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4,4’-Methylenedimorpholine™ /
4-(Morpholin-4-ylmethyl)morpholine

[Bis(morpholino)methan]

MAK Value Documentation in German language

A. Hartwig"’, MAK Commission*"
DOI: 10.1002/3527600418.mb562590kskd0065

Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area
has re-evaluated 4,4’-methylenedimorpholine [5625-90-1], considering all toxicological endpoints. Available
publications and unpublished study reports are described in detail. 4,4’-Methylenedimorpholine is a formalde-
hyde releaser. The substance is corrosive to rabbit skin and induces local effects in the forestomach of rats after
prolonged oral application. Therefore, the critical effect is presumably the local irritation in the respiration
tract. Adequate data in humans and inhalation studies in animals to derive a maximum concentration at the
work place (MAK value) is not available. Thus, the assignment of the substance to Section II b of the List of
MAK and BAT Values is retained. A prenatal toxicity study in rabbits does not show any developmental toxic-
ity up to the highest dose tested of 100 mg/kg body weight and day. 4,4’-Methylenedimorpholine induces
mutations in bacteria and is mutagenic and predominantly clastogenic to mammalian cells. The clastogenicity
has, however, not been confirmed in vivo. Adequate carcinogenicity studies with 4,4’-methylenedimorpholine
are not available but the release of the local carcinogen formaldehyde has also to be taken into account for
evaluating the carcinogenicity of 4,4'-methylenedimorpholine. At work places where 4,4’-methylenedimor-
pholine is used the mean air concentration of formaldehyde is about 2 pl/m? As the difference between the
MAK value of formaldehyde of 300 ul/m? and the work place air concentration is sufficiently large, and the
measured concentrations are in the range of the background levels, no classification into a Carcinogen Cate-
gory is confirmed. Clinical data in humans reveal a skin sensitizing potential which is also due to the release of
formaldehyde. The results of the animal experiments are negative but they are carried out at very low concen-
trations. 4,4’-Methylenedimorpholine is designated with an “Sh” notation. Skin contact is not expected to
contribute significantly to systemic toxicity.
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kungsmechanismus; Toxikokinetik; Metabolismus; (sub)akute Toxizitdt; (sub)chronische Toxizitit; Reizwir-
kung; allergene Wirkung; Reproduktionstoxizitit; Fertilitat; Entwicklungstoxizitit; Genotoxizitét; Kanzeroge-
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MAK-Wert; Toxizitit; Gefahrstoff; Formaldehydabspalter; formaldehyde releaser
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Bis(morpholino)methan

[5625-90-1]

Nachtrag 2018

MAK-Wert nicht festgelegt, vgl. Abschnitt il b
der MAK- und BAT-Werte-Liste

Spitzenbegrenzung -

Hautresorption -
Sensibilisierende Wirkung (2017) Sh
Krebserzeugende Wirkung -
Fruchtschiadigende Wirkung -
Keimzellmutagene Wirkung -

BAT-Wert -

Zu Bis(morpholino)methan liegt eine Begriindung von 1999 vor. Seither sind neue
Studien durchgefithrt worden, die eine Reevaluierung des Stoffes erméglichen.

Es liegt zudem ein CLH-Bericht (Proposal for Harmonised Classification and La-
belling) aus dem Jahre 2014 vor (BMLFUW 2014).

Besondere Hinweise

Bis(morpholino)methan ist ein Formaldehydabspalter. Aus dem kommerziell ver-
fiigbaren Konservierungsmittel, das Bis(morpholino)methan enthilt (Reinheit
98,5 %), konnen sich 14 bis 16 % als Formaldehyd abspalten. Das Konzentrat wird
am Verbrauchsort auf eine maximale Konzentration von 2000 pl/1 oder 300 pl freies
Formaldehyd/l verdiinnt und als Konservierungsmittel eingesetzt, das gegen Bakte-
rien und Pilze wirksam ist (US EPA 2010).

Sechzehn Luftmessungen in einem Betrieb mit Metall-verarbeitenden Maschinen
und dem Einsatz von Bis(morpholino)methan als Biozid ergaben Formaldehydkon-
zentrationen im Maschinenbereich von weniger als 1 pl/m? bis zu 6,19 pl/m? mit ei-
nem Mittelwert von 1,97 pl/m? Die Hintergrundbelastung in diesem Betrieb betrug

1) Formaldehydabspalter
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etwa 1 pl/m? (bis maximal 2,8 pl/m?). Klinische Untersuchungen der Beschiftigten
wurden nicht durchgefiihrt (Lubrizol Corporation 2008, 2016). Uber die von Bis(mor-
pholino)methan abspaltbaren Formaldehydmengen lédsst die Studie keine Aussage
zu. Die Studie kann allerdings als Beleg dafiir gewertet werden, dass bei der Anwen-
dung des Bis(morpholino)methan-haltigen Biozids die freigesetzte Formaldehydkon-
zentration unterhalb des MAK-Wertes fiir Formaldehyd von 300 pg/m? liegt.

Bei Anwesenheit von nitrosierenden Agenzien ist unter Umstédnden mit dem Auf-
treten von Nitrosomorpholin, einem kanzerogenen N-Nitrosamin, zu rechnen
(Begriindung 1999). Die Luftkonzentration von Nitrosomorpholin lag im Maschi-
nenbereich bei 0,22 pl/m? mit einem Maximalwert von 0,37 pl/m?, die Hintergrund-
belastung betrug etwa 0,11 pul/m? (Lubrizol Corporation 2008).

1  Allgemeiner Wirkungscharakter

An der Kaninchenhaut wirkt Bis(morpholino)methan &tzend. Der kritische Effekt
von Bis(morpholino)methan diirfte die lokale Reizwirkung am Atemtrakt sein. In-
halationsstudien mit wiederholter Gabe liegen jedoch nicht vor.

Den klinischen Beobachtungen beim Menschen zufolge weist Bis(morpholino)-
methan ein hautsensibilisierendes Potenzial auf, das auch auf die Freisetzung von
Formaldehyd zuriickgefiihrt werden kann. Die vorliegenden Ergebnisse in tierexpe-
rimentellen Untersuchungen sind zwar negativ, die Untersuchungen sind aber mit
sehr geringen Substanzkonzentrationen durchgefithrt worden.

Bei Ratten fiihrt die 90-tdgige Gabe per Schlundsonde ab 50 mg/kg KG und Tag im
Vormagen zu lokalen Effekten wie Akanthose und Hyperkeratose.

Bei Kaninchen sind bis zur hochsten Dosis von 100 mg/kg KG und Tag keine ent-
wicklungstoxischen Wirkungen zu beobachten.

Bis(morpholino)methan wirkt in vitro an Bakterien mutagen sowie an Sdugetier-
zellen mutagen und tiberwiegend klastogen. Die Klastogenitit in vitro hat sich in
vivo nicht bestétigt. In-vivo-Untersuchungen zur mutagenen Wirkung sowie zur
Kanzerogenitat liegen nicht vor.

2  Wirkungsmechanismus

Unverdiinntes Bis(morpholino)methan mit einem pH-Wert von 10,8 wirkt dtzend
an der Kaninchenhaut (Lubrizol Corporation 2001 b). Die dtzende Wirkung kann
mit der Alkalinitat des flissigen Bis(morpholino)methans erkldrt werden.

Aus Untersuchungen zur Hydrolyse von Bis(morpholino)methan konnten als Hy-
drolyseprodukte neben Formaldehydhydrat Methylenbismorpholin, N-Methylol-
morpholin und Morpholin identifiziert werden. Mit der Erniedrigung des pH-Wer-
tes und der Erh6hung der Temperatur nahm auch das Ausmafd der Hydrolyse zu
(Lubrizol Deutschland GmbH 2007 a). Eindeutige Hinweise auf die abspaltbaren
Formaldehydmengen lassen sich daraus nicht ableiten. So bleibt ungeklért, welchen
Beitrag das in wissriger Losung ebenfalls dtzend wirkende Formaldehyd zur Atz-
wirkung leistet.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

In einer Vorstudie erhielten Wistar-Ratten tiber intratracheale Instillation Bis(mor-
pholino)methan (Reinheit > 93 %) in einmaligen Dosierungen von 2,5 mg/kg KG
(zwei mannliche und drei weibliche Tiere) oder 5 mg Bis(morpholino)methan/kg KG
(je drei ménnliche und weibliche Tiere). Bei der zuerst gewéhlten hochsten Dosis von
15 mg/kg KG starben zwei der drei méannlichen Tiere bzw. wurde ein Tier moribund.
Im Blut erreichte die Morpholinkonzentration, ein Mol Bis(morpholino)methan er-
gibt zwei Mol Morpholin, nach zwei Stunden ein Maximum und lag unterhalb von
5 % der applizierten Gesamtdosis. Nach 12 Stunden lagen die per Gaschromatogra-
phie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS) bestimmten Morpholinkonzen-
trationen unterhalb der Bestimmungsgrenze von 1 pg/ml Blut. Innerhalb von 12
Stunden nach der Applikation wurden zwischen 44 und 100 % der applizierten Ge-
samtdosis mit dem Urin ausgeschieden (Lubrizol Deutschland GmbH 2007 b).

In der Hauptstudie zur Toxikokinetik nach einmaliger intratrachealer Gabe an je
sechs minnliche und weibliche Wistar-Ratten wurde je 2,5 mg Bis(morpholino)me-
than/kg KG mit unterschiedlichen **C-Markierungen, N,N'-Methylen-[U-"“C]-bis-
morpholin und N,N'-[**C]-Methylenbismorpholin, eingesetzt. N,N'-Methylen-[U-
14C]-bismorpholin besitzt Markierungen an den beiden Morpholinringen ohne
eine definierte Position. Dies ermdoglicht die Summenbestimmung von Bis(mor-
pholino)methan, Morpholin und einigen Morpholin-Metaboliten, aber nicht die
von Formaldehyd. Bei je vier ménnlichen und weiblichen Tieren wurde die Exkreti-
on der *C-morpholinmarkierten Substanz mit Urin und Faeces sieben Tage lang,
bei je zwei mannlichen und weiblichen Ratten die Kinetik im Blut iiber einen Zeit-
raum von 24 Stunden untersucht. Etwa 100 % der applizierten Dosis wurde iiber den
Zeitraum von sieben Tagen mit dem Urin ausgeschieden, d.h. nach intratrachealer
Gabe wird Bis(morpholino)methan vollstindig aufgenommen. Die Radioaktivitét in
den Faeces wird mit 3 % der Gesamtdosis angegeben. In Organen und Geweben
wurden nur sehr geringe Aktivititen bestimmt, die Gesamtaktivitit im Kadaver be-
trug nach sieben Tagen 0,4 % der applizierten Dosis. Die maximale Blutkonzentrati-
on wurde nach zwei Stunden, dem ersten Messzeitpunkt, erreicht. Diese entsprach
etwa 2 % der gesamten applizierten Dosis. Die Halbwertszeit im Blut lag bei etwa
finf Stunden. Bei N,N'-["*C]-Methylenbismorpholin ist die Methylengruppe mar-
kiert, womit Bis(morpholino)methan, Formaldehyd, CO, und Formaldehyd-Meta-
boliten erfasst werden. Bei je vier weiblichen und ménnlichen Tieren wurden Urin
und Faeces und bei je zwei weiblichen und ménnlichen Ratten die Atemluft (Summe
aus Formaldehyd und CO,) iiber einen zeitlichen Verlauf von sieben Tagen unter-
sucht. Die Bestimmung der Kinetik im Blut erfolgte bei je zwei minnlichen und
weiblichen Ratten {iber einen Zeitraum von 24 Stunden. Innerhalb von sieben Tagen
wurden etwa 60 % der applizierten Dosis abgeatmet und etwa 25 % im Urin zuriick-
behalten, etwa 5 % der Radioaktivitit wurde in den Faeces und etwa 10 % im Kada-
ver gefunden. Die maximalen Blutkonzentrationen wurden bei drei Tieren nach
zwei Stunden (erster Messzeitpunkt) und bei einem Tier nach acht Stunden erreicht.
Dabei betrug der Anteil an der Gesamtdosis zwischen 1,3 und 2,8 %. Die Halbwerts-
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zeit im Blut betrug 25 bis 35 Stunden. Aus dem unterschiedlichen pharmakokineti-
schen Verhalten der beiden Substanzen mit unterschiedlichen Markierungen kann
gefolgert werden, dass ein grofier Anteil von Bis(morpholino)methan zu Morpholin
und Formaldehyd umgesetzt wird. Jedoch ist eine quantitative Betrachtung einzel-
ner Komponenten nicht méglich (BMLFUW 2014).

In einer nach OECD-Priifrichtlinie 428 durchgefiithrten Studie zur Bestimmung
der dermalen Aufnahme an dermatomierter menschlicher Haut wurde an unter-
schiedlichen Stellen 10 pl/cm? markiertes *C-markiertes Bis(morpholino)methan
eingesetzt. Die Markierung befand sich entweder an der Methylgruppe (N,N'-[**C]-
Methylenbismorpholin) oder an beiden Morpholinringen (N,N'-Methylen-[U-C]-
bismorpholin). Proben der Rezeptorfliissigkeit und der fliichtigen Bestandteile wur-
den tber einen Zeitraum von 24 Stunden nach der Aufbringung der markierten
Testsubstanz in den ersten acht Stunden stiindlich und danach alle zwei Stunden
gesammelt. Nach Versuchsende wurde die Radioaktivitét in allen Hautproben, der
Rezeptorfliissigkeit, den Extrakten der Kohlenstoft-Fallen und Waschfliissigkeiten
gemessen. Die Gesamtwiederfindungsrate lag zwischen 76 und 79 %. Fiir eine 3%ige
Bis(morpholino)methan-Ldsung ergab sich eine auf die Gesamtwiederfindungsrate
korrigierte dermale Resorption von 68 % (Lubrizol Deutschland GmbH 2007 c).

3.2 Metabolismus

Aus einem Molekiil Bis(morpholino)methan kénnen bei der Hydrolyse theoretisch
zwei Molekiile Morpholin und ein Molekiil Formaldehyd entstehen.

In der Vorstudie zur Toxikokinetik wurde nach intratrachealer Gabe bei Ratten das
Hydrolyseprodukt Morpholin mittels GC-MS nachgewiesen. Formaldehyd selbst
wurde nicht detektiert, sondern nur in einer Summe zusammen mit anderen Ver-
bindungen gefunden (s. Abschnitt 3.1).

4  Erfahrungen beim Menschen

4.1 Einmalige Exposition

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.2 Wiederholte Exposition

Hierzu liegen keine Daten vor.
Bei denen im Vorspann erwihnten Expositionsmessungen wurden keine Unter-
suchungen an den Beschiftigen durchgefiihrt.

4.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

Hierzu liegen keine Daten vor.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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4.4 Allergene Wirkung
4.4.1 Hautsensibilisierende Wirkung

In sechs Kliniken des Informationsverbundes Dermatologischer Kliniken (IVDK)
sowie in der Universititsklinik von Malmo wurden in den Jahren 2000 bis 2002 ins-
gesamt 133 Kihlschmierstoff-exponierte Metallarbeiter mit einer 1%igen Zuberei-
tung von Bis(morpholino)methan in Vaseline getestet. Hierbei wurden vier einfach
positive, drei zweifach positive und vier fragliche, aber keine irritativen Reaktionen
registriert. Die klinische Relevanz war in keinem Fall nachweisbar, da das Vorkom-
men der Substanz in den verwendeten Kiihlschmierstoffen nicht erwiesen war. Die
Reaktionen auf diesen Formaldehydabspalter erscheinen jedoch plausibel, da sechs
der sieben positiv getesteten Patienten im Epikutantest auch auf Formaldehyd rea-
giert hatten (Geier et al. 2006). Eine dhnliche Héufigkeit positiver Reaktionen fand
sich auch in einer Untersuchung des Finnish Institute of Occupational Health
(FIOH). Dort wurden die zwischen Januar 2001 und Mai 2007 bei insgesamt 81 Pa-
tienten mit einer Sensibilisierung gegen Formaldehyd erhobenen Befunde néher
ausgewertet. Acht dieser Patienten wurden auch epikutan mit einer 1%igen Zuberei-
tung von Bis(morpholino)methan epikutan getestet, bei fiinf von ihnen mit positi-
vem Resultat (je zweimal einfach und zweimal zweifach positive Reaktion, in einem
Fall keine Angabe). Drei von vier Getesteten mit zwei- oder einfach positiver Reak-
tion auf Bis(morpholino)methan wurden auch mit N,N'-Methylenbis(5-methyl)-
oxazolidin getestet, wobei jeweils gleich ausgepragte Reaktionen (zweimal einfach,
einmal zweifach positiv) wie gegen Bis(morpholino)methan auftraten. Das von ei-
nem der beiden einfach positiv reagierenden Patienten genutzte Kiihlschmiermittel
enthielt Bis(morpholino)methan; dessen Konzentration wurde jedoch nicht angege-
ben (Aalto-Korte et al. 2008).

4.4.2 Atemwegssensibilisierende Wirkung

Ein 54-jahriger, nicht rauchender Beschiftigter mit Tétigkeit an einer computer-
gesteuerten Frasmaschine berichtete tiber eine zweijahrige Symptomatik mit Rhini-
tis, Giemen, trockenem Husten und Brustenge, die sich in der Nacht und wihrend
der Arbeitszeit verstérkte, in Urlaubszeiten hingegen verringerte. An der Maschine
wurde ein semi-synthetischer Kiithlschmierstoff, der Bis(morpholino)methan als
Biozid enthielt, eingesetzt. Zusitzlich berichtete er tiber intermittierende Episoden
von Rhinitis durch Griserpollen, Duftstoffe und Reinigungsmittel. Im Pricktest tra-
ten Reaktionen gegen Griserpollen (8 mm Durchmesser), Hundeepithelien (5 mm),
Cladosporium (4 mm), Bis(morpholino)methan (3 mm; k.w.A.), Cobaltchlorid
(2,5 mm; 5 mg/ml) und den (noch nicht eingesetzten) Kiihlschmierstoff (2,5 mm;
k.w.A.) auf. Die wihrend vier Wochen im Abstand von jeweils zwei Stunden vor-
genommenen Messungen des exspiratorischen Spitzenflusses wurden mit dem
OASYS-Programm ausgewertet.

Es zeigte sich ein arbeitsplatzbezogener Effekt (OASYS-Score 3,4 von maximal 4;
Gannon et al. 1996). Spirometrisch fand sich eine grenzwertig obstruktive Lungen-
funktionseinschrankung (FEV1/FVC = 70 %, FEV1: Einsekundenkapazitit, FVC:
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forcierte Vitalkapazitit). FEV1 (2,751; 86 % des erwarteten Wertes), FVC (3,95 ];
100 %) und die unspezifische Atemwegsreaktivitit waren unauffallig. Das fraktio-
nierte exhalierte Stickoxid (FENO) war unter Arbeitsplatzbedingungen mit 79 pl/m?
deutlich erh6ht. Nach einer dreiw6chigen arbeitsfreien Zeit wurde ein 50-minditiger
bronchialer Provokationstest mit einer vernebelten, wissrigen 7%igen Losung des
Kuhlschmierstoffes vorgenommen. Hierbei trat eine Sofortreaktion mit einem Ab-
fall der FEV1 um 20 % auf, der sich innerhalb von 15 Minuten zuriickbildete. Nach 3
bis 11 Stunden zeigte sich ein erneuter FEV1-Abfall um bis zu etwa 30 %, der mit
asthmatischen Symptomen verbunden war. Ein weiterer Provokationstest mit einer
vernebelten 0,7%igen wissrigen Losung von Bis(morpholino)methan fiihrte zu so-
fortiger Rhinitis-Symptomatik und nach 9 bis 11 Stunden zu einem FEV1-Abfall um
16,5 %. Einen Tag nach der Provokation zeigte sich eine erhohte unspezifische
Atemwegshyperreaktivitat (PDagpethacholiny® VOrher: > 4800 ug, nachher: 587 pg) wih-
rend das FENO wenig verdndert war (vorher: 77 pul/m? nachher: 70 pul/m?). Neun
Monate nach Aufgabe der Tétigkeit bestand die Atemwegssymptomatik weiterhin,
und der Patient verwendete ein lokales Corticosteroid (zweimal tédglich 200 ug Be-
clomethason). Die zu dem Zeitpunkt ermittelten Lungenfunktionsparameter be-
trugen fiir FEV1 2,591 (82 %) und fiir FVC 4,451 (113 %); der FENO-Wert wurde mit
56 pl/m?® angegeben (Walters et al. 2013).

4,5 Reproduktionstoxizitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.6 Genotoxizitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

4,7 Kanzerogenitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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5.1.2 Orale Aufnahme

In einer Studie nach OECD-Priifrichtlinie 423 erhielten je drei ménnliche und weib-
liche Sprague-Dawley-Ratten 200, 500 oder 2000 mg Bis(morpholino)methan/kg
KG per Schlundsonde. Bei der hochsten Dosierung wurden nur weibliche und keine
ménnlichen Tiere eingesetzt, bei der niedrigsten Dosis erfolgte die Verabreichung
als wissrige Losung und bei den beiden hoheren Dosierungen unverdiinnt. Bei
500 mg/kg KG starb ein ménnliches Tier, und bei 2000 mg/kg KG starben alle Tiere
innerhalb von vier Stunden. Bei den gestorbenen Tieren wurden abnorm rote Lun-
gen, schwarze Leber und Nieren, blaues Material im Magen, Blutansammlung, Ul-
zeration und Schorf der Magenmukosa, Blutansammlung und Schorf im Vormagen,
Blutansammlung und blaues Material im Diinndarm sowie Blutansammlung im
Dickdarm gefunden. Die tiberlebenden Tiere waren ohne auffilligen Befund. Der
LD;,-Wert liegt damit zwischen 500 mg/kg KG und 2000 mg/kg KG (Lubrizol Cor-
poration 2001 a).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.1.4 Intratracheale Instillation

In einer Vorstudie erhielten drei médnnliche Wistar-Ratten zundchst in einer ein-
maligen Dosierung von 15 mg Bis(morpholino)methan/kg KG durch intratracheale
Instillation. Zwei Tiere starben, und das dritte wurde getotet, da sich der Gesund-
heitszustand rapide verschlechterte (s. Abschnitt 3.1; Lubrizol Deutschland GmbH
2007 b).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat
5.2.1 Inhalative Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.2.2 Orale Aufnahme

Die Studien mit oraler Verabreichung von Bis(morpholino)methan sind in Tabelle 1
beschrieben.

In einer 14-tdgigen Dosisfindungsstudie an Ratten mit Schlundsondengabe wur-
den ab 50 mg/kg KG und Tag lokale Effekte im Vormagen festgestellt (BMLFUW
2014).
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In einer nach OECD-Priifrichtlinie 408 durchgefiithrten 90-tdgigen Schlundson-
denstudie an ménnlichen und weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurde die hochs-
te Dosis von 250 mg/kg KG und Tag aufgrund starker Toxizitdt wie Korpergewichts-
abnahme und Mortalitat auf 150 mg/kg KG und Tag nach 10 Wochen erniedrigt.
Nach der Dosisreduktion hatten die Tiere weiterhin eine gekriimmte Haltung und
Rasselatmung, ein minnliches Tier starb und ein weibliches wurde in extremis geto-
tet. Bei den mit 50 mg/kg KG und Tag behandelten Tieren traten sporadisch ge-
kritmmte Haltung und Rasselatmung auf. Die klinischen Befunde und die verander-
ten Plasmaparameter bei 250/150 mg/kg KG und Tag sind vermutlich die Folge der
lokalen Reizwirkungen auf den Magen. Dem erhohten Urinvolumen bei
250/150 mg/kg KG und Tag wird bei einem fehlenden Effekt auf die Wasseraufnah-
me eine begrenzte toxikologische Bedeutung beigemessen. Die Nekropsie vorzeitig
gestorbener Tiere sowie von Tieren der hochsten Dosisgruppe ergab im Allgemei-
nen Schiadigungen im Vormagen, Rétungen und Verdickungen des Epithels sowohl
im Magen als auch im Vormagen und Aufblihungen des Darms, die auf die irritie-
rende Wirkung der Testsubstanz zurtickzufithren sind. Auf histologischer Ebene
(s. Tabelle 2) kam es ab 15 mg/kg KG und Tag vermehrt zu Entziindungen im Naso-
pharynx ménnlicher Tiere. Ab 50 mg/kg KG und Tag wurden im Vormagen bei
ménnlichen und weiblichen Tieren Akanthose und Hyperkeratose beobachtet. Der
letztgenannte Befund war nach der 28-tidgigen Erholungszeit nicht vollstindig re-
versibel, jedoch im Schweregrad stark vermindert. Wahrend der 12. Woche wurden
funktionelle Leistungstests (motorische Aktivitit, Griffstarke der Vorder- und Hin-
tergliedmaflen) und Untersuchungen der sensorischen Reaktivitat auf verschiedene
Stimuli jeweils zwei Stunden nach der Schlundsondengabe bei allen Tieren durch-
gefiihrt. Substanzbedingte Veranderungen ergaben sich dabei nicht. Die Effekte im
oberen Respirationstrakt werden als nicht systemische Effekte gesehen, die durch
unbeabsichtigte Instillation oder eine andere direkte Aktion der Testsubstanz wih-
rend der Applikation hervorgerufen wurden (Lubrizol Corporation 2002 a). Bei ei-
ner zusatzlichen Evaluation wurde diese Einschédtzung noch unterstiitzt durch die
Tatsache, dass der Effekt nicht dosisabhidngig und am meisten bei den Tieren aus-
geprigt war, die vorzeitig verstarben (Lubrizol Deutschland GmbH 2002). Der
NOAEL fiir lokale Effekte im Vormagen betrug 15 mg/kg KG und Tag. Der NOAEL
fiir systemische Effekte lag bei der hochsten Dosis von 250/150 mg/kg KG und Tag.

5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.3  Wirkung auf Haut und Schleimhaute
5.3.1 Haut

In einer nach OECD-Priifrichtlinie 404 durchgefiihrten Studie wurde je 0,5 ml un-
verdiinntes Bis(morpholino)methan mit einem pH-Wert von 10,8 bei drei mann-
lichen Weiflen-Neuseeldnder-Kaninchen semiokklusiv vier Stunden lang auf die ra-
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sierte intakte Haut aufgetragen. Die Beurteilung erfolgte nach einer Stunde, 24, 48
und 72 Stunden. Als Ausdruck einer dtzenden Wirkung traten miflige bis starke
Erytheme, starke Odeme, vereinzelte ausgeblichene Hautbereiche, Himorrhagien
von Kapillaren und Abschuppungen auf. Nach neun Tagen wurden die Tiere getotet
(Lubrizol Corporation 2001 b).

5.3.2 Auge

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.4 Allergene Wirkung

In der Begriindung 1999 ist ein negativer Biihler-Test aufgefiihrt, in dem zur In-
duktionsbehandlung lediglich eine 1%ige und zur Auslésebehandlung eine 0,25%ige
Testkonzentration verwendet wurden. Diese sind angesichts der im Test bei der In-
duktion ausgebliebenen irritativen Wirkung der Substanz deutlich zu niedrig, so
dass das negative Ergebnis nicht flir die Bewertung herangezogen werden kann.

An Meerschweinchen (20 behandelte Tiere und 10 Kontrolltiere) wurde ein Maxi-
mierungstest nach Magnusson und Kligman geméifl der OECD-Priifrichtlinie 406
durchgefiihrt. Bei der intradermalen Induktion mit 0,1%iger Testkonzentration
zeigten nur 4 von 20 Tieren eine ausgepragtere Reizwirkung als die Kontrolltiere,
und bei der topischen Induktionsbehandlung mit 10%iger Testkonzentration traten
keine irritativen Effekte auf. Fiir die Auslosebehandlung wurden 1 %- und 5%ige
Testkonzentrationen verwendet, die zu keinen Hautreaktionen fithrten (Lubrizol
Corporation 2001 c¢). Damit sind fiir die intradermale und die topische Induktions-
behandlung zu geringe Konzentrationen eingesetzt worden, und der Test wird eben-
falls nicht zur Bewertung herangezogen.

5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitat

Eine Studie zur Fertilitat liegt nicht vor.

In der 90-tdgigen Schlundsondenstudie nach OECD-Priifrichtlinie 408 an Sprague-
Dawley-Ratten ergaben sich bis zur hochsten Dosis von 250/150 mg/kg KG und Tag
keine substanzbedingten Effekte auf die Reproduktionsorgane (s. Abschnitt 5.2.2;
Lubrizol Corporation 2002 a).

5.5.2 Entwicklungstoxizitat

In einer nach OECD-Richtlinie 414 durchgefiihrten Entwicklungstoxizitatsstudie
erhielten je 22 Weifle-Neuseeldnder-Kaninchen vom 6. bis zum 28. Gestationstag
per Schlundsonde 0, 10, 30 oder 100 mg Bis(morpholino)methan/kg KG und Tag,
gelost in Maiskeimol. Die Reinheit der Testsubstanz betrug 93,5 %. Teratogene Ef-
fekte wurden bis zur héchsten Dosis nicht beobachtet. Es traten geringe reversible
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verzogerte Ossifikationen auf, die zufillig und nicht konsistent waren. Bei den Mut-
tertieren zeigten sich ab 30 mg/kg KG und Tag lokale Wirkungen im Magen wie
Erosionen und granulidre Verdnderungen und bei 100 mg/kg KG und Tag eine Ab-
nahme des Korpergewichts und der Futteraufnahme. Es ist sehr wahrscheinlich,
dass die Abnahme von Kérpergewicht und Futteraufnahme sekundére Effekte der
lokalen Wirkung sind. Der NOAEL fiir die maternale Toxizitdt betrug 10 mg/kg KG
und Tag, der fiir die entwicklungstoxische Wirkung 100 mg/kg KG und Tag (Lubri-
zol Deutschland GmbH 2005).

5.6 Genotoxizitat
5.6.1 In vitro

Bisher war die Genotoxizitat nicht ausreichend untersucht. Die Ergebnisse eines
Salmonella-Mutagenitétstests deuteten darauf hin, dass Bis(morpholino)methan
durch das abgespaltene Formaldehyd mutagen wirken kann (Begriindung von 1999).

Die neuen Studien zur In-vitro-Genotoxizitit sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

In einem nach OECD-Richtlinie 471 durchgefiihrten bakteriellen Mutagenitéts-
test in den Salmonella-Stimmen TA98, TA100, TA1535 und TA1537 sowie in
Escherichia coli WP2uvrA trat bei den Stimmen TA98 und TA100 ab 300 pg
Bis(morpholino)methan/Platte mit Zusatz eines metabolischen Aktivierungssys-
tems und ab 500 pg Bis(morpholino)methan/Platte ohne Zusatz eines metabo-
lischen Aktivierungssystems eine reproduzierbare Erh6hung der Revertantenzahl
auf (Lubrizol Corporation 2000).

In einem nach OECD-Richtlinie 473 durchgefithrten Chromosomenaberrations-
test mit CHL-Zellen fiithrte Bis(morpholino)methan ab 30 pg/ml ohne Zusatz eines
metabolischen Aktivierungssystems bzw. ab 60 pg/ml unter Zusatz eines metabo-
lischen Aktivierungssystems zu einem dosisabhingigen Anstieg der Haufigkeit von
Zellen mit strukturellen und numerischen Chromosomenaberrationen (ohne Gaps).
Hauptsichlich wurden Chromatidenbriiche und Chromatidenaustausche induziert.
Bei Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems kam es auch vermehrt zu poly-
ploiden Zellen (Lubrizol Corporation 2001 d).

In einem nach OECD-Richtlinie 476 durchgefithrten TK*--Mutationstest mit
L5178Y-Mauslymphomzellen wurde ab 30 pg/ml ein dosisabhéngiger Anstieg der
Mutationshdufigkeit beobachtet, unabhéngig von der metabolischen Aktivierung.
Bis(morpholino)methan induzierte mehr kleine als grofle Kolonien, was auf eine
vorwiegend klastogene Wirkung hinweist (Lubrizol Corporation 2001 e).

5.6.2 Invivo

In der Dosisfindungsstudie fiir den nach OECD-Priifrichtlinie 474 durchgefiihrten
Mikronukleus-Test an Cr1:CD-I(ICR)B-Méusen wurden je zwei ménnliche und
weibliche Tiere einmalig mit 0, 500, 750, 1000 oder 1500 mg/kg KG per Schlundson-
de behandelt. Da sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern
zeigte, wurden in der Hauptstudie nur ménnliche Miuse eingesetzt. Je sieben ménn-
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liche Tiere erhielten einmalig 0, 250, 500 oder 1000 mg Bis(morpholino)methan/kg
KG in Erdnussol per Schlundsonde. Die hochste Dosis- und die Kontrollgruppe um-
fassten je 14 Tiere. Neben der Untersuchung war nach 24 Stunden ein zweiter Un-
tersuchungszeitpunkt nach 48 Stunden vorgesehen. Fiinf ménnliche Tiere, die Cy-
clophosphamid bekamen, dienten als Positivkontrolle. Bei 1000 mg/kg KG traten
zusammengekauerte Haltung, Lethargie, struppiges Fell, Oberlidlihmung, unsiche-
rer Gang, verminderte Atmungsrate, gerduschvolles und mithsames Atmen, Dehy-
dration und geschwollener Bauch auf. Ein Tier dieser Dosisgruppe starb vorzeitig.
Die Tiere wurden nach 24 bzw. 48 Stunden getotet, das Knochenmark prépariert
und die polychromatischen und normochromatischen Erythrozyten auf Mikro-
nuklei untersucht. Die Anzahl der Erythrozyten mit Mikronuklei wurde durch die
Behandlung nicht erhéht. Bei 1000 mg/kg KG war an beiden Untersuchungszeit-
punkten das Verhéltnis von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozy-
ten erniedrigt. Zusammen mit den klinischen Symptomen und dem vorzeitigen Tod
eines Tieres ist dies der Hinweis, dass die Testsubstanz systemisch verfiigbar ist
(Lubrizol Corporation 2001 f).

Bei einem nach OECD-Priifrichtlinie 486 durchgefithrten UDS-Test (Test auf In-
duktion der DNA-Reparatursynthese) wurden aus den gleichen Griinden wie oben
beschrieben nur mannliche Tiere eingesetzt. Je vier Sprague-Dawley-Ratten wurden
per Schlundsonde einmalig mit 0, 300 oder 900 mg Bis(morpholino)methan/kg KG
behandelt (sechs Kontrolltiere). Im ersten Teil der Studie wurde 16 Stunden nach
der Dosierung die Leber perfundiert (Positivkontrolle: 2-Acetylaminofluoren), im
zweiten Teil nach zwei Stunden (Positivkontrolle: N,N'-Dimethylhydrazindihydro-
chlorid). Bei 900 mg/kg KG wiesen die Tiere im ersten Experiment gekriimmte Hal-
tung, laute Atmung und Diurese auf. Die Behandlung mit Bis(morpholino)methan
fithrte bis zur hochsten Dosis von 900 mg/kg KG nicht zu einer Induktion der DNA-
Reparatursynthese in der Leber (Lubrizol Corporation 2002 b).

Zusammenfassung. Bis(morpholino)methan wirkt in vitro an Bakterien mutagen
sowie an Sdugetierzellen mutagen und tiberwiegend klastogen. Die Klastogenitit in
vitro hat sich in vivo nicht bestitigt. In-vivo-Untersuchungen zur mutagenen Wir-
kung fehlen.

5.7 Kanzerogenitit

Zur Kanzerogenitit liegen nur zwei Studien mit subkutaner Gabe an Ratten vor, in

denen Tumoren an der Injektionsstelle beobachtet worden sind (Druckrey et al.

1968; Preussmann 1968). Diese sind bereits in der Begriindung von 1999 als nicht

fir die Bewertung der kanzerogenen Wirkung geeignet angesehen worden, da die

Applikationsform nicht fiir den Menschen relevant ist (Begriindung von 1999).
Neue Daten zur Kanzerogenitét gibt es nicht.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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6 Bewertung

Bis(morpholino)methan fithrt in einer 90-t4gigen Schlundsondenstudie an Ratten zu

lokalen Effekten im Vormagen und wirkt dtzend an der Kaninchenhaut. Damit ist der

kritische Effekt von Bis(morpholino)methan die lokale Reizwirkung am Atemtrakt.
Die Substanz ist ein Formaldehydabspalter.

MAK-Wert und Spitzenbegrenzung. Geeignete Daten beim Menschen zur Ab-
leitung eines MAK-Wertes liegen nicht vor. In einer Arbeitsplatzstudie haben sich
Luftkonzentrationen von 1,97 pl Formaldehyd/m? ergeben, jedoch sind keine kli-
nischen Untersuchungen der Beschiftigten durchgefiihrt worden (Lubrizol Corpo-
ration 2008, 2016). Tierstudien mit wiederholter inhalativer Gabe fehlen. In einer
oralen 90-Tage-Studie an Ratten ergibt sich ein NOAEL fiir lokale Effekte wie Akan-
those und Hyperkeratose im Vormagen von 15 mg Bis(morpholino)methan/kg KG
und Tag. Systemische Toxizitdt wird bis zur hochsten Dosis von 250 mg/kg KG und
Tag, die nach 10 Wochen auf 150 mg/kg KG und Tag reduziert worden ist, nicht be-
obachtet (Lubrizol Corporation 2002 a; Lubrizol Deutschland GmbH 2002). Bei
geringeren pH-Werten als 8, wie sie im Magen (pH-Wert: 1-1,5) vorliegen, wird aus
Bis(morpholino)methan Formaldehyd freigesetzt. Maximal kénnen 16 % der Ver-
bindung als Formaldehyd abgespaltet werden. Da fiir Bis(morpholino)methan die
lokalen Effekte im Vordergrund stehen und Inhalationsstudien zur Klarung der lo-
kalen Effekte im Atemtrakt fehlen, wird die Substanz dem Abschnitt II b zugeordnet.
Eine Spitzenbegrenzung entfillt.

Fruchtschidigende Wirkung. In einer nach OECD-Richtlinie 414 durchgefiihr-
ten Entwicklungstoxizitatsstudie an Kaninchen treten bis zur héchsten Dosis von
100 mg Bis(morpholino)methan/kg KG und Tag, gegeben per Schlundsonde, keine
entwicklungstoxischen Effekte auf. Bereits ab 30 mg/kg KG und Tag kommt es bei
den Muttertieren zu lokalen Reizwirkungen im Magen (Lubrizol Deutschland
GmbH 2005). Da kein MAK-Wert abgeleitet wird, entféllt die Zuordnung zu einer
Schwangerschaftsgruppe.

Krebserzeugende Wirkung. Geeignete Studien zur Bewertung der Kanzerogeni-
tdt von Bis(morpholino)methan liegen nicht vor. Da die Substanz ein Formaldehyd-
abspalter ist, ist auch Formaldehyd bei der Bewertung der Kanzerogenitéit zu be-
riicksichtigen. Formaldehyd ist ein lokales Kanzerogen mit der Bildung von
Plattenepithelzellkarzinomen in der Nasenhohle von Ratten und Méausen ( Nachtrag
»Formaldehyd” 1987). Messungen der Luftkonzentration am Arbeitsplatz mit der
Exposition gegen Bis(morpholino)methan sind durchschnittlich bei 1,97 pl Form-
aldehyd/m? (< 1 bis 6,2 ul/m?®) (Lubrizol Corporation 2008, 2016). Da der Abstand
der Luftkonzentrationen von Formaldehyd und dem MAK-Wert von Formaldehyd
bei 300 pl/m?® mit 150 ausreichend grof3 ist, und die gemessenen Luftkonzentratio-
nen im Hintergrundbereich liegen, wird weiterhin keine Einstufung in eine Katego-
rie fiir Kanzerogene vorgenommen.
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Keimzellmutagene Wirkung. Bis(morpholino)methan wirkt in vitro an Bakte-
rien mutagen sowie mutagen und iberwiegend klastogen an Siugetierzellen
(Lubrizol Corporation 2000, 2001 d, e). Die Klastogenitit in vitro hat sich in vivo
nicht bestitigt (Lubrizol Corporation 2001 f). In-vivo-Untersuchungen zur mutage-
nen Wirkung liegen nicht vor. Ahnlich wie bei Formaldehyd kénnten lokal an der
Eintrittspforte genotoxische Effekte zu erwarten sein, in Abhéngigkeit von der frei-
gesetzten Formaldehydmenge. Die Luftmessungen am Arbeitsplatz weisen eine un-
terhalb des Grenzwertes fiir Formaldehyd liegende Belastung nach (s. oben). Ins-
gesamt reichen die Daten zur Genotoxizitit fiir Bis(morpholino)methan nicht aus,
um eine Einstufung in eine der Kategorien fiir Keimzellmutagene vorzunehmen.

Hautresorption. Daten zur dermalen Aufnahme beim Menschen liegen nicht vor.
In einer nach OECD-Priifrichtlinie 428 durchgefiihrten In-vitro-Studie an dermato-
mierter menschlicher Haut wurde mit *C-markiertes Bis(morpholino)methan mit
unterschiedlichen Markierungen und achtstiindiger Exposition eingesetzt. Es wur-
den 10 pl/cm? appliziert. Nach 24 Stunden wurden von einer 3%igen Bis(morpholi-
no)methan-Losung 68 % resorbiert (Lubrizol Deutschland GmbH 2007 c). Mit einer
angenommenen Dichte von 1 g/cm? ldsst sich daraus ein Flux von 8,5 pg/cm? und
Stunde berechnen. Dies wiirde unter der Annahme einer einstiindigen dermalen
Exposition beider Hinde und Unterarme (ca. 2000 cm?) eine Aufnahme von 17 mg
ergeben. Aus einer 90-tégigen Schlundsondenstudie an Ratten ergibt sich ein syste-
mischer subchronischer NOAEL bei Ratten von ca. 250 mg/kg KG und Tag (Lubri-
zol Corporation 2002 a). Zur toxikokinetischen Ubertragung dieses systemischen
NOAEL auf den Menschen werden beriicksichtigt: der dem toxikokinetischen Un-
terschied zwischen der Ratte und dem Menschen entsprechende speziesspezifische
Korrekturwert (1:4), die angenommene orale Resorption von 100 %, die tagliche Ex-
position der Tiere im Vergleich zur fiinftagigen Exposition pro Woche am Arbeits-
platz (7:5), das Korpergewicht (70 kg) des Menschen, eine mogliche Wirkungsver-
starkung mit der Zeit (1:2) und die Ubertragung des NOAEL des Tierversuchs auf
den Menschen (1:2). Damit errechnet sich eine systemisch tolerable Menge von
1530 mg. Da die dermal aufgenommene Menge geringer ist als 25 % der systemi-
schen tolerablen Menge, wird der Stoff nicht mit ,H“ markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Den klinischen Beobachtungen beim Menschen zu-
folge weist Bis(morpholino)methan ein hautsensibilisierendes Potenzial auf, das si-
cherlich auch auf die Freisetzung von Formaldehyd zuriickgefiithrt werden kann.
Bis(morpholino)methan wird daher mit ,,Sh“ markiert. Die vorliegenden Ergebnisse
in tierexperimentellen Untersuchungen sind zwar negativ, wegen der verwendeten
geringen Substanzkonzentrationen jedoch nicht fiir die Bewertung heranziehbar.
Zur immunologischen Wirkung des Bis(morpholino)methan an den Atemwegen
liegt ein Bericht vor, der auf eine atemwegssensibilisierende Wirkung von Bis(mor-
pholino)methan hinweist, der aber als einzige Kasuistik gemafs den Kriterien der
Kommission nicht ausreicht, um eine atemwegssensibilisierende Wirkung von
Bis(morpholino)methan zu begriinden. Bis(morpholino)methan wird daher weiter-
hin nicht mit ,,Sa“ markiert.
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