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1 Ausgangslage

Im Rahmen der BLV-Friherkennung hat das Advisory Committee on Early Detection / Food Safety
(ACE) beschlossen, die Problematik von Anthrachinon-Ruckstanden in Lebensmitteln weiterzuverfol-
gen (“‘.’ Protocol 2nd meeting_of ACE_20190328). Anthrachinon-Rickstande in Lebensmitteln stel-
len ein Problem dar, da Anthrachinon kanzerogene Eigenschaften hat und offiziell eingestuft ist als
Karzinogen Kat. 1B (ECHA 2015a). In der Industrie sind bereits verschiedene Monitoring Programme
vorhanden, um Anthrachinon-Rickstande zu kontrollieren. Andererseits fehlen Expositionsdaten, die
eine vertiefte Risikobewertung ermdglichen wirden. Da Anthrachinon durch unvollstandige Verbren-
nung von organischem Material entsteht, kann es unter anderem in Autoabgasen, aber auch in gerau-
cherten Lebensmitteln nachgewiesen werden. Ein weiterer Eintragungsweg in Lebensmittel sind ver-
mutlich Trocknungsprozesse, denn Anthrachinon kann auch in Tees oder getrockneten Pilzen nach-
gewiesen werden. Rickstande tUber den Eintrag als Pflanzenschutzmittel werden als eher unwahr-
scheinlich angesehen, da Anthrachinon als Pflanzenschutzmittel seit 2008 nicht mehr zugelassen ist
(EU Kommission 2008a). Nach der Prifung des Wirkstoffs kam der Ausschuss zum Schluss, dass es
eindeutige Hinweise auf schadliche Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit gebe. Durch das
Fehlen wesentlicher toxikologischer Daten war es aber nicht mdglich, Referenzwerte fir die Risikobe-
wertung von Ruickstanden abzuleiten (EU Kommission 2008b). Das BLV hat die Risikobewertung von
Anthrachinon-Rickstédnden in Lebensmitteln bis anhin auf Basis der Annahme, dass es ein nicht-
genotoxisches Kanzerogen sei, getroffen und den maximal akzeptablen Expositionswert von 0.005
mg/kg fur nicht-genotoxische Substanzen der Cramer-Klasse Il verwendet (TTC-Approach). An-
thrachinon wird aufgrund der Bewertung im CLH Report (Baua 2015), von OECD Tool Box Daten
sowie Angaben aus dem IARC Monograph (IARC 2013) nicht als genotoxisch betrachtet. Von BLV-RB
war bis anhin kein toxikologisches Gutachten zu Anthrachinon erstellt worden, weil Anfragen immer im
Rahmen von RASFF Notifikationen von Pestizidrickstanden gestellt wurden und kein spezifisches
toxikologisches Gutachten zu Anthrachinon, und insbesondere zu méglichen Metaboliten, erforderlich
war. Da speziell die Endpunkte Genotoxizitdt und Karzinogenitat aber im Rahmen der offiziellen Ein-
stufung diskutiert wurden (Baua 2015, ECHA 2015a und b), und deren Eigenschaften fir die Bewer-
tung von Anthrachinon-Ruckstanden im Hinblick auf eine vertiefte Risikobewertung relevant sind, sol-
len in diesem Gutachten die toxikologischen Daten zur Genotoxizitat und Kanzerogenitat dargelegt
und diskutiert werden. Abhangig von der Gefahrenbeurteilung hinsichtlich genotoxischer und kanzero-
gener Eigenschaften sollen weitere Schritte zur Abklarung des Risikopotentials definiert werden.

2 Wirkstoff

In Tabelle 1 sind Angaben zu Struktur und gefahrstoffrechtlicher Einstufung und Kennzeichnung des
Wirkstoffs Anthrachinon dargestellt.

Tabelle 1: Angaben zu Struktur und Einstufung und Kennzeichnung

Bezeichnung Struktur Harmonisierte Einstufung
und Kennzeichnung — An-

hang VI der Verordnung
(EG) 1272/2008 (CLP-
Verordnung)

Anthrachinon (9] Durch ECHA verfiigte, harmo-
nisierte Einstufung und Kenn-

CAS-Nr. 84-65- zeichnung vorhanden:
1 Karz. 1B, H350

EC-Nr. 201-
549-0

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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3 Beurteilung der toxikologischen Eigenschaften

Der vorliegende Bericht stiitzt sich hauptséchlich auf die Angaben aus dem CLH Report von 2015 und
dem IARC Monograph 2013. Fur die Bewertung von Anthrachinon liegen dem BLV ausser den offent-
lich verfigbaren NTP (2005) Studien keine Original-Studien vor. Die Bewertung der Daten basiert
ausschliesslich auf den Informationen aus den oben genannten Quellen.

3.1 Genotoxizitat

Die Beurteilung der Genotoxizitat im CLH Report basiert auf insgesamt 27 Genotoxizitatsstudien, wo-
von allerdings nur 7 als relevant betrachtet wurden (siehe Tabelle 2). Viele der nicht zur Beurteilung
verwendeten Studien wiesen erhebliche Mangel auf (ECHA 2015a). Zur Abklarung des mutagenen
Potentials in Bakterienzellen wurden 4 Ames-Tests ausgewertet, von denen 3 als negativ und einer
als positiv beurteilt wurden. Das Resultat im positiven Ames-Test ist hdchstwahrscheinlich auf die
Verunreinigung 9-NA (0.1%) zurtickzufiihren. 9-NA allein getestet erwies sich als Mutagen in Bakteri-
enzellen. Zur Abklarung des mutagenen Potentials in Sdugerzellen wurde ein Mouse Lymphoma-Test
ausgewertet und als negativ bewertet. Anthrachinon hat sich in vitro ebenfalls als negativ erwiesen im
Chromosomenaberrationstest. In vivo liegt ein negativer Mikronukleus-Test (MN-Test) vor (ECHA
2015a und 2015b). Wenn Anthrachinon hingegen Mausen Uber langere Zeit geflttert wurde (Futter-
konzentrationen von 1'875 bis 30'000 ppm), wurde eine signifikant hdhere Zahl an Erythrozyten mit
Mikronukleus gefunden (14-wochige Mausstudie, NTP 2005). Im CLH Report wurden diese Resultate
als unverlasslich bewertet und fur die Einstufung nicht in Betracht gezogen. Die vorhandenen Daten
deuten also eher darauf hin, dass es sich bei Anthrachinon nicht um einen genotoxischen Stoff han-
delt. Anthrachinon wird aber umfassend metabolisiert und fuhrt in der Ratte zur Bildung zweier quanti-
tativ relevanter Metaboliten, 1-Hydroxyanthrachinon und 2-Hydroxyanthrachinon (1-OH-AQ und 2-OH-
AQ). 2-OH-AQ ist quantitativ der bedeutendste Metabolit im Urin von Ratten nach intravendser oder
oraler Gabe von Anthrachinon (NTP 2005). Beide Metaboliten zeigten im Ames-Test positive Resulta-
te und sind daher als bakterielle Mutagene zu betrachten (siehe Tabelle 3). Uber das mutagene Po-
tential in Saugerzellen in vitro und in vivo ist nichts bekannt, da keine weiteren Genotoxizitatstests mit
den Metaboliten 1-OH-AQ oder 2-OH-AQ vorliegen. Da 1-OH-AQ oder 2-OH-AQ in der Ratte in vivo
gebildet werden, kénnten gegebenenfalls aus in vivo Genmutationstests mit Anthrachinon Rick-
schliisse auf deren mutagenes Potential gezogen werden. Der einzige fir diese Beurteilung vorlie-
gende in vivo Test mit Anthrachinon ist aber ein in vivo MN-Test, welcher per Definition
Chromosomenaberrationen misst und nicht DNA Mutationen. Der geeignete Follow-up Test, um
Genmutationen in vivo zu detektieren, wére der Transgene Nagertest (TGR assay) nach OECD
Guideline 488 (ECHA 2017).

Tabelle 2: Zusammenfassung der relevanten® in vitro und in vivo Mutagenitatsstudien mit
Anthrachinon aus dem CLH Report 2015

Method Results Remarks Reference

In vitro tests

! In der Tabelle sind einzig Tests mit einem Zuverlassigkeitsfaktor von 1 aufgelistet (=h6chst mdglicher Faktor).
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Bacterial reverse mutation assay
(Ames test; gene mutation)

S. typhimurium TA 98, TA 100,
TA 1535 and TA 1537 (with and
without S9-mix)

E. coli WP2 uvr A (with and
without S9-mix)

Test concentrations: 0, 30, 60, 125,
250, 500, 1,000 and 2,000 ug/plate

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
471

Evaluation of results: nega-
tive
cytotoxicity: no

precipitations: with and without
S9-mix at the highest tested dose
of 2,000 pg/plate

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

Klimisch score 1
(reliable without
restrictions)

key study

preparation: ‘Puri-
fied NTP AQ- OX’
without 9- nitroan-
thracene as impuri-

ty
purity: 99 %

Butterworth et al.
2001

Bacterial reverse mutation assay
(Ames test; gene mutation)

S. typhimurium TA 98, TA 100,
TA 1535 and TA 1537 (with and
without S9-mix)

E. coli WP2 uvr A (with and
without S9-mix)

Test concentrations: 0, 30, 60, 125,
250, 500, 1,000 and 2,000 ug/plate

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
471

Evaluation of results: positive
without and with S9-mix

without S9-mix:

- TA 98 (> 125 pg/plate); dose-
dependent effect

- TA 1537 (> 250 pg/plate);
dose-dependent effect

- TA 100 (2,000 pg/plate)

with S9-mix:

- TA 98 (> 1,000 pg/plate);
dose-dependent effect

- TA 1537 (= 1,000 pg/plate);
dose-dependent effect

cytotoxicity: no

precipitations: with and without
S9-mix at the highest tested dose
of 2,000 ug/plate

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study

preparation: ‘NTP
AQ-OX’ with
about 0.1 % 9-
nitroanthracene
as impurity

purity: 99 %

Butterworth et al.
2001

Bacterial reverse mutation assay
(Ames test; gene mutation)

S. typhimurium TA 98, TA 100,
TA 1535 and TA 1537 (with and
without S9-mix)

E. coli WP2 uvr A (with and
without S9-mix)

Test concentrations: 0, 30, 60, 125,
250, 500, 1,000 and 2,000 pg/plate

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
471

Evaluation of results: nega-
tive
cytotoxicity: no

precipitations: with and without
S9-mix at the highest tested dose
of 2,000 ug/plate

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study
preparation: ‘AQ-
FC’ without 9-

nitroanthracene as
impurity

purity: 99 %

Butterworth et al.
2001

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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Bacterial reverse mutation assay
(Ames test; gene mutation)

S. typhimurium TA 98, TA 100,
TA 1535 and TA 1537 (with and
without S9-mix)

E. coli WP2 uvr A (with and
without S9-mix)

Test concentrations: 0, 30, 60, 125,
250, 500, 1,000 and 2,000 ug/plate

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
471

Evaluation of results: nega-
tive

cytotoxicity: no

precipitations: with and without
S9-mix at the highest dose tested

of 2,000 pg/plate
negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study

preparation: ‘AQ-
DA’ without 9-
nitroanthracene as
impurity

purity: 99 %

Butterworth et al.

2001

Mouse lymphoma assay (L5178Y
cells; TK locus)

Test concentrations (with and
without S9-mix): 0, 1.57, 3.13,
6.25, 12.5, 25, 37.5 and 50 pg/mL

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
476

Evaluation of results: nega-
tive

cytotoxicity: no

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study

preparation: ‘AQ-
DA’ without 9-
nitroanthracene as
impurity

purity: 99 %

The highest tested
concentration is
about twice the
solubility limit in
medium.

Butterworth et al.

2001

Chromosome aberration test
(CHO cells)

Test concentrations (with and
without S9-mix.): 0, 12.5, 25, 37.5
and 50 pg/mL

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
473

Evaluation of results: nega-
tive

cytotoxicity: no

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study

preparation:; ‘AQ-
DA’ without 9-
nitroanthracene as
impurity

purity: 99 %

Solubility consid-
erations deter-
mined the highest
dose to be 50
pg/mL.

Butterworth et al.

2001

In vivo tests

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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Micronucleus test (bone marrow)

Mice: Crl:CD-1 (ICR) BR mice (5
males and 5 females for each dose
and each harvest time)

Test concentrations: gavage of
250, 2,500 and 5,000 mg/kg bw

Sampling times: 24, 48 and 72 h
after administration

GLP: yes

Equivalent to OECD Guideline
474

Evaluation of results: negative

toxicity: ‘lack of significant
toxicity’ (only information)

negative controls valid: yes

positive controls valid: yes

1 (reliable without
restrictions)

key study
preparation ‘AQ-
DA’ without 9-

nitroanthracene as
impurity

purity: 99 %

Butterworth et al.
2001

Tabelle 3: Zusammenfassung der Mutagenitatstests mit zwei in vivo Metaboliten von Anthrachinon

aus dem CLH Report 2015

100 and TA 102 (with and
without S9-mix)

Test concentrations: 0, 100,
333, 1,000, 3,333 and 10,000

pg/plate

GLP: no information

Similar to OECD Guideline
471

precipitations: with and without S9-mix >
1,000 pg/plate

vehicle controls valid: yes

positive controls valid: yes

hydroxyanthraquinone

purity: not known

Method Results Remarks Reference
Bacterial reverse mutation Evaluation of results: positive with- 1 (reliable without Butterworth et
test (Ames test; gene muta- out and with S9-mix restrictions) al. 2004
tion
) without S9-mix: key study
S. typhimurium TA 98, TA - TA 1537 (> 3.3 pg/plate); without dose-
100, TA 1535 and TA 1537 dependency 1- _
(with and without S9-mix) hydroxyanthraguinone
with S9-mix: .
E. coli WP2 uvr A (with and -TA 1537 (> 3.3 pg/plate); without dose- | Nighly pure
without S9-mix) dependency
Test concentrations: 0, 3.3, o
10, 33.3, 100, 333 and 1,000 cytotoxicity: no
/plate GLP: . .
Ha’p negative controls valid: yes
yes positive controls valid: yes
Equivalent to OECD
Guideline 471
Bacterial reverse mutation Evaluation of results: nega- 2 (reliable with re- NTP 2005
test (Ames test; gene muta- ) strictions) (Table E7)
tion) tive
o support study
S. typhimurium TA 98, TA cytotoxicity: no )

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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Bacterial reverse mutation

Evaluation of results: positive with

1 (reliable without

Butterworth et

test (Ames test; gene muta- S9- mix restrictions) al. 2004
tion)
with S9-mix: key study
S. typhimurium TA 98, TA | - TA 1537 (= 0.3 pg/plate); dose-
100, TA 1535 and TA 1537 dependent effect 2- _
(with and without S9-mix) hydroxyanthraquinone
cytotoxicity: .
E. coli WP2 uvr A (with and - with S9-mix: increased toxicity from 33 | highly pure
without S9-mix) pg/plate upwards
Test concentrations: without . .
S9-mix: 0. 1.0. 3.3 negative controls valid: yes
10, 33.3, 100, 333 and 1,000 positive controls valid: yes
pg/plate
with S9-mix: 0.3, 1.0, 3.3, 10,
33.3, 100 and 1,000 ug/plate
GLP: yes
Equivalent to OECD Guideline
471
Bacterial reverse mutation Evaluation of results: positive without 2 (reliable with NTP 2005
test (Ames test; gene muta- and with S9-mix restrictions) (Table 8)
tion)
without S9-mix: support study
S. typhimurium TA 98 and - TA 98 (> 10 ug/plate); dose-dependent
TA 100 (with and without effect 2-hydroxy-
S9-mix) anthraquinone
with S9-mix:
Test concentrations: 0, 3.3, - TA 98 (>33 pg/plate); dose-dependent | purity: not
10, 33, 100, 200, 333 and effect known
450
Hg/plate precipitations:
with and without S9-mix > 333
GLP: no information Hg/plate
Similar to OECD Guideline cytotoxicity: no
471
vehicle controls valid: yes
positive controls valid: yes
Bacterial reverse mutation Evaluation of results: positive 4 (not assignable) Tikkanen et
assay (Ames test; gene mu- al. 1983

tation)

S. typhimurium TA 98, TA
100, TA and TA 2637 (with
and without S9-mix)

Test concentrations: 0.1 to
1,000 pg/plate (only range
reported)

GLP: not reported

Due to the lack of infor-
mation, no statement of
compliance with OECD
Guideline 471 is possible.

with S9-mix:

- TA 100 (3.4 rev/nmol)
- TA 2637 (9.6 revinmol)
cytotoxicity: not reported

vehicle controls valid: yes

positive controls valid: yes

2-hydroxy- an-
thraquinone

purity: not
known

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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3.2 Kanzerogenitat

Die Bewertung des kanzerogenen Potentials fir die Einstufung von Anthrachinon beruht auf zwei ora-
len 2-Jahresstudien in Ratten und Mausen (NTP 2005). Die Studien wurden sowohl von der ECHA
(2015b) als auch vom IARC bewertet. Eine Ubersicht der Resultate ist in Tabelle 4 zu finden. Sowohl
in Ratten wie auch in Mausen wurden Tumore gefunden in den Organen, in welchen in den Kurzzeit-
studien toxische Effekte beobachtet wurden (Niere, Harnblase, Schilddriise und Leber). Bei Ratten
zeigten sich hauptséchlich Nieren- und Blasentumore, bei Mausen hauptsachlich Lebertumore. Fir
den Mechanismus der Tumorentstehung wurden im Draft Assessment Report von Anthraquinone
zwar verschiedene Wirkungsweisen vorgeschlagen, der wirklich relevante Mechanismus konnte je-
doch nicht definitv geklart werden (ECHA 2015b). Ein mutagener Mechanismus durch Anthrachinon
selbst wurde nicht in Betracht gezogen. Im Hintergrund Dokument zum CLH Report wird aber einge-
raumt, dass moglicherweise mutagene Mechanismen bei der Tumorentstehung mitwirken (ECHA
2015b). Diskutiert wurde auch ein Einfluss der Verunreinigung 9-NA auf die Tumorentstehung, da
dieses im Ames-Test positiv war. Aufgrund dessen vergleichbar geringer Konzentration sowie ver-
gleichbar geringer mutagener Potenz wurde es aber als unwahrscheinlich erachtet, dass 9-NA einen
signifikanten Beitrag zu den kanzerogenen Effekten liefert (ECHA 2015b, IARC 2013, NTP 2005). Die
kanzerogenen Effekte sind daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Anthrachinon oder seine Metaboli-
ten zurtckzufihren (ECHA 2015 a und b). Obschon sich Anthrachinon in den durchgefiihrten Tests
nicht als mutagen erwies, so kann nicht ausgeschlossen werden, dass mutagene Effekte der beiden
Metaboliten 1-OH-AQ und 2-OH-AQ zur Tumorentstehung beigetragen haben. Nach Meinung der
Gutachter der NTP Studien ist ein Beitrag der Metaboliten, hauptséachlich 2-OH-AQ, zur Tumorentste-
hung plausibel (NTP 2005). 2-OH-AQ ist ein bakterielles Mutagen und dessen Bildung in der Leber
und Ausscheidung im Urin ist konsistent mit den beobachteten Leber- und Niereneffekten (NTP 2005).
Der Verdacht von mutagenen Effekten wird durch die Resultate der Kanzerogenitatsstudien erhartet.
Die Tumore in den Kanzerogenitatsstudien treten in mehreren Spezies auf (Ratten und Mause), in
mehreren Organen (Leber, Niere, Schilddriise, Blase) und in beiden Geschlechtern, und zeigen damit
eindeutig ein Profil, wie es bei bekannten genotoxischen Kanzerogenen beobachtet wird (siehe z.B.
Nohmi 2018).

Tabelle 4: Zusammenfassung der relevanten Kanzerogenitatsstudien aus dem CLH Report 2015

Method Results Remarks Reference
B6C3F; Mice 50M/50F AQ caused liver cancer in M/F; | 1 (reliable without | NTP 2005
and thyroid gland tumours in restriction)
2-year study mice may have been related to
AQ. key study

Test concentrations in diet: 0, 833,
2,500, or 7,500 ppm (eg. to aver- No NOAEL can be proposed. Test material (EC

age daily doses of app. 90, 265 or name): Anthra-

825 mg/kg bwto M and 80, 235 or quinone

745 mg/kg bwto F)

GLP conform purity: 99.8 %

F344/N Rats 50M/50F AQ caused cancer of the kidney | 1 (reliable without | NTP 2005
and urinary bladder in M/F rats | restriction)

2-year study and of the liver in F rats. The
occurrence of some liver tu- key study

Test concentrations in diet: 469, mours in M rats may have been

938, 1,875_or 3,750 ppm (eq to related to AQ exposure. Test material (EC
average daily doses of approx- name): Anthra-

imately 135, 275, 555, No NOAEL can be proposed. quinone
1,130 or 2,350 mg /kg bw)

GLP conform purity: 99.8 %

314.1/2014/00191\ CO0.2101.102.6.1001238 \ 000.00.02
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4 Schlussfolgerung

Die vorhandenen Daten aus dem CLH Report (2015) und dem IARC Monograph (2013) lassen
darauf schliessen, dass Anthrachinon selbst kein genotoxisches Potential hat. Hingegen waren seine
in vivo Metaboliten 1-OH-AQ und 2-OH-AQ, welche in der Ratte gefunden wurden, im Ames Test
positiv und damit in vitro mutagen. Obschon das RAC die Weight of Evidence gegen eine Einstufung
von Anthrachinon als mutagen verwendet hat, werden mutagene Mechanismen bei der
Tumorentstehung nicht ausgeschlossen (ECHA 2015a und b, IARC 2013, NTP 2005). Das BLV geht
davon aus, dass das RAC mutagene Mechanismen angesichts der klaren Erhdhung verschiedener
Tumorarten bei mehreren Spezies, der in vitro mutagenen Eigenschaften mindestens zweier
Metaboliten und in Ermangelung anderer plausibler MoAs zur Tumorentstehung weiterhin als
moglich erachtet. Solange keine adaquaten in vitro oder in vivo Daten vorliegen, aufgrund deren
sich die Mutagenitat von Anthrachinon und seiner Metaboliten ausschliessen lasst, muss von einem
Mechanismus der Tumorentstehung ohne Schwellenwert ausgegangen werden. Aus Sicht der
Risikobeurteilung ergeben sich daraus Konsequenzen fir die Risikobewertung. Da die Daten darauf
hindeuten, dass es sich bei Anthrachinon aufgrund seiner in vivo Metaboliten 1-OH-AQ und 2-OH-
AQ um ein genotoxisches Kanzerogen handeln kdnnte, sollte zur Abschétzung des Risikos bei
Anthrachinon-Ruckstadnden/-Kontaminationen in Lebensmitteln vorsorglich der Wert von TTC-Wert
von 0.0025 pg/kg KG fur genotoxische Substanzen verwendet werden. Die potentiellen
genotoxischen Eigenschaften von Anthrachinon bzw. seiner in vivo Metaboliten und deren
Konsequenzen aufs Risikomanagement sollten mit den zustandigen Personen im Management des
BLV diskutiert werden.
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