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4-Nitrotoluol 1

p-Nitrotoluol
1-Methyl-4-nitrobenzol
1-Nitro-4-methylbenzol

4-Nitrotoluol
99-99-0
CH,4

NO,
C,H,NO,

137,13 g/mol

51,3°C (OECD 2005)
238°C (OECD 2005)

13 Pa (OECD 2005)
1,29 g/cm® (OECD 2005)
2,37 (OECD 2005)

0,345 g/| (OECD 2005)

Die vorliegende Begriindung ist groftenteils auf der Bewertung von 4-Nitrotoluol im
OECD-ICCA-Programm (OECD 2005) aufgebaut.

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Die chronische orale Gabe von 4-Nitrotoluol fiihrt zu einer nicht dosisabhiingig erhoh-
ten Inzidenz von subkutanen Fibromen und Fibrosarkomen bei minnlichen Ratten
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2  4-Nitrotoluol

sowie Klitoristumoren bei weiblichen Ratten. Bei médnnlichen Méusen fiihrt 4-Nitro-
toluol zu alveoldren und bronchioldren Tumoren und in geringeren Konzentrationen
bei ménnlichen und weiblichen Méusen zu alveoldrer Bronchialisierung und zu Hyper-
plasien in der Lunge, einer Vorstufe der Lungentumoren.

4-Nitrotoluol weist in den Untersuchungen zur Genotoxizitit, wie fiir Nitroaromaten
typisch, sowohl negative als auch positive Ergebnisse auf. In vitro zeigt 4-Nitrotoluol
in Saugerzellkulturen eine genotoxische Wirkung, ist aber in Bakterien nicht mutagen.
In vivo bindet 4-Nitrotoluol an Makromolekiile der Rattenleber, wirkt aber in UDS-
Tests an der Rattenleber und im Mikrokerntest an der Ratte und der Maus nicht geno-
toxisch. Eine abschlieBende Aussage iiber die In-vivo-Genotoxizitit ist nicht moglich.
4-Nitrotoluol ist ein Methdmoglobinbildner. Bei der Ratte sind die Zielorgane nach
wiederholter oraler Gabe Blut, Milz, Nieren, Hoden, Lunge und Leber.

An der Haut und am Auge von Kaninchen zeigt 4-Nitrotoluol keine Reizwirkung. Beim
Meerschweinchen wirkt 4-Nitrotoluol nicht hautsensibilisierend.

Nach oraler Gabe an Ratten fiihrt 4-Nitrotoluol im parentaltoxischen Dosisbereich zu
einem erniedrigten Gestationsindex, erhohten Préinatalverlusten und verringerten Jung-
tiergewichten.

4-Nitrotoluol wird iiber den Magen-Darm-Trakt, iiber den Atemtrakt und in geringerem
Male auch iiber die Haut resorbiert. Die Oxidation der Methylgruppe, gefolgt von
einer Konjugation mit Glukuron- oder Schwefelsdure und anschlieBender Ausschei-
dung im Urin, stellt den wichtigsten Metabolismusweg dar. Bei der Ratte findet ein en-
terohepatischer Kreislauf statt. Dabei werden die mit der Gallenfliissigkeit sezernierten
Metaboliten durch Darmbakterien an der Nitrogruppe reduziert, danach riickresorbiert
und in der Leber zu reaktiven Metaboliten umgewandelt.

2 Wirkungsmechanismus

Hauptwirkung von 4-Nitrotoluol ist die tierexperimentell belegte Bildung von Methi-
moglobin mit Folgereaktionen, wie sie auch fiir andere Nitroaromaten bekannt sind.
Als Mechanismus der Methdmoglobinbildung wird vermutet, dass nach Aufnahme von
4-Nitrotoluol eine Reduktion der Nitroverbindung iiber die Nitrosoverbindung und das
Hydroxylamin zum Amin abléduft. Zwischen dem Hydroxylamin und der Nitrosover-
bindung kann ein Redoxzyklus ablaufen, der fiir die Kooxidation des zweiwertigen
Eisens im Hamoglobin, also fiir die Methimoglobinbildung verantwortlich ist.

3 Toxikokinetik und Metabolismus
3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

4-Nitrotoluol wird vollstindig iiber den Gastrointestinaltrakt und die Lungen und zu
einem geringeren Teil iiber die Haut aufgenommen, schnell im Organismus verteilt und
vorwiegend mit dem Urin ausgeschieden (OECD 2005).

In einer in polnischer Sprache publizierten Studie, von der nur eine englische Zu-
sammenfassung vorliegt, wurde bei Wistar-Ratten, die eine einmalige orale Gabe von
100 mg/kg KG erhalten hatten, der maximale 4-Nitrotoluol-Plasmaspiegel nach vier
Stunden erreicht (Mlynarczyk und Sadowski 2001 a).
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Experimentelle Daten zur dermalen Penetration von 4-Nitrotoluol liegen nicht vor.
Ausgehend von einer gesittigten wissrigen Losung berechnet sich mit dem Modell von
Guy und Potts (1993) fiir 4-Nitrotoluol ein dermaler Flux von 0,005 mg/cm? und h und
mit dem Modell von Wilschut et al. (1995) 0,004 mg/cm? und h. Das wiirde bei einer
einstiindigen Exposition von beiden Hinden und Vorderarmen (ca. 2000 cm?) einer
Gesamtaufnahme von 9,3 mg bzw. 7,3 mg entsprechen.

Nach oraler Verabreichung von 200 mg '*C-markiertem 4-Nitrotoluol/kg KG erfolgt
die Ausscheidung innerhalb von 72 Stunden iiberwiegend mit dem Urin (76,7%) und
nur in geringen Mengen mit den Faeces (6,1%); tiber die Ausatemluft findet keine Eli-
mination statt (BUA 1990).

3.2 Metabolismus

Die Oxidation der Methylgruppe stellt den wichtigsten Metabolismusweg dar. Bei der
Maus ist die Oxidation des Benzolrings ebenfalls von groler Bedeutung, die Hydroxy-
lierung findet hier nur in ortho-Stellung zur Methylgruppe statt. Bei der Ratte spielt die
Oxidation des Benzolrings nur eine untergeordnete Rolle, sie findet hier nur in ortho-
Stellung zur Nitrogruppe statt. Bei der Ratte wurde ein enterohepatischer Kreislauf von
4-Nitrotoluol-Metaboliten, liberwiegend 4-Nitrobenzylglukuronid, beobachtet. Haupt-
metaboliten von 4-Nitrotoluol bei der Ratte sind 4-Nitrobenzoesdure, 4-Acet-
amidobenzoesdure und 4-Nitrohippursdure (Dunnick et al. 2003). Hauptmetaboliten
bei der Maus sind die Konjugationsprodukte von 2-Methyl-5-nitrophenol (O-Sulfat
bzw. O-Glukuronid) sowie 4-Nitrohippursidure. 4-Nitrobenzylmercaptursiure wurde
nur bei Ratten in vergleichsweise geringen Mengen (< 4% der Dosis) nachgewiesen
und ist ein potentielles reaktives Agens. Die Konzentration von 4-Nitrobenzoesdure
und 4-Acetamidobenzoesdure im Urin korreliert bei der Ratte mit der oral aufgenom-
menen 4-Nitrotoluol-Dosis (OECD 2005).

4 Erfahrungen beim Menschen

Aufgrund der wenigen Berichte iiber akute Vergiftungsfille mit 4-Nitrotoluol am
Arbeitsplatz, bei denen es sich zudem meist um Expositionen gegen ein Isomerenge-
misch aus 2- und 4-Nitrotoluol (,,Rot61“) handelt, lassen sich keine verlidsslichen Aus-
sagen liber die Humantoxizitdt von 4-Nitrotoluol machen (BUA 1990).

4.1 Einmalige Exposition

In einer Ubersicht aus dem Jahr 1898 wurden zehn Vergiftungstille durch ,,Rotol,
einem Gemisch aus 2- und 4-Nitrotoluol, beschrieben. Dabei wurde 4-Nitrotoluol als
vergleichsweise ungiftig charakterisiert (BUA 1990).

In einer Mitteilung aus dem Jahr 1930 wird iiber eine Vergiftung durch ein Gemisch
aus Nitrotoluol und Nitrochlorbenzolen (ortho- und para-) berichtet; es kam dabei zu
einer Zyanose mit Atemschwierigkeiten und erhohter Herzfrequenz. Aufgrund der
Mischexposition lassen sich die beobachteten Effekte nicht eindeutig auf 4-Nitrotoluol
zuriickfiihren (BUA 1990).

MAK, 42. Lieferung, 2007
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Bei der jihrlichen arbeitsmedizinischen Untersuchung von Arbeitern, die Umgang mit
4-Nitrotoluol hatten, zeigten sich keine Effekte auf die Gesundheit der Exponierten;
der Methdmoglobinspiegel lag unterhalb von 5%. Angaben zur Expositionskonzentra-
tion liegen nicht vor, die Produktions- und Verarbeitungsprozesse erfolgten im ge-
schlossenen System (OECD 2005).

In einer Ubersichtsarbeit wird ein Geruchs- und ein Geschmacksschwellenwert von
10 mg/m? bzw. 0,003 mg/kg fiir 4-Nitrotoluol im Trinkwasser angegeben (Wollin und
Dieter 2005).

4.2 Wiederholte Exposition

Es wurde ein Kollektiv von 98 Arbeitern (69 Minner und 29 Frauen) aus einer Che-
miefabrik in China untersucht, die in der 2,4- und 2,6-Dinitrotoluol- sowie 2,4,6-Tri-
nitrotoluol-Herstellung gegen 2- und 4-Nitrotoluol exponiert waren. Als Kontrollkol-
lektiv diente eine Gruppe von 72 nicht exponierten Arbeitern (59 Ménner und 13 Frau-
en), die in der gleichen Firma beschiftigt waren. Von allen Studienteilnehmern wurden
mittels Fragebogen folgende Daten erhoben: Allgemeinbefinden, Expositionsbeschrei-
bung, Rauch- und Trinkgewohnheiten, letzter medizinischer Gesundheitsbericht und
aktuelle Symptome. Bei den Studienteilnehmern wurden zudem folgende Untersu-
chungen vorgenommen: Herz-Kreislauf-System und Nervensystem (kw.A.), Blut-
druck, Pulsrate, Blut- und Urinuntersuchungen, Leberfunktionstests (Alanin-Amino-
transferase, alkalische Phosphatase, Serum-Protein, -Albumin, -Bilirubin), EKG,
Ultraschall-Untersuchung von Leber und Milz sowie Hepatitis-B-Antigen-Bestim-
mung. Es wurden 126 Urinproben untersucht, davon wurden 80 Proben am Ende der
achtstiindigen Arbeitsschicht, 35 vor Schichtbeginn und elf von nicht exponierten Kon-
trollpersonen genommen. Im Urin der exponierten Arbeiter wurden 4-Nitrobenzoeséu-
re und 4-Nitrobenzylalkohol nach vorheriger enzymatischer Hydrolyse mit B-Glukuro-
nidase nachgewiesen; unverdndertes 4-Nitrotoluol wurde nicht im Urin gefunden.
Wihrend der Gehalt an 4-Nitrobenzylalkohol im Urin vor und nach der Schicht iden-
tisch war (6,7 nmol/g Kreatinin), betrug der Gehalt an 4-Nitrobenzoesédure im Urin bei
Schichtende mit 76 nmol/g Kreatinin etwa das 9fache des Gehalts vor Schichtbeginn
(8,8 nmol/g Kreatinin). Im Urin der Kontrollpersonen wurden keine Nitrotoluolmeta-
boliten nachgewiesen. Es bestand bei den Arbeitern keine Korrelation der Konzentra-
tion von 4-Nitrotoluol-Metaboliten im Urin zur Konzentration von 4-Nitrotoluol in der
Luft am Arbeitsplatz. Diese betrug als mittlerer 8-Stunden-Schichtmittelwert 0,686
mg/m>; der Messwertebereich lag von unterhalb der Nachweisgrenze bis 2,40 mg/m®.
Mit Ausnahme der berichteten Kopfschmerzen war bei den exponierten Arbeitern das
Auftreten von Krankheitssymptomen wie Ermiidung, Ubelkeit, Schlafstérungen,
Benommenheit, Schwindel und Dermatitis signifikant hoher (Jones et al. 2005 a).

In einer anderen Studie an dem gleichen Kollektiv wurden die Himoglobinaddukte bei
den exponierten Arbeitern untersucht. Es wurden Blutproben von 99 exponierten
Arbeitern und 61 nicht exponierten Kontrollpersonen untersucht. 4-Methylanilin-
Addukte, die eine Exposition gegen 4-Nitrotoluol anzeigen, wurden sowohl in den Pro-
ben nicht exponierter als auch in den Proben exponierter Personen nachgewiesen,
wobel in letzteren der Adduktspiegel signifikant hoher war und ca. 2 pmol Addukt/g
Hb betrug (Jones et al. 2005 b).
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6 4-Nitrotoluol

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen
5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Die einstiindige Ganzkorperexposition gegen eine berechnete 4-Nitrotoluol-Dampf-
konzentration von 4167 mg/m> wurde von minnlichen Ratten und Miusen symptom-
los vertragen. Die Nachbeobachtungszeit betrug sieben Tage (OECD 2005).

Die vierstiindige Ganzkorperexposition von Ratten und Méusen gegen eine Dampf-
konzentration von 152 ml/m> bzw. 228 ml/m> war fiir die Tiere weder wihrend der
Expositionszeit noch wihrend der 14-tigigen Nachbeobachtungszeit letal. Bei der
makroskopischen Untersuchung der am Ende des Versuchs getoteten Tiere konnten
keine behandlungsbedingten Effekte festgestellt werden (OECD 2005).

In einer Kurzmitteilung werden LCs,-Werte von 975 mg/m? fiir die Ratte und von
419 mg/m’ fiir die Maus ohne Angabe der Expositionszeit genannt (k. w. A.; Vasilenko
et al. 1978).

5.1.2 Orale Aufnahme

Die LDy fiir 4-Nitrotoluol in Polyethylenglykol 400 bei der Ratte wurde mit grof3er
als 2250 mg/kg KG beschrieben. Nach Gabe in 1%iger wissriger Methylcellulose
betrug die LDs, bei weiblichen Ratten 3200 mg/kg KG und bei ménnlichen Ratten
4700 mg/kg KG. Klinische Vergiftungssymptome waren eine schlechte Allgemeinver-
fassung, gesteigerte Atemfrequenz, Schlifrigkeit, Atonie, Krimpfe und pfeifende
Atmung. Nach einer Woche Nachbeobachtungszeit waren die Symptome abgeklungen
(OECD 2005).

In einer weiteren Studie an méinnlichen Ratten wurden eine LD, von 2144 mg/kg KG
und zyanotische Effekte ab 3400 mg/kg KG angegeben (OECD 2005).

In einer Kurzmitteilung werden orale LDs,-Werte von 1960 mg/kg KG fiir die Ratte
und von 1280 mg/kg KG fiir die Maus berichtet (k. w. A.; Vasilenko et al. 1978).

Bei weiblichen Wistar-Ratten wurde 24 Stunden nach einmaliger oraler Gabe von
0,5 mmol 4-Nitrotoluol/kg KG (68,5 mg/kg KG) der Hdmoglobinbindungsindex
bestimmt. Er lag bei 0,43 +0,11 (mmol 4-Nitrotoluol/mol Hb) / (mmol 4-Nitrotoluol/kg
KG) (Sabbioni 1994).

In einer in polnischer Sprache publizierten Studie, von der nur eine englische Zusam-
menfassung vorliegt, wurde ein maximaler Methdmoglobingehalt von 12,1% vier
Stunden nach einmaliger oraler Gabe von 100 mg/kg KG an Wistar-Ratten berichtet
(Mlynarczyk und Sadowski 2001 b).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Kaninchen erhielten fiir die Dauer von 24 Stunden eine dermale okklusive Applikation
von bis zu 20 000 mg unverdiinntem 4-Nitrotoluol/kg KG. Weder wihrend der Behand-
lungszeit noch innerhalb der 14-tdgigen Nachbeobachtungszeit traten lokale Wirkun-
gen, systemisch-toxische Effekte oder Todesfille auf (OECD 2005).

Die 24-stiindige dermale Applikation von 750 mg 4-Nitrotoluol/kg KG als 30%ige
Emulsion in Polyethylenglykol 400 war fiir Ratten innerhalb der siebentigigen Nach-
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beobachtungszeit nicht letal, fiihrte aber zu einem schlechten Allgemeinbefinden, das
18 Stunden nach der Applikation einsetzte und bis zum vierten Tag nach der Behand-
lung anhielt (OECD 2005).

In einer nur unzureichend beschriebenen Studie an Ratten fiihrte die dermale Applika-
tion von bis zu 16000 mg/kg KG zu einem Methimoglobinspiegel von maximal 25%
innerhalb von 72 Stunden. Die Methimoglobindmie war reversibel; die Behandlung
wirkte nicht letal (OECD 2005).

5.1.4 Intraperitoneale Aufnahme

Es liegen Untersuchungen zur Methdmoglobinbildung bei Ratten und Katzen nach in-
traperitonealer Applikation vor.

Jeweils sechs Ratten pro Dosisgruppe erhielten eine einmalige intraperitoneale Injek-
tion von 280, 420, 621, 939, 1400 oder 2110 mg 4-Nitrotoluol/kg KG. Nach drei Stun-
den wurde der Methdmoglobinspiegel im Blut bestimmt und betrug 6,5; 6,9; 21,7;
23,6; 16,0 bzw. 27,1%. Dosierungen von 939 mg/kg KG und groBer waren innerhalb
von 24 —48 Stunden nach der Injektion letal fiir die Tiere (BUA 1990).

Katzen erhielten einmalige intraperitoneale Injektionen von 30 mg/kg KG (Anzahl der
Tiere: n=1), 80 (n=2), 200 (n=1), 300 (n=1), 500 (n = 6) bzw. 5000 mg/kg KG
(n=1). Nur bei einem von sechs Tieren der 500-mg-Gruppe konnte der Methimoglo-
binspiegel im Blut gemessen werden, er betrug 26%; bei den anderen Tieren war die
Messung durch Triibungen im Blut behindert. Bis zu einer Dosis von 300 mg/kg KG
wurde 4-Nitrotoluol symptomlos vertragen. Bei allen Tieren der 500-mg-Gruppe traten
als Vergiftungssymptome verstiarkte Diurese, Speichelfluss und geweitete Pupillen
sowie bei einigen Tieren Krdmpfe, Zittern, Rigor der Muskulatur, Lahmung der hinte-
ren Extremititen und ataktischer Gang auf. Bei vier von sechs Tieren kam es zu einer
deutlichen Bildung von Heinzschen Innenkorperchen und bei zwei Tieren trat ein nar-
kosedhnlicher Zustand auf. Fiinf Tiere der 500-mg-Gruppe starben nach zwei bis drei
Tagen. Die intraperitoneale Injektion von 5000 mg/kg KG fiihrte innerhalb von sechs
Stunden zum Tod; bei der Sektion wurde eine grole Menge an nicht resorbiertem 4-
Nitrotoluol in der Bauchhohle vorgefunden; eine erhohte Methdmoglobinbildung
wurde bel diesem Tier nicht beobachtet. Bei der Sektion der iibrigen mit 4-Nitrotoluol
behandelten Tiere wurde keine nicht resorbierte Substanz vorgefunden; die Lebern hat-
ten stecknadelkopf- bis linsengrofle rotbraune Flecken und periphere Verfettungen
(BUA 1990).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat

5.2.1 Inhalative Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.2.2 Orale Aufnahme

Die Studien mit wiederholter oraler Verabreichung von 4-Nitrotoluol sind in Tabelle 1
zusammengestellt. In einer validen Studie zeigten sich nach 13-wochiger oraler Gabe
von 4-Nitrotoluol an Ratten ab der niedrigsten getesteten Dosis von 42—-44 mg/kg KG

MAK, 42. Lieferung, 2007
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und Tag die fiir Methdmoglobinbildner typischen Effekte an der Milz wie Hidmato-
poese und Hiamosiderinablagerungen. Bei hoheren Dosierungen wurde eine Abnahme
des Korpergewichtes und eine Zunahme des relativen Leber- und Nierengewichtes
beobachtet. Am Ende der Studie wurde bei Tieren der hochsten Dosisgruppe von 680—
723 mg/kg KG und Tag ein Anstieg des Methimoglobingehalts festgestellt. Bei hohen,
bereits anderweitig systemisch-toxischen Dosierungen kam es bei der Ratte zu Hoden-
degenerationen und zu einer Verlingerung des Ostruszyklus. Bei minnlichen Ratten
kam es ab 42 mg/kg KG und Tag zu einer a-2u-Globulin-Nephropathie, die als spe-
zies- und geschlechtsspezifischer Effekt fiir den Menschen ohne Relevanz ist. Ein
NOAEL kann aus den 13-Wochen-Studien nicht abgeleitet werden. Die gleichen Effek-
te traten in der Zwei-Jahre-Fiitterungsstudie (siehe auch Abschnitt 5.7.2) an Ratten ab
der niedrigsten Dosis von 55-60 mg/kg KG auf. Bei hoheren Dosierungen wurden
zusitzlich basophile, klare und eosinophile Foci in der Leber, onkozytische Nierentu-
bulihyperplasien sowie Hodendegenerationen beobachtet (Dunnick et al. 2003; NTP
2002; OECD 2005).

Bei Miusen war die Toxizitédt von 4-Nitrotoluol weniger stark ausgeprégt. In einer vali-
den 13-Wochen-Studie betrug der NOAEL 131-164 mg/kg KG und Tag. Bei hoheren
Dosierungen wurde ein reduziertes Korpergewicht beobachtet. Spezifische systemi-
sche Effekte traten nicht auf. In der Zwei-Jahre-Fiitterungsstudie an Miusen (siehe
auch Abschnitt 5.7.2) wurde ab der niedrigsten Dosis von ca. 155-170 mg/kg KG und
Tag eine alveolédre Bronchiolisierung und bei den ménnlichen Méusen zusétzlich mehr-
kernige, vergroBerte Hepatozyten beobachtet. In einer Untersuchung an Mausen wur-
den Effekte auf das Immunsystem beobachtet, deren biologische Relevanz nicht klar
ist (Dunnick et al. 2003; NTP 2002; OECD 2005).

5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

5.3.1 Haut

4-Nitrotoluol war in einer Untersuchung nach OECD-Priifrichtlinie 404 an der Haut
von Kaninchen nicht reizend (OECD 2005).

5.3.2 Auge

4-Nitrotoluol war in einer Untersuchung nach OECD-Priifrichtlinie 405 am Kanin-
chenauge nicht reizend (OECD 2005).

5.4 Allergene Wirkung

4-Nitrotoluol hat sich im Buehler-Test nach OECD-Priifrichtlinie 406 an 20 Meer-
schweinchen als nicht sensibilisierend erwiesen. Die Induktion erfolgte durch eine der-
male Applikation einer 50%igen Losung in Aceton; zur Provokation erhielten die Tiere
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eine dermale Applikation einer 10%igen Losung in Aceton. Die behandelten Tiere und
die Kontrolltiere wiesen nach 24 und 48 Stunden im gleichen MaB leichte Erytheme
auf (OECD 2005).

Im ,,Single Injection Adjuvant Test* (SIAT) an zehn Meerschweinchen war 4-Nitroto-
luol ebenfalls inaktiv. Die Tiere erhielten zur Induktion einmalig eine intradermale
Injektion von 0,001 pg/ml in komplettem Freundschen Adjuvans in die Nackenhaut.
Nach 13 Tagen wurde die Provokation mit einer sechsstiindigen okklusiven Applika-
tion von 0,0026 pg 4-Nitrotoluol/ml auf die Flankenhaut durchgefiihrt. Die Befunder-
hebung erfolgte 18 und 42 Stunden nach der Abnahme des Verbandes; Einzelbefunde
wurden nicht berichtet (OECD 2005).

5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitat

Im Rahmen einer Screeningstudie zur Reproduktions- und Entwicklungstoxikologie
nach OECD-Priifrichtlinie 421 erhielten je zwolf médnnliche und weibliche Wistar-Rat-
ten tigliche orale Gaben von 0, 25, 100 bzw. 400 mg 4-Nitrotoluol/kg KG (gelost in
Polyethylenglykol 400) mittels Schlundsonde, beginnend zwei Wochen vor der Ver-
paarung. Die ménnlichen Tiere wurden bis zum 36. Versuchstag, die weiblichen Tiere
bis zum 4. oder 5. Tag nach dem Werfen behandelt. Ab 25 mg/kg KG und Tag war bei
den weiblichen Tieren das Korpergewicht reduziert und es wurden klinische Vergif-
tungssymptome wie Bauchlage, reduzierte Aktivitit, gestelzter Gang und gestridubtes
Fell beobachtet. In der hohen Dosisgruppe wurden bei weiblichen und ménnlichen Tie-
ren starke Toxizitdt in Form von Bauchlage, gestraubtem Fell, Atemgeriduschen, ver-
mehrter Wasseraufnahme, eingefallenen Flanken, reduzierter Ausscheidung von Fae-
ces, bei den weiblichen Tieren zusitzlich reduzierte Aktivitdt und Fellverdnderungen
beobachtet. Bei den ménnlichen Tieren waren bei 100 mg/kg KG und Tag das absolu-
te und relative Lebergewicht erhoht; histopathologische Befunde in der Milz waren ein
Anstieg von Eisenpigmenten, Hamatopoese und Blutstauung (siehe auch Abschnitt
5.2.2, Tab. 1). Nach Gabe von 400 mg/kg KG und Tag war der Tréichtigkeitsindex auf
85,7% des Kontrollwertes gesunken. Dies resultierte aus einem Wurf ohne lebende
Jungtiere sowie der erhohten prédnatalen Verlustrate (3,17% gegeniiber 0,89% in der
Kontrolle) bei den restlichen Wiirfen in dieser Dosisgruppe (OECD 2005). Der
NOAEL beziiglich der Fertilitat betrug fiir die ménnlichen und weiblichen Tiere
100 mg/kg KG und Tag.

In einer Zweigenerationenstudie mit 4-Nitrotoluol an Sprague-Dawley-Ratten, die nur
als Zusammenfassung vorliegt, erhielten die Tiere 0, 40, 80, 160 mg/kg KG und Tag
mit der Schlundsonde. Ein moglicher endokriner Effekt der Substanz wurde anhand der
Parameter Reproduktionsleistung sowie Wachstum und Entwicklung der Nachkommen
untersucht. Bei den Elterntieren der Fy- und der F;-Generation wurden ab 80 mg/kg
KG und Tag erhohte Organgewichte von Leber und Nieren bzw. nur der Leber beob-
achtet. Die F,-Tiere wiesen ein verringertes Korpergewicht und eine verminderte
Futteraufnahme auf, und bei 160 mg/kg KG und Tag kam es bei den Muttertieren der
Fy- und F;-Generation in der perinatalen Phase zu klinischen Vergiftungssymptomen
und zu Todesféllen. Ebenfalls bei 160 mg/kg KG und Tag war bei den F,-Muttertieren
die Vaginaloffnung verzogert. Keine abnormen Verdnderungen wurden an den endo-
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krinen Organen oder Reproduktionsorganen oder bei den Hormonspiegeln im Serum
beobachtet. Bei den F,- und F,-Jungtieren war bei 160 mg/kg KG und Tag im Vergleich
zur Kontrolle die Korpergewichtszunahme verzogert und das Gehirngewicht (k. w. A.)
verringert. Die Uberlebensrate bei den Jungtieren beider Generationen war reduziert.
Insgesamt schitzen die Autoren die Wahrscheinlichkeit einer endokrinen Wirksamkeit
von 4-Nitrotoluol als gering ein (k.w.A.; Aso et al. 2004). Der NOAEL der Studie
betrug fiir allgemeine Toxizitit und Reproduktionstoxizitit 40 mg/kg KG und Tag.

Im Rahmen einer Eingenerationenstudie zur vergleichenden chronischen Toxizitdt und
Reproduktionstoxizitit mit sechsmonatiger Behandlung von Ratten mit 400 mg/kg KG
und Tag mittels Schlundsonde kam es bei den ménnlichen Tieren zu Hodenatrophien
und Nekrosen der Samenleiter, die Reproduktionsparameter blieben jedoch unbeein-
trichtigt. Der NOAEL fiir die weiblichen Tiere war 400 mg/kg KG und Tag. Ein
NOAEL beziiglich der Effekte auf Reproduktionsorgane fiir ménnliche Tiere lie3 sich
aus der Studie nicht ableiten (OECD 2005).

Im Rahmen der 13-Wochen-Fiitterungsstudien an F344/N-Ratten und an B6C3F1-
Miusen wurden die Organgewichte der ménnlichen Reproduktionsorgane, Anzahl,
Morphologie und Motilitit der Spermien sowie die Ostruszykluslinge untersucht. Bei
der Ratte kam es ab 342 mg/kg KG und Tag zu einem verminderten absoluten Hoden-
gewicht und ab 723 mg/kg KG und Tag zu Hodendegenerationen sowie zu einer
Abnahme der Anzahl und Motilitit der Spermien. Bei den weiblichen Ratten war ab
680 mg/kg KG und Tag der Anteil der Tiere im Didstrus erhoht. Der NOAEL beziig-
lich der Effekte auf die Reproduktionsorgane betrug bei den minnlichen Tieren
165 mg/kg KG und Tag und bei den weiblichen Tieren 335 mg/kg KG und Tag; der
LOAEL fiir die systemische Toxizitit betrug 42 mg/kg KG und Tag (sieche auch Ab-
schnitt 5.2.2). Bei den Miusen ergaben sich bis zur hochsten gepriiften Dosis von 1491 —
1634 mg/kg KG und Tag keine Effekte auf die Reproduktionsorgane (OECD 2005).
Die 13-wochige Behandlung von Ratten mit bis zu 360 mg/kg KG und Tag mit der
Schlundsonde fiihrte zu verringerten absoluten Organgewichten von Nebenhoden-
schwanz, Nebenhoden und Hoden sowie zu verringertem relativen Nebenhodenge-
wicht; die Spermienparameter sowie die Ostruszykluslinge blieben unveriindert. Der
NOAEL beziiglich der systemischen Effekte und der Reproduktionsorgane fiir die
minnlichen Tiere betrug 180 mg/kg KG und Tag. Bei den weiblichen Tieren wurden
bis 360 mg/kg KG und Tag keine Effekte beobachtet (OECD 2005).

Die 13-wochige Behandlung von Méausen mit bis zu 160 mg/kg KG und Tag mit der
Schlundsonde blieb ohne systemische Effekte und ohne Effekte auf die Reproduk-
tionsorgane (OECD 2005).

5.5.2 Entwicklungstoxizitit

In einer Screeningstudie zur Reproduktions- und Entwicklungstoxizitit nach OECD-
Priifrichtlinie 421 an Ratten (siehe auch Abschnitt 5.2.2, Tab. 1 und Abschnitt 5.5.1)
war bei den weiblichen Tieren ab der niedrigsten getesteten Dosierung von 25 mg/kg
KG und Tag das Korpergewicht reduziert. Bei 400 mg/kg KG und Tag zeigten die Tiere
starke klinische Vergiftungssymptome und einen Anstieg des Milzgewichtes. Bei den
Nachkommen war ab 100 mg/kg KG und Tag das Geburtsgewicht dosisabhédngig redu-
ziert. Vier Tage nach der Geburt waren die Korpergewichte nur noch leicht reduziert,
signifikant nur in der hochsten Dosisgruppe. In der hochsten Dosisgruppe wurden eine
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reduzierte Uberlebensrate und Himatome in verschiedenen Geweben beobachtet. Im
Magen der Jungtiere war keine oder nur wenig Milch zu erkennen. Der NOAEL fiir
entwicklungstoxische Wirkungen war 25 mg/kg KG und Tag, fiir die maternale Toxi-
zitdt konnte kein NOAEL abgeleitet werden (OECD 2005).

Im Rahmen einer Eingenerationenstudie zur vergleichenden chronischen Toxizitdt und
Reproduktionstoxizitdt an Ratten (siehe auch 5.2.2, Tab. 1 und Abschnitt 5.5.1), mit
dreimonatiger oraler Gabe von 400 mg/kg KG und Tag jeweils vor und nach der Ver-
paarung, wurden bei der Untersuchung der Nachkommen keine Organverdnderungen
festgestellt (OECD 2005).

5.6 Genotoxizitat

5.6.1 In vitro

Im Test auf differenzielle Abtotung mit Bacillus subtilis ,,Rec-Assay‘ war 4-Nitroto-
luol ohne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems in einer Konzentration von
5000 pg/Platte mutagen (k. w. A.; BUA 1990).

4-Nitrotoluol wirkte in validen Mutagenitétstests mit Salmonella typhimurium und
Escherichia coli in An- und Abwesenheit eines metabolischen Aktivierungssystems an
verschiedenen Stammen nicht mutagen. Hingegen zeigten éltere, nicht standardisierte
Untersuchungen teilweise eine mutagene Wirkung am Salmonella-typhimurium-
Stamm TA100 (BUA 1990; OECD 2005).

Ein UDS-Test an primiren Rattenhepatozyten und an Rattenspermatozyten mit
10-100 uM 4-Nitrotoluol (1,37 bis 13,7 ug/ml) verlief negativ; die Konzentration von
1000 uM (137 pg/ml) wirkte zytotoxisch (OECD 2005).

4-Nitrotoluol induzierte in CHO-Zellen in An- und Abwesenheit eines metabolischen
Aktivierungssystems begleitet von einer Verzogerung des Zellzyklus in Konzentratio-
nen von 50—700 pg/ml Schwesterchromatidaustausch und in zytotoxischen Konzen-
trationen ab 550-600 pg/ml nur in Abwesenheit eines metabolischen Aktivierungs-
systems Chromosomenaberrationen (OECD 2005).

In CHL-Zellen induzierten 250 pg 4-Nitrotoluol/ml ohne den Zusatz eines metaboli-
schen Aktivierungssystems keine erhohte Inzidenz von Chromosomenaberrationen,
fiihrte aber zu einem signifikanten Anstieg polyploider Zellen (BUA 1990; OECD
2005). Zur Zytotoxizitdt wurden keine Angaben gemacht.

Ebenfalls ohne den Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems wurde in isolier-
ten humanen peripheren Lymphozyten nach Inkubation mit bis zu 1000 uM 4-Nitroto-
luol (137 pg/ml) eine dosisabhédngige Induktion von Chromosomenaberrationen beob-
achtet (OECD 2005). Zur Zytotoxizitdt wurden keine Angaben gemacht.
4-Nitrotoluol induzierte in Konzentrationen bis zu 50 pg/ml ohne Zusatz eines meta-
bolischen Aktivierungssystems keine erhohte Bildung von Mikronuklei in CHL-Zellen
(Matsushima et al. 1999). Es geht aus den Ergebnissen der Studie nicht hervor, ob bis
zur Zytotoxizitit getestet wurde.

Im TK*"-Test war 4-Nitrotoluol in nicht zytotoxischen Konzentrationen ab 50 pg/ml
genotoxisch in Anwesenheit eines metabolischen Aktivierungssystems; zwischen klei-
nen und grolen Kolonien wurde nicht unterschieden, so dass nicht zwischen muta-
genen oder klastogenen Effekten differenziert werden konnte. Zytotoxizitit trat erst ab
500 pg/ml auf (OECD 2005).
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Die einstiindige Inkubation einer Kokultur aus frisch isolierten Sertoli-Zellen und
Keimzellen von Kunming-Ratten mit 4-Nitrotoluol in Konzentrationen von 0,032-20
uM (0,004-2,74 pg/ml) filhrte zu DNA-Schiddigungen in den Keimzellen, die mit
Hilfe des Comet-Assays nachgewiesen wurden. Die mitgepriiften Substanzen 2,4- und
2,6-Dinitrotoluol waren stirker wirksam (Yang et al. 2005). Angaben zu den pH-Wer-
ten bei den verwendeten Puffersystemen fehlen in der Publikation, und das Testsystem
als solches ist bisher nicht validiert.

5.6.2 In vivo
Somazellen

Bis 96 Stunden nach einmaliger oraler Gabe von 200 mg '*C-markiertem 4-Nitrotoluol
an Ratten ist eine kovalente Bindung an Makromolekiile in der Leber zu beobachten.
Die maximale Bindung wurde nach etwa zwolf Stunden erreicht. Die intraperitoneale
Gabe der Sulfotransferase-Inhibitoren 2,6-Dichlor-4-nitrophenol oder Pentachlorphe-
nol vor der oralen Verabreichung von 150 mg '*C-markiertem 4-Nitrotoluol hatte kei-
nen Einfluss auf das Ausmal der kovalenten Bindung an Makromolekiile (BUA 1990).
Ratten erhielten eine einmalige orale Gabe von 1 ml einer 0,5 M 4-Nitrotoluol-
16sung/kg KG (68,5 mg/kg KG), und nach 24 Stunden wurden die Tiere getotet und die
Bindung von 4-Nitrotoluol-Metaboliten an die Leber-DNA sowie an Hadmoglobin
untersucht. Es konnte ein DNA-Addukt mit einem relativen Adduktlevel von 2,6x 107
isoliert werden, das jedoch als Artefakt bewertet wurde. Die Bindung an Himoglobin
betrug 3,3 pmol/mg Hb (Jones und Sabbioni 2003).

4-Nitrotoluol war in mehreren validen UDS-Tests ex vivo an Ratten inaktiv. Dazu
erhielten die Tiere eine einmalige Gabe von maximal 1000 mg/kg KG mit der Schlund-
sonde. Zwolf Stunden nach der Behandlung wurden die Tiere getotet und die Hepato-
zyten isoliert (OECD 2005).

In als valide bewerteten Mikronukleustests an Ratten und Médusen mit jeweils dreima-
liger intraperitonealer Applikation von je maximal 600 mg/kg KG erwies sich 4-Nitro-
toluol als nicht klastogen (OECD 2005). Toxische Symptome bei den behandelten Tie-
ren sowie das Verhiltnis von normochromatischen zu polychromatischen Erythrozyten
wurden nicht berichtet, jedoch wurden Vorstudien zur Dosisfindung durchgefiihrt, die
Untersuchungen zur Loslichkeit, Toxizitdt und zu Verzogerungen im Zellzyklus bein-
halteten und auf eine valide Studiendurchfiihrung schlieen lassen.

Keimzellen

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.7 Kanzerogenitat

5.7.1 Kurzzeitstudien

In einer Initiations-Promotionsstudie wurden 50, 250 oder 400 mg 4-Nitrotoluol/kg
KG einmalig dermal in Aceton auf die Haut von Sencar-Mausen gegeben. Als Tumor-
promotor wurde TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) in einer Konzentration
von 4 pg/kg KG und Tag 30 Tage lang appliziert. 4-Nitrotoluol hatte keine tumor-
inititerende Wirkung (OECD 2005).
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5.7.2 Langzeitstudien

Es liegen je eine NTP-Zwei-Jahre-Fiitterungsstudie an F344/N-Ratten und an B6C3F1-
Miusen vor (siehe auch Abschnitt 5.2.2 und Tabelle 2).

Jeweils 50 Ratten pro Geschlecht und Dosisgruppe erhielten iiber einen Zeitraum
von zwei Jahren Futter mit einem 4-Nitrotoluol-Gehalt von 0, 1250, 2500 bzw.
5000 mg/kg. Dies entspricht bei den méannlichen Tieren einer Aufnahme von ca. 0, 55,
110, 240 mg/kg KG und Tag und bei den weiblichen Tieren von ca. 0, 60, 125,
265 mg/kg KG und Tag). Es wurden keine Zwischensektionen und keine hamatologi-
schen oder klinisch-chemischen Untersuchungen durchgefiihrt. Die 4-Nitrotoluol-
Behandlung hatte keinen Einfluss auf die Mortalitit. Es traten in allen Dosisgruppen
Nasen- und Augensekret auf. Das mittlere terminale Korpergewicht war bei allen weib-
lichen Ratten bis zu 28,6% und bei den ménnlichen Ratten der hohen Dosisgruppe um
9% gegeniiber der Kontrolle reduziert. Bei allen behandelten Tieren war die Himato-
poese in der Milz erhoht und die Milz wies Himosiderinablagerungen auf. In der mitt-

Tab. 2. Studien zur Kanzerogenitit von 4-Nitrotoluol

Autor: NTP (2002)

Stoff: 4-Nitrotoluol (99% rein)

Spezies: Ratte, F344/N, je 508, 9
Applikation: Futter

Dosis 0, 1250, 2500, 5000 mg/kg Futter;

ca. 0, 55, 110, 240 mg/kg KG und Tag bei den ménnlichen Ratten;
ca. 0, 60, 125, 265 mg/kg KG und Tag bei den weiblichen Ratten

Dauer: 2 Jahre

Toxizitat: LOAEL 55-60 mg/kg KG (Milz; siehe auch Abschnitt 5.2.2);
Mortalitit in allen Gruppen 10-20%; auBer ménnliche Kontrolltiere:
38%

Tumoren:

0 1250 2500 5000
Klitorisdriise Q@ 850 (16%) 12/50 (24%)  20/50 (40%)**  8/49 (16%) b
Adenome + Karzinome
Haut

subkutane Fibrome 3 150 (2%) 250 ( 4%)*  9/50 (18%)*  1/50 ( 2%)°
oder Fibrosarkome Q150 (2%)Y 1/50 (2%)  0/50 ( 0%) 2/49 ( 4%)

* p<0,05; **p < 0,01

¥ 4-Nitrobenzoesiure, ein Metabolit von 4-Nitrotoluol zeigt den gleichen Tumortyp

® nicht signifikant; nach Angaben der Autoren eventuell aufgrund des verminderten Korperge-
wichtes (71% der Kontrolle)

nicht signifikant; nach Angaben der Autoren “uncertain finding”, da nicht bekannt ist, ob subku-
tane Tumoren vom KG abhiingig sind

zusitzlich je 1 Tier mit subkutanem Lipom bzw. mit nicht néher spezifiziertem subkutanen Sar-
kom

c)

d)
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Tab. 2. Fortsetzung

Autor: NTP (2002)

Stoff: 4-Nitrotoluol (99% rein)

Spezies: Maus, B6C3F1, je 508, 9
Applikation: Futter

Dosis 0, 1250, 2500, 5000 mg/kg Futter;

ca. 0, 170, 345, 690 mg/kg KG und Tag bei den ménnlichen Ratten;
ca. 0, 155, 315, 660 mg/kg KG und Tag bei den weiblichen Ratten

Dauer: 2 Jahre

Toxizitit: LOAEL 155-170 mg/kg KG (KG |, alveolédr-bronchioldre Epithelisie-
rung 1, (keine Zeichen einer Infektion; siehe auch Abschnitt 5.2.2);
Mortalitit in allen Gruppen 10—20%

Tumoren:

Dosis (mg/kg Futter)

0 1250 2500 5000
Lunge
alveolidre/bronchiolire & 8/50 (16%) 14/50 (28%) 12/50 (24%) 19/50 (38%)*
Adeqome oder Q@  6/50 (12%) 2/50 ( 4%) 4/50 ( 8%) 8/50 (16%)
Karzinome
*p<0,05

leren Dosisgruppe war die Inzidenz an Foci mit verdnderten Zellen in der Leber erhoht,
in der hohen Dosisgruppe kam es zu einer Atrophie des Keimepithels der Hoden.
Jeweils in der mittleren, jedoch nicht der hohen Dosisgruppe, war die Inzidenz subku-
taner Tumoren bei den minnlichen Tieren und die Inzidenz der Klitorisdriisentumoren
bei den weiblichen Tieren statistisch signifikant erhoht (siehe Tabelle 2). Klitorisdrii-
sentumoren waren bei einer Studie mit 4-Nitrobenzoesiure, einem Metaboliten von 4-
Nitrotoluol, ebenfalls vermehrt aufgetreten. Insgesamt bewerten die Autoren der Stu-
die 4-Nitrotoluol als fraglich kanzerogen (,,equivocal evidence‘) bei minnlichen Rat-
ten und als moglicherweise kanzerogen (,,some evidence) bei weiblichen Ratten
(Dunnick et al. 2003; NTP 2002).

Gruppen von je 50 Miusen pro Geschlecht und Dosis erhielten iiber einen Zeitraum
von zwel Jahren Futter mit einem 4-Nitrotoluol-Gehalt von 0, 1250, 2500 bzw.
5000 mg/kg. Dies entspricht bei den minnlichen Tieren einer Aufnahme von ca. 0, 170,
345, 690 mg/kg KG und Tag und bei den weiblichen Tieren ca. 0, 155, 315, 660 mg/kg
KG und Tag. Es wurden keine Zwischensektionen durchgefiihrt. Die 4-Nitrotoluol-
Behandlung hatte keinen Einfluss auf die Mortalitdt und fiihrte zu keinen klinischen
Vergiftungssymptomen. Bei allen mit 4-Nitrotoluol behandelten minnlichen Mausen
war die Inzidenz synzytischer Verdnderungen von Hepatozyten erhoht (siehe Tabelle
3), die von den Autoren als prineoplastisch bewertetet wurden. Bei den ménnlichen
Mausen der hohen Dosisgruppe war die Inzidenz an alveoldren/bronchioldren Adeno-
men und Karzinomen gegeniiber der Kontrolle statistisch signifikant erhoht (siehe
Tabelle 2). Die Inzidenz lag mit 39% zwar noch innerhalb des Inzidenzbereichs der
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Tab. 3. Histopathologische Verdnderungen in der Zwei-Jahre-Studie mit Mausen (NTP 2002)

Konzentration (mg/kg Futter)

0 1250 2500 5000
synzytisch verdnderte 3  2/50 (4%) 13/50 (26%)* 17/50 (34%)** 33/50 (66%)**
Hepatozyten Q@  0/50 (0%) 0/50 ( 0%) 0/50 ( 0%) 0/50 ( 0%)
alveolire 3  0/50 20/50 (40%)** 30/50 (60%)** 33/50 (66%)**
Brochiolisierung Gr. 1,1 Gr. 1,2 Gr. 1,4
@  0/50 33/50 (66%)** 41/50 (82%)** 49/50 (98%)**
Gr. 1,0 Gr. 1,3 Gr. 1,5
alveolire 3 1/50 (2%) 1/50 ( 2%) 4/50 ( 8%) 6/50 (12%)
Hyperplasien Q@  2/50 (4%) 1/50 ( 2%) 2/50 ( 4%) 1/50 ( 2%)

*p<0,005; **p < 0,001 Fischer Exact Test, einseitig;
Gr. = Schweregrad der Schidigung; Skala von 1 bis 4

historischen Kontrollen auf Basis der aktuellen NTP-2002-Standard-Diit (12-44%),
lag aber oberhalb des Inzidenzbereichs der umfangreicheren historischen Kontrollen
auf Basis der frither verwendeten NIH-07-Diét (12—-36%). Von den Autoren der Stu-
die wurde dies als eine fragliche kanzerogene Wirkung (,,equivocal evidence*) von
4-Nitrotoluol bei ménnlichen Miusen gewertet. Bei den weiblichen Méausen zeigte
4-Nitrotoluol keine kanzerogenen Effekte. Nach Angaben der Autoren stellt die
bereits ab der niedrigsten Dosierung sowohl bei méinnlichen als auch weiblichen Miu-
sen beobachtete alveoldre Bronchiolisierung keine prikanzerogene Noxe dar, da bei
den weiblichen Tieren die Inzidenz dieses Effekts noch hoher ist als bei den ménnli-
chen Tieren, wihrend die Lungentumoren jedoch nur bei den ménnlichen Tieren ver-
mehrt auftreten (Dunnick et al. 2003; NTP 2002). Die Bewertung der Autoren hin-
sichtlich der alveoldren Bronchiolisierung kann nicht nachvollzogen werden. Die
schon bei niedriger Konzentration beobachtete erhohte Inzidenz alveolédrer Bronchio-
lisierung und Hyperplasien (siehe Tabelle 3) ist aus Sicht der Kommission als eine
Vorstufe der Lungentumoren zu sehen, die bei den ménnlichen und weiblichen Méu-
sen auftritt.

In einer weiteren Untersuchung, die allerdings methodische Miéngel aufweist, erhiel-
ten jeweils 30 ménnliche A/Jax-Méuse intraperitoneal 0, 1800, 4500 oder 9000 mg
4-Nitrotoluol/kg KG und Tag. Es zeigte sich ein nicht signifikanter Anstieg der Inzi-
denz von Lungentumoren von 16, 12, 14 und 24% in der 0-, 1800-, 4500- bzw.
9000-mg/kg-Gruppe. 4-Nitrotoluol wurde nur 18 Wochen lang, drei Tage pro Woche
verabreicht, und die Tiere wurden 16 Wochen nachbeobachtet (Slaga et al. 1985).
Zusammenfassend gibt es Hinweise auf eine kanzerogene Wirkung von 4-Nitrotoluol
an der Ratte und an der Maus, wobei die beobachteten geschlechts- und speziesspezi-
fischen Unterschiede bisher nicht geklirt sind.
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5.8 Sonstige Wirkungen

5.8.1 In vitro

4-Nitrotoluol weist in vitro eine schwache Bindungskapazitit an den humanen Ostro-
genrezeptor auf; die entsprechende 4-Nitrotoluol-Konzentration war mit >0,1 pg/ml
allerdings ca. 120000fach hoher als die der Positiv-Kontrollen 17B-Ostradiol und
Diethylstilbostrol (OECD 2005).

Die Inkubation von Erythrozyten des Schafs mit 2,5-10,0 mM (0,34-1,37 mg/ml)
4-Nitrotoluol in vitro fiihrte zu einer konzentrationsabhingigen Zunahme an Methéa-
moglobin mit einem Maximum von 8,7+0,7% bei 10 mM; der Kontrollwert betrug
1,9%. Der Zusatz von NADP zum Inkubationsmedium fiihrte mit einem Maximum von
10,1£1% bei 10 mM zu keiner weiteren statistisch signifikanten Erh6hung der Methi-
moglobinbildung; der Kontrollwert betrug 2,2%. Damit ist 4-Nitrotoluol in diesem
Testsystem schwicher wirksam als Anilin mit 10,3% MetHb bei 7,5 mM, jedoch stér-
ker wirksam als 3-Nitrotoluol mit 6,4% MetHb bei 10 mM und 2-Nitrotoluol mit 8,4%
MetHb bei 40 mM, jeweils nach Zugabe von NADP (French et al. 1995).

5.8.2 In vivo

In keiner der Studien zur Toxizitdt bei wiederholter Verabreichung ergaben sich
Anhaltspunkte fiir eine endokrine Wirksamkeit von 4-Nitrotoluol (OECD 2005).
Nach einmaliger Injektion von ca. 10 pg 4-Nitrotoluol in das Gehirn (intrazisternale
Applikation) bei Ratten im Alter von zehn Tagen wurden die Tiere im Alter von 4-5
Wochen beziiglich ihrer Aktivitit und DNA-Expressionsmuster untersucht. Die Tiere
waren aktiver als die Kontrolltiere und wiesen einen Anstieg in der Genexpression der
Dopamintransporter des Mesencephalons auf (Ishido et al. 2004).

6 Bewertung

Die vorliegenden tierexperimentellen Untersuchungen an der Ratte und an der Maus
geben Hinweise auf eine kanzerogene Wirkung von 4-Nitrotoluol.

Bei minnlichen Ratten werden subkutane Tumoren, bei der weiblichen Ratte Klitoris-
driisen-Tumoren beobachtet; die Inzidenzen fiir beide Tumortypen sind nur in der mitt-
leren Dosisgruppe statistisch signifikant erhoht. Subkutane Tumoren treten jedoch
auch bei anderen Nitroaromaten auf, z. B. bei 2-Nitrotoluol. Klitorisdriisentumoren
werden auch durch den Metaboliten 4-Nitrobenzoesdure induziert. Bei minnlichen
Mausen fiihrt die hochste Konzentration von 4-Nitrotoluol zu alveolidren bzw. bron-
chioldren Tumoren, geringere Konzentrationen verursachen bei minnlichen und weib-
lichen Ratten alveolidre Bronchiolisierung und Hyperplasie in der Lunge, das hei3t Vor-
stufen der Lungentumoren.

Die Rolle der Genotoxizitit sowie der Geschlechts- und Speziesunterschiede ist fiir die
Kanzerogenitit der Nitroaromaten bisher nicht gekldrt, aber die Datenlage bei
4-Nitrotoluol ist nicht untypisch und es liegen allenfalls quantitative Unterschiede in
der Substanzgruppe der Nitroaromaten vor. Die genotoxische Wirkung ist in dieser
Gruppe von Substanzen oft gering ausgeprigt oder uneinheitlich oder wird in Stan-
dardtestsystemen nicht erfasst (sieche Begriindung ,,Monozyklische aromatische
Amino- und Nitroverbindungen* 2003). In den Untersuchungen zur Genotoxizitit von
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4-Nitrotoluol liegen in vitro sowohl negative als auch positive und in vivo nur negati-
ve Ergebnisse vor. Eine abschlieBende Aussage tiber die In-vivo-Genotoxizitit ist auf-
grund dieser Studien aber nicht moglich. Zudem ist 4-Nitrotoluol ein Methdmoglobin-
bildner, das heilit, dass das entsprechende aromatische Hydroxylamin gebildet wird
und eine Entstehung reaktiver Metaboliten (z. B. des Nitreniumions) potentiell moglich
ist. 4-Nitrotoluol wird daher in die Kanzerogenitits-Kategorie 3B eingestuft.

Die vorliegenden tierexperimentellen Daten weisen nicht auf eine hautsensibilisieren-
de Wirkung des 4-Nitrotoluol hin. Zur immunologischen Wirkung an den Atemwegen
liegen keine Informationen vor. Es erfolgt daher keine Markierung mit ,,Sh* oder ,,Sa*.
Wegen der relativ geringen akuten Toxizitdt von 4-Nitrotoluol ist die fehlende Letalitiit
nach dermaler Applikation nur eingeschrinkt fiir die Bewertung der Hautpenetration
heranzuziehen. Die dermale Exposition fiihrt jedoch zu erhohten Methimoglobinwer-
ten, so dass eine Resorption iiber die Haut belegt ist. Dagegen weisen die Modellrech-
nungen auf eine geringe dermale Resorption hin. Da fiir 4-Nitrotoluol aufgrund des
Verdachts einer kanzerogenen Wirkung derzeit kein MAK-Wert angegeben werden
kann, muss bei den hier berechneten Resorptionsmengen und der nachgewiesenen der-
malen Penetration in vivo von einem zusitzlichen kanzerogenen Risiko ausgegangen
werden. Deshalb bleibt 4-Nitrotoluol mit ,,H* markiert.

Aufgrund der negativen Daten zur Genotoxizitit in vivo wird 4-Nitroluol nicht in eine
der Kategorien fiir Keimzellmutagene eingestuft.
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