklungsneurotoxische Effekte beim Fetus notwendig.

Bei Expositionen mit 400 bis 1500 ml/m? sind keine Verdnderungen in Verhaltenstests bei der Ratte feststellbar. Fiir
die Ratte betragen die NOAEC 1200 und 2000 ml/m? in den Entwicklungsneurotoxizititsstudien und unter Beriick-
sichtigung des erh6hten Atemvolumens (1:2) sind die 12- bzw. 20-fachen Abstdnde zum MAK-Wert ausreichend grof3.
Die Verhaltensstudien an Mausen weisen erhebliche methodische Méngel auf und werden nicht zur Bewertung der
Entwicklungsneurotoxizitit herangezogen (siehe Tabelle 3).

Insgesamt ist die NOAEC fiir Entwicklungstoxizitdt niedriger als die fiir Entwicklungsneurotoxizitat. Toluol bewirkt
leichte unspezifische Entwicklungsverzégerungen bei gleichzeitiger maternaler Toxizitét, jedoch bis 3500 ml/m? keine
Teratogenitat beim Tier. Die Erniedrigung des perinatalen Kérpergewichts ist der empfindlichste Endpunkt. Aus den
toxikokinetischen Daten zur inhalativen Aufnahme von Toluol und den daraus resultierenden Blutkonzentrationen
ergeben sich keine Hinweise auf wesentliche Unterschiede zwischen Mensch und Versuchstieren. Die Effekte auf das
Koérpergewicht der Nachkommen am ersten Postnataltag sind bei der Ratte bei den beiden hohen Konzentrationen nur
sehr gering ausgeprigt, nach zwei Wochen reversibel und treten nur bei gleichzeitiger Maternaltoxizitat auf (Thiel
und Chahoud 1997). Der Abstand der LOAEC von 1000 ml/m® mit diesen geringgradigen und reversiblen Effekten zum
MAK-Wert betragt unter Beriicksichtigung des erhéhten Atemvolumens (1:2) das 10-Fache. Toluol bleibt daher trotz
des geringen 6-fachen Abstands der NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit zum MAK-Wert von 50 ml/m? der Schwanger-
schaftsgruppe C zugeordnet.

Keimzellmutagene Wirkung. Bei mannlichen Tiefdruckern, welche mindestens 16 Jahre lang gegen hohe Toluol-
konzentrationen von 200-300 ml/m? (< 0,3 % Benzol) inhalativ und iiber Hautresorption exponiert waren, ruft Toluol
SCE hervor. Auch zeigen einige Versuche mit Toluol in Mischexposition mit anderen Losungsmitteln eine klastogene
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Wirkung. Nach kontrollierter Exposition in Héhe des MAK-Wertes von 50 ml/m? induzierte Toluol keine Klastogenitt
bei ménnlichen Probanden.

In vitro wirkt Toluol nicht mutagen in Bakterien und zeigt in Sdugerzellen im Konzentrationsbereich ohne erhebliche
Zytotoxizitit keine mutagene, klastogene oder aneugene Wirkung in Tests auf SCE, Mikronuklei, CA und Genmutatio-
nen. Bei starker Zytotoxizitat werden im Mikronukleustest vermehrt Kinetochor-positive und -negative Mikronuklei
induziert. Die In-vivo-Tests auf CA und Mikronuklei verliefen uneinheitlich. Der eine Teil der Tests nach inhalativer,
oraler und intraperitonealer Gabe verlief negativ. In einigen Tests hingegen zeigte sich eine klastogene Wirkung nach
subkutaner und intraperitonealer Gabe nur bei gleichzeitiger Zytotoxizitat. In Keimzellen wurden keine Letalmuta-
tionen bei Drosophila bzw. der Maus induziert.

Toluol ist somit als nicht genotoxisch zu bewerten. Aus den vorliegenden Daten ergibt sich kein Verdacht auf eine
keimzellmutagene Wirkung. Toluol wird daher nicht in eine Kategorie fiir Keimzellmutagene eingestuft.

Hautresorption. Die Vergabe der ,H“-Markierung fiir Toluol bei einem MAK-Wert von 50 ml/m*® wurde bereits im
Nachtrag von 1998 begriindet (Greim 1998). Eine Exposition gegen fliissiges Toluol unter Standardbedingungen fithrt
bei Probanden zu einer Aufnahme von Toluol iiber die Haut, die so hoch ist wie die iber die Lunge aufgenommene
Menge bei Exposition in Hohe des MAK-Wertes. Die Markierung mit ,H* wird daher beibehalten.

Sensibilisierende Wirkung. Zur sensibilisierenden Wirkung liegen keine Befunde beim Menschen und keine
positiven Ergebnisse aus experimentellen Untersuchungen am Tier oder aus In-vitro-Untersuchungen vor. Toluol
wird daher weiterhin weder mit ,Sh“ noch mit ,Sa“ markiert.

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (https:/
www.dfg.de/dfg_profil/gremien/senat/arbeitsstoffe/interessenkonflikte/index.html) stellen sicher, dass die Inhalte und
Schlussfolgerungen der Publikation ausschliefilich wissenschaftliche Aspekte berticksichtigen.
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