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Di-n-butylphthalat

84-74-2

Nachtrag 2016

MAK-Wert (2009) 0,05 ml/m3 (ppm)≙ 0,58 mg/m3

Spitzenbegrenzung (2009) Kategorie I, Überschreitungsfaktor 2

Hautresorption –

Sensibilisierende Wirkung –

Krebserzeugende Wirkung (2014) Kategorie 3 B

Fruchtschädigende Wirkung (2009) Gruppe C

Keimzellmutagene Wirkung –

BAT-Wert –

Entwicklungstoxizität

Seit Februar 2015 dürfen die Weichmacher Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP), Di-n-
butylphthalat (DBP), Diisobutylphthalat (DIBP) und Benzylbutylphthalat (BBP) nur
noch mit einer chemikalienrechtlichen Zulassung verwendet werden (EU 2011).
Zum toxikologischen Wirkprofil von Di-n-butylphthalat existieren Übersichtsarbei-
ten der Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR 2001) und ein
EU Risk Assessment Report (ECB 2003), die schon für die Begründung 2010 berück-
sichtigt wurden, sowie eine toxikologische Bewertung von NICNAS (2013) und Da-
tenzusammenstellungen bei der ECHA (2016), die auf bewertungsrelevante Studien
geprüft wurden.
Dieser Nachtrag zu Di-n-butylphthalat wird erstellt, da seit der Begründung 2010
weitere Untersuchungen zur fruchtschädigenden Wirkung publiziert wurden.

Erfahrungen beim Menschen

In einer Studie an den Nachkommen von 71 Kriegsveteranen wurde eine erhöhte
Inzidenz von Hypospadie (p < 0,05), Kryptorchismus (p < 0,05) und Brustkrebs (p <
0,05) beobachtet. Die ehemaligen Soldaten waren in den Jahren 1948 bis 1960 täglich
über ihre Kleidung gegen Di-n-butylphthalat (als Insektizid gegen Typhusüberträger)
exponiert. Die Autoren modellierten die Hautresorption von Di-n-butylphthalat aus
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der Kleidung und berechneten eine theoretische Dosis von 64 mg/kg KG und Tag.
Mittels Fragebögen wurde das Auftreten von Kryptorchismus, Penismissbildungen
wie Hypospadie, Pubertas präcox (nur bei weiblichen Nachkommen), geringe Sper-
mienzahl, reduzierte Fertilität, Störungen von Ovar oder Uterus sowie Brustkrebs
untersucht. Von den 71 Kriegsveteranen hatten 58 (81,7%) Nachkommen. Von den
insgesamt 155 Nachkommen waren 79 (51%) männlich und 76 (49%) weiblich. Es
traten vier Fälle (5,1%) von Kryptorchismus auf, wofür der Wert in der Allgemein-
bevölkerung 0,91% (Jahr 2005) oder 1,09% (Jahr 2000) betrug. Mit Hypospadie wur-
den zwei Fälle (2,5%) beobachtet, in der Allgemeinbevölkerung waren es 0,33%
(2000) und 0,3% (2005); es gab drei Fälle (4,0%) mit Brustkrebs im Vergleich zu
0,48% bei der Allgemeinbevölkerung (2008) (Carran und Shaw 2012).
In Kommentaren zu dieser Veröffentlichung wird folgendes kritisch angemerkt: Es
handelt sich weder um eine Kohorten- noch um eine Fall-Kontroll-Studie, sondern
um eine Querschnitts-Stichprobe und eine Cluster-Untersuchung ohne Bestimmung
der Größe des Clusters. Die berichteten Fälle haben statistisch keine Aussagekraft.
Confounder wurden nicht mit einbezogen. Von den befragten Kriegsveteranen nah-
men nur 33% an der Untersuchung teil, was eine gewisse Verzerrung (Reaktionsnei-
gung/Befangenheit) vermuten lässt. Die Annahmen für die täglichen resorbierten
Mengen sind mangelhaft (McBride und Schep 2012). Es fehlen Altersangaben der
Nachkommen. Der Vergleich mit den Inzidenzen in der Allgemeinbevölkerung ist
nicht korrekt, da alle aufgetretenen Brustkrebsfälle (4,0%), das heißt eine kumulative
Inzidenz, mit einer jährlichen Inzidenzrate (0,48%) verglichen wurden. Tatsächlich
liegen die aufgetretenen Fälle im normalen Bereich. Die für die Hypospadie angege-
benen Inzidenzen betrugen tatsächlich 0,65% im Jahr 2000 und 0,55% im Jahr 2005;
vermutlich haben die Autoren männliche und weibliche Nachkommen bei der Ablei-
tung mit einbezogen. Die Geburtsjahre der Nachkommen der Kriegsveteranen feh-
len, aber eine erneute Abschätzung führt zu einem relativen Risiko von 3,90 mit ei-
nem 95%igen Konfidenzintervall von 0,99 bis 15,3, welches zeigt, dass die Fälle von
Hypospadie in der Studie zwar statistisch signifikant erhöht sind, aber nur marginal
und nicht in dem Ausmaß wie in der Studie von Carran und Shaw (2012) dargestellt.
Ähnlich verhält es sich mit den Berechnungen für Kryptorchismus, die auf 2,13% im
Jahr 2000 und 1,79% im Jahr 2005 korrigiert, zu einem relativen Risiko von 2,56 mit
einem 95%igen Konfidenzintervall von 0,98 bis 6,65 führen, was nicht eindeutig sta-
tistisch signifikant erhöht ist. Die wenigen Fälle von Hypospadie und Kryptorchismus
in der Studie von Carran und Shaw (2012) könnten auch im Zufallsbereich liegen,
und die Einflüsse der Antwort- und Selektionsverzerrungen durch Aufnahme von
Daten ausschließlich von den Vätern, von denen nur eine geringe Zahl Rückmeldun-
gen erhalten wurden, ist hoch (Elwood und Borman 2012).

Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

Hier werden Studien beschrieben, die seit der letzten Begründung 2010 hin-
zugekommen sind. Studien mit Dosierungen über 500 mg/kg KG und Tag werden
nicht berücksichtigt, da sie nicht den kritischen Dosisbereich umfassen.
Die betroffenen Studien sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tab. 1. Studien mit prä- und postnataler Exposition gegen Di-n-butylphthalat

Spezies Exposition Befunde Literatur

pränatale Behandlung

Ratte,
SD,
4–5 ♀,
Kontrolle:
10 ♀

GD 12–20,
0,1; 1; 10; 30; 50; 100;
500 mg/kg KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung: GD 21;
für zeitlichen Ver-
lauf: GD 12–16, 12–
17, 12–18, 12–19,
12–20,
0, 500 mg/kg KG u.
Tag; Untersuchung
GD 17–21 täglich;
Nachkommen: PND
1, PND 2 dazu
3 Feten/Wurf u. ein
Hoden (rechts) pro
Endpunkt untersucht

30 mg/kg KG: NOAEL für Effekte auf die ♂
Reproduktionsorgane;
ab 30 mg/kg KG: Feten: Zellzahl in Hoden ↓
(reversibel, am PND 2 bei 500 mg/kg KG nor-
malisiert, lt. Aussage der Autoren bei 30mg/kg
KG transient u. normalisiert postnatal);
ab 50 mg/kg KG: Feten: Hodenvolumen ↓
(reversibel, am PND 2 bei 500 mg/kg KG
normalisiert), veränderte Morphometrie der
Hodenstränge (Größe u. Organisation; un-
klar, ob reversibel, da nicht untersucht am
PND 2);
ab 100 mg/kg KG: Feten: Anzahl multinukleä-
rer Keimzellen in Hoden ↑;
500 mg/kg KG: Leydigzell-Cluster;
k. A. zur Maternaltoxizität;
gleicher Stamm: 500 mg/kg KG NOAEL für
Maternaltoxizität (Barlow u. Foster 2003;
Mylchreest et al. 2000;)

Boekelheide
et al. 2009

Ratte,
SD,
4 ♀

GD 12–21,
0, 10, 30, 50, 100mg/kg
KGu. Tag,
intragastral,
Vehikel: Maiskeimöl,
nach Geburt: Reduk-
tion der Würfe auf je
4 ♂ u. 4 ♀ Nachkom-
men u. Aufzucht
durch ein weder mit
DBP noch mit Mais-
keimöl behandeltes
Muttertier;
Untersuchungen im
Alter von 5, 7, 9, 14, 17
Wochen, je 4 ♂ Tiere
pro Dosis u. Zeitpunkt

50 mg/kg KG: NOAEL für Effekte auf die ♂
Reproduktionsorgane;
100 mg/kg KG: Nachkommen: rel. Hoden-
gew. ↓ (9, 14, 17 Wochen, zeitabhängig, 5 u.
7 Wochen nicht ↓), Anzahl der Leydigzellen/
Fläche ↑ (9, 14, 17 Wochen, zeitabhängig, 5
u. 7 Wochen nicht ↑), Hoden: Menge sER ↓
(9, 14, 17 Wochen; 5, 7 nicht ↓), Serum: Tes-
tosteron ↓ (5, 7, 9, 14, 17 Wochen), Serum:
LH (↓ 5, 7 Wochen, ↑ 9, 14, 17 Wochen);
ohne auffällige Veränderungen: Nachkom-
men: KG, Wurfgröße, Geschlechterverhält-
nis;
k. A. zur Maternaltoxizität

Shirai et al.
2013

Ratte,
SD,
4 ♀

GD 12–21,
0, 100 mg/kg KG u.
Tag,
intragastral,
Vehikel: Maiskeimöl,
nach Geburt: Reduk-
tion der Würfe auf je
4 ♂ u. 4 ♀ Nachkom-
men u. Aufzucht

100 mg/kg KG: Nachkommen: rel. Hoden-
gew. ↓, Serum: Testosteron ↓ u. LH ↑,
Hoden: Leydigzellhyperplasie, degenerierte
Hodenkanälchen, Leydigzellen: atypische
Nuklei, vermehrt freie Ribosomen, „stripped“
rER, Filamente in Zwischengröße, verlängerte
zytoplasmatische Filopodien, atypische Tight
junctions und Zilienformationen, sER kaum
nachweisbar;

Wakui et al.
2013

MAK Value Documentations
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Spezies Exposition Befunde Literatur

durch ein weder mit
DBP noch mit Mais-
keimöl behandeltes
Muttertier;
Untersuchungen im
Alter von 20 Wochen

ohne auffällige Veränderungen: Muttertiere:
KG, Wurfgröße, Nachkommen: KG,
Überleben, Geschlechterverhältnis

Ratte,
SD Crl:CD
(SD)IGS
BR,
7–9 ♀

GD 12–19,
0, 1260–1520, 6300–
7600 mg/kg Futter (0,
112, 582 mg/kg KG u.
Tag),
Untersuchung GD 19
od. 20, d.h. 4 od. 24 h
nach Beendigung der
Gabe über das Futter

kein NOAEL;
ab 112 mg/kg KG: Feten: Hoden: Testoste-
ronkonzentration nach 24 h ↓, Leydigzell-
Cluster ↑, Anzahl multinukleärer Keimzellen
↑, Durchmesser Hodenstränge ↑, mRNA ver-
schiedener an Cholesterinsynthese u. -trans-
port u. Steroidgenese beteiligter Proteine bzw.
Enzyme ↓ (nach 4 h, nach 24 h bei 112 mg/kg
KG reversibel);
583 mg/kg KG: Feten: Hoden: Testoste-
ronkonzentration nach 4 h ↓, AGD ↓;
keine Maternaltoxizität

Struve et al.
2009

Ratte,
SD,
mindestens
3 ♀

GD 10–19,
0, 250, 500, 700 mg/kg
KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung PND 31

kein NOAEL;
ab 250 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: Präpu-
tialseparation verzögert;
ab 500 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: abs.
Gew. von LABC ↓, AGD/KG ↓, Retention
der Brustwarzen, ERα, AR u. Shh Protein ↓;
700 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: KG ↓
(PND 25, PND 31), Kryptorchismus, Hypo-
spadie, abs. Gew. von Hoden, Nebenhoden,
ventraler Prostata, Samenbläschen,
Cowper’sche Drüse, Glans Penis ↓, Serum:
Dihydroxytestosteron ↓, Caudaagenesie in
den Nebenhoden, Atrophie der ventralen
Prostata, Serum: Testosteron u. Dihydroxy-
testosteron ↓, 5α-Reduktase II ↓

Kim et al.
2010

Ratte,
Wistar,
6–9 ♀

GD 13–21,
0, 100, 500mg DBP/kg
KG u. Tag, 150 mg
DEHP/kg KG u. Tag,
100mg DBP + 150mg
DEHP/kg KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Rapsöl,
Untersuchung GD 21,
PND 13, PND 90

100 mg/kg KG: NOAEL für Effekte auf die ♂
Reproduktionsorgane
ab 100 mg/kg KG: Feten: ♂: rel. AGD (bezo-
gen auf KG) ↓, vergrößerte Cluster von Ley-
digzellen (1 Tier, bei 500 mg/kg KG: 2 Tiere,
k. A. wie viele Tiere untersucht: 3 Tiere pro
Wurf, aber 6–9 Muttertiere pro Gruppe);
500 mg DBP/kg KG: Feten: Hoden: Testos-
teronkonzentration ↓, Hodenstränge Durch-
messer ↑, Prozentsatz von Hodensträngen
mit multinukleären Keimzellen ↑, Nachkom-
men: ♂: mittlere Anzahl von Brustwarzen ↑
(PND 13);

Martino-
Andrade
et al. 2009

Tab. 1. (Fortsetzung)
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Spezies Exposition Befunde Literatur

bei 100 mg DBP + 150 mg DEHP/kg KG:
Feten: Hoden: Testosteronkonzentration ↓,
Hodenstränge Durchmesser ↑, Prozentsatz
von Hodensträngen mit multinukleären
Keimzellen ↑;
keine Maternaltoxizität, ohne auffällige Ver-
änderungen, Nachkommen: Alter zum Zeit-
punkt der Präputialtrennung, Gew. von Hoden,
Nebenhoden, Samenbläschen, LABC, Anzahl
der Spermatiden pro Hoden bei adulten Ratten

Ratte,
Wistar,
mindestens
3 ♀

GD 13–21,
0, 100, 500 mg DBP/kg
KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung PND 25

ab 100 mg/kg KG: Nachkommen: abs. Gew.
ventrale Prostata ↓ (nicht dosisabhängig);
500 mg DBP/kg KG: Nachkommen: abs.
Hodengew. ↓, abs. Gew. Samenbläschen ↓,
AGD ↓, Penislänge ↓;
k. A. zum KG u. k. A. rel. Organgew.
Studie aufgrund des geringen Unter-
suchungsumfangs nicht geeignet zur Bewer-
tung der Entwicklungstoxizität

Macleod
et al. 2010

Ratte,
Albino,
k. w. A.,
mindestens
6 ♀

GD 14–Geburt,
0, 2, 10, 50 mg/kg KG
u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Positivkontrolle: 6 μg
DES/kg KG u. Tag,
Untersuchung nur ♂
Nachkommen: PND
0, PND 75

ab 2 mg/kg KG: Muttertiere: Gestations-
dauer ↑, KG-Zunahme am GD 21 ↓;
Nachkommen: KG am PND 21 ↓ (16%, bei
10 mg/kg KG: 13%, keine Dosisabhängigkeit);
ab 10 mg/kg KG: Nachkommen: KG am
PND 0 ↓ (3,6%; bei 10 mg/kg KG: 1,7%; keine
Dosisabhängigkeit),
50 mg/kg KG: Nachkommen: KG am PND
75 ↓ (3,7%), abs. Organgew. von Neben-
hoden, Hoden, Prostata, Samenbläschen ↓,
rel. Organgew. nicht (nachgerechnet anhand
der Tabellenwerte, daher Erniedrigung der
abs. Organgew. auf erniedrigtes KG zurück-
zuführen), Anzahl der Spermien ↓ (7,7%),
Prozentsatz beweglicher Spermien ↓ (3,2%),
Prozentsatz von Spermienabnormalitäten ↑
(45,6%);
ohne auffällige Veränderungen: Wurfgröße,
Anzahl lebender Nachkommen, fetale Mor-
talitätsrate, Geschlechterverhältnis,
Ergebnisse nicht plausibel, da 21 Tage nach
Expositionsende nicht weitere Erniedrigung
des KG der Nachkommen als beim Expositi-
onsende zu erwarten ist, erhöhter Prozent-
satz Spermienabnormitäten fraglich wegen
hoher Anforderungen an Methodik,
Studie deshalb nicht geeignet zur Bewertung
der Entwicklungstoxizität

Ahmad et al.
2014
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Spezies Exposition Befunde Literatur

Ratte,
F344
(Mikro-
array), SD
(SREBP),
3–4 ♀

GD 12–20 (50 mg/kg
KG), GD 12–19
(500 mg/kg KG), nur
GD 10 (500 mg/kg
KG, F344), GD 12–
20 (SD),
0, 50, 500 (F344), 0,
100, 500 (SD) mg/kg
KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung: 1–18 h
nach letzter Dosierung

F344:
500 mg/kg KG: Feten: Kohlenhydrat-,
Aminosäure-, Energiestoffwechselwege ↓,
Lipidstoffwechselweg ↓, insb. durch SREBP-
regulierter;
SD:
ab 100 mg/kg KG: Feten: multinukleäre
Keimzellen ↑;
500 mg/kg KG: Feten: AGD ↓, Hoden:
Testosteron u. Gesamtcholesterin ↓, SREBP2
in Leydigzellen ↓, in Hodensträngen nicht

Johnson
et al. 2011

Maus,
CD1,
3 ♀

GD 14–GD 17, nur
GD 18
0, 250 (GD 14–17),
500 (nur GD 18) mg/
kg KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung: GD 17
(6 h nach letzter
Dosierung) od. GD 18
(2, 4, 8 h nach letzter
Dosierung)

ab 250 mg/kg KG: Feten: Kohlenhydrat-,
Aminosäure-, Energiestoffwechselwege ↓,
Lipidstoffwechselweg ↑, insb. durch SREBP-
regulierter

Johnson
et al. 2011

Maus,
Wildtyp,
p53-Hete-
rozygot,
p53-null,
mindestens
3 ♀

GD 12–Geburt,
0, 250 (Untersuchung
nur Adulte), 500 (zeit-
licher Verlauf) mg/kg
KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung: nur
Hoden von ♂ Feten/
Adulte untersucht,
GD 19, PND 1, 4, 7,
10, 87–515 (nur
250 mg/kg KG u. Tag)

250 mg/kg KG: Adulte: keine Auffälligkeiten
bei Keimzellen der Wildtyp-Mäuse, DBP-be-
handelten Heterozygoten u. Vehikelkontrol-
len der p53-Null-Mäuse, aber abnormale
Keimzellen bei p53-null-Mäusen;
500 mg/kg KG: Feten: keine Auffälligkeiten
bei Keimzellen der Wildtyp-Mäuse, ver-
mehrte Bildung von MNG in Hoden am GD
19 bei p53-null (stärker als bei p53-Hetero-
zygot), die mit der Zeit abnimmt u. am PND
10 nicht mehr nachweisbar war;
immunhistochemische Färbung von perina-
talen multinukleären Keimzellen u. adulten
abnormalen Keimzellen negativ für Okta-
mer-Bindungsprotein-3/4 u. plazentale Alka-
lische Phosphatase (Marker für primordiale
Keimzellen u. CIS-Zellen);
Studie nicht geeignet zur Bewertung der Ent-
wicklungstoxizität, da Knockout-Mäuse artifi-
zielles System ohne Arbeitsplatzrelevanz

Saffarini
et al. 2012

Di-n-butylphthalat
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Spezies Exposition Befunde Literatur

prä- und postnatale Behandlung

Ratte,
Wistar,
10 ♀

GD 12–PND 21,
0, 100 mg/kg KG u.
Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung: GD
20, PND 1, 90

100 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: ventrale
Prostata: rel. Prozentsatz von epithelialem u.
stromalem Kompartiment ↑ u. von lumina-
lem Kompartiment ↓, entzündliche Infiltrate
im Stroma mit od. ohne epithelialer Dyspla-
sie u. intraepithelialer Neoplasie, Akkumula-
tion von Kollagenfibrillen angrenzend an
Epithel, AR ↑ (Protein), Proliferationsindex ↑,
Metalloproteinase-9-Aktivität ↑;
keine auffälligen Befunde: KG (Geburt, PND
90), abs. u. rel. Gew. der ventralen Prostata
(PND 90), Serum-Testosteron u. testikuläres
Testosteron (PND 90)

Scarano
et al. 2009

Ratte,
Wistar,
10 ♀

GD 12–PND 21,
0, 100 mg/kg KG u.
Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl,
Untersuchung:
PND 90

100 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: Hoden:
Leydigzell-Cluster, multinukleäre Keimzel-
len, interstitielles Kompartiment ↑ (GD 20);
keine auffälligen Befunde: AGD (PND 1), KG
(PND 90), abs. u. rel. Gew. von Hoden, Neben-
hoden, ventrale Prostata, Samenbläschen
(PND 90), Serum Testosteron u. testikuläres
Testosteron (PND 90), Nebenhoden: Prolifera-
tionsindex, Spermienzahl im Hoden u. Neben-
hoden (PND 90), Spermientransitzeit (PND
90), Spermienmorphologie u. -beweglichkeit
(PND 90), AR u. AQP9 Immunoreaktivitäten
(PND 90), Nebenhoden: rel. Verhältnis von
epithelialen, stromalen od. luminalen Kompar-
timenten;
Hoden am PND 90 nicht untersucht

Scarano
et al. 2010

Ratte,
Wistar,
9–10 ♀

GD 6–PND 28,
0; 0,037; 0,111; 0,333;
1% im Futter (GD 6–
21: 0; 31; 94; 291; 797
mg/kg KG u. Tag;
PND 0–15: 0; 55; 165;
486; 1483 mg/kg KG
u. Tag; PND 16–28: 0;
47; 140; 433; 1283
mg/kg KG u. Tag)

94 mg/kg KG: NOEL für ♂ Nachkommen
AGD ↓;
291 mg/kg KG: NOAEL für verhaltensbio-
logische Effekte auf die Nachkommen;
ab 291 mg/kg KG: Nachkommen: ♂: AGD ↓
(PND 1);
797 mg/kg KG: Muttertiere: Gestations-
dauer ↑; Nachkommen: ♂ u. ♀: KG ↓ (PND
0, PND 7, PND 14, PND 21, PND 28), rel.
Lebergew. ↑ (PND 28); ♂: rel. Hodengew. ↓
(PND 28), ♂: Zeit für das Aufrichten in den
Vierfüßlerstand aus der Rückenlage ↑ (PND
7), Haltezeit des Vorderpfotengriffs ↓ (PND
10, auch bei 30,6; nicht bei 93,9 u. 291,4 mg/
kg KG);

Li et al.
2009

MAK Value Documentations
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Pränatale Behandlung

Die Hoden von Feten männlicher Sprague-Dawley-Ratten, die in utero vom 12. bis
zum 20. Gestationstag gegen 0; 0,1; 1; 10; 30; 50; 100 oder 500 mg Di-n-butyl-
phthalat/kg KG und Tag per Schlundsonde exponiert worden waren, wurden am
21. Gestationstag histopathologisch und morphometrisch untersucht. Ab 30 mg/kg
KG und Tag traten eine verminderte Anzahl an Hodenzellen und ab 50 mg/kg KG
und Tag ein erniedrigtes Hodenvolumen und eine veränderte Morphometrie (Größe
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Spezies Exposition Befunde Literatur

keine auffälligen Befunde: Anzahl lebender
Nachkommen/Wurf, Geschlechterverhältnis,
Nachkommen: ♂ u. ♀: Alter bei Eintritt der
Entwicklungsmeilensteine (Loslösung der
Ohrmuschel, Durchbruch der Schneidezähne,
Augenöffnung), Zeit für das Aufrichten in den
Vierfüßlerstand aus der Rückenlage (PND 4),
Landung auf vier Füßen nach Rückenlage aus
der Luft (PND 16), negative Geotaxis (PND 4
od. PND 7), Cliff Avoidance-Test (PND 7),
Verhalten im Open-Field-Test (PND 28); Er-
gebnisse aus Morris-Water-Maze-Test gegen-
läufig (räumliches Lernen u. Referenzgedächt-
nis bei niedrigster Dosis gehemmt, bei höchs-
ter Dosis verstärkt)

Ratte,
Wistar,
10 ♀

GD 6–PND 28,
0, 25, 75, 225, 675mg/
kg KG u. Tag,
Schlundsonde,
Vehikel: Maiskeimöl

225 mg/kg KG: NOAEL für Fetotoxizität;
675 mg/kg KG: Nachkommen: ♂ u. ♀: KG ↓
(PND 1, PND 21), ♂: rel. AGD (bezogen auf
KG) ↓ (PND 1), ♂: rel. Lebergew. ↑ (PND
21); ♂: rel. Hodengew. ↓ (PND 21), ♂: Mor-
ris-Water-Maze-Test: Verbesserung der
räumlichen Akquisition (PND 30–33),
Retention des räumlichen Gedächtnisses ↑
(PND 60–62) (Widerspruch zu Studie von
2009), Hippocampus: mRNA u. Protein
BDNF ↑ (PND 21);
keine auffälligen Befunde: Anzahl lebender
Nachkommen/Wurf, Überleben der Nach-
kommen, Immunogehalt p-CREB im Hippo-
campus unverändert

Li et al.
2010

AGD: anogenitaler Abstand; AR: Androgenrezeptor; AQP9: Aquaporin 9; BDNF: Brain Derived
Neurotrophic Factor; CIS: Carcinoma in situ; CREB: Cyclic Adenosine Monophosphate (cAMP)
Response Element-Binding Protein; DES: Diethylstilbestrol; DBP: Di-n-butylphthalat; DEHP: Di-
(2-ethylhexyl)phthalat; ER: Östrogenrezeptor; GD: Gestationstag; LABC Muskel: Levator ani-bul-
bocavernosus Muskel; LH: Luteinisierendes Hormon; PND: Postnataltag; rER: rauhes endoplas-
matisches Retikulum; Shh: Sonic Hedgehog; SD: Sprague Dawley; sER: glattes endoplasmatisches
Retikulum; SREBP: Sterol Regulatory Element-Binding Protein

Di-n-butylphthalat



und Organisation) der Hodenstränge, der Vorläufer der Hodenkanälchen, auf. Für
die zeitliche Entwicklung wurden Expositionen mit 0 oder 500 mg/kg KG und Tag
ab dem 12. Gestationstag bis zum Tag vor der Untersuchung eingesetzt, und die
Hoden der männlichen Feten am 17., 18., 19., 20. und 21. Gestationstag sowie am 1.
und 2. Postnataltag untersucht. Bei der einzigen untersuchten Dosis von 500 mg/kg
KG und Tag kam es ab dem 19. Gestationstag zu einem erniedrigten Hodenvolumen
und einer erniedrigten Zellzahl in den Hoden, wobei sowohl die tubulären als auch
die interstitiellen Zellen betroffen waren. Bei dieser Dosis erwiesen sich die vermin-
derte Zellzahl im Hoden und das erniedrigte Hodenvolumen als reversibel. Weiter-
gehende Untersuchungen ergaben, dass Di-n-butylphthalat reversibel die über die
Bromdesoxyuridin-Inkorporation bestimmte Proliferation von somatischen Zellen
im Hoden von fetalen Ratten inhibiert. Die mittels der TUNEL (Terminal Deoxynu-
cleotide Transferase-Mediated Deoxy-UTP Nick Labeling)-Technik erfasste Anzahl
apoptotischer Zellen in den Hoden blieb unbeeinträchtigt. Somit ist die verminderte
Proliferation mechanistisch eher als die verstärkte Apoptose der Zellen als Erklä-
rung für die verminderte Zellzahl in den Hoden anzusehen. Den Autoren zufolge ist
die erniedrigte Zellzahl in den Hoden bei 30 mg/kg KG und Tag transient und nor-
malisiert sich postnatal wieder (Boekelheide et al. 2009). In der Methodenbeschrei-
bung wird von keiner postnatalen Untersuchung der Dosis von 30 mg/kg KG und
Tag berichtet und eine Abbildung mit dieser Information ist in der Veröffentlichung
nicht beinhaltet. Da die verminderte Anzahl an Hodenzellen bei der höchsten Dosis
von 500 mg/kg KG und Tag reversibel ist, kann auch für die geringeren Dosierun-
gen Reversibilität angenommen werden. Die Reversibilität der verminderten Zell-
zahl wird als Regeneration gewertet und daher als nicht advers angesehen. Als kriti-
scher Effekt verbleibt die veränderte Morphometrie der Hodenstränge ab 50 mg/kg
KG und Tag. Am 2. Postnataltag wurde keine morphometrische Untersuchung der
Hodenstränge durchgeführt. Daher ist nicht auszuschließen, dass die veränderte
Morphometrie verbleiben kann, und es wird ein NOAEL für Effekte auf die männ-
lichen Reproduktionsorgane von 30 mg/kg KG und Tag abgeleitet.
Bei den männlichen Nachkommen der in utero vom 12. bis zum 21. Gestationstag
behandelten Sprague-Dawley-Ratten wurden bei 100 mg/kg KG und Tag im Alter
von neun, 14 und 17 Wochen erniedrigte relative Hodengewichte und Leydigzell-
hyperplasie festgestellt. Das Ausmaß der Hodengewichtserniedrigung und der Grad
der Leydigzellhyperplasie nahmen zeitabhängig zu. Die Serumkonzentrationen von
Testosteron waren bei 100 mg/kg KG und Tag von fünf bis 17 Wochen zeitabhängig
erniedrigt. Luteinisierendes Hormon (LH) im Serum hingegen war bei dieser Dosie-
rung nach fünf und sieben Wochen erniedrigt und anschließend erhöht. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen der Leydigzellen ergaben ab dem Alter von neun
Wochen bei der höchsten Dosis von 100 mg/kg KG und Tag im Vergleich zu den
Kontrolltieren ein vermindertes Auftreten des glatten endoplasmatisches Reticulum
(sER) mit nicht-dilatierten Cisternae. Im Alter von 17 Wochen war ein sER licht-
mikroskopisch nicht mehr erkennbar (Shirai et al. 2013). Es leitet sich ein NOAEL
für Effekte auf die männlichen Reproduktionsorgane von 50 mg/kg KG und Tag ab.
Die erniedrigten Testosteronkonzentrationen gehen der Leydigzellhyperplasie vo-
raus, weshalb dies als kompensatorische Antwort zu interpretieren ist. Angaben zur
Zytotoxizität fehlen. In einer weiteren Studie ist bei 100 mg/kg KG und Tag das raue
endoplasmatische Retikulum (rER) noch nachweisbar (Wakui et al. 2013). Während
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das rER für die Energiegewinnung zuständig ist, werden im sER Steroidhormone
gebildet. Auch wenn das sER nicht nachweisbar ist, ist die Zelle dennoch lebens-
fähig, solange das rER nicht beeinträchtigt wird.
Die männlichen Nachkommen von Sprague-Dawley-Ratten, die vom 12. bis zum 21.
Gestationstag intragastral mit nur einer Dosis von 100 mg Di-n-butylphthalat/kg
KG und Tag behandelt worden waren, wiesen im Alter von 20 Wochen erniedrigte
relative Hodengewichte sowie lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch er-
fassbare Veränderungen in den Hoden wie Leydigzellhyperplasie auf (Wakui et al.
2013).
Die männlichen Feten von Sprague-Dawley-Ratten, die vom 12. bis zum 19. Gestati-
onstag über das Futter Di-n-butylphthalat erhalten hatten, wiesen ab der niedrigsten
Dosis von 112 mg/kg KG und Tag vermehrt Leydigzellen-Cluster, eine erhöhte An-
zahl multinukleärer Keimzellen und einen erhöhten Durchmesser der Hodenstränge
auf. Die Autoren folgern, dass die Exposition über das Futter im Vergleich zur
Schlundsondengabe bei gleichen Dosen zu ähnlichen Antworten bei den männlichen
Feten führt (Struve et al. 2009). Ein NOAEL konnte nicht abgeleitet werden.
Die männlichen Nachkommen von Sprague-Dawley-Ratten, die vom 10. bis zum 19.
Gestationstag per Schlundsonde behandelt worden waren, wiesen ab der niedrigsten
eingesetzten Dosis von 250mg/kg KG und Tag am 31. Postnataltag eine verzögerte Prä-
putialseparation auf (Kim et al. 2010). Ein NOAEL kann daher nicht abgeleitet werden.
Bei männlichen Wistar-Ratten, die in utero vom 13. bis zum 21. Gestationstag gegen
Di-n-butylphthalat per Schlundsonde exponiert waren, war ab 100 mg/kg KG und
Tag der anogenitale Abstand, bezogen auf das Körpergewicht, erniedrigt. Bei einem
Tier zeigten sich am 21. Gestationstag vermehrt vergrößerte Cluster von Leydigzel-
len, die mit zunehmender Dosis vermehrt auftraten. Im Erwachsenenalter verblieb
die Behandlung mit bis zu 500 mg Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag ohne Effekt
auf die Gewichte der männlichen Reproduktionsorgane oder die Anzahl der Sper-
matiden pro Hoden. Die gleichzeitige Gabe von 100 mg Di-n-butylphthalat/kg KG
und Tag und 150 mg DEHP/kg KG und Tag führte in den fetalen Hoden zu ernied-
rigten Testosteronkonzentrationen sowie zu deformierten Hodensträngen und mul-
tinukleären Keimzellen, während die gleichen Dosen der Einzelsubstanzen nicht
diese Effekte auslösten (Martino-Andrade et al. 2009). Da bei 100 mg/kg KG und
Tag nur ein Tier einen vergrößerten Cluster von Leydigzellen aufwies und die Ver-
änderung des anogenitalen Abstands nicht als advers angesehen wird, wird ein
NOAEL für Effekte auf die männlichen Reproduktionsorgane von 100 mg/kg KG
und Tag abgeleitet. Im Erwachsenenalter wurde keine histologische Untersuchung
der Hoden vorgenommen.
In einer Studie an Wistar-Ratten mit Schlundsondengabe wurden nur absolute Or-
gangewichte ermittelt. Angaben zum Körpergewicht und zu den relativen Organge-
wichten fehlen (Macleod et al. 2010). Weil das Körpergewicht als Confounder für
den anogenitalen Abstand gilt, ist es auch bei der Interpretation von Veränderungen
des anogenitalen Abstands zu berücksichtigen (US EPA 2005). Daher wird die Stu-
die nicht zur Bewertung herangezogen.
Die Ergebnisse einer Studie an Albino-Ratten (Ahmad et al. 2014) waren nicht
konsistent zu den anderen Studien. Eine weitere Erniedrigung des Körpergewichts
der Nachkommen 21 Tage nach dem Expositionsende der Muttertiere, die vom
14. Gestationstag bis zum Tag der Geburt exponiert wurden, ist nicht plausibel. Der
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erhöhte Prozentsatz der Spermienanomalien wird nicht für die Bewertung heran-
gezogen, da es fraglich ist, ob für die Bestimmung dieses Parameters eine valide
Methode verwendet wurde.
Bei männlichen Nachkommen von Sprague-Dawley-Ratten, die per Schlundsonde
vom 12. bis zum 20. Gestationstag behandelt worden waren, traten ab 100 mg/kg
KG und Tag im Hoden multinukleäre Keimzellen auf. Eine vergleichende Unter-
suchung an den männlichen Nachkommen von in-utero-behandelten Ratten und
Mäusen ergab, dass bei Ratten der Lipidstoffwechselweg, insbesondere der durch
SREBP-(Sterol Regulatory Element-Binding Protein) regulierte, vermindert wurde,
während er bei Mäusen induziert war. Dies korrelierte auch mit der Repression der
Steroidogenese (Johnson et al. 2011).
In einer Studie an in-utero-behandelten männlichen p53-null-Mäusen wurde eine
Rolle von p53 an der perinatalen Apoptose von Di-n-butylphthalat-induzierten mul-
tinukleären Keimzellen identifiziert. Die In-utero-Behandlung führte an den Keim-
zellen in den Hoden von Wildtyp-Mäusen bei bis zu 500 mg/kg KG und Tag zu
keinen Auffälligkeiten. Hingegen wiesen die Hoden bei fetalen p53-null-Mäusen
vermehrt multinukleäre Keimzellen auf, deren Anzahl mit dem Alter abnahm und
die am 10. Postnataltag nicht mehr nachweisbar waren (Saffarini et al. 2012). Das
Knockout-System ist artifiziell und besitzt daher keine Arbeitsplatzrelevanz.

Prä- und postnatale Behandlung

Die männlichen Nachkommen von Wistar-Ratten, die vom 12. Gestationstag bis
zum 21. Postnataltag per Schlundsonde mit 100 mg/kg KG und Tag behandelt wor-
den waren, wiesen am 90. Postnataltag histopathologische Veränderungen in der
ventralen Prostata auf (Scarano et al. 2009). Da nur eine Dosis eingesetzt wurde, bei
der Effekte auftraten, ist die Angabe eines NOAEL nicht möglich. In einer weiteren
Untersuchung der gleichen Arbeitsgruppe am gleichen Rattenstamm und dem glei-
chen Expositionsschema ergaben sich bei 100 mg/kg KG und Tag Leydigzell-
Cluster, vermehrt multinukleäre Keimzellen und vermehrt interstitielles Kompar-
timent in den fetalen Hoden. Im Erwachsenenalter waren bei dieser Dosis keine
Effekte auf die Spermien sowie keine histologischen Effekte auf die Nebenhoden
nachweisbar (Scarano et al. 2010). Da die Hoden in beiden Studien am 90. Post-
nataltag histologisch nicht untersucht wurden, ist keine Aussage über die Rever-
sibilität der histologischen Befunde in den fetalen Hoden möglich.
Bei den männlichen Nachkommen von Wistar-Ratten traten ab 291 mg/kg KG und
Tag bei Gabe über das Futter vom 6. Gestationstag bis zum 28. Postnataltag ernied-
rigte anogenitale Abstände auf. Bei der höchsten Dosis von 797 mg/kg KG und Tag
wurden am 7. Postnataltag bei männlichen und weiblichen Nachkommen systemi-
sche Toxizität sowie bei männlichen Nachkommen verhaltensbiologische Verände-
rungen wie eine verlängerte Zeit für das Aufrichten in den Vierfüßlerstand aus der
Rückenlage und erniedrigte Haltezeit des Vorderpfotengriffs festgestellt. Während
die niedrigste Dosis das räumliche Lernvermögen und das Referenzgedächtnis im
Morris-Water-Maze-Test hemmte, wirkte die höchste Dosis verstärkend. Die
beiden mittleren Dosierungen hatten bei diesem Test keinen Effekt (Li et al. 2009).
Die gegenteiligen Effekte bei niedrigster und höchster Dosierung im Morris-Water-
Maze-Test sind nicht plausibel. Das verminderte Lernvermögen bei der niedrigsten

110 MAK Value Documentations

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2017, Vol 2, No 1



Dosis kann durch vermehrten Stress entstanden sein. Gestresste Tiere erzielen
schlechtere Testergebnisse, weshalb zu Stress führende Umweltfaktoren wie Tem-
peratur, Licht und Lärm während des Tests konstant gehalten werden müssen
(Bromley-Brits et al. 2011). Der NOAEL für verhaltensbiologische Effekte auf die
männlichen Nachkommen lag bei 291 mg/kg KG und Tag.
Beim Morris-Water-Maze-Test zeigten männliche Nachkommen von Wistar-Rat-
ten, die vom 6. Gestationstag bis zum 28. Postnataltag per Schlundsonde 675 mg/kg
KG und Tag erhalten hatten, am 30. bis 33. Postnataltag Verbesserungen der räum-
lichen Akquisition (Erfassung der räumlichen Position) und eine zunehmende Re-
tention des räumlichen Gedächtnisses. Bei dieser Dosierung war das Körpergewicht
der männlichen Tiere am 1. Postnataltag um 21% und am 21. Postnataltag um 14%
erniedrigt (Li et al. 2010). Aufgrund des erniedrigten Körpergewichts der männ-
lichen Nachkommen am ersten Postnataltag bei 675 mg/kg KG und Tag lässt sich
ein NOAEL für Fetotoxizität von 225 mg/kg KG und Tag ableiten. Es erscheint frag-
lich, ob verbesserte Gedächtnisleistungen erzielt wurden. Die gleiche Arbeitsgruppe
hat mit dem Morris-Water-Maze-Test am gleichen Rattenstamm wie in der Studie
von 2009 bei der niedrigsten Dosierung mit Futtergabe ebenfalls keine verminderten
räumlichen Gedächtnisleistungen gefunden (Li et al. 2009). Aufgrund der Wider-
sprüchlichkeit werden die Ergebnisse des Morris-Water-Maze-Tests nicht zur Be-
wertung herangezogen.
Eine Studie an Sprague-Dawley-Ratten (Hoshi und Ohtsuka 2009) wird nicht zur
Bewertung herangezogen, weil nur jeweils zwei Tiere pro Dosisgruppe eingesetzt
und nicht standardisierte Untersuchungen der Fellpflege durchgeführt wurden.
Eine Studie an trächtigen Wistar-Ratten mit einem komplexen Expositionsszenario,
einem N-Methyl-N-nitrosoharnstoff (MNU)-Testosteron-Kanzerogen-Protokoll
(Peixoto et al. 2015), ist für die Bewertung der entwicklungstoxischen Wirkung von
Di-n-butylphthalat nicht relevant.

Xenograft-Experimente mit fetalen Hoden von Mäusen, Ratten und
Menschen an immunodefizienten Ratten und Mäusen

Fetale Hodenproben von zwölf humanen Donoren (Spontanaborte in der 14. bis 20.
Schwangerschaftswoche) wurden kastrierten männlichen Nacktmäusen xenotrans-
plantiert. Die Empfänger wurden vier oder 21 Tage lang mit dem Vehikel, 500 mg
Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag oder Monobutylphthalat per Schlundsonde be-
handelt. Alle Empfänger wurden mit humanem Choriongonadotropin (hCG) behan-
delt, um eine humane Schwangerschaft zu imitieren. Als Positivkontrolle dienten
Mäuse, die nach der Xenotransplantation von Rattenhoden vier Tage lang gegen Di-
n-butylphthalat exponiert wurden. Bei den Mäusen mit den xenotransplantierten
Rattenhoden führte die Di-n-butylphthalat-Exposition zu einem reduzierten Ge-
wicht der Samenbläschen, der testikulären Genexpression von Cyp11a1 und Star
sowie zu erniedrigten Testosteronkonzentrationen im Serum. Dagegen waren bei
den Tieren mit den xenotransplantierten menschlichen Hoden die Testosteronkon-
zentrationen im Serum und die Gewichte der Samenbläschen nach der Di-n-bu-
tylphthalat- und der Monobutylphthalat-Exposition unverändert. Die Genexpression
in den menschlichen xenotransplantatierten Hoden wurde nicht untersucht (Mit-
chell et al. 2012).
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Fetale Hoden von Fischer-Ratten (16. Gestationstag), C57BL/6NCrl- und CD-1-
Mäusen (15. Gestationstag) sowie Hodenstücke (Volumen ca. 1 mm3) von 26 huma-
nen Donoren (Spontanaborte in der 10. bis zur 24. Schwangerschaftswoche) wurden
in den renalen subkapsulären Raum von Ratten und Mäusen xenotransplantiert. Als
Empfänger dienten adulte männliche immunodefiziente Crl:NIH-Foxn1rnu-Nackt-
ratten und BALB/c-Nacktmäuse. Etwa 24 Stunden nach der Operation erhielten die
Tiere 0, 100, 250 oder 500 mg Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag in Maiskeimöl
einen, zwei oder drei Tage lang per Schlundsonde. Sechs Stunden nach der letzten
Behandlung wurden in den xenotransplantierten Hoden histologische und steroido-
gene Untersuchungen durchgeführt. Di-n-butylphthalat induzierte in den xeno-
transplantierten Hoden von Ratten, Mäusen und Menschen die Bildung von multi-
nukleären Keimzellen. Eine Erniedrigung der Genexpression von Genen, die für die
Regulation der fetalen Testosteronbiosynthese zuständig sind, wie Cyp11a1 (mito-
chondriale Cholesterinmonooxygenase), Cyp17a1 (17α-Hydroxylase/17,20-Lyase/
17,20 Desmolase), Scarb1 (Scavenger Receptor Class B Member 1), Star (Steroido-
genic Acute Regulatory Protein) und Insl3 (Insulin-Like-3), wurde nur in den xeno-
transplantierten Hoden der Ratten festgestellt, nicht jedoch bei denen von Mäusen
und Menschen. Die Ex-vivo-Testosteronproduktion in den xenotransplantierten
Rattenhoden war nach der Exposition mit Di-n-butylphthalat erniedrigt, während
sie in den xenotransplantierten Mäusehoden unverändert blieb. Die Ergebnisse der
Ex-vivo-Testosteronproduktion von xenotransplantierten menschlichen Hoden wa-
ren sehr variabel. Die Autoren begründen dies damit, dass die menschlichen Xeno-
grafts verschiedene Größen aufwiesen und von verschiedenen Teilen des fetalen
Hodens stammten sowie einen großen Bereich der Gestationszeit abdeckten (Heger
et al. 2012).
Die gleiche Arbeitsgruppe führte einen weiteren Versuch an adulten athymischen
männlichen Crl:NU(NCr)-Foxn1nu-Nacktmäusen durch, die kastriert wurden und
denen humane fetale Hodenstücke von sieben Donoren (Spontanaborte in der 16.
bis 22. Schwangerschaftswoche) in den renalen subkapsulären Raum xenotransplan-
tiert wurden. Die Empfänger wurden anschließend vier Wochen lang mit hCG be-
handelt, um die Testosteronprodukton zu stimulieren. Danach wurden die Tiere
zwei Wochen lang gegen 500 mg Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag oder 75 mg
Abirateronacetat, einem CYP17A1-Inhibitor, per Schlundsonde exponiert. Während
Abirateronacetat eine starke Erniedrigung der Testosteronkonzentration im Serum
und der Gewichte Androgen-sensitiver Organe der Empfänger zur Folge hatte, zeig-
ten sich mit Di-n-butylphthalat keine Effekte auf diese androgenen Endpunkte. Di-
n-butylphthalat führte zu einem erhöhten Prozentsatz von multinukleären Keimzel-
len in den xenotransplantierten Hoden, der an der Grenze zur statistischen Signifi-
kanz war. Abirateronacetat hingegen verblieb auf diesem Endpunkt ohne Effekt. Die
Substanz führte weiterhin zu einer erniedrigten Expression von Genen, die für die
Transkription und Zelldifferenzierung verantwortlich sind, sowie zu einer verstärk-
ten Expression von Genen, die an der epigenetischen Kontrolle der Genexpression
beteiligt sind. Di-n-butylphthalat induzierte die Expression von Genen, die für die
oxidative Stressantwort codieren, und verursachte eine veränderte Expression von
Genen, die für das Actin-Zytoskelett verantwortlich sind (Spade et al. 2014). Mittels
der Positivkontrolle Abirateronacetat, einem CYP17A1-Inhibitor, konnte erstmals
ein antiandrogener Effekt in einem Xenograftmodell mit humanen fetalen Hoden
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nachgewiesen werden. Di-n-butylphthalat, das wie Abirateronacetat ohne antagoni-
sierende Wirkung auf den Androgenrezeptor Testosteronkonzentrationen ernied-
rigt, führte jedoch in diesem Testsystem an humanen fetalen Hoden nicht zu einer
antiandrogenen Wirkung.
Alle drei beschriebenen Experimente zeigen, dass Di-n-butylphthalat in den
menschlichen xenotransplantierten Hoden keine antiandrogenen Effekte zur Folge
hat, und dass die Bildung von multinukleären Keimzellen durch Di-n-butylphthalat
in den menschlichen xenotransplantierten Hoden unabhängig von einem antiandro-
genen Effekt stattfindet.
Di-n-butylphthalat-induzierte multinukleäre Keimzellen werden typischerweise bei
Mäusen bis zum 10. Postnataltag (Saffarini et al. 2012) und bei Ratten bis zum 16.
Postnataltag eliminiert (Barlow und Foster 2003).

Generationenstudien

In der 2-Generationenstudie mit kontinuierlicher Verpaarung von Sprague-Dawley-
Ratten, die bereits in der Begründung 2010 aufgeführt wurde, erhielten die Tiere 0;
0,1; 0,5 oder 1,0% Di-n-butylphthalat im Futter (männliche Tiere: 0, 52, 256, 509 mg/
kg KG und Tag, weibliche Tiere: 0, 80, 385, 794 mg/kg KG und Tag). Ab der nied-
rigsten Dosis von 52 (männliche Tiere) bzw. 80 (weibliche Tiere) mg/kg KG und
Tag trat eine dosisabhängig verminderte Anzahl lebender F1-Nachkommen pro
Wurf auf (Kontrolle und die drei Dosisgruppen in aufsteigender Dosis: 12,9 ± 0,2;
11,9 ± 0,3; 11,0 ± 0,5; 10,7 ± 0,4; prozentuale Abnahme pro Dosisgruppe im Ver-
gleich zur Kontrolle: 7,8%; 14,7%; 17%; statistisch signifikant ab niedrigster Dosis
mit Dunnett’s Test oder Shirley’s Test). Weder die Anzahl lebender F2-Nachkom-
men noch die Anzahl lebender Nachkommen aus Kreuzpaarungsexperimenten, in
denen männliche bzw. weibliche Tiere der hohen Dosisgruppe (509 bzw. 794 mg/kg
KG und Tag) jeweils mit Kontrolltieren verpaart wurden, waren erniedrigt. Bei der
F2-Generation waren jedoch die Geburtsgewichte verringert (Kontrolle und die drei
Dosisgruppen in aufsteigender Dosis: 5,97 ± 0,11; 5,60 ± 0,09; 5,60 ± 0,09; 5,00; d.h.
um 6,2%; 6,2% bzw. 16% im Vergleich zur Kontrolle; statistisch signifikant ab nied-
rigster Dosis mit Chi-Quadrat-Test oder Shirley’s Test) (NTP 1995; Wine et al.
1997). Damit beträgt der LOAEL für Fetotoxizität 52 mg/kg KG und Tag für die
männlichen und 80 mg/kg KG und Tag für die weiblichen Tiere. Die Dosis ent-
spricht auch dem NOAEL für Parentaltoxizität aufgrund der verminderten relativen
Nierengewichte der männlichen F0-Tiere. Der NOAEL für Effekte auf die Fertilität
liegt bei 256 mg/kg KG und Tag für die männlichen und 385 mg/kg KG und Tag für
die weiblichen Tiere (Begründung 2010).
Aus einer 1-Generationenstudie an der Maus, die bereits in der Begründung 2010
beschrieben wurde, ergab sich ein NOAEL für Parental- und Fetotoxizität und Ef-
fekte auf die Fertilität von 420 mg/kg KG und Tag. In dieser Studie sowie in Fertili-
tätsstudien mit weiblichen Mäusen waren bei 1410 mg/kg KG und Tag die Fertilität
und die Zahl lebender Nachkommen verringert (NTP 1995).

Zusammenfassung

In der Begründung 2010 wurde zur Bewertung der fruchtschädigenden Wirkung
von Di-n-butylphthalat am Arbeitsplatz aus Studien mit ausschließlich pränataler
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Exposition und postnataler Untersuchung ein NOAEL für die Retention der Areola
oder Brustwarzen von 50 mg Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag (LOAEL von
100 mg/kg KG und Tag) bei Sprague-Dawley-Ratten herangezogen (Mylchreest
et al. 2000). In einer seither veröffentlichten Publikation trat bei Sprague-Dawley-
Ratten nach In-utero-Exposition vom 12. bis zum 20. Gestationstag ab 50 mg/kg
KG und Tag eine veränderte Morphometrie (Größe und Organisation) der Hoden-
stränge, der Vorläufer der Hodenkanälchen, auf (Boekelheide et al. 2009). Damit ist
der empfindlichste Endpunkt nach pränataler Exposition nicht mehr die Retention
der Areola oder Brustwarzen, sondern eine veränderte Morphometrie der Hoden-
stränge von männlichen Feten. Der NOAEL für Effekte auf die männlichen Repro-
duktionsorgane liegt bei 30 mg Di-n-butylphthalat/kg KG und Tag.
In zwei Studien an Mäusen, die bereits in der Begründung 2010 beschrieben wur-
den, führte Di-n-butylphthalat ab 250 mg/kg KG und Tag zu morphologischen Ver-
änderungen des Keimepithels und ab 400 mg/kg KG und Tag zu erhöhten Inziden-
zen externer Missbildungen bei den männlichen Nachkommen (ECB 2003; Gaido et
al. 2007). Als NOAEL für Entwicklungstoxizität und Maternaltoxizität lässt sich eine
Dosis von 100 mg/kg KG und Tag ableiten (ECB 2003). Laut ECB (2003) liegt die
Studienbeschreibung nur als Zusammenfassung vor. Aufgrund der fehlenden Infor-
mationen zu Methodik und einer detaillierten Ergebnisdarstellung wird die Studie
nicht zur Bewertung herangezogen.
Bei der Interpretation der Unterschiede der Phthalat-induzierten Effekte zwischen
den Spezies sind auch folgende Punkte zu berücksichtigen: (i) die großen Unter-
schiede zwischen den Säugetierspezies in der Organisation, Struktur und Biologie
des interstitiellen Hodenkompartiments, (ii) mögliche altersabhängige Empfindlich-
keitsbereiche während der Fetalzeit und nach der Geburt, die zwischen den Spezies
variieren (iii) der intrinsische Unterschied zwischen den Spezies beim zeitlichen Ti-
ming der Hodenentwicklung (Albert und Jégou 2014).
Die Ratte hat sich als die empfindlichste Tierspezies für die Di-n-butylphthalat-in-
duzierten Effekte auf die männlichen Reproduktionsorgane erwiesen (Johnson et al.
2012; Kay et al. 2014). Aufgrund der genannten Speziesunterschiede werden Beden-
ken über die Extrapolation der Daten aus Versuchen an Nagern auf den Menschen
geäußert (Habert et al. 2014; Kay et al. 2014).

Bewertung

Fruchtschädigende Wirkung.. Der empfindlichste entwicklungstoxikologische
Endpunkt wurde bei Ratten nach pränataler Exposition, eine veränderte Morpho-
metrie der Hodenstränge (Größe und Organisation), der Vorläufer der Hodenkanäl-
chen, ab 50 mg/kg KG und Tag beobachtet (Boekelheide et al. 2009). Der NOAEL
für Effekte auf die männlichen Reproduktionsorgane lag bei 30 mg Di-n-butylphtha-
lat/kg KG und Tag. Teratogene Effekte wie Hypospadie und unterentwickelte oder
fehlende Nebenhoden traten bei Ratten ab 250 mg/kg KG und Tag auf (Mylchreest
et al. 1998, 1999). Der NOAEL betrug 100 mg/kg KG und Tag (Mylchreest et al.
1999).
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In einer 2-Generationenstudie mit Sprague-Dawley-Ratten waren ab der niedrigsten
Dosis von 52 bzw. 80 mg/kg KG und Tag die Geburtsgewichte um 5 bis 8% verrin-
gert (NTP 1995; Wine et al. 1997). Damit betrug der LOAEL für Fetotoxizität
52 mg/kg KG und Tag für die männlichen und 80 mg/kg KG und Tag für die weibli-
chen Tiere. Der NOAEL für verhaltensbiologische Effekte auf die männlichen Nach-
kommen von prä- und postnatal behandelten Wistar-Ratten lag bei 291 mg/kg KG
und Tag (Li et al. 2009).
Aus einer 1-Generationenstudie an der Maus ergab sich ein NOAEL für Fetotoxizi-
tät von 420 mg/kg KG und Tag. Bei 1410 mg/kg KG und Tag war die Zahl lebender
Nachkommen verringert (NTP 1995).
Nach oraler Gabe an Nager werden schnell ab 60 bis zu mehr als 90% Di-n-butyl-
phthalat aufgenommen (Begründung 2010). Daher wird für Ratten und Mäuse eine
orale Aufnahme von 60% als Worst-Case angenommen. Zur toxikokinetischen
Übertragung der NOAEL bzw. des LOAEL für pränatale Effekte auf die männlichen
Reproduktionsorgane, Teratogenität oder Fetotoxizität in eine Konzentration in der
Luft am Arbeitsplatz werden berücksichtigt: die den toxikokinetischen Unterschie-
den zwischen Ratte bzw. Maus und dem Menschen entsprechenden speziesspezi-
fischen Korrekturwerte (1:4 bzw. 1:7), die angenommene orale Resorption von 60%,
das Körpergewicht (70 kg) und das Atemvolumen (10 m3) des Menschen sowie die
angenommene 100%ige inhalative Resorption. Die damit errechneten Konzentratio-
nen und Abstände zum MAK-Wert von 0,58 mg/m3 sind in Tabelle 2 aufgeführt.
Damit sind die Abstände der berechneten NOAEC für Entwicklungstoxizität und
Fetotoxizität bzw. LOAEC für Fetotoxizität ausreichend groß, und die Zuordnung
von Di-n-butylphthalat zur Schwangerschaftsgruppe C wird bestätigt.

115

Tab. 2. Bewertungsrelevante NOAEL von Ratte und Maus, toxikokinetische Umrechnung der
NOAEL in eine Luftkonzentration und die sich daraus ergebenden Abstände zum MAK-
Wert von 0,58 mg/m3

Literatur Spezies,
Exposition

NOAEL: Endpunkt Toxiko-
kinetische
Umrechnunga)

(mg/kg KG)

Abstand zum
MAK-Wert von
0,58 mg/m3

Ratte
Boekelheide
et al. 2009
Mylchreest
et al. 1999

pränatal, oral 30 mg/kg KG u. d: ♂
Reproduktionsorgane
100 mg/kg KG u. d:
Teratogenität

32
107

55
183

NTP 1995;
Wine et al.
1997

prä- u. post-
natal, oral

LOAEL: 80 mg/kg KG u. d:
Fetotoxizität,
kein NOAEL

84 145

Maus
NTP 1995 prä- u. post-

natal, oral
420 mg/kg KG u. d: Feto-
toxizität

252 435

a) (1:4 oder 1:7)×0,6 (orale Resorption Tier)/1,0 (inhalative Resorption Mensch)
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