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1 Zusammenfassung

Azofarbmittel sind synthetisch aus aromatischen Aminen her-
gestellte Farbstoffe und Pigmente, die fiir die Einfarbung von
verschiedensten Substraten (zum Beispiel Wolle, Seide, Holz,
Papier, Ole, Fette, etc.) geeignet sind. Sie bilden die gréRte
Gruppe der Farbstoffe (~1000 weltweit) und lassen sich in
Iosliche Azofarbstoffe sowie im Anwendungsmedium unlos-
liche Azopigmente unterteilen. Losliche Azofarbstoffe werden
zusétzlich in wasserldsliche (hydrophile) und fettlosliche (lipo-
phile) Azofarbstoffe unterteilt. Die generelle Einteilung in ,,im
Anwendungsmedium I6sliche Azofarbstoffe* und ,unldsliche
Azopigmente*® ist aus toxikologischer Sicht duRerst wichtig. Los-
liche Azofarbstoffe sind iiber die Lunge, den gastrointestinalen
Trakt (GIT) als auch die Haut bioverfiigbar, das heil3t werden
vom Korper des Menschen aufgenommen. Unldsliche Azopig-
mente konnen dagegen nur iiber die Lunge oder den GIT in
den Korper des Menschen gelangen. Die bisher beim Menschen
beschriebenen toxischen Effekte nach Exposition gegeniiber
Azofarbmitteln (allergische Kontaktdermatitis, Harnblasenkrebs)
deuten zudem darauf hin, dass vor allem die Freisetzung von
aromatischen Aminen und nicht die Azofarbmittel selbst fiir
die toxischen Effekte verantwortlich sind. Dazu miissen im
Korper des Menschen jedoch die notwendigen biologischen
Voraussetzungen fiir eine reduktive Spaltung des Azofarbmittels
vorliegen. Letztere sind nur gegeben, wenn das entsprechende
Azofarbmittel [6slich und damit fiir eine enzymatische Spaltung
iiberhaupt zuganglich ist. Dementsprechend wurden toxische
Effekte beim Menschen bisher auch ausschlieflich nach Ex-
position gegeniiber l8slichen Azofarbstoffen, jedoch nicht
gegeniiber unldslichen Azopigmenten beschrieben.

Losliche Azofarbstoffe kdnnen beim Menschen erwiesenerma-
Ren eine allergische Kontaktdermatitis erzeugen. Inwiefern
[6sliche Azofarbstoffe Tumoren beim Menschen induzieren
kdnnen, ist abhdngig von ihrem Potenzial, im Kérper Stoffwech-
selprodukte - in erster Linie aromatische Amine - zu generieren,
welche {iber einen direkten oder indirekten Mechanismus Krebs
induzieren kénnen. In der Literatur liegen Erkenntnisse vor,
die zeigen, dass vor allem diejenigen I6slichen Azofarbstoffe
ein krebserzeugendes Potenzial beim Menschen besitzen, die
bei der reduktiven Spaltung der Azobindung erwiesenerma-
Ren humankanzerogene aromatische Amine (unter anderem
2-Naphthylamin, 4-Aminobiphenyl sowie Benzidin und dessen
Derivate) freisetzen kénnen. Da es aufgrund der Vielzahl der
Verbindungen unmdglich ist, eine genauere Differenzierung
durchzufiihren, empfiehlt die Senatskommission zur Priifung
gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft alle Azofarbmittel (das heiflt einschlieBlich
der unléslichen Azopigmente) so zu handhaben, als ob sie
eingestuft waren, wie es der kanzerogenen beziehungsweise
kanzerogenverdédchtigen Aminkomponente entspricht.

Im Vergleich zum Nager besitzt der Mensch eine Haut mit einer
schlechteren Permeabilitdt des unverdnderten loslichen Azo-
farbstoffes. Untersuchungen zeigen, dass l6sliche Azofarbstoffe
auf der Haut durch bakterielle Spaltung der Azobindung in
I6sliche, groRtenteils polare Metaboliten umgesetzt werden
konnen, die iiber die Haut der exponierten Person aufge-
nommen und im Harn ausgeschieden werden. Quantitative
Aussagen zur Umsetzung sowie zur anschlieBenden Resorption
liber die Haut und der Natur der entstehenden Metaboliten
konnen aus den bisher verdffentlichten Resultaten jedoch
nicht gezogen werden und erfordern dementsprechend ei-
ne Einzelfallpriifung der individuellen Gegebenheiten. Dazu
muss entweder die zur Verfiigung stehende Literatur fiir den
entsprechenden loslichen Azofarbstoff ausgewertet und auf
den spezifischen Fall angewandt werden oder - falls diese
Daten nicht vorhanden sind - orientierende experimentelle
Untersuchungen im Labor durchgefiihrt werden. Wesentliche
Verfahren zu einer ersten Evaluierung der Hautgangigkeit von
Azofarbstoffen und aromatischen Aminen sind dabei sowohl
in vitro als auch in vivo etabliert und bekannt, wurden aber
noch nicht im Zusammenhang mit einer spezifischen Exposi-
tion gegeniiber Azofarbstoffen untersucht. Im Gegensatz zu
I6slichen Azofarbstoffen ist aufgrund ihrer Unléslichkeit fir
Azopigmente weder eine Hautgangigkeit (sowohl passiv oder
aktiv) als auch eine Zersetzung in freie aromatische Amine auf
der Haut anzunehmen.

Nach der Bereitstellung von fertig einsetzbaren Azofarbmit-
telzubereitungen Mitte der 50er Jahre des vergangenen Jahr-
hunderts steht aus praventivmedizinischer Sicht an heutigen
Arbeitsplatzen hauptsachlich der Aufnahmeweg liber die Haut
und den GIT sowie durch Azofarbmittel hervorgerufene allergi-
sche Erkrankungen im Vordergrund. Aufgrund des zusatzlichen
Anwendungsverbots (siehe TRGS 614) beziehungsweise des
freiwilligen Verzichts vieler Hersteller auf die Verwendung
von ldslichen Azofarbstoffen auf Basis kanzerogener Amine
(unter anderem auch der Druck- und Textilindustrie) mit
Beginn der 70er Jahre des vergangenen Jahrhunderts und
einer Latenzzeit von bis zu 40 Jahren bei Harnblasenkrebs ist
aus retrospektiver Sicht mit keinem wesentlichen Anstieg an
azofarbstoffinduzierten Harnblasenkrebsfallen in Zukunft zu
rechnen. Eine Ausnahme stellen Arbeitsplatze dar, an denen
entweder Restaurationsarbeiten (unter anderem Schleifarbeiten
an Mabeln) durchgefiihrt werden oder Umgang mit markiertem
Mineraldl besteht. In beiden Fallen ist noch eine vorwiegend
inhalative beziehungsweise dermale Exposition gegeniiber
kanzerogenen aromatischen Aminen maglich, die per se einer
Einzelfallpriifung bedarf. Diese Einzelfallpriifung sollte sowohl
das verwendete Azofarbmittel, seine Verunreinigung mit dem
unveranderten aromatischen Amin sowie die Untersuchung des
Expositionspfades und die Hohe der Exposition umfassen.
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2 Aligemeine Einleitung zu Azofarbmitteln

2.1 Struktur und Eigenschaften

Azofarbmittel sind synthetisch hergestellte Farbstoffe und
Pigmente und definieren sich chemisch {iber die Azo Gruppe
(R1-N=N-R2) [1]. Die chromophore Gruppe wird durch konju-
gierte Doppelbindungen gebildet, welche eine Delokalisation
der m-Elektronen erleichtert [2]. Auf diese Weise wird von
einer Verbindung ein bestimmter Teilbereich des sichtbaren
Spektrums von 400-800 nm absorbiert. Das menschliche Auge
nimmt den nicht absorbierten, gestreuten und reflektierten
Anteil des Spektrums wahr und sieht die entsprechende Kom-
plementarfarbe des absorbierten Lichtes [3].

Unter dem Begriff Azofarbstoff versteht man dabei die im
Anwendungsmedium l6slichen Azofarbmittel, die zusatzlich
in hydrophile (das heiRt wasserldsliche) und lipophile (das
heiRt fettlosliche) Azofarbstoffe unterteilt werden. Unter dem
Begriff Azopigment versteht man die im Anwendungsmedium
unléslichen organischen Azofarbmittel. Eine weitere weit ver-
breitete Einteilung beriicksichtigt die Art der Bindung an das
Tragermaterial und wird in anionische (“direct” beziehungswei-
se “acid”), kationische (“basic”) und nicht-ionische Azofarbmittel
(“dispers”) durchgefiihrt. Fiir eine einheitliche Nomenklatur
beziehungsweise eindeutige internationale Bezeichnung fiir
Azofarbmittel kann der seit 1925 durch die ,,British Society of
Dyers and Colourists“ und die ,,American Association of Textile
Chemists and Colorists“ herausgegebene und weltweit giiltige
Colour Index (Cl) herangezogen werden. In der Praxis wird
dieser jedoch kaum angewandt, so dass fiir ein und dasselbe
Azofarbmittel oftmals eine Vielzahl unterschiedlicher Handels-
namen (zum Beispiel je nach Hersteller) vorliegt. Als Beispiel
kann der Azofarbstoff ,,Amaranth“ genannt werden, fiir den es
insgesamt 80 verschiedene Handelsnamen gibt [4].

Azofarbmittel besitzen zum groRten Teil eine lineare Struk-
tur, auch wenn die Azobindung durch die Elektronenpaare
an jedem der Stickstoffatome leicht abgewinkelt ist [5]. Wei-
terhin sind sie durch eine planare Konfiguration und eine
Praferenz zum trans-Isomer gekennzeichnet [6]. Die Azo-

NH,
+ HX

2

gruppe ist das Element mit den hochsten elektronegativen
Eigenschaften im Molekiil [7] und zieht unter Bildung einer
Azoxygruppe gerne Elektronen, zum Beispiel aus Sauerstoff (0,)
an [&]. Die hohe Elektronegativitat der Azogruppe ist auch dafiir
verantwortlich, dass ein Azofarbmittel nach Aufnahme in den
Organismus in einem ersten Schritt reduktiv in die entsprechen-
den aromatischen Amine gespalten werden kann.

2.2 Herstellung, Verwendung und
Uberwachung in Endprodukten

Die Herstellung von Azofarbmitteln erfolgt liber eine Diazo-
tierung von aromatischen Aminen zu den entsprechenden
Diazoverbindungen und deren anschlieende Kupplung mit
einer geeigneten Kupplungskomponente, zumeist weiteren aro-
matischen Aminen zum fertigen Azofarbmittel (Abbildung 1) [3].
Abhangig von den Ausgangsstrukturen der aromatischen Amine
und Kupplungskomponenten und deren Seitengruppen konnen
die Farbeigenschaften sowie die Loslichkeit und die pH-Eigen-
schaften der Azofarbmittel nahezu beliebig beeinflusst werden.
Wegen der einfachen, meist in Wasser verlaufenden Synthese
und der nahezu unbegrenzten Variationsbreite bei der Wahl
der Diazo- und Kupplungskomponenten, ist die Erstellung einer
auBerordentlich groRen Vielfalt von Azofarbmitteln méglich,
welche fiir die Einfarbung von verschiedensten Substraten
geeignet sind. Ein breites Spektrum von Farbtonen, Anwen-
dungs- und Echtheitseigenschaften wird somit erreicht.

Als erstes Azofarbmittel wurde 1861 p-Aminoazobenzol (“Ani-
lingelb”) synthetisiert. Weitere Azofarbmittel auf Anilinbasis
(“Indigofarbstoffe”) wurden groRtechnisch seitens der BASF-AG
fiir die Textilindustrie hergestellt. Dazu gehdrte Mohnrot (1878)
und Benzopurpurin, dessen rote Farbe gegen Sauren wider-
standsfahig war. Viele der Azofarbmittel farbten Textilien ohne
vorheriges Beizen. 1885 wurde das erste blaue Azofarbmittel
angemeldet. Bis zum Ersten Weltkrieg wurden synthetische
Farbmittel fast ausschlieRlich in Deutschland hergestellt. Im
weiteren Verlauf weiteten sich die Produktionsstétten auf die

+ -

N, X

1. Diazotierung

Ny X R
©/ + ©/ > @7,\{/’\1 R 2. Azokupplung, R=OH, NH,, SO, etc.
- HX

Abbildung 1 Herstellung von Azofarbstoffen in einer zweistufigen Reaktion mittels einer Diazotierung aromatischer Amine und einer anschlie-
Renden Azokupplung mit unterschiedlichen aktivierten Kupplungskomponenten (zum Beispiel Phenolen, aromatischen Aminen, Sulfonsdu-
ren, etc.). Die Reaktion findet vor dem Hintergrund der schnellen Zersetzung des Diazoniumsalzes bei niedriger Temperatur und /n-situ, das

heilt ohne Isolierung des Zwischenproduktes, statt.
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ganze Welt aus und der Einfluss Europas ging drastisch zuriick.
Im Jahre 1996 schlieBlich besall West-Europa einen Anteil von
lediglich ca. 18% an der Produktion von Textilfarbstoffen mit
weiter fallenden Produktionsanteilen [8].

Azofarbmittel jeglicher Art sind seit iiber 100 Jahren in Ge-
brauch [4, 9] und kommen weltweit in Lebensmitteln, Fetten,
Holz, Papier, Kosmetikprodukten [10], Textilien (natiirliche und
kiinstliche Fasern) und Leder [11] sowie in Tattoofarbstoffen
[10], Plastik- und Gummiprodukten, Pharmazeutika, Insekti-
ziden (Chlordimeform), Farben, Lacken, Polituren, Holzbeizen,
Druckerpatronen und Farbungslésungen in chemischen Labo-
ratorien vor. Zu bemerken ist, dass rund 50% aller Farbmittel in
der Textilindustrie eingesetzt werden. Azofarbmittel reprasen-
tieren nach Anzahl und Produktionsmenge die groRte Gruppe
aller synthetischen Farbmittel. Sie schlieBen etwa 70% aller
auf dem Markt befindlichen organischen Farbmittel ein und
stammen heute vorwiegend aus China, Indien, Korea, Taiwan
und Argentinien [3]. Chen et al. schatzen, dass insgesamt ca.
1000 Azofarbmittel weltweit im Umlauf sind, wovon 500 poten-
ziell kanzerogene Eigenschaften besitzen. Die Zahlen variieren
zwischen den verschiedenen Autoren, wobei fiir Deutschland
keine genauen Daten vorliegen [1, 12].

Saure beziehungsweise anionische Azofarbmittel (“acid dyes”
beziehungsweise “anionic dyes”) werden hauptsachlich zum
Farben von tierischen Fasern - vor allem Wolle- und Poly-
amidfasern aus wassrigen Lésungen in der Textilindustrie ein-
gesetzt. Auerdem werden sie zur Farbung von Leder, Papier,
Jute, Stroh, eloxiertem Aluminium, Insektiziden, Diingemitteln,
Kunststoffen, Holzbeizen, Klarlacken, Lasuren, Kosmetika, aber
auch von Nahrungsmitteln und Getranken verwendet. Bei 90%
aller gefarbten Ledererzeugnisse werden saure Azofarbmittel
verwendet. Bei sauren Azofarbmitteln handelt es sich um
hydrophile, das heilt wasserlosliche Azofarbstoffe. Sie ent-
halten einen oder mehrere ionische Substituenten, vor allem
Sulfonsauregruppen. Die Bezeichnung saures Azofarbmittel
leitet sich vom Féarbeprozess ab, da sie in saurer Losung auf
das Trdgermaterial aufgebracht werden. Basische beziehungs-
weise kationische Azofarbmittel ("basic dyes” beziehungsweise
“cationic dyes”) dienen vor allem zur Farbung von Polyacrylnitril-
Fasern und anionisch modifizierten Polyester-Fasern. Weitere
Anwendungsgebiete sind die Papier- und Lederférbung, sowie
die Herstellung von Flexodruckfarben, Kugelschreiberpasten und
Stempelfarben. Basische Azofarbmittel weisen Amino-Gruppen
auf, die teilweise mit Alkygruppen substituiert sein kdnnen und
deren freies Elektronenpaar mit in die Resonanz und damit die
Farbgebung des Azofarbmittels einbezogen ist. Direktfarbstoffe
oder substantive Azofarbmittel (“direct dyes”) werden vor allem
zur Farbung von Baumwollgeweben, aber auch zur Farbung
von Papier und Leder verwendet. AuBerdem finden sie breite
Anwendung zur Farbung von zahlreichen anderen Materialien
wie Tinte, Wasserfarben, Holzbeizen, Druckfarben, Kunstharz,
regenerierter Zellulose, Zellglas und Kosmetika wie Haarfarben

und Seife. Substantive Azofarbmittel sind zunachst wasserlos-
liche Azofarbstoffe, deren lang gestreckte Molekiile sich unter
anderem in den Hohlrdumen der Makromolekiile der Zellulose
einlagern. Dort aggregieren sie und sind im Anschluss kaum
mehr auswaschbar. Dispersionsfarbstoffe enthalten keine ioni-
schen Funktionen, sondern hydrophobe Gruppen wie -OR, -NR,
-NO, oder -CN, die oft auch zur Bildung von Wasserstoffbriicken
beitragen. Dementsprechend l6sen sich diese Farbstoffe nur
wenig in Wasser und gehdéren somit mehr zu den lipophilen
Azofarbstoffen. Farbstoffe mit diesen Eigenschaften eignen sich
besonders zum Farben hydrophober Fasern wie Polyester oder
Acetylcellulose. Sie werden aus wassriger Dispersion auf die
Faser gezogen und haften dort wahrscheinlich infolge von
Wasserstoffbriicken, Dipol-Dipol- und Van der Waals-Kraften
zwischen Faser und Farbstoff. Reaktivfarbstoffe stellen eine der
modernsten Farbemethoden fiir Gewebe dar. Dabei reagieren
Farbstoff und Faser unter Kniipfung einer kovalenten Bindung.
Reaktivfarbstoffe sind insbesondere zum Farben von Cellulose,
Wolle und Polyamid geeignet.

Unabhangig vom verwendeten Azofarbmittel steht in der Zwi-
schenzeit beim Farbeprozess die Farbung ohne vorheriges Bei-
zen des Gewebes im Vordergrund. Die Beizenfarbung selbst hat
nur noch geringfiigige technologische Bedeutung. Bei diesem
Farbeprozess wird auf dem Gewebe mit Hilfe hydrolysierbarer
Salze ein Metallhydroxid gefallt, welches mit sauren Farbstof-
fen Farblacke bildet. Umgekehrt konnen auch die Polyphenole
der Gerbstoffe auf der Gewebeoberfldche ausgeféllt werden
(“sauer beizen”). Derart praparierte Gewebe binden basische
Farbstoffe und das Verfahren wird hauptsachlich zur Farbung
von Wolle verwendet, in geringerem AusmaR auch fiir Seide,
Nylon, Leder, Pelze, Papier und eloxiertem Aluminium. SchlieR-
lich wird beim Férbeprozess auch zwischen Farbpigment und
Farbstoff unterschieden. Farbpigmente dringen nichtins Innere
der Faser vor. Sie werden mit Hilfe eines Bindemittels auf der
Oberflache des textilen Flachengebildes fixiert. Das Bindemittel
ist meist eine wassrige Dispersion von Mischpolymeren, welche
nach einer Hitzebehandlung vernetzen und so die Pigmente
einbetten. Die chemische Konstitution der Pigmente ist duRerst
vielfdltig. Sie reicht von einfachen Salzen von Azofarbmitteln
bis zu Phthalocyanin- und Anthrachinonverbindungen.

Aufgrund der potenziellen kanzerogenen Eigenschaften einer
Vielzahl von Azofarbmitteln ist deren Einsatz weltweit in den
vergangenen Jahren stark eingeschrankt worden, insbesondere
bei denjenigen Azofarbmitteln, die beim Menschen eindeutig
krebserzeugende aromatische Amine als Komponenten ent-
halten (unter anderem Benzidin [Bz], 2-Naphtylamin [2-NA]
und 4-Aminobiphenyl [4-ABP]). Insgesamt gibt es jedoch keine
weltweit einheitlichen Richtlinien, welche Azofarbmittel an-
gewandt werden diirfen, welche komplett verboten sind und
welche begrenzt unter bestimmten Auflagen und Eigenschaften
eingesetzt werden diirfen. Jedes Land hat fiir einzelne Azofarb-
mittel eigene Richtlinien entwickelt. Vor diesem Hintergrund

BGFA-Report



wird diesbeziiglich auch die Einfuhr von Lebensmitteln und
Bedarfsgegenstédnden, vor allem aus asiatischen Landern, iiber-
wacht und Ergebnisse dieser Uberwachung fiihren - falls nétig
- zu entsprechenden Anpassungen der Gesetze zum Schutz des
Verbrauchers [13].

Fiir Deutschland stellt sich die Situation im Moment so dar, dass
fur den Verbraucher die Verwendung und das Inverkehrbringen
von Azofarbmitteln im Lebensmittel- und Bedarfsgegenstande
sowie im Futtermittelgesetzbuch und der Kosmetikverordnung
geregelt wird (ibergeordnet auch durch entsprechende EU-Ba-
sisverordnungen wie der 2002/61/EG [14 ]). Am Arbeitsplatz
gelten die Bestimmungen der TRGS 614 (,Verwendungsbe-
schrankungen fiir Azofarbstoffe, die in krebserzeugende aroma-
tische Amine gespalten werden konnen*). Sie bilden - je nach
Anwendung - den gemeinsamen Rechtsrahmen (mit Ausnahme
von Haarfarben). Die Richtlinien verbieten die Verwendung
von als gefahrlich gekennzeichneten Azofarbmitteln sowie das
Inverkehrbringen bestimmter mit solchen Stoffen gefarbter Ge-
brauchs- und Lebensmittelerzeugnisse. Zurzeit trifft dies auf
22 aromatische Amine zu. Aullerdem gibt die EU-Richtlinie
eine Obergrenze von 30 ppm fiir die Freisetzung potenziell
krebserzeugender aromatischer Amine aus Azofarbmitteln an.
Falls mehr als 30 ppm der gelisteten aromatischen Amine im
Fertigerzeugnis oder in gefarbten Teilen freigesetzt werden
kdnnen, diirfen diese in Textil- und Ledererzeugnissen, die mit
der menschlichen Haut oder der Mundhdhle direkt und langere
Zeit in Beriihrung kommen kdnnen, nicht verwendet werden.
Die gleichen Rahmenbedingungen gelten fiir neu synthetisierte
Azofarbmittel, die vor ihrer Marktzulassung gemaR Anhang
VIl der EU Richtlinie 67/548/EWG auf Mutagenitat und Kanze-
rogenitat mittels /n-vitro-Nachweisverfahren getestet werden
miissen. Im Regelfall werden ein bakterieller und ein nicht
bakterieller Test ohne und mit metabolischer Aktivierung vor
der Zulassung eingefordert. Da die im bakteriellen Ames-Test
eingesetzten Stdimme an Salmonella typhimurium keine effizi-
ente Azoreduktase enthalten, wird der bakterielle Ames Test in
der Grundstufe mit einer speziell fiir Azofarbmittel entwickelten
Methodenmodifikation nach Prival & Mitchell durchgefiihrt
[15]. Eine Priifung von krebserzeugenden Eigenschaften im
Langzeittierversuch erfolgt in der Regel erst nach positiven
Ergebnissen aus Kurzzeittests [3].

Neben der industriellen Anwendung und der in diesen Berei-
chen potenziellen beruflichen Exposition geraten Azofarbstoffe
aufgrund ihrer schweren Abbaubarkeit teilweise auch iiber die
Abwasseranlagen in die Umwelt. Vor allem die in der Textil-
industrie eingesetzten Azofarbmittel bestehen aufgrund ihrer
Sulfatgruppen zu ca. 60-70% aus wasserldslichen (hydrophilen)
Azofarbstoffen und gelangen direkt iiber das Abwasser in die
Umwelt, da ein vollstindiger Abbau lediglich im anaeroben
Milieu moglich ist [9].
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2.3 Aufnahme und Metabolismus

Wahrend die unldslichen Azopigmente lediglich tiber die Lunge
und den gastrointestinalen Trakt (GIT) vom Kérper aufgenommen
und aufgrund ihrer Unloslichkeit nicht in aromatische Amine
gespalten werden kdnnen, werden I6sliche Azofarbstoffe neben
der Lunge und GIT zusatzlich auch iiber die Haut aufgenommen.
Aufgrund lhrer Loslichkeit kdnnen aus ihnen durch reduktive
enzymatische Spaltung dariiber hinaus bereits vorher (auf der
Haut) oder nachher (nach Aufnahme iiber Lunge, GIT und/oder
Haut) in der Leber aromatische Amine freigesetzt werden. Im
Folgenden werden daher in erster Linie die Aufnahme und der
Metabolismus von I6slichen Azofarbstoffen diskutiert. In Ab-
hangigkeit vom Umgang, von der Form und der Loslichkeit der
Azofarbstoffe kann die Aufnahme sowohl inhalativ (Staub oder
Aerosol), dermal als auch oral erfolgen, wobei die Aufnahme
tiber den GIT und die Haut iiberwiegt. Durch Schweil’ und Rei-
bung kommt es bei letzterem Aufnahmeweg zunachst zu einer
Elution von Farbstoffen aus kdrpernah getragenen gefarbten
Textilien, welche im Anschluss entweder in Ausgangsform oder
chemisch verdndert (zum Beispiel in Form von Stoffwechsel-
produkten) iiber die Haut aufgenommen werden kénnen. Eine
besondere Form der Aufnahme bestand in der Vergangenheit an
spezifischen Arbeitsplatzen, an denen bis Mitte der 50er Jahre
des vergangenen Jahrhunderts Zubereitungen von Azofarbmit-
teln aus den entsprechenden Farbpulvern hergestellt wurden.
Hier konnte es zu einer nicht zu unterschitzenden Aufnahme
des Pulvers tiber die Lunge kommen. Aber auch heutzutage
konnen vereinzelt noch inhalative Expositionen auftreten: bei
Restaurationsarbeiten (zum Beispiel alter Mdbel) und beim
Umgang mit markiertem Mineraldl (siehe TRGS 614).

Die Resorption - speziell die Resorption iiber die Haut und den
GIT - ist zusétzlich abhdngig von der Molekularen Masse und der
Polaritat des betreffenden Azofarbstoffes. Beispielswiese sind
Polymere schwer und auf unterschiedliche Weisen resorbierbar,
wohingegen alle Molekiile mit einer Molekiilmasse <300 Da
nahezu komplett durch aktive Transportmechanismen bezie-
hungsweise Diffusion resorbiert werden. Die Pharmaindustrie
bedient sich der Tatsache, dass bei einem polymerischen “Azo
Prodrug” die Azogruppe aufgrund ihrer schwereren beziehungs-
weise verzogerten Resorption erst im GIT oder speziell im Colon
reduziert wird und dort im Anschluss spezifisch wirken kann
(zum Beispiel Sulfazalazin). Bei entziindlichen Darmerkran-
kungen ist die Resorption von Azofarbstoffen zusétzlich erhoht
beziehungsweise beschleunigt [&4]. In Tierversuchen wurde
nach gleichzeitiger Einnahme von Antibiotika wie Neomycin
oder Tetrazyklin ebenfalls eine gesteigerte Resorption von
Azofarbstoffen beobachtet [4, 16]. Insgesamt kénnen jedoch
keine allgemeingiiltigen Aussagen iiber die Aufnahme und das
AusmaR der Aufnahme von Azofarbstoffen getroffen werden,
so dass fiir jeden Umgang mit diesen Stoffen eine spezifische
Expositions- und Risikoabschatzung erfolgen muss.



In Fazes wird nur wenig der aufgenommenen unverdnderten
Azofarbstoffe wieder ausgeschieden, sodass davon ausgegan-
gen werden muss, dass Azofarbstoffe groRtenteils metabolisiert
und iiber den Harn ausgeschieden werden. Hier ist zwischen der
Aufnahme iiber den GIT und iiber die Haut zu unterscheiden. Bei
der Aufnahme iiber die Haut werden die I6slichen Azofarbstoffe
teilweise durch Mikroorganismen auf der Haut reduziert (siehe
Kapitel 3). Im Anschluss werden die Metaboliten resorbiert,
welche in die Leber gelangen und dort weiter umgesetzt werden
[17]. Zusatzlich konnen die Azofarbstoffe - inshesondere im
Falle lipophiler, das heiRt fettloslicher Azofarbstoffe - unver-
andert {iber die Haut aufgenommen und erst im Anschluss
in der Leber metabolisiert werden. Teilweise ist diese jedoch
nicht komplett, so dass ein Teil des Farbstoffes auch wieder
in unveranderter Form aus dem Korper gelangt. Nach oraler
Aufnahme von Azofarbstoffen findet eine dhnliche Spaltung
und Resorption der Metabolite beziehungsweise Resorption
des unveranderten Azofarbstoffes im GIT statt. Letzteres gilt
insbesondere fiir wasserlosliche (hydrophile) Azofarbstoffe
Farbstoffe mit einer bereits zu Beginn vorhandenen erhohten
Polaritat, welche - vor allem in Lebensmittelfarben - durch
die strukturelle Einfiihrung einer oder mehrerer Sulfatgruppen
erreicht wird. Derartige Azofarbstoffe werden aufgrund ihrer
erhéhten Polaritat schneller ausgeschieden. Ahnlich wie auf der
Haut, sind im Gegensatz dazu nicht polare, das heiRt lipophile
Farbstoffe schneller unverdndert resorbierbar und werden erst
in der Leber weiter metabolisiert [18].

Nach der Resorption im Korper werden Azofarbstoffe zu einer
Vielzahl unterschiedlicher Substanzen metabolisiert, unter an-
derem iiber instabile Hydrazo-Zwischenprodukte (R-NH-NH-R")
zu freien aromatischen Aminen reduziert [4]. Dies geschieht
durch verschiedene Reduktasen sowohl im GIT [19] als auch
in der Leber [20]. Dabei werden durch das Cytochrom P450-
System hydrophile Substanzen bereits teilweise im GIT und
lipophile Substanzen vor allem auf mikrosomaler Ebene in
der Leber metabolisiert. [21 - 24] Die Reduktion erfolgt im GIT
dabei durch Bakterien der Darmflora. [25 - 29]. Obwohl sich
eine gute Assoziation zwischen den Eigenschaften bakterieller
Azoreduktasen in anaeroben Darmbakterien der Ratte und des
Menschen beobachten lies, ist eine Ubertragbarkeit von Ergeb-
nissen zur Aufnahme und Metabolismus von Azofarbstoffen
aus Tierversuchen auf den Menschen nur bedingt moglich.
Dies liegt groRtenteils an der unterschiedlichen intestinalen
Flora zwischen Tier und Mensch [30]. Mittels DNA-Microarray-
Analysen konnten 17 aus 40 Bakterien im GIT bestimmt werden,
die reduzierende Eigenschaften fiir Azofarbstoffe aufweisen
[26], wobei auch die Bakterien der physiologischen Hautflora
eine Reduktaseaktivitat besitzen (siehe Kapitel 3). Zwischen
den bakteriellen und den mikrosomalen Reduktasen sind
Unterschiede erkennbar [31] Die Voraussetzung, dass ein
Azofarbstoff an eines der mikrosomalen Cytochrom P450-
Proteine der Leber binden kann oder von mischfunktionellen
Oxidasen reduziert werden kann, ist das Vorhandensein einer
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elektronenreichen Gruppe in para-Stellung zu der Azogruppe.
Zudem wird zwischen gegeniiber Sauerstoff (0,) und Kohlen-
monoxid (CO) unempfindlichen I-Substraten (“Insensitiv’) und
empfindlichen S-Substraten (“Sensitiv”) unterschieden [2]. Bei
Bakterien wurden zwei Reduktase Systeme identifiziert: Auf der
einen Seite ein anaerobes monomeres Flavin-freies Reduktase
System, welches ein NADPH oder NADH bindendes Motiv am
N-Terminus besitzt sowie sulfatierte Azofarbstoffe abbauen
kann. Auf der anderen Seite ein polymeres Flavin abhangiges
Reduktase System, welches sowohl aerob und anaerob redu-
zieren kann und derzeit noch strukturell untersucht wird.

Nach inhalativer oder dermaler Aufnahme findet in der Leber
zunachst eine Oxidation des Azofarbstoffes statt, ohne die Azo-
bindung reduktiv zu spalten. Im Falle einer Aufnahme Uber
den GIT kann jedoch auch zunéchst die Azobindung gespalten
werden und die anschlieRende Oxidation in der Leber verlduft
am entsprechend gebildeten freien aromatischen Amin. Die
Oxidation besteht im Wesentlichen aus der C-und N-terminalen
Hydroxylierung beziehungsweise der N-terminalen oxidativen
Demethylierung. Die A-terminale Hydroxylierung an endstén-
digen priméaren oder sekundaren Aminogruppen mit der nach-
folgenden Phase-ll-Reaktion (Veresterung mit Glucuronséure,
Bildung von Acetaten und Sulfaten) macht das Molekiil wasser-
|6slich [32]. Nur so kann es iiber die Galle in den Darm oder liber
die Harnblase ausgeschieden werden. Die Estergruppen kdnnen
unter Bildung des sehr reaktiven Nitreniumions in der Harnblase
abgespalten werden und dann mit einer nukleophilen Gruppe
der Erbsubstanz DNA im Blasenepithel reagieren (dieser Me-
tabolismuspfad entspricht einem genotoxischen Mechanismus
der Kanzerogenitét). Das Nitreniumion ist auch ein moglicher
Metabolit nach einer Demethylierung von Aminogruppen. Auf
diese Art verstoffwechselbare Azofarbstoffe kdnnen auch oh-
ne Freisetzung der zu Grunde liegenden aromatischen Amine
krebserzeugend wirken. Letzteres ist fiir das Leberkanzerogen
Dimethylaminobenzol nachgewiesen [33]. Die auf diesem Wege
aus weniger wasserldslichen Farbstoffmolekiilen in der Leber
entstandenen hoch wasserldslichen Glukuronsaurederivate kon-
nen nach ihrem Transport iiber die Galle in den Darm dem fiir
wasserldsliche Azofarbstoffe typischen und bereits erlduterten
Stoffwechselweg (reduktive Spaltung durch anaerobe Darm-
bakterien) unterliegen. Da das Nitreniumion beziehungsweise
seine acetylierte Form beim Menschen vorwiegend erst in der
Harnblase entsteht, zeigen aromatische Amine eine Organspe-
zifitat hinsichtlich ihrer kanzerogenen Wirkung. Wurde bei der
Azofarbstoffherstellung das Kupplungsprodukt chemisch weiter
umgesetzt, zum Beispiel durch entmethylierende Kupferung,
entsteht bei der Riickspaltung ein unterschiedliches aromati-
sches Amin als das urspriinglich in der Synthese eingesetzte
Amin als Diazokomponente. Es erscheint daher bei der Bewer-
tung der Toxizitdt von Azofarbstoffen sinnvoll, nicht nur vom
eingesetzten Amin, sondern inshesondere vom Endprodukt der
Synthese auszugehen.
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Neben dem GIT und der Leber wurden Azoreduktasen auch in
der Niere [34], Placenta [35] und der Haut [36] gefunden. So
konnen geringere Mengen kanzerogen wirksamer Derivate auch
in anderen Organen des Menschen entstehen. Im Tierversuch ist
Blasenkrebs daher nicht die einzige und auch nicht eine typische
Tumorform, die mit einer Exposition gegeniiber aromatischen
Aminen und Azofarbstoffen verkniipft ist. Azofarbstoffe auf
Basis des Benzidins rufen unter anderem in der Ratte weitaus
haufiger Leberkarzinome hervor. Diese Ergebnisse sind aber
nicht ohne Weiteres auf den Menschen libertragbar, da unter
anderem Ergebnisse zeigen, dass der Abbau von Fremdstoffen in
der Lunge, der Haut und der Leber nicht nur zwischen Tier und
Mensch sondern auch untereinander innerhalb einer Spezies si-
gnifikant unterschiedlich ist [37]. Die fehlende Ubereinstimmung
in den primédren Zielorganen (fehlende Organotropie) zwischen
Mensch und Tier wurde auch bei anderen Kanzerogenen beob-
achtet, so dass heutzutage davon ausgegangen wird, dass eine
auf Kanzerogenitat im Tierversuch positiv getestete Substanz
prinzipiell auch als Humankanzerogen anzusehen ist, selbst
wenn vom Zielorgan im Tierversuch nicht notwendigerweise
auch auf das entsprechende Zielorgan beim Menschen ge-
schlossen werden kann. Abbildung 2 zeigt die Metabolisierung
von ,Sunset Yellow*, einem derzeit als Lebensmittelfarbstoff
eingesetzten Azofarbmittels, von welchem keine kanzerogenen
Eigenschaften bekannt sind.
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2.4 Akute und chronische Toxizitat
beim Menschen

Moll et al. stellten im Tierversuch an Ratten nach oraler Ap-
plikation bei 82% der Azofarbmittel eine LD, von >5.000 mg/
kg Kérpergewicht fest. Bei zwdlIf Azofarbstoffen betrug die LD,
zwischen 25 und 200 mg/kg [38]. Zusatzlich kdnnen Azofarbmit-
tel aufgrund reaktiver Substituenten oder extremer pH-Werte
lokal reizende Eigenschaften besitzen und beim Kontakt mit
dem ungeschiitzten Auge das Augengewebe (Kornea, Conjunc-
tiva) bleibend oder langanhaltend verfarben. Informationen
liber eine akute Toxizitat von Azofarbstoffen beim Menschen
existieren nicht [39]. Dariiber hinaus ist die systemische Toxi-
zitat von Azofarbstoffen nach dermaler Applikation geringer
als nach oraler Applikation. Insgesamt sind beim Menschen
keine akuten Vergiftungserscheinungen durch das Tragen von
Bekleidung, die mit Azofarbstoffen gefarbt wurden, zu erwar-
ten. Demgegeniiber ist eine Gefahrdung von Menschen nicht
auszuschlieRen, die in Farbebetrieben mit Farbstoffmengen
von mehreren Kilogramm umgehen. Auch die orale Aufnahme,
inshesondere bei Kleinkindern, darf in der Risikoabschatzung
nicht auBer Acht gelassen werden, da standiger Mundkontakt
mit gefarbten Textilien oder anderen farbstoffhaltigen Produkten
(zum Beispiel in Nahrungsmitteln) eine hohere Gesamtbe-
lastung verursachen kann und sich der Korper noch in der
Entwicklungsphase befindet. In diesem Zusammenhang wurde
auch eine mogliche Assoziation zwischen péadiatrischer MCS
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Abbildung 2 Metabolismus von Sunset Yellow. Die Prasenz von zwei Sulfonsduregruppen erhéht die Loslichkeit des Azofarbstoffes und sorgt
fiir dessen schnelle Eliminierung aus dem Korper, einerseits in unveranderter Form, andererseits auch nach Spaltung der Azogruppierung in

die entsprechenden aromatischen Amine.
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und azofarbstoffhaltigen Lebensmittelzusatzstoffen beschrieben
[40]. Hinsichtlich der chronischen Toxizitét sind nach Exposition
gegeniiber Azofarbstoffen in erster Linie Kontaktallergien und
Tumorerkrankungen zu beriicksichtigen.

2.4.1 Kontaktallergien

Azofarbstoffe kénnen Dermatitiden erzeugen [41 - 44]. 1-2%
der allergischen Kontaktdermatitiden (ACD) in Deutschland
haben Textilien als Ursache [45]. Diese sind zu 2/3 mit Azo-
farbmitteln und zu 1/3 mit Anthrachinonen angefarbt [11, 41,
46)] Die Inzidenz der durch Textilfarbstoff induzierten ACD variiert
zwischen den Landern, der Patientenprobe, der Anzahl der
getesteten Farbstoffe im Patchtest und liegt insgesamt zwi-
schen 1,0 und 15,9%. Dazu wurden 61 Félle und 17 Reports
zwischen 1985 und 1995 analysiert [47]. Insgesamt verursachten
49 Farbstoffe eine Sensibilisierung. Davon sind die meisten
Dispersionsfarbstoffe und haben die Eigenschaft einer guten
Hautpenetration. Doch auch Basic-, Acid- und Direktfarbstoffe
sowie Anilinverbindungen beziehungsweise p-Phenylendiamin
kdnnen sich in einer feuchten Umgebung aus der Kleidung
[6sen, eine ACD verursachen und somit hautsensibilisierende
Eigenschaften zur Folge haben [41]. Der Pathomechanismus
einer ACD entspricht im Falle von Azofarbstoffen einer immu-
nologischen Reaktion vom Typ IV nach Gell und Coombs. Ein
bestimmter als Antigen wirkender Azofarbstoff ruft iber eine
zellvermittelte Immunreaktion eine Sensibilisierung hervor,
die im Anschluss zur Bildung von Antikdrpern fiihrt und bei
erneuter Exposition zur Auspragung einer allergischen Reaktion
fiihrt. Zusatzlich gibt es diverse Faktoren, die bei der Sensibi-
lisierung eine Rolle spielen. Dazu gehdren die individuellen
Verhaltensgewohnheiten die bei einer Exposition zu unter-
schiedlich hohen Mengen pro Flache, Dauer und Intensitét des
Kontaktes und unterschiedlichen Lokalisationen fiihren. Dariiber
hinaus hangt die Reaktion von der Eindringtiefe in die Haut, der
Hautgesundheit, der Zusammensetzung des Produktes sowie
weiterer chemischer und physikalischer Eigenschaften des Azo-
farbstoffes ab. Bei Produkten mit Azofarbstoffen, die auf der
Haut Anwendung finden, unter anderem Tattoofarbstoffe oder
Kosmetika ist zusétzlich immer auf die mogliche Entstehung
von toxischen Verbindungen aufgrund von Photoreaktionen mit
UV-Strahlung zu achten. Bei der Ausbildung einer Kontaktal-
lergie scheint dabei das Gleichgewicht zwischen Aktivierung
und Detoxifizierung von Azofarbstoffen durch Hautenzyme ent-
scheidend fiir das immunogene Potenzial zu sein [48, 49, 50].
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass vor allem Metabolite
und nicht die Azofarbstoffe selbst fiir die Ausbildung einer ACD
verantwortlich sind.

Bei der Betrachtung einer ACD als Endpunkt einer toxischen
Wirkung von Azofarbmitteln liegt aufgrund des direkten Kon-
takts mit der Haut als auch aufgrund der taglichen Nahrungs-
aufnahme der Fokus auf der Verwendung von Azofarbmitteln
im Lebensmittel- und Textilbereich sowie im Kosmetikbereich.
Die Verwendung wird hierbei iiber das Lebensmittel- sowie
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Gebrauchsgegenstandegesetz als auch die Kosmetikverordnung
geregelt. Die Richtlinien fokussieren sich jedoch auf das kan-
zerogene Potenzial und beinhalten keine Aussagen hinsicht-
lich des vermuteten allergenen Potenzials. Dies ist insofern
problematisch, da unter anderem in Lebensmitteln in Europa
zwar keine Azofarbstoffe auf Basis kanzerogener Amine einge-
setzt werden diirfen, der Einsatz anderer Azofarbstoffe jedoch
nicht verboten und der Wirkmechanismus der ACD mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf die Freisetzung aromatischer Amine
per se zuriickzufiihren ist. Weiterhin kann aus Ldndern auBer-
halb der europdischen Union Importware nach Deutschland
gelangen, die potenziell allergene aber auch krebserzeugende
Azofarbstoffe beinhalten. Sollte ein gehduftes Vorkommen
von potenziell allergenen und kanzerogenen Azofarbstoffen
in Importware festgestellt werden, ist in Zukunft - &hnlich wie
bereits bei Gewiirzen aus dem asiatischen Raum praktiziert und
durchgefiihrt - mit einer entsprechenden Verordnung der EG
zu rechnen. Dies ist im Bereich der Textilverarbeitung bereits
zum jetzigen Zeitpunkt erkennbar. Da in der Textilindustrie
Arbeiter nahezu ausschlieRlich mit neuen Kleidungsstiicken
umgehen, aus denen weit mehr Farben freigesetzt werden
kénnen (Effekt des “Ausblutens”) als von bereits getragenen
und mehrfach gewaschenen Textilien und dementsprechend
potenziell starker gefahrdet sind als Konsumenten, haben sich
die zustandigen Behdrden der EU-Mitgliedstaaten in der jiin-
geren Vergangenheit intensiv mit den Arbeitsplatzbedingungen
in Farbereien beschéftigt. Ergebnis der Untersuchungen war
vor allen Dingen eine geringe Akzeptanz der den Arbeitern
zur Verfiigung gestellten persénlichen SchutzmaRnahmen und
das daraus resultierende Problem der Hautsensibilisierung
nach Exposition gegeniiber Azofarbstoffen beim Farben und
bei der Weiterverarbeitung (Transport, Verpacken) gefarbter
Kleidungsstiicke [51].

Neben dem direkten Kontakt mit der Haut kann auch eine Inha-
lationsexposition zu einer Sensibilisierung fiihren, die sich als
Asthma manifestiert. Vor allem Reaktivfarbstoffe besitzen ein
atemwegssensibilisierendes Potenzial [3]. Ein Reaktivfarbstoff
beziehungsweise dessen Metabolit fungiert dabei im Organis-
mus als Hapten und reagiert mit Amino- und Sulfhydrylgruppen
von Proteinen (zum Beispiel Serumalbumin) unter Ausbildung
einer kovalenten Bindung. Dies fiihrt zur Bildung eines Anti-
gens. Die immunologische Reaktion ist hier Immunglobulin E
(IgE) vermittelt und entspricht einer Typ | Reaktion. Messbar ist
dieses Phanomen unter anderem mittels des “Local Lymph Node
Assay” (LLNA) oder des “Mouse Ear Swelling Test™ (MEST) [52,
53]. Eine positive Sensibilisierungsreaktion konnte zum Beispiel
gegeniiber Solvent Red bei Meerschweinchen gezeigt werden
[46]. Falls ein anfanglich nichtimmunogener Stoff bei dem Test
immunogen erscheint, so sollte sowohl das Ausgangsmolekiil
als auch der Metabolit allein im LLNA untersucht werden. Durch
eine Variation der Endpunkte erlauben es die beiden genannten
Testverfahren auch nur leichte Sensibilisierungen zu detektieren
und unklare Ergebnisse einzuordnen [54, 55].
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2.4.2 Tumorerkrankungen

2.4.2.1 Allgemeine Betrachtungen

Seit 1895 ist der Zusammenhang zwischen beruflicher Exposi-
tion gegeniiber aromatischen Aminen und der Entstehung von
Harnblasenkrebs bekannt. Rehn stellte seinerzeit bei Beschaf-
tigten zur Herstellung von Fuchsin (einem Farbstoff auf Basis
des Anilins) in den Farb-Fabriken Hochst das Auftreten von
Harnblasenkrebs fest [56]. Im Verlauf der folgenden 30 Jahre
entstand ein Katalog von Risikostoffen, der nach Griindung der
Berufsgenossenschaften in den Anerkennungskatalog fiir die
Berufserkrankung Harnblasenkrebs (Krankheitsgruppe 1301)
einging. Hier sind vor allem Azofarbstoffe von Bedeutung, die
aus krebserzeugenden aromatischen Aminen der Kategorie
1 (bekanntermaRen krebserzeugend beim Menschen) oder 2
(bekanntermaRen krebserzeugend im Tierversuch) hergestellt
werden. Die meisten Azofarbstoffe enthielten dabei das kanze-
rogene Benzidin oder Verunreinigungen mit dessen Derivaten
(unter anderem 3,3‘-Dichlorbenzidin, DCB) [57]. Vor allem
Arbeiter in der Farbenindustrie waren dabei in der Vergan-
genheit einer héheren Konzentration an diesen Farbmitteln
ausgesetzt. Die Aufnahme in den Korper konnte dabei sowohl
durch Inhalation als auch iiber die Haut, jedoch seltener durch
Verschlucken erfolgen. Das Risiko hing in hohem MaRe von
den Arbeitsbedingungen und potenzieller Verunreinigungen
des Azofarbstoffes mit den Ausgangsaminen ab.

Zahlreiche Tierversuche wurden in der Zwischenzeit durchge-
fihrt, um eine mogliche Kanzerogenitdt von Azofarbmitteln
generell und deren Metaboliten zu untersuchen. Dabei konn-
ten Unterschiede zwischen Azopigmenten und Azofarbstoffen
nachgewiesen werden. Nach oraler Gabe von drei gereinigten
Diaryl Pigmenten auf Basis von Dichlorbenzidin (DCB) und 3,3*-
Dimethylbenzidin (DMB) an Ratten und M&usen mit Konzen-
trationen von 0,1-0,9% in der Nahrung, konnten bereits 1978
durch Leuschner keine signifikanten Zusammenhénge zwischen
einer Tumorentstehung und der Behandlung festgestellt werden
[58]. Die Autoren begriindeten die Ergebnisse damit, dass die
Pigmente nach oraler Verabreichung nicht resorbiert wurden,
und so auch nicht zu DCB oder DMB metabolisiert werden konn-
ten. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von der Arbeitsgruppe
um Sagelsdorff et al. im Jahre 1996 berichtet, welche damit die
Ergebnisse von Leuschner nahezu 20 Jahre vorher bestatigen
konnten [59]. Zusatzlich konnte Leuschner auch keine krebser-
zeugende Wirkung von DCB bis zu einem Verunreinigungs-
anteil von 20 ppm in den Farbpigmenten feststellen. Hierzu
wurden experimentell verunreinigte Farbpigmente untersucht.
Diese Ergebnisse konnten ebenfalls an Beschéftigten bestatigt
werden, die direkten beruflichen Umgang mit DCB besalRen.
Studien an Arbeitern aus England und den USA, die fiir 35
Jahre DCB verwendeten, wiesen keine erhohte Tumorinzidenz
oder -sterblichkeit auf [60, 61]. Die Versuchsergebnisse zu DCB
konnten zu einem spateren Zeitpunkt ein weiteres Mal bestatigt
werden. Hierzu wurde die Ausscheidung von Pigment Gelb
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12 (DCB basiertes Azopigment) und Direct Black 38 (Benzidin
basierter Azofarbstoff) im Tierversuch an Hamstern vergleichend
gegeniibergestellt. Es lieBen sich nach oraler Einzelgabe von
Pigment Gelb 12 keine der antizipierten Metabolite bis zu 8 Tage
nach Exposition im Urin nachweisen. Im Gegensatz dazu konnte
nach Gabe von Direct Black 38 in der gleichen Versuchsreihe
sowohl Benzidin als auch Monoazetylbenzidin, Diazetylbenz-
idin, 4-Aminobiphenyl (4-ABP) und alkalische, wasserlosliche
Konjugate des Benzidins und 4-ABP innerhalb der ersten acht
Stunden nach Verabreichung im Harn nachgewiesen werden.
Ausgewdhlte Urinproben der behandelten Tiere wurden im
Anschluss positiv mittels Ames-Test auf ihr mutagenes Poten-
zial getestet. Die Ergebnisse bestatigen kein mutagenes und
kanzerogenes Potenzial fiir Pigment Gelb 12, wahrend Direct
Black 38 eindeutig als mutagen und potenzielles Kanzerogen
angesehen werden muss [62, 63]. Auch heute werden noch
DCB-haltige Farbpigmente, unter anderem Pigment Gelb 12, bei
orangenen, braunen und gelben Tonen in der Textilindustrie,
Druckindustrie sowie bei Bedarfsgegenstanden eingesetzt,
da es fiir diese keine wirkliche Alternative mit identischen
asthetischen Eigenschaften gibt. Aus den nichtkanzerogenen
Eigenschaften der Azopigmente kann nicht auf die biologische
Nichtverfiigbarkeit der entsprechenden Amine geschlossen wer-
den. Letztere kann daher aus den vorliegenden Untersuchungen
nicht als absolut angesehen werden. Nach oraler Aufnahme
ist auch bei Pigmenten die Freisetzung geringer Mengen
krebserzeugender aromatischer Amine nicht auszuschlielRen,
wobei nicht das Pigment selbst gespalten wird, sondern das
Amin aus der Umsetzung der Monoazoverbindung herriihrt,
welches als 16sliche Verunreinigung enthalten sein kann. Die
potenzielle Bildung aus der Monoazoverbindung ist jedoch
nicht automatisch mit der Entstehung von Harnblasentumoren
gleichzusetzen.

Im Gegensatz zu DCB gibt es fiir 3,3 Dimethoxybenzidin (DMoxB)
nur Untersuchungen /n vitro jedoch keine epidemiologischen
Studien. Diese zeigen, dass im Vergleich zu nichtexponierten
Kontrollzellen aufgrund hoherer DNA-Strangbruchraten - insbe-
sondere in Harnblasenmukosazellen - und damit eines héheren
genotoxischen Potenzials DMoxB als potenziell kanzerogener
Stoff angesehen werden muss [64].

Inwiefern Azofarbmittel Tumoren beim Menschen induzieren
kdnnen, ist letztendlich einerseits abhédngig von ihrer Loslichkeit
(Azopigmente vs. Azofarbstoffe), andererseits von ihrem Poten-
zial im Kérper Stoffwechselprodukte zu generieren, welche iiber
einen direkten oder indirekten Mechanismus Krebs induzieren
kénnen (vorwiegend Harnblasenkrebs beim Menschen und Le-
bertumoren im Tierversuch). Die tumorinduzierende Wirkung
wird stark durch den Vorgang der reduktiven Spaltung der
Azogruppe beziehungsweise eventuell vorhandener reaktiver
Aminogruppen in der Seitenkette der Azofarbmittel beeinflusst.
Zugleich ist bei der friitheren Herstellung von Azofarbmitteln
eine Verunreinigung der Farben mit den Ausgangsstoffen, unter
anderem aromatische Amine zu beriicksichtigen. Andererseits
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ist nicht notwendigerweise eine Spaltung in freie Amine not-
wendig - wie das Beispiel ,Buttergelb” zeigt, bei der die Spal-
tung der Azogruppe eine Detoxifizierung darstellt. Insgesamt
liegen keine aktuellen Studien in ausreichender Anzahl aus
wichtigen angewandten beruflichen Zweigen wie der Druck-,
der Leder-, der Lebensmittelindustrie oder dem Friseurhand-
werk vor, die ein kanzerogenes Potenzial von Azofarbmittel
beim Menschen belegen. Jedoch gibt es eine Vielzahl an Stu-
dien zu Kollektiven ehemals exponierter Beschaftigter sowohl
aus Industrie- als auch aus Entwicklungslédndern, die einen
klaren Zusammenhang zwischen einer Exposition gegeniiber
Azofarbstoffen auf Basis von Benzidin (Bz), 2-Naphthylamin
(2-NA) und 4-Aminobiphenyl (4-ABP) und Harnblasenkrebs
belegen. Aufgrund fehlender oder ungenauer Erfassung der
Exposition ist jedoch keine Dosis-Wirkungsbeziehung aus den
Studien ableitbar beziehungsweise ab welchen Konzentrationen
Harnblasentumoren auftreten.

Unabhéngig der Unterschiede in der Bioverfiigbarkeit zwischen
Azopigmenten und Azofarbstoffen ist die Elektronendichte um
die Azobindung entscheidend fiir deren Reduktion. Amino-
und Hydroxygruppen in o-Stellung sowie Sulfonséure- und
Carboxylgruppen im Molekiil stimulieren die Bildung von
aromatischen Aminen und die Reduktion der Azogruppe. Da-
gegen hemmen geladene funktionelle Gruppen oder Gruppen in
p-Stellung zur Azogruppe die Bildung aromatischer Amine. In
Mutagenitatsstudien erwiesen sich vor allem basische Azofarb-
stoffe und Azofarbstoffe mit einer freien p-Amino-Gruppe als
starker erbgutverdndernd als andere Verbindungen aus dieser
Substanzklasse. Eine Verschiebung der Aminogruppe auf die
o- oder m- Position senkte hingegen die Mutagenitat signifi-
kant. Ahnliches Verhalten bei Strukturverwandtschaften lieR
darauf schlieRen, dass auch andere, hier noch nicht getestete
Azofarbstoffe mutagene Eigenschaften besitzen [39]. Kritisch
muss angemerkt werden, dass die Genotoxizitdt von Azofarb-
stoffen in der groBen Mehrheit der untersuchten Beispiele
im Routine Ames-Test ohne Zugabe spezieller metabolischer
Aktivierungssysteme nicht nachweisbar ist. Der Zusatz von
chemischen reduzierenden Verbindungen, anaeroben Darm-
bakterien oder anaeroben Leberhomogenisaten verbessert zwar
die Aussagekraft, dennoch ist der Wert der bakteriellen Priifung
lediglich in einer ersten groben Einschdtzung des mutagenen
Potenzials eines Farbmittels zu sehen und es kdnnen keine
Aussagen zur Kanzerogenitdt gezogen werden. Nach Brown
et al. hat sich die Korrelation zwischen der Sensitivitét als auch
Spezifitdt in vielen Studien als unzuverlassig erwiesen [18].
Zudem reduzieren Verunreinigungen in technischen Farbmitteln
den Korrelationsgrad und die Aussagekraft dieser Screening-
Tests.
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2.4.2.2 Arbeitsplatzspezifische
Betrachtungen

Die Herstellung und Weiterverarbeitung von Azofarbmitteln
erfolgt heute groRtenteils in geschlossenen Systemen, so dass
eine Exposition gegeniiber den Ausgangs- und Endprodukten
der Synthese nur bei bestimmten Arbeitsschritten wie zum Bei-
spiel Installationen, Befiillung und Reinigung der Kessel und
Chargenziehen auftreten kann. Vorwiegend erfolgt bei diesen
Arbeitsschritten eine Exposition liber die Haut und die Atemwe-
ge. Dabei ist die Belastung gegeniiber den Azofarbmitteln bei
der Herstellung als hoher anzusehen als bei der Weiterverarbei-
tung, da hier hohere Konzentrationen am Arbeitsplatz auftreten
[65]. Obwohl fiir Arbeitsplétze der groRen Hersteller von einer
weitgehenden Einhaltung der internen arbeitshygienischen und
personlichen Schutzvorschriften ausgegangen werden kann,
hat ein Bericht der EU 1997 gezeigt, dass eine entsprechende
Priifung der Eignung von empfohlener personlicher Schutz-
kleidung sowie deren letztendlicher Anwendung durch den
Beschaftigten selten stattgefunden hat. Auch fehlten meist
personliche Messungen sowie Mess- und Monitoringdaten,
um die Wirksamkeit der SchutzmaRBnahmen adaquat beur-
teilen zu konnen. Mittels gezielter initiierter Messprogramme
wurden dabei seitens der EU-Uberwachungsbehérden groRe
Diskrepanzen zwischen nominalen und realen Schutzfaktoren
festgestellt [51].

Benzidin (Bz) und seine Derivate wurde in der Vergangenheit
insbesondere bei der Herstellung und Weiterverarbeitung von
Azofarbmitteln am besten untersucht. Die Herstellung von
Azofarbmitteln auf Basis von Bz und dessen Derivate wurde
Anfang der 70er |ahre jedoch von nahezu allen westlichen
Herstellern aufgrund der potenziell kanzerogenen Eigen-
schaften dieser Materialien eingestellt, obwohl lange Zeit
die Lehrmeinung bestand, dass Azofarbmittel, auch wenn sie
unter Verwendung von kanzerogenen aromatischen Aminen
als Kupplungskomponenten hergestellt worden waren, selbst
keine krebserzeugende Wirkung besitzen. Dies wurde mit der
fehlenden Bioverfiigbarkeit der krebserzeugenden Amine
aus den Farbmitteln begriindet. Innerhalb der letzten Jahre
wurde die Betrachtung jedoch auf Basis tierexperimenteller
Untersuchungen und deren Verifizierung beim Menschen im
Rahmen epidemiologischer Untersuchungen differenzierter. In
der Zwischenzeit geht man davon aus, dass beim Menschen
Azofarbpigmente in der Tat nicht beziehungsweise nur in ver-
nachldssigbar geringen Mengen aromatische Amine freisetzen
kénnen, wahrend Azofarbstoffe in die entsprechenden aromati-
schen Amine gespalten werden kénnen. Dennoch muss darauf
hingewiesen werden, dass auch nach Azopigmentexposition
freie aromatische Amine im Harn exponierter Beschaftigter
nachgewiesen werden kdnnen. So stellte Akivama 1970 fest, dass
bei Arbeitern einer Pigment Fabrik mit Exposition gegeniiber
Pigment Gelb 12 im Harn DCB nachgewiesen werden konnte
[66]. Inwiefern dies tatsachlich auf eine reduktive Spaltung des
Azopigmentes oder auf eine Verunreinigung mit unverandertem
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DCB zuriickzufiihren war, wurde nicht weiter untersucht. Mit
einem strukturverwandten Pigmentfarbstoff (Pigment Gelb 13)
konnten keine Metabolite an DCB im Harn von Nagern und
Primaten nachgewiesen werden und der Stoff erwies sich als
nicht kanzerogen [67]. Diese Ergebnisse wurden spater durch
Hatfield in einem Kollektiv von DCB-Pigment-exponierten
Arbeitern bestatigt. Der wahrscheinliche Aufnahmeweg war
dabei eine Inhalation des Pigments in Puderform. Mit spe-
zifischen Methoden konnten keine Metaboliten im Harn der
untersuchten Personen festgestellt werden [68]. Insgesamt ist
damit der Nachweis von DCB-Metaboliten durch Akiyama im
Jahre 1970 entweder auf eine Verunreinigung mit reinem DCB
oder auf die Anwendung unspezifischer Messverfahren zuriick-
zufiihren. Im Gegensatz dazu publizierten Case und Mitarbeiter
1954 im Bereich der Herstellung und Weiterverarbeitung von
Azofarbmitteln eine Untersuchung an britischen Arbeitern in
der Farbstoffproduktion, die ehemals gegen 2-NA exponiert
waren und ein ca. 200-fach erhohtes Harnblasenkarzinomrisiko
zeigten [69]. Auch wurde in den 70er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts ein vermehrtes Auftreten von Blasenkrebs in
Japan unter ostasiatischen Manuskriptschreibern und Kimo-
noférbern beim Umgang mit Azofarbstoffen beobachtet [70,
71]. 1980 wies Lowry im Urin von Arbeitern aus Fabriken, in
denen Farbstoffe auf Basis des Bz hergestellt wurden Bz und
Monoazetyl-Bz im Harn der Beschéftigten nach [72]. Acht Jahre
spéter konnten diese Ergebnisse durch Dewan und Mitarbeitern
bestatigt werden [73]. Aufgrund der Verlagerung von Farb-
stoffproduktionen in Lander der Dritten Welt und der teilweise
dort immer noch enormen Bedeutung von Azofarbmitteln auf
Basis von Bz und dessen Derivaten in Klein- und Mittelbe-
trieben sind auch Untersuchungen aus Entwicklungsldndern
publiziert. Bi et al. publizierte hierzu eine Untersuchung an
nahezu 2.000 chinesischen Arbeitern mit potenzieller Exposition
gegeniiber Bz. Die Autoren beschreiben eine Risikoerhdhung
einer Harnblasenkrebserkrankung in der Weiterverarbeitung
von Azofarbmitteln auf Basis von Bz um den Faktor 20 im Ver-
gleich zu der erwarteten Inzidenz an Blasentumoren in diesem
Kollektiv. Eine potenziell synergistische Wirkung zwischen der
beruflichen Bz-Exposition und den Rauchgewohnheiten wurde
ebenfalls durch die Autoren beschrieben [74]. Die genannten
Einzeluntersuchungen lassen einen Zusammenhang zwischen
der Anwendung von Azofarbstoffen auf Basis kanzerogener
aromatischer Amine und Harnblasenkrebs wahrscheinlich wer-
den. Insgesamt ist jedoch kritisch anzumerken, dass bei der
Betrachtung eines potenziellen Krebsrisikos bei der Herstellung
und Weiterverarbeitung von Azofarbmitteln generell immer eine
Verunreinigung mit dem freien aromatischen Amin als kausales
Agens der Erkrankung beriicksichtigt werden muss und nicht
notwendigerweise allein das hergestellte Azofarbmittel per se.
Bei der Herstellung und Weiterverarbeitung von Azofarbmitteln
ist als Hauptexpositionspfad die Inhalation anzunehmen, da
sowohl die Ausgangssubstanzen als auch die fertigen Azofarb-
mittel pulverformig waren und erst spater Mitte der 50er Jahre
des vergangenen Jahrhunderts im Zuge von Schutzmalnahmen
in Losungen und Formulierungen abgefiillt wurden. Hierbei
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fand eine drastische Reduktion der Exposition statt, wobei die
Reduktion der Exposition iiber die Inhalation teilweise durch
Verspritzen und dementsprechenden Hautkontakt mit den
entsprechenden Formulierungen kompensiert wurde.

Entsprechend der oben genannten Untersuchungen im Bereich
der Herstellung von Azofarbmitteln auf Basis der kanzerogenen
aromatischen Amine Bz, 2-NA und 4-Aminobiphenyl (4-ABP)
stufte 1989 die IARC auch die Tatigkeit als Maler und Lackierer
als krebserregend ein, sofern sie in der Vergangenheit Umgang
mit derartigen Stoffen hatten. Diese Einstufung der IARC konnte
Ende der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts in zwei
groRBen Studien von Chen et al. [75] und Steenland et al. [76]
bestatigt werden. In Deutschland zeigte eine klinisch-basierte
Studie ebenfalls ein hoheres Risiko fiir diese Berufsgruppe an
Harnblasenkarzinom zu erkranken, wobei das relative Risiko fiir
die Gesamtgruppe der Maler nur schwach erhdht war (1,25),
wahrend es fiir die Gruppe der Spritzlackierer bei 2,88 lag [77].
In der Literatur gibt es keine Untersuchungen, welche Exposi-
tionspfade bei Malern und Lackierern vorliegen. Im Gegensatz
zur Herstellung und Weiterverarbeitung ist beim Auftragen
von Farben aber grundsétzlich mit einer Kontamination der
Hand- und Armflachen zu rechnen, sofern keine ausreichenden
personlichen SchutzmalRnahmen (zum Beispiel das Tragen von
Handschuhen) getroffen wurden. Expositionen waren vor dem
Hintergrund der geringen Lichtechtheit von Azofarbmitteln im
AuRenbereich dariiber hinaus nur fiir Malerarbeiten mit bunten
Produkten im Innenbereich wahrscheinlich.

Nachdem die IARC diejenigen Azofarbmittel als kanzerogen
eingestuft hatte, welche auf Basis der aromatischen Amine
Bz, 2-NA und 4-ABP hergestellt wurden, konzentrierten sich in
den folgenden Jahren eine Reihe von Arbeiten auf den Einfluss
toxifizierender und detoxifizierender Enzyme auf die Entstehung
von Harnblasenkrebs nach Exposition gegeniiber Azofarbmit-
teln. Bereits aus vorangegangenen aber auch aktuellen Studien
zur Exposition gegeniiber aromatischen Aminen wurde der
Verdacht gedulRert, dass metabolisierende Enzyme Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen nehmen wiirden [78 - 81]. Dies betraf
vor allem Genpolymorphismen der N-Acetyltransferasen (NAT)
und der Glutathion-S-transferasen (GSTs). Die berufshezogenen
Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Azofarbmitteln
und Berufen mit einem héheren Risiko an Harnblasenkrebs zu
erkranken wurde 1998 durch Golka und Mitarbeitern publiziert
[82] und bestétigte teilweise die bereits im Vorfeld bekannten
Daten. Insgesamt stehen vor allem Azofarbstoffe im Verdacht,
einen Einfluss an der Pathogenese von Harnblasenkarzinomen
zu besitzen, die kanzerogene aromatische Amine freisetzen kon-
nen. Bei der Studie handelte es sich um eine Fall/Kontrollstudie
unter Beriicksichtigung des Phédnotyps der N-Acetyltransferase-2
(NAT2), in der alle beteiligten Personen einer Berufsanamnese
mittels Fragebogen unterzogen wurden. Die Ergebnisse wurden
adjustiert nach dem jeweiligen Rauchverhalten. Das Risiko fiir
Harnblasenkarzinome war sowohl bei Malern, bei Friseuren
und bei Arbeitern im holzverarbeitenden Gewerbe erhoht. Alle
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erkrankten Personen, die mit Azofarbmitteln in ihren jeweiligen
Berufen in Kontakt kamen, hatten ihre Berufsausbildung vor
1960 begonnen. Die dabei durchgefiihrten Arbeiten umfass-
ten das Anriihren der Farbe mit pulverformigen Farbmitteln,
mechanisches Entfernen von alten Lackschichten und das
Auftragen von Farben mit der Wickeltechnik. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen, dass Personen, die in friiheren Dekaden
Azofarbstoffen ausgesetzt waren, bis zum Ende des vorigen
Jahrhunderts einem héheren Risiko unterliegen konnten, an
Harnblasenkrebs zu erkranken [83]. Die Uberreprisentation der
langsamen Acetylierer bei erkrankten Arbeitern und vor allem
der Berufsgruppe der Maler wurde auch in weiteren Studien
beobachtet, die generell friiher karzinogenen aromatischen
Aminen ausgesetzt waren [84, 85]. Die Ergebnisse zeigen
auf, dass aus den verwendeten Azofarbmitteln auf Basis der
kanzerogenen Amine (insbesondere Bz) die entsprechenden
aromatischen Amine im menschlichen Organismus freigesetzt
werden mussten.

Es ist wichtig zu erwahnen, dass der langsame Acetyliererstatus
keinen Risikofaktor per se sondern lediglich einen modulie-
renden Faktor auf die Entstehung von Harnblasenkarzinomen
ausiibt. Entscheidend bleibt die Dauer und Hohe der vorange-
gangen Exposition. Inwiefern dies auch fiir weitere Genpoly-
morphismen eine Rolle spielt, zum Beispiel in Genen, die im
Stoffwechsel von aromatischen Aminen von Bedeutung sind,
ist derzeit unklar. In einer chinesischen Arbeit von Lin et al.
fand sich, wie in den vorherigen Studien zur NAT2, ein hoheres
Harnblasenkarzinomrisiko fiir Beschéftigte, die ehemals gegen-
iber aromatischen Aminen und/oder Azofarbstoffen exponiert
waren. Jedoch konnten keine positiven wie negativen Assozia-
tionen mit Genpolymorphismen der Glutathion-S-transferasen
GSTM1 und GSTTI festgestellt werden [86]. Im Gegensatz dazu
konnte ein hdheres Risiko an Harnblasenkrebs zu erkranken,
bei ehemals Beschéftigten der Textilfarbenindustrie in China
festgestellt werden, welche eine homologe Mutation im Gen
der UDP-Glucuronyltransferase 2B7 (UGT2B7) aufweisen [87].
Die Beteiligung dieses Gens am Metabolismus des Bz in der
Leber konnte ebenfalls /n vitro belegt werden. Da der Polymor-
phismus vorwiegend bei Asiaten und nicht bei Kaukasieren
auftritt, konnte er vor allem in asiatischen Populationsstudien
einen tatsachlichen Einfluss auf das Risiko besitzen.

Im Gegensatz zu Malern und Lackierern gibt es nur wenige Un-
tersuchungen aus den Bereichen der Druckindustrie hinsichtlich
eines hoheren Blasenkrebsrisikos. Myslak und Bolt nennen
in lhrer Ubersichtsarbeit die Berufsgruppe des Druckers, bei
denen einzelne epidemiologische Studien eine erhéhte Inzidenz
von Blasentumoren gezeigt haben [88]. Einige der genannten
Studien wurden dabei jedoch nicht nach dem Rauchstatus,
einem bekannten Risikofaktor fiir Harnblasenkrebs, adjustiert
[89]. In einer Fall-Kontroll-Studie zum Risiko von Harnblasen-
krebs wurde durch Claude et al. ein relatives Risiko von 3.0 bei
Personen gefunden, die zu einem beliebigen Zeitpunkt ihres
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beruflichen Lebens in der Druckindustrie angestellt waren
(,ever-employed*) [77]. Allerdings konnte keine Abhéngigkeit
von der Beschaftigungsdauer und damit eine potenzielle ,,Dosis-
Wirkungsbeziehung” festgestellt werden. Dies war begriindet in
der geringen Gesamtanzahl an jemals in diesem Industriezweig
beschéftigten Personen, die an der Studie teilgenommen hatten.
Zusétzlich blieben die verursachenden Agenzien im Dunkeln
und es konnte nur ein generell hoheres Risiko beim Umgang
mit Lacken und Farben (relatives Risiko von 1,52) jedoch kein
substanzspezifisch hoheres Risiko ermittelt werden. Die Auto-
ren spekulierten iiber die Verwendung von Farben auf Basis
von Bz und 2-NA. Diese Form der Spekulation war insofern
begriindet, da kurz zuvor im Jahre 1986 Bz als Humankan-
zerogen identifiziert werden konnte [90] und der Einsatz von
Farbmitteln auf Basis von Bz und Bz-Derivaten zu diesem Zeit-
punkt bekannt war auch wenn keine genaueren Angaben zum
Druckverfahren oder der verwendeten Farbsysteme ermittelt
werden konnten. Neben der Fall-Kontrollstudie von Claude et al.
konnten in der Vergangenheit bei weiteren Fall-Kontrollstudien
ahnliche Ergebnisse erzielt werden, das heilt es bestand ein
hoheres Risiko an Harnblasenkrebs in der Druckindustrie zu
erkranken, jedoch konnten keine Dosis-Wirkungsbeziehung
oder gar substanzspezifische Effekte nachgewiesen werden
[91, 92]. Gleichzeitig muss jedoch angemerkt werden, dass
neuere Fall-Kontrollstudien, unter anderem von Gaertner et
al. kein signifikant erhdhtes Risiko fiir Harnblasenkrebs bei
Druckern erkennen lassen [93].

Die generelle Schwache von Fall-Kontrollstudien lediglich ein-
zelne Berufsgruppen mit einem erhohten Krebsrisiko jedoch
keine verursachenden Substanzen identifizieren zu kénnen, ist
bekannt. Die genannten Fall-Kontrollstudien kénnen deshalb
insgesamt weder als generelle Begriindung fiir ein erhdhtes
Harnblasenkrebsrisiko im Druckbereich herangezogen werden
(im Falle eines ,,positiven Zusammenhangs“) noch als Beweis
fiir dessen Fehlen (im Falle eines ,negativen Zusammenhangs*).
Sie konnen jedoch (im Falle positiver Zusammenhédnge) die
Grundlage fiir weitere Untersuchungen darstellen, zum Beispiel
im Rahmen von Kohortenstudien oder experimentellen Arbeiten
zu denjenigen Azofarbmitteln, die in der Vergangenheit im
Druckbereich eingesetzt wurden. Hier sollten speziell die ver-
wendeten Druckverfahren und Farbsysteme Beriicksichtigung
finden, die auch tatsachlich eingesetzt wurden. Da aufgrund
einer Selbstverpflichtungserklarung der Hersteller von Druck-
farben keine Rohstoffe mehr eingesetzt werden, die als giftig
oder krebserzeugend gelten [94], kommt der Betrachtung von
Harnblasenkrebs in der Druckindustrie derzeit ein rein retros-
pektiver Charakter zu. Die im Bereich der Buch- und Offsetfarben
eingesetzten Farbmittel waren dabei nahezu alle Pigmente, die
als nicht 18slich im Anwendungsmedium eingeschatzt werden
und dementsprechend keine aromatischen Amine freisetzen
kénnen. Einige Druckfarbpigmente wurden im Rahmen der
fiinften Verordnung zur Anderung der Bedarfsgegenstande-
verordnung [95] vom Hersteller vom Markt genommen. Dabei
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handelt es sich um Pigment Red 8, 22 und 23. Die als Ausnahme
eingesetzten |oslichen Farbmittel im Zeitungsdruck waren keine
Azofarbstoffe, sondern Triphenylmethanfarbstoffe (zum Beispiel
Cl Basic Violet 3 oder Viktoria-Blau). Die eingesetzten Farbmittel
in Druckfarben fiir den Flexo- und Verpackungsdruckbereich
unterschieden sich je nach Jahrzehnt der Verwendung deutlich.
Dabei kamen vor allem basische Farbstoffe, unter anderem
Basic Yellow 37 oder Basic Blue 7 zum Einsatz, bei denen es
sich jedoch nicht um Azofarbstoffe handelte. In spaterer Zeit
wurden dann zunehmend andere Farben verwendet, von de-
nen lediglich Basic Orange 2 (Chrysoidin) ein Azofarbstoff auf
Basis von Anilin war und als Kanzerogen der Kategorie 3 durch
die EU eingestuft war (Substanz, die Anlass zur Sorge gibt,
kanzerogen zu sein aufgrund mangelnder Datenlage jedoch
nicht abschlieRend eingeordnet werden kann). Insgesamt gibt
es keinen Hinweis auf die Verwendung von Azofarbstoffen
auf Basis der kanzerogenen Amine 4-ABP, 2-NA und Bz. Es
gibt derzeit auch keine Hinweise, dass in der Vergangenheit
(beziehungsweise Gegenwart) 16sliche Azofarbmittel auf Basis
des o-Toluidin eingesetzt wurden, welches kiirzlich seitens der
Deutschen Forschungsgemeinschaft als Humankanzerogen in
die Kategorie 1 eingestuft wurde. o-Toluidin ist jedoch Aus-
gangsstoff fiir die Synthese des Azofarbstoffes Solvent Red 24,
welches bis Ende der 80er Jahre und in einer Konzentration von
bis zu 3 ppm zum Anfarben von Waschmitteln benutzt wurde.
Damit fand der Stoff zu Reinigungszwecken iber Umwege (als
Hilfsstoff) Eingang in die Druckindustrie, zum Beispiel gelgst in
Trichlorethylen. Jedoch ist vor dem Hintergrund der geringen
Konzentrationen des Farbstoffes, der notwendigen Spaltung
des Farbstoffes in o-Toluidin und der dann im Vergleich zu
4-ABP, 2-NA und Bz duRerst geringen kanzerogenen Wirkung
von o-Toluidin insgesamt von keiner Gefédhrdung fiir den An-
wender derartig gefarbter Waschmittel in der Vergangenheit
auszugehen.

Im Bereich der Textilindustrie gibt es mit Ausnahme von Férbern
keine Daten hinsichtlich eines hdheren Blasenkrebsrisikos. Die
bereits erwahnte dermale Exposition von Azofarbmitteln durch
das Tragen von gefarbten Textilien wurde bisher in der Litera-
tur nicht beschrieben. Zur Abschatzung des Krebsrisikos sollte
derinneren Expositionsdosis die ermittelte kanzerogene Dosis
des auslosenden Agens gegeniibergestellt werden. Wahrend
einzelne Daten zu Azofarbmitteln in Textilien vorliegen, gibt es
jedoch keine Untersuchungen zur aufgenommenen Dosis. Vor
dem Hintergrund des Verbotes von Azofarbmitteln auf Basis
der kanzerogenen Amine Bz, 2-NA und 4-ABP in Europa bezie-
hungsweise deren Kontrolle und Regulation bei der Einfuhr von
Textilien aus Drittlandern auRerhalb der Europdischen Union
ist ein erhéhtes Risiko einer Harnblasenkrebserkrankung nach
Tragen von gefdrbter Kleidung nicht zu erwarten. Der Anteil
freier, nichtionisch oder kovalent an die Textilfaser oder Leder
gebundener Molekiile des Farbstoffes und verunreinigender
aromatischer Amine im Produkt wird dariiber hinaus durch
Waschen weitgehend beseitigt. Damit entféllt diese Expositions-
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quelle zumindest fiir den Endverbraucher. Untersuchungen zur
Klarung eines erhohten Harnblasenkrebsrisikos in der Textilin-
dustrie sind nicht zu erwarten vor dem Hintergrund des bereits
lange bestehenden Verbots des Einsatzes von Azofarbmitteln
auf Basis kanzerogener aromatischer Amine.

Bei der Weiterverarbeitung von Farbstoffen ist der Haut-
kontakt bei den potenziell exponierten Arbeitnehmern in
Textilfarbereien bedeutend, wahrend der Gefdahrdung von
Arbeitnehmern iiber den inhalativen Expositionsweg meist
dadurch begegnet wird, dass Farbstoffe von den Herstellern
zunehmend nicht mehr in Pulverform sondern als Granulat
oder in Losung der weiterverarbeitenden Industrie angebo-
ten werden. In der Vergangenheit waren hier insbesondere
Arbeitnehmer in Farbereien beim Einwiegen und Mischen
von Farbstoffpulver sowie beim Farben und Bedrucken der
Textilien hohen Expositionen ausgesetzt. Fiir das Einwiegen
und Mischen von Farbmittel in Pulverform wurden in den USA
8 Stunden-Messungen an entsprechenden Arbeitsplatzen durch
die EPA durchgefiihrt und ergaben Raumluftkonzentrationen im
Bereich von 0.007 bis 0.56 mg/m?[96]. Unter Zuhilfenahme von
Modellrechnungen nach dem “Technical Guidance Document’
(TGD) der europdischen Kommission konnen Expositionen bei
verschiedenen Tatigkeiten am Arbeitsplatz abgeschatzt werden
[97]. Beim Féarben mit pastésen beziehungsweise pulvrigen
Farbstoffen betrdgt der Schatzwert 1-5 mg/cm? Hautober-
flaiche/Tag, beim Einwiegen und Mischen bis zu 5 mg/m?
Umgebungsluft/Tag, wahrend die Inhalationsexposition bei
Granulatformulierungen vernachldssigbar ist. Vergleicht
man letzteren Wert mit den von der US-EPA veréffentlich-
ten gemessenen Konzentrationen, so erkennt man, dass die
Berechnung im Simulationsmodell die tatsiachlich gemes-
senen Expositionsdosen {iberschatzt (5 mg/m?® der EU vs.
0,56 mg/m? der EPA als hochsten gemessenen Wert). Mit den
begrenzten Basisdaten zur Exposition - sowohl auf Basis der
Luftwerte als auch der gemessenen Metabolitenkonzentrationen
im Harn - kann derzeit das zusétzliche Krebsrisiko fiir einen
Beschaftigten am Arbeitsplatz bei einer Exposition iiber acht
Stunden nicht abgeschatzt werden.

Eine weitere potenzielle Ursache, ein Harnblasenkarzinom
zu entwickeln, bei welcher berufliche und auRerberufliche
Einfliisse verschmelzen, stellt die Verwendung permanenter
Haarfarben im Friseurhandwerk dar. Seit léngerer Zeit wird
vermutet, dass Friseure beruflich gegeniiber Substanzen expo-
niert waren, die Krebs erzeugen kénnen. Im Gegensatz dazu
wurde der Verdacht fiir den privaten Gebrauch durch die IARC
entkraftigt [98]. Erste Anhaltspunkte bot eine Fall-Kontroll-
Studie aus den Jahren 1987- 1996 aus Kalifornien (USA), bei der
Patienten mit Harnblasenkrebs und gesunde Personen mittels
eines Fragebogens untersucht wurden. Man stellte fest, dass das
Risiko fiir Frauen mit der Dauer und Haufigkeit der Exposition
mit permanenten Haarfarben stieg. Das hdchste Risiko ergab
sich jedoch fiir die Berufsgruppe der mannlichen Friseure und
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Barbiere [99]. Spétere Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe zeigten,
dass die Assoziation zwischen einer Blasenkrebserkrankung
und dem Gebrauch von Haarfarben besonders bei langsamen
Acetylierern ausgepragt ist [100]. Im Gegensatz dazu ergab
eine weitere groRe Studie der American Cancer Society keinen
Zusammenhang zwischen dem Gebrauch von Haarfarben und
der Mortalitat an Blasenkrebs, wobei vor dem Hintergrund
der guten Behandlungsmoglichkeiten fiir Harnblasenkrebs
in friihen Stadien die Erfassung der Mortalitat anstelle der
Inzidenz eine wesentliche Schwache der Studie darstellte [101]
Eine europdische Studie fand weder fiir Friseure noch beim
personlichen Gebrauch von Haarfarbemitteln ein erhdhtes
Blasenkrebsrisiko [102, 103]. Diese Meinung vertreten ebenso
europdische Hersteller von Haarfarben [104]. Insgesamt ist auf
Basis der vorliegenden Studien ein Zusammenhang zwischen
einer beruflichen oder privaten Nutzung von permanenten
Haarfarben und der Entstehung von Harnblasenkarzinomen
nicht gesichert.

18
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3 Erkenntnisse zur Hautgangigkeit von Azofarbstoffen

3.1 Aufbau und Funktion der
menschlichen Haut

Der Aufbau der menschlichen Haut ist in Abbildung 3 schema-
tisch dargestellt. Die Haut besteht von aufRen nach innen aus
der (1) Epidermis (Oberhaut) bestehend aus Stratum corneum,
Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum,
Stratum basale (2) Dermis (Lederhaut) bestehend aus Stratum
papillare und reticulare und der darunter liegenden (3) Subcutis
(Unterhaut). Als zelluldre Bestandteile befinden sich in der
Epidermis Keratinozyten und Melanozyten und in der Dermis
Fibroblasten, Langerhans Zellen, Makrophagen, Lymphozyten
und Sebozyten. Die Haut bildet eine physikalische und bioche-
mische Barriere gegeniiber Fremdstoffen, um eine potenziell
gefahrliche Absorption und Penetration von Gefahrstoffen zu
verhindern. An der Haut stellt die Epidermis - genauer gesagt

Flaumhé&rchen
Hornschicht

_——0Oberhaut

——Lederhaut

| Unterhaut-
fettgewebe

Blutgefalte
Nerven
Schweildrise
Abbildung 3 Aufbau der menschlichen Haut;

das Stratum corneumund das Stratum granulosum - die ent-
scheidende Zellschicht fiir diese Prozesse dar. Des Weiteren
gibt es eine zweite Barriere, welche aus fremdstoffmetabolisie-
renden Enzymen, Transportproteinen und mit dem Transport
assoziierten Proteinen besteht [105]. Zusatzlich gibt es eine
lipophile Matrix, die die Diffusion verhindert. Dariiber hinaus
muss die Mikrozirkulation der Haut beriicksichtigt werden,
da lber Blut- und LymphgefdlRe die Ausbreitung potenzieller
Fremdstoffe und deren Metabolite aus der Dermis und Subcutis
in tiefere Kompartimente erfolgt. Die grofRte Zahl der bisher
durchgefiihrten Untersuchungen in vitrolieRen diese Einfliisse
auBer Acht.
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3.2 Transport von Fremdstoffen in die
und innerhalb der Haut

Als eigenes Organ besitzt die Haut auch ihr eigenes meta-
bolisierendes und wirkstofftransportierendes System. In ihr
sind eine Reihe unterschiedlichster Proteine exprimiert, die
am Metabolismus von exogenen und endogenen niedermo-
lekularen Stoffen beteiligt sind (unter anderem Cytochrome
P450, CYP450) und mit dem Transport von Fremdstoffen
assoziierte Proteine, unter anderem P-Glykoproteine (PGPs),
weitere multi-drug-resistance Proteine (MRPs) und soge-
nannte lungenresistente Proteine (LRPs) [106]. Dabei ist die
Konzentration dieser Proteine in Keratinozyten groRer als in
Monozyten, Lymphozyten oder Fibroblasten. Dennoch sollte
beim Betrachten des Transportes und der Metabolisierung
von Gefahrstoffen das Zusammenspiel aller Zellen in der Haut
beriicksichtigt werden und keine Beschrankung auf die Kera-
tinozyten beziehungsweise die Epidermis stattfinden. In der
Haut befindet sich dariiber hinaus das Azoreduktasesystem
im Zytosol und im Endoplasmatischen Retikulum der Zellen.
Der Vorgang der Azospaltung erfolgt dort sehr schnell [107].
Die Cytochrome P450 sind fiir den oxidativen Abbau zustandig.
PGPs sind ATP-abhédngige Membranproteine, welche auch den
MRPs zugeordnet werden kénnen, da sie verantwortlich fiir das
beschleunigte Entfernen von Stoffen aus der Zelle sind. Eine
Expression dieser Proteine liegt nicht nur in der Haut sondern
in nahezu jedem Epithelgewebe vor, unter anderem auch im
GIT, in der Leber, in der Niere und im Reproduktionssystem.
Aufgrund der im Epithel und Endothel meist apikal oder lumi-
nalwarts lokalisierten Proteine, wird fiir sie eine sekretorische
und detoxifizierende Funktion vermutet. Die MRP sind vor allem
fiir den Transport zustandig, wobei MRP1 und MRP2 wichtig fiir
den transmembranaren Transport von Glutathion-S-Konjugaten
sind. Letztere kdnnen nach Spaltung von Azofarbstoffen in die
entsprechenden aromatischen Amine und Glucuronidierung
entstehen. Dies ist wichtig fiir die Elimination dieser Produkte
auf zellularer Ebene. Die Bedeutung von Transportproteinen fiir
die Stabilitat und Funktionsféhigkeit der Haut ldsst sich auch
daran erkennen, dass zum Beispiel Mutationen im MRP6 Gen
das Krankheitshild des Pseudoxanthoma elasticum hervorrufen
konnen. Die Krankheit beeinflusst beziehungsweise zerstort
die elastischen Strukturen der Haut [108]. LRPs befinden sich
im Zytoplasma und vermitteln einen bidirektionalen Transport
zwischen Nukleus und Zytoplasma. Studien haben eine hohe
Expression von LRP und in Keratinozyten nachgewiesen und
die fehlerhafte Expression dieser Proteine wurde als wichtiges
Element bei der Entstehung von Melanomen erkannt [109].

Der Prozess des Transportes von Fremdstoffen {iber die Haut
kann in zwei Phasen eingeteilt werden. Beide Phasen werden
vorrangig durch die genannten Transportproteine beeinflusst,
da zunachst ein Transport in die Zelle und im Anschluss wieder
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aus ihr heraus erforderlich ist. Die erste Phase ist die Penetra-
tion des Stoffes, welcher im Anschluss mittels CYP450 oxidativ
verstoffwechselt wird. Im Falle von freigesetzten aromatischen
Aminen aus Azofarbstoffen stellt dieser Schritt eine Toxifizie-
rung dar. Im Verlauf dieses Metabolismus kann eine akute
Kontaktdermatitis (ACD) die Folge einer allergischen Reaktion
auf einen dieser Metaboliten sein [105]. In der zweiten Phase
werden die Produkte mittels Epoxidhydrolasen, Transferasen
und Reduktasen metabolisiert, so dass diese wasserloslicher
werden und iiber den Harntrakt aus dem menschlichen Kérper
eliminiert werden konnen. Neben den Proteinen, die fiir den
interzelluldren Transport von Azofarbstoffen beziehungsweise
aromatischen Aminen zustandig sind, wurden zusatzlich auch
organische anionische Transportproteine (OATPs) in Keratino-
zyten gefunden, die fiir den intrazellularen Transport wichtig
sind [105].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wesentliche
physiologische Transport und Metabolismusvorgange in der
Haut bekannt sind, diese aber noch nicht im Zusammenhang
mit einer spezifischen Exposition gegeniiber Azofarbstoffen auf
molekularbiologischer Ebene untersucht wurden.

3.3 Metabolische Spaltung von
Azofarbmitteln auf der Haut

Die Haut ist mit einer physiologischen bakteriellen Flora be-
siedelt, die sich gleichfalls in den Haarfollikeln, sowie im
Infundibulum der Driisen befindet. Die Besiedlung variiert
altersabhéngig iiber mehrere Zehnerpotenzen zwischen
6x102 und 2x10'/cm?. Es lasst sich eine Einteilung in aerobe
(Staphylokokken, Mikrokokken) und anaerobe Bakterien (Pro-
pionibakterien) vornehmen.

Platzek et al. zeigten in Untersuchungen in vitro, dass hydro-
phile Azofarbstoffe bereits innerhalb von einer Stunde Inkuba-
tionszeit von Bakterien der physiologischen Hautflora reduziert
werden kénnen. Beim Abbau vom haufig in der Textilindustrie
benutzten Direct Blue 14 entsteht dabei unter anderem das po-
tenziell kanzerogene o-Tolidin [110]. Ein dhnliches Experiment
wurden von Collier et al. durchgefiihrt [1]. Dabei wurden eben-
falls unterschiedliche und radioaktiv markierte Azofarbstoffe
epikutan /n vitro auf die Haut von behaarten Sencar Mausen,
haarlosen Meerschweinchen und menschlicher Haut appliziert.
Es wurde einerseits die Permeabilitdt, andererseits die Reduk-
tion der Stoffe untersucht. Im Vergleich untereinander lieR
sich fiir den Menschen eine schlechtere Permeabilitat dieser
Stoffe im Gegensatz zur Haut bei Nagern feststellen. Dariiber
hinaus wurden Azofarbstoffe mit geladenen Seitengruppen,
zum Beispiel Sulfonsduregruppen, schlechter resorbiert als
ungeladene Azofarbstoffe. Am Ende der Versuche verblieben
trotz intensiver Waschungen Reste der Azofarbstoffe an der
menschlichen Haut. Dies wurde seitens der Autoren mit einer
Anhaftung an den Haaren begriindet. Genauere Angaben zu
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den verwendeten Hauten (Dicke, Haardichte) wurden seitens
der Autoren nicht gemacht. Die Untersuchungen zeigten den-
noch, dass Azofarbstoffe auf und in der Haut zu hydrophilen
Metaboliten umgesetzt werden, die im Anschluss {iber den Harn
ausgeschieden werden kdnnen. Einer der wichtigsten Voraus-
setzungen ist dabei die Loslichkeit des Azofarbmittels selbst, da
die Bakterien zur mikrobiellen Reduktion eine wassrige, das
heiRt geloste Form des Azofarbmittels bendtigen. Damit ist die
Spaltung in aromatische Amine auf der Haut hauptsachlich fiir
hydrophile Azofarbstoffe und kaum fiir unlésliche Azopigmente
gegeben. Losliche lipophile Azofarbstoffe werden wie hydro-
phile Azofarbstoffe ebenfalls iiber die Haut aufgenommen,
jedoch zumeist in unveranderter Form. Die Spaltung in freie,
potenziell kanzerogene aromatische Amine findet daher erst
innerhalb der Haut oder zu einem spateren Zeitpunkt in der
Leber statt. Zusatzlich zeigen die Ergebnisse, dass bei der
Metabolisierung der Azofarbstoffe die zytosolischen und die
im endoplasmatischen Retikulum befindlichen Reduktasen
beteiligt sind. Im Detail wurde festgestellt, dass zuerst eine
Hydroxylierung am Ring im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und im Anschluss der Diffusion ins Zytosol eine A-Acetylierung
erfolgte. Die Reduktionsaktivitdt in den einzelnen Komparti-
menten wurde gemessen, wobei Solvent Yellow 7 im Zytosol
reduziert und Sudan I im Zytosol und im ER zu gleichen Teilen
reduziert wurde. Der lipophile Farbstoff wurde mit 5 pg/cm?
bei allen Spezies aufgenommen. Die humane Haut war nach
24 Stunden insgesamt am wenigsten durchléssig. Die Aktivitat
des CYP450 Systems fiir die erste Hydroxylierungsreaktion war
folgendermaRen: Sencar Maus > Meerschweinchen > Mensch.
Diese Ergebnisse untermauern die interindividuelle Aktivitat
des mikrosomalen Systems, die gleichfalls durch Storm et
al. festgestellt werden konnte [111]. Es bestand jedoch kein
Unterschied innerhalb einer Spezies. Die auch von anderen
Autoren festgestellten Einflussfaktoren fiir die anschlieRende
Reduzierung durch Leberenzyme waren Wasserldslichkeit
und das Vorhandensein von elektronenziehenden Gruppen
[112] (siehe auch Kapitel 2.3). Ein weiterer Versuch in vivo
an Ratten und Kaninchen durch Aldrich et al. mittels zweier
radioaktiv markierter Azofarbstoffe zeigte ebenfalls, dass im
Anschluss Radioaktivitat im Harn gemessen werden konnte.
Auch diese Farbstoffe waren dabei nach kutaner Applikation
der entsprechenden dermalen Mikroflora ausgesetzt und
mussten aufgrund der Messergebnisse in polare und renal
ausscheidbare Metabolite umgesetzt worden sein [113].

Eine anaerobe Situation der Haut kann urséchlich dafiir sein,
dass Prozesse wie eine oxidative Biotransformation und Glyko-
lyse nur limitiert ablaufen kdnnen und dafiir die Azoreduktion
beim Abbau dominiert, wobei freie Radikale gebildet werden
[114]. Aufgrund der Ergebnisse von Collier et al. ist jedoch
wichtig anzumerken, dass zunéchst auch eine Hydroxylierung
stattfinden kann, wobei polare Metabolite auf der Haut entste-
hen sowie in diese diffundieren und erst in der Leber die Azo-
reduktion zu den freien aromatischen Aminen stattfinden kann.
Dies fiihrt dazu, dass im Harn andere aromatische Amine als die
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urspriinglich bei der Synthese des Azofarbmittels eingesetzten
Verbindungen auftreten und diese nicht mit den routinemaRig
angewandten analytischen Verfahren erfasst werden konnen.
Dies hat zur unmittelbaren Folge, dass ein Nichtnachweis von
aromatischen Aminen im Harn nicht gleichzusetzen ist mit
einer fehlenden Metabolisierung des Azofarbstoffes zu freien
aromatischen Aminen in der Haut oder Leber. Zusammen-
fassend muss aus den Ergebnissen gefolgert werden, dass

Literaturstudie ,,Azofarbmittel”

sowohl hydrophile als auch lipophile Azofarbstoffe iiber die
Haut aufgenommen werden kénnen. Hydrophile Azofarbstoffe
werden dabei relativ zu den lipophilen Azofarbstoffen zu einem
grolReren Anteil bereits auf der Haut bakteriell in aromatische
Amine gespalten beziehungsweise zu polaren Metaboliten
oxidiert, wahrend lipophile Azofarbstoffe eher unveréndert
aufgenommen werden und erst in der Haut beziehungsweise
Leber verstoffwechselt werden (Abbildung &).

Oxidation
(CYP450, efc.)

Oxidation, efc.

Abbildung & Die Abbildung zeigt die Hauptaufnahmewege und Metabolismus von (A) hydrophilen und (B) lipophilen Azofarbstoffen (verglei-
che dazu auch Text in den Kapiteln 3.2 und 3.3).

(R) Hydrophile Azofarbstoffe konnen bereits auf der Oberflache der Haut durch die mikrobielle Umgebung in aromatische Amine zersetzt
werden. Die freigesetzten aromatischen Amine kdnnen iiber die Haut aufgenommen, das heiRt resorbiert werden. Nach dem Transport in die
Zelle (zum Beispiel Keratinozyten) findet dort unter anderem im Zytosol oder den Mitochondrien eine Oxidation durch mischfunktionelle Oxi-
dasen (CYP450) u.a. in N-Hydroxylamine und N-Nitrosoverbindungen statt. Analoge Reaktionen finden auch in der Leber statt, wenn das freie
aromatische Amin in die tieferen Hautschichten und liber den Blutkreislauf dorthin gelangt.

(B) Lipophile Azofarbstoffe werden wie andere fettliebende Substanzen (und im Gegensatz zu hydrophilen Azofarbstoffen) iiberwiegend un-
verdndert entweder direkt iber die Haut oder durch Diffusion an der Haarwurzel entlang aufgenommen. Erst nach dem Transport des un-
veranderten Farbstoffes in die Zelle (zum Beispiel Keratinozyten) - spatestens jedoch in der Leber - wird unter anderem im Zytosol oder am
endoplasmatischen Retikulum der Farbstoff reduktiv in die freien aromatischen Amine gespalten. Erst im Anschluss finden entsprechende Oxi-
dationsreaktionen wie unter (A) beschrieben statt.
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Quantitative Aussagen zur Umsetzung sowie zur anschlieRen-
den Resorption tiber die Haut und der Natur der entstehenden
Metaboliten konnen aus den bisher veroffentlichten Resultaten
jedoch nicht gezogen werden Dies muss individuell aufgrund
der vorhandenen Datenlage interpretiert werden oder - falls
keine Daten vorhanden sind - in experimentellen Arbeiten
untersucht werden. Weitere Daten zur Hautgangigkeit von
Azofarbstoffen auBerhalb des beruflichen Sektors wurden vor
allem im Zusammenhang mit einer moglichen Exposition des
Endverbrauchers iiber geférbte Kleidungsstiicke generiert. Die
durchschnittliche Konzentration an Farbmitteln (unabhédngig
von ihrer Natur) in Kleidungsstiicken betrdgt zwischen 0,25%
bei hellen und 3,5% bei dunklen Farbtonen. Bei Reaktivfarb-
stoffen kann die Konzentration bis zu 9% betragen. Leder-
produkte enthalten - je nach Farbton - zwischen 0,5 bis 7,0%
Farbstoff [3] Weiterhin ist die dermale Exposition neben dem
Farbstofftyp abhdngig vom Textilmaterial, dem Farbstoffgehalt
und der Echtheit der Farbung. Eine Exposition des Verbrauchers
gegeniiber Farbstoffen findet statt, wenn der Farbstoff oder das
Pigment vom Substrat auf die Haut migriert. Dies ist vor allem
der Fall, wenn es durch SchweiR und Reibung zu einer Elution
von Farbstoffen aus kérpernah getragenen Textilien kommt. Fiir
die Abschatzung eines eventuell bestehenden Risikopotenzials
ist es daher maRgeblich, ob das betreffende Kleidungsstiick
hautnah oder hautfern getragen wird. Versuche auf Schweil3-
echtheit von gefdrbten Textilien sowie die Bestimmung von
Migrationsfaktoren im Tragesimulator wurden durch Platzek
et al. durchgefiihrt, um Anhaltspunkte fiir realistische dermale
Expositionsdosen zu erhalten. Mit einer dermalen Exposition
von 1-10 pg/kg wird eine Belastung des Menschen von 1 mg/d
angenommen [110]. Zudem werden Farbstoffe auf Basis von
aromatischen Aminen aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften
leichter iiber die Haut aufgenommen als andere Farbstoffe.
Durch die “Ecological and Toxicological Association of Dyes and
Organic Pigments Manufacturers” (ETAD) wurde aus der frei-
gesetzten Farbstoffmenge die dermale Exposition abgeschatzt.
Sie betrug bis zu 0,7 pg/cm? bei einer Freisetzungsrate von
0,4 mg/Trageereignis und einem Migrationsfaktor von 0,18%
[115]. In einem dynamischen Hautmodell ergaben sich Werte
der dermalen Exposition bis zu 1,1 pg/cm2. Das Waschmodell
zur Simulation der Aufnahme von Farbstoffen aus mehrfach
getragener und gereinigter Kleidung zeigte eine Abnahme der
Freisetzung bei Zunahme der Waschprozeduren. Eine Betrach-
tung auf molarer Ebene ergab, dass zwischen 9 und 13% der
freigesetzten Menge von der Mischflora der Haut umgesetzt
wird [11]. Insgesamt hangt das AusmaR der Hautpenetration
von den chemisch-physikalischen Eigenschaften, unter ande-
rem der MolekiilgroRe, -form, -ladung und dem Léslichkeits-
verhalten des Farbmittels ab. Farbmittel in lonenform kdnnen
nach von der ETAD beauftragten Messungen die Hautbarriere
um Zehnerpotenzen weniger gut liberwinden als ungeladene
Molekiile. Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung
mit denjenigen von Collier et al. [1]. Bei der Annahme einer
100-prozentigen Hautresorption (100-facher Wert der als realis-
tisch angenommenen maximalen Durchdringungsrate) ergébe
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sich aus den von der ETAD erhobenen Freisetzungsrate eine
innere Belastung von ca. 0,01 bis 7 pg Farbstoff/kg Kérperge-
wicht pro Trageereignis. Aus dieser Farbstoffdosis konnte im
ungiinstigsten Fall eine quantitative (=100-prozentige) Spaltung
zu aromatischen Aminen resultieren. Dies ist jedoch aufgrund
der Vielzahl unterschiedlicher Metaboliten von Azofarbstoffen
sehr unwahrscheinlich. Schatzungen zufolge betrdgt die Rate
der tatsdchlich abgespaltenen Amine 25 bis 30% [116]. Der
Arbeitskreis , Textilien” des Bundesinstituts fiir Risikobwertung
(BfR) in Berlin geht aufgrund der bisherigen Erkenntnisse bei
Farbstoffen von einem mittleren Freisetzungsgrad von 0.1% pro
Tag aus [117]. Trotz der insgesamt niedrigen Permeations- und
Metabolisierungsraten ist die Forderung nach einem Einsatz-
verzicht von Azofarbstoffen verbreiteter Bestandteil der Liefer-
bedingungen von Bekleidungsherstellern, unabhangig von den
Anforderungen an besondere Oko-Standards. Zusatzlich wird
eine Wasch-, Wasser-, Reib-, Schweil3- beziehungsweise Spei-
chelechtheit (inshesondere fiir Sduglingstextilien) gefordert.

Die moglichen Gefdahrdungen und Risiken durch die Ver-
wendung von Azofarbstoffen in Kosmetikprodukten sind im
Gegensatz zu Textilien nicht untersucht, wobei aufgrund der
haufigen Verwendung von Make-up bei TV-Moderatoren die
Verwendung von Azofarbstoffen in Kosmetika verdachtigt
wurde, fiir die festgestellten hoheren DNA-Schéden und Re-
produktionseinschrankungen bei weiblichen Beschaftigten
verantwortlich zu sein [118]. Die Aussagen waren jedoch hoch
spekulativ und konnten nicht weiter verifiziert werden. Es ist
anzumerken, dass derzeit in der Kosmetikverordnung keine
Azofarbmittel auf Basis kanzerogener aromatischer Amine
Anwendung in Deutschland finden. Es liegen keine Daten zu
den Gehalten in Importen aus der Europaischen Union oder
auBereuropdischer Staaten vor. Vereinzelt werden Azopig-
mente in Tattoos eingesetzt. Diese Pigmente kdnnen bei der
laserchirurgischen Entfernung zu freien aromatischen Aminen
zersetzt werden [119, 120].

3.4 Beschleunigte Aufnahme durch
Losungsmittel-Koexposition

Kofaktoren, zum Beispiel die Beschleunigung einer Permea-
tion von Azofarbmitteln im Beisein anderer Substanzen oder
spezifischer Hauteigenschaften ist wenig untersucht. Sasaki
et al. stellten an Rattenhaut /n vitro fest, dass es durchaus
einen ,beschleunigenden” ("enhancing”) Effekt bei dem trans-
dermalen Transport verschiedener Azofarbmittel gibt, unter
anderem bei Sudan Ill, einem wasserléslichen Azofarbstoff
[121]. Inwiefern die Kofaktoren dabei den Transport des unver-
anderten Azofarbstoffes oder seiner auf der Haut entstandenen
Stoffwechselprodukte unterstiitzte wurde von den Autoren nicht
untersucht. Farbpigmente kénnen aufgrund ihrer geringen
Loslichkeit als biologisch inert angesehen werden, so dass sie
dermal nicht beziehungsweise nur in vernachlédssighar geringen
Konzentrationen resorbiert werden. Wahrend Farbstoffe mittels
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einer iiber SchweilR- oder bei Sduglingen speichelinduzierten
Elution freigesetzt und resorbiert werden kdonnen, ist dieser
Mechanismus fiir Pigmente nicht relevant. Zwischenprodukte
aus dem Metabolismus oder Verunreinigungen (zum Beispiel
Monoazoverbindungen) kdnnen I6slich sein und mittels Lo-
sungsmitteln besser resorbiert werden. Die verschiedenen
Losemittel humanen (Speichel, Schweil}) beziehungsweise
“synthetischen” Ursprungs (Korperpflegeprodukte und die in
ihnen enthaltenen Losemittel-, Duft- und Konservierungsstoffe)
sollten jedoch in Zukunft ndher untersucht werden und zwar
spezifisch fiir diejenigen Azofarbmittel, die derzeit noch Anwen-
dung in Lebensmitteln, Kosmetika und Bedarfsgegenstanden
finden. Dies sollte unter gleichzeitiger Beriicksichtigung des
Einflusses der Hautgesundheit beziehungsweise Hautschadi-
gung durchgefiihrt werden.

3.5 Experimentelle Ansatze zur
Ermittlung der Hautgangigkeit

Es wurden in den letzten Jahren mehrere neue Techniken fiir
in vitro als auch in vivo Studien zur Penetration und Meta-
bolismus von Fremdstoffen in der Haut entwickelt. Auf der
Grundlage des von Bronaugh et al. entwickelten flow-through-
diffusion Modells der Haut [122, 123], konnten Storm et al. ihre
Untersuchungen ex vivo an der behaarten Haut der Sencar
Maus, der unbehaarten Haut des Meerschweinchens und
des Menschen durchfiihren [111]. Fuchs et al. benutzten eine
Penetrationskammer (LG-1083), welche es ihnen erméglichte,
eine Dermisflache von 0,785 cm? gegeniiber 3,2 mL Flissig-
keit zu exponieren [114]. Ziel hierbei ist die Quantifizierung
des Transfers durch die Haut unter Gebrauchsbedingungen.
Dabei wird empfohlen, menschliche Haut oder Schweinehaut
zu verwenden. Neben der durch die Haut in eine Rezeptor-
fliissigkeit penetrierten Menge, wird auch der Substanzanteil
als potenziell systemisch verfiigbar und damit resorbierbar
angesehen, der in der Epidermis und Dermis vorgefunden
wird. Nur die Substanzanteile im Stratum corneumwerden als
nicht resorbiert betrachtet. Fiir Haarfarben wird empfohlen, die
Hautresorption mit 2-5 mg/cm? zu untersuchen. Im Falle von
Permanenthaarfarben sind 20 mg/cm? zu untersuchen, wobei
die fiir die Anwendung typische Kontaktzeit gewahlt werden
sollte. Im Falle der Haarfarben wird von 590 cm? exponierter
Flache ausgegangen.

Anstelle echter Haut in Untersuchungen in vitro und in vivo
wurden durch Héller et al. auch sogenannte Hautdquivalente
aus autologen Keratinozyten (unter anderem aus Haarfollikeln
geziichtet), Fibroblasten und angereicherten Zellkulturmedien
hergestellt. Erste histologische und immunfluoreszenzchemi-
sche Untersuchungen bestétigten die Annahme, dass diese
synthetisch hergestellten Hautdquivalente der humanen Haut
sehr dhnlich sind [124]. Diese Ergebnisse schaffen damit die
Grundlage fiir die Herstellung von Allografts der Haut. Es sind
viele Variationen maglich, die es erlauben - je nach zu Grunde
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liegender Fragestellung oder Hypothese - verschiedene Zel-
len einsetzen, zum Beispiel kann die azelluldre Dermis von
Schweinen oder Menschen genommen sowie Keratinozyten
oder Fibroblasten aus der Zellkultur hinzugefiigt werden [125,
126]. Yang et al. untersuchten an einem derartigen Modell die
Produktion von mehreren proinflammatorischen Mediatoren
wie zum Beispiel IL-1a, um so das toxische Potenzial von Che-
mikalien einzuordnen [127]. Ein Vorteil dieser Hautmodelle
ist, dass sie fiir akute Zytotoxizitatstests angewendet werden
konnen, bevor entsprechende chronische Versuche im Nied-
rigdosisbereich am Tiermodell stattfinden. Somit knnen auch
unnotige Tierversuche vermieden werden.

Die bisherigen 2D Hautmodelle wurden auf ihre Anwendung
in vivo ausgeweitet. Viele Arbeitsgruppen bedienen sich einer
chorioallantoischen Membran oder einer Riickenkammer in
der Hautfalte fiir die Untersuchung ihrer individuell zusam-
mengestellten Allograft Konstrukte [128]. Die Versuche werden
meist an der Maus, Ratte oder am Hamster durchgefiihrt, wobei
der Versuchsaufbau an letzterer Spezies bereits 1980 durch
Endrich et al. beschrieben wurde und seit fast 30 Jahren in
Gebrauch ist [129]. Hierzu werden Titankammern chirurgisch
implantiert und besitzen ein Fenster, so dass ausgewahlte
Hautareale /n vivo unter Verwendung unterschiedlicher Frage-
stellungen gezielt im Tierversuch untersucht werden kénnen.
Eine weitere 3D Kammer wurde durch Eriksson et al. etabliert,
in welcher vor allem die lokale Applikation von Fremdstoffen in
vivo durchgefiihrt werden konnte. Die transparenten, runden
und flexiblen Eigenschaften der Kammer begiinstigen dabei
die Untersuchung [130]. Bei den 3D Verfahren stellt dariiber
hinaus weiterhin die kutane Mikrodialyse eine Moglichkeit
dar, minimalinvasiv die Konzentration im Extrazellularraum
der Dermis an Mensch und Tier zu messen [131]. So konnte
unter anderem die perkutane Absorption von 4-Chloranilin an
der Ratte getestet werden. Die Ergebnisse zeigten, dass dieser
Stoff die Haut penetrieren und in den systemischen Kreislauf
gelangen kann. Zugleich wird er teilweise bei der Passage
durch die Haut zu 4-Chloracetanilid metabolisiert [132]. Als
wichtigste nichtinvasive Methode am Menschen ldsst sich je-
doch der transepidermale Wasserverlust (TEWL) zur Messung
der Barrierefunktion der Haut durchfiihren. Der TEWL kann
als indirekte Messung benutzt werden, um Hautirritationen
zu untersuchen, die zum Beispiel durch physikalisch und
chemische Effekte hervorgerufen werden und eine Erhéhung
der TEWL zur Folge haben [133]. Er ist ein wichtiger Indikator
fiir den Zustand der Haut. Andererseits lassen sich mit ihm
keine Riickschliisse liber das Migrationsverhalten und den
Hautmetabolismus von Fremdstoffen ziehen.
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&4 Schlussfolgerungen

In Deutschland sind die Verwendung und das Inverkehrbringen
von Azofarbmitteln im Lebensmittel- und Bedarfsgegenstande
sowie im Futtermittelgesetzbuch und der Kosmetikverordnung
geregelt. Die Richtlinien sind strikt und verbieten die Verwen-
dung sowie das Inverkehrbringen gefarbter Gebrauchs- und
Lebensmittelerzeugnisse auf Basis von derzeit 22 aromatischen
Aminen einschlieBlich derjenigen, die erwiesenermaRen als
Humankanzerogene und kanzerogen im Tierversuch einge-
stuft sind. AulRerdem gibt die EU-Richtlinie eine Obergrenze
von 30 ppm fiir die Freisetzung potenziell krebserzeugender
aromatischer Amine aus Azofarbmitteln an. Die gleichen
Rahmenbedingungen gelten fiir neu synthetisierte Azofarb-
mittel, die vor ihrer Marktzulassung gemaRR Anhang VII der
EU Richtlinie 67/548/EWG auf Mutagenitit und Kanzerogenitét
mittels /n-vitro Nachweisverfahren getestet werden miissen.
Vor dem Hintergrund dieser Verbotsregelungen, strikten Kon-
trollen und auch des freiwilligen Verzichts vieler Hersteller auf
die Verwendung von Azofarbstoffen auf Basis kanzerogener
Amine (unter anderem auch der Druck- und Textilindustrie)
mit Beginn der 70er Jahre des vergangenen Jahrhunderts sowie
einer Latenzzeit von bis zu 40 Jahren bei Harnblasenkrebs ist
in Zukunft aus retrospektiver Sicht mit keinem wesentlichen
Anstieg an azofarbstoffinduzierten Harnblasenkrebs zu rechnen.
Dies schlieRt das vereinzelte Auftreten derartiger Fille jedoch
nicht kategorisch aus. Dieses gilt vor allem fiir diejenigen Berei-
che, in denen Restorationsarbeiten an Gebrauchsgegenstanden
durchgefiihrt wurden, die vormals mit Azofarbmitteln (vor allem
denjenigen mit kanzerogen aromatischen Aminkomponenten)
behandelt wurden. In diesen Fallen bedarf es einer individuel-
len Betrachtung in Abhangigkeit des verwendeten Farbmittels,
dessen Verunreinigung mit dem unverdnderten aromatischen
Amin, der Dauer der Tatigkeiten sowie inshesondere der Ar-
beitsplatzbedingungen mit besonderem Schwerpunkt auf der
Untersuchung der unter diesen Bedingungen potenziell vorherr-
schenden Aufnahmewege. Dabei ist neben der Inhalation von
Stauben auch die Aufnahme iiber die Haut zu beriicksichtigen,
insbesondere der ungeschiitzte Kontakt mit hydrophilen wie
lipophilen Azofarbstoffen, da diese {iber die Haut aufgenommen
werden konnen beziehungsweise bereits auf der Haut durch
bakterielle Spaltung in die entsprechenden Amine iiberfiihrt
werden kdnnen. Quantitative Aussagen zur Umsetzung sowie
zur anschlieRenden Resorption der aromatischen Amine iiber
die Haut und der Natur der entstehenden Metaboliten kdnnen
dabei nur individuell getroffen werden. Dazu muss entweder
die zur Verfiigung stehende Literatur fiir den entsprechen-
den Azofarbstoff ausgewertet und auf den spezifischen Fall
angewandt werden oder - falls diese Daten nicht vorhanden
sind - orientierende experimentelle Untersuchungen im Labor
durchgefiihrt werden. Hierzu kann angemerkt werden, dass
wesentliche Verfahren zu einer ersten Evaluierung der Haut-
gangigkeit von Azofarbstoffen und aromatischen Aminen sowohl
in vitro (zum Beispiel Franz-Kammer) als auch in vivo (zum
Beispiel Mikrodialyse) bekannt sind, diese aber - bis auf wenige
Ausnahmen mit aromatischen Aminen (134, 135) - noch nicht
auf Azofarbstoffe angewandt wurden. Ahnliches gilt fiir die phy-
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siologischen Prozesse des Transportes und der Metabolisierung
von Azofarbstoffen in der Haut. Die wesentlichen Transport- und
Metabolismusvorgdnge in der Haut sind bekannt, wurden aber
noch nichtim Zusammenhang mit einer spezifischen Exposition
gegeniiber Azofarbstoffen auf molekularbiologischer Ebene un-
tersucht. Insgesamt wird das Ausmal} der durchzufiihrenden
Untersuchungen und des Forschungsbedarfes in Zukunft sich
aus praventionsmedizinischer Sicht auf diejenigen Azofarbstoffe
fokussieren miissen, fiir die heutzutage noch eine Exposition
angenommen werden kann.
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