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Abstract
The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has re-evaluated 4‑nitroaniline [100-01‑6] considering all
toxicological end points. Available publications are described in detail.The critical ef-
fect of 4‑nitroaniline is methaemoglobin formation in humans and animals. 4‑Nitro-
aniline induces mutations in bacteria and is clastogenic to mammalian cells, although
not in vivo. Long-term animal studies did not demonstrate that the germ cells are
reached. Compared with other aromatic amino and nitro compounds, 4‑nitroaniline
has a much lower genotoxic potential in vitro and in vivo. Therefore, an assignment
to a Germ Cell Mutagenicity Category is not necessary. The substance is not carcino-
genic in Sprague Dawley rats up to doses of 9.9 mg/kg bodyweight and day, which are
toxic to the spleen. In male B6C3F1 mice, however, incidences of haemangiosarcomas
in the liver and of haemangiomas or haemangiosarcomas (combined) at all sites were
increased. Thus, a carcinogenic potential of 4‑nitroaniline is likely. This is also sup-
ported by its structural similarity with other carcinogenic aromatic amino and nitro
compounds as well as its genotoxicity in vitro. 4‑Nitroaniline is therefore assigned
to Carcinogen Category 3 B. As the substance is genotoxic in vitro, a maximum con-
centration at the work place (MAK value) cannot be derived. Prenatal toxicity studies
found lower foetal body weights in rats at 85 mg/kg body weight and day, but no de-
velopmental toxicity in rabbits up to the highest dose tested of 125 mg/kg bodyweight
and day. Clinical data in humans did not describe a discrete contact sensitizing effect
for 4‑nitroaniline. Also, animal studies performed with low concentrations did not
provide explicit evidence of a contact sensitizing potential. In spite of the suspected
contact sensitizing effect, the substance is not designated with an “Sh” notation. For
lack of data, the “Sa” designation is not applied. Dermal absorption is higher than the
systemically tolerable amount calculated after oral administration in rats. Hence, the
“H” designation is retained.
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MAK-Begründungen – 4-Nitroanilin

MAK-Wert –

Spitzenbegrenzung –

Hautresorption (1958) H

Sensibilisierende Wirkung –

Krebserzeugende Wirkung (2019) Kategorie 3 B

Fruchtschädigende Wirkung –

Keimzellmutagene Wirkung –

BAT-Wert –

4‑Nitroanilin wurde 1999 in die damalige Verdachtskategorie 3 für krebserzeugende Arbeitsstoffe eingestuft
(Greim 1999). Im Jahre 2000 wurde der Stoff als Kandidat für die Kategorie 5 angesehen. Da jedoch quantitative und
vergleichende Daten zur Risikoabschätzung fehlten, konnte kein MAK-Wert abgeleitet werden, und die Substanz
wurde in Kategorie 3A eingestuft (Greim 2000).

Mit diesem Nachtrag erfolgt eine Reevaluierung der Einstufung der kanzerogenen Wirkung von 4‑Nitroanilin.
Da die Keimzellmutagenität bisher nicht bewertet ist, wird dies im vorliegenden Nachtrag vorgenommen. Zudem
erfolgt die Aktualisierung der Bewertung der sensibilisierenden Wirkung.

Allgemeiner Wirkungscharakter
4‑Nitroanilin ist ein starker Methämoglobin-Bildner bei Menschen. Die Methämoglobin-Bildung ist auch bei Ratten
und Mäusen zu beobachten.

Bei männlichen B6C3F1-Mäusen führt 4‑Nitroanilin nach Schlundsondengabe bei 100 mg/kg KG und Tag zuHäman-
giosarkomen. Dabei sind die Inzidenzen aller Hämangiosarkome statistisch nicht signifikant erhöht im Vergleich zu
den mitlaufenden Kontrollen, jedoch deutlich im Vergleich zu historischen Kontrollen. Bei Sprague-Dawley-Ratten
wirkt 4‑Nitroanilin trotz dosisabhängiger Milzeffekte nicht kanzerogen.

Wie für Nitroaromaten typisch ergeben sich mit 4‑Nitroanilin bei der Genotoxizität in bakteriellen Mutagenitäts-
tests heterogene Ergebnisse. Nach Zusatz von Flavinmononukleotid, das zur Nitroreduktion zugeführt worden ist,
lässt sich ein mutagenes Potenzial mit und ohne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems erkennen. Bei
CD1-Mäusen zeigt die Substanz nach intraperitonealer Gabe keine Klastogenität.

In einer pränatalen Entwicklungstoxizitätsstudie mit Schlundsondengabe an Sprague-Dawley-Ratten werden ab
85 mg/kg KG und Tag erniedrigte Fetengewichte beobachtet. Bei massiver Maternaltoxizität treten bei 250 mg/kg
KG und Tag eine erhöhte Anzahl der Resorptionen proMuttertier sowie nicht näher beschriebene Fehlbildungen des
Schwanzes, des Urogenitalsystems und der Rippen auf. Bei Neuseeländer-Kaninchen kommt es in einer pränatalen
Entwicklungstoxizitätsstudie mit Schlundsondengabe auch bei maternaltoxischen Dosen von bis zu 125 mg/kg KG
und Tag nicht zu teratogenen Effekten.

Über eine durch 4‑Nitroanilin beim Menschen induzierte Kontaktallergie wurde bisher nicht berichtet, obwohl
die Substanz bei Personen mit bestehender Sensibilisierung gegen p‑Phenylendiamin im Epikutantest zu positiven
Reaktionen führen kann. Die fraglich validen Ergebnisse aus experimentellen Untersuchungen am Tier und das
Ergebnis einer In-vitro-Untersuchung deuten nicht auf ein ausgeprägtes kontaktsensibilisierendes Potenzial hin.
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Wirkungsmechanismus
Auf der Basis einer Analyse von Chemikalien, die in NTP-Studien bei männlichen B6C3F1-Mäusen vermehrt zu
Hämangiosarkomen führten, wird ein Zusammenhang zwischen der Kupffer-Zell-Pigmentierung und der Entste-
hung vonHämangiosarkomen in der Leber festgestellt. Die Hämosiderose, die auf den hämolytischen Effekt der Che-
mikalien zurückgeht, wird auch bei den weiblichenMäusen ohne erhöhte Tumor-Inzidenzen beobachtet. Der Grund
für die geschlechtsspezifische Empfindlichkeit für Chemikalien-induzierte Hämangiosarkome ist jedoch nicht be-
kannt. Die erhöhte Empfindlichkeit könnte auf eine Hormon-bezogene, reduzierte antioxidative Abwehrkapazität
durch die Modulation der Aktivität antioxidativer Enzyme zurückzuführen sein (Nyska et al. 2004). Denkbar ist
auch, dass die Hämangiosarkome indirekt über die Methämoglobinbildung entstehen könnten.

Toxikokinetik und Metabolismus
4‑Nitroanilin wird inhalativ, oral und dermal gut aufgenommen. Zur inhalativen Aufnahme liegen keine Untersu-
chungen zur Toxikokinetik vor. Aus der vierwöchigen Inhalationsstudie an Ratten leitet sich jedoch ebenfalls eine
gute inhalative Aufnahme ab (Greim 1999). Bei Ratten liegt die Aufnahme nach einmaliger oraler Gabe bei 75 bis
81 % und bei Affen nach dermaler Gabe bei 100 % (BUA 1987; Greim 1999).

Vierundzwanzig Stunden nach der Applikation von 4 µg 4‑Nitroanilin/cm2 in Aceton auf isolierte menschliche Haut
in vitro bzw. auf die rasierte Abdominalhaut von Affen wurden – unter Berücksichtigung des verdunsteten Anteils
– in vitro 34,5 % und in vivo 100 % resorbiert. Das Maximum der Resorption lag jeweils innerhalb der ersten zwei
Stunden (Greim 1999).

In einer In-vitro-Studie wurden 200 µl einer 14C‑Nitroanilin-Lösung mit einer Konzentration von 0,8 mg/ml in
Wasser (Sättigungskonzentration) 10 Minuten, eine Stunde und 24 Stunden lang auf Humanhaut (200 bis 500 µm;
63,6 mm2) in Bronaugh-Durchflusszellen aufgetragen. Die Konzentration in der Rezeptorflüssigkeit (Hanks
Balanced Salt Solution mit 6 % Polyethoxylat) wurde während der 24-stündigen Exposition mehrfach und bei
den kürzeren Expositionen nur am Ende gemessen. Aus diesen Werten und der Menge an Radioaktivität in den
verschiedenen Hautschichten am Ende jeder Exposition wurde eine Permeabilitätskonstante von 0,00881 cm/h
berechnet. Nach der 24-stündigen Applikation wurden zwischen 43 und 71 % der applizierten Dosis resorbiert. Bei
10-minütiger Exposition waren es etwa 1 % und bei der einstündigen Applikation 2,7 bis 5,5 %. Die Resorptionsraten
betrugen bei 10-minütiger Exposition 14,4 µg/cm2 und Stunde und bei einstündiger Exposition 9,35 µg/cm2 und
Stunde (In Vitro Technologies 2005). Bei einstündiger Exposition von 2000 cm2 Haut (Fläche von Händen und
Unterarmen) gegen eine gesättigte wässrige Lösung ergibt sich daraus eine Aufnahme von 18,7 mg 4‑Nitroanilin.

4‑Nitroanilin wird rasch in alle Gewebe verteilt.

Die Metabolisierung (siehe Abbildung 1) von oral oder intraperitoneal verabreichten 5 mg 14C‑4-Nitroanilin/Ratte
(ca. 20 mg/kg KG unter der Annahme eines Körpergewichts von 250 mg) bei männlichen Albino-Ratten erfolgte
hauptsächlich durch C‑Oxidation – wahrscheinlich über ein Epoxid – zum 2‑Hydroxy-4-nitroanilin (43 % der Ra-
dioaktivität im Urin). Durch Reduktion der Nitrogruppe wurde 1,4-Diaminobenzol (p-Phenylendiamin) gebildet
(26 % der Radioaktivität im Urin). Ein Anteil von 14 % des verabreichten 14C‑4-Nitroanilins im Urin wurde nicht
metabolisiert. Unabhängig von der Applikationsform wurden etwa 80 % der Radioaktivität im 24-Stunden-Urin und
nur geringe Mengen nach 48 bzw. 72 Stunden gefunden. Die Ausscheidung mit den Faeces blieb unter 1 %. Nicht
hydrolysierter Urin enthielt etwa 2 % freies 4‑Nitroanilin (Greim 1999; Maté et al. 1967). Auch die N‑Oxidation der
Aminogruppe zum 4‑Nitrophenylhydroxylamin wurde nachgewiesen; dieser Metabolit wird hauptsächlich für die
Methämoglobin-Bildung verantwortlich gemacht (Greim 1999). Nach In-vitro-Inkubation wurde auch N‑Acetyl-4-
nitroanilin gefunden (Greim 1999; Maté et al. 1967).
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Abb. 1 Metabolisierungsschema von 4-Nitroanilin (nach BUA 1987)

Die Metaboliten wurden schnell und überwiegend renal ausgeschieden.

So wurden zwei Stunden nach einmaliger oraler Verabreichung von 0,28 oder 13,8 mg 14C‑4-Nitroanilin/kg KG an
männliche F344-Ratten 75 bis 81 % der verabreichten Radioaktivität mit dem Urin, 13 % mit den Faeces ausgeschie-
den. In dieser Studie ergaben Untersuchungen zur biliären Ausscheidung an männlichen Gallengang-kanülierten
Ratten, dass nach intravenöser Gabe von 10 µmol 14C‑4-Nitroanilin/kg KG (1,38 mg/kg KG) innerhalb von vier Stun-
den nach der Applikation etwa 19 % der verabreichten Radioaktivität biliär ausgeschieden wurde, was für einen
enterohepatischen Kreislauf spricht. Die Halbwertszeit der Radioaktivität bezogen auf den gesamten Körper lag bei
einer Stunde. Mit dem Zwei-Kompartimenten-Modell ließen sich für die Elimination aus dem Blut Halbwertszeiten
von 0,8 bzw. 16,6 Stunden errechnen (Chopade und Matthews 1984; Greim 1999).

Quantitative Angaben zu den Metaboliten im Blut liegen nicht vor.

Erfahrungen beim Menschen
In der Begründung 1999 (Greim 1999) wird ausführlich über die Methämoglobin-Bildung berichtet.

Seit der Begründung aus dem Jahr 1999 (Greim 1999) gibt es keine neuen Daten zu anderen Endpunkten als zur
allergenen Wirkung beim Menschen.

Allergene Wirkung
Es liegen nur wenige neue, seit der Begründung 1999 (Greim 1999) veröffentlichte Epikutantestbefunde mit 4‑Nitro-
anilin vor, jedoch weiterhin keine Befunde zur atemwegssensibilisierenden Wirkung.
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In einer Untersuchung wurden zehn Patienten getestet, die bei vorherigen Testungen eine positive Reaktion
auf Dispersionsorange 1 oder Dispersionsgelb 3 gezeigt hatten, epikutan auch mit p‑Phenylendiamin und drei
p‑Phenylendiamin-Derivaten sowie den jeweils zwei Produkten, die bei reduktiver Spaltung der Azogruppe der
Dispersionsfarbstoffe entstehen. Alle Substanzen wurden in mindestens drei Verdünnungsstufen untersucht;
Ablesungen erfolgten am vierten und siebten Tag. Bei zwei der Patienten waren die initialen Reaktionen auf die
Farbstoffe nicht reproduzierbar und sie zeigten keine Reaktion auf 4‑Nitroanilin. Von den übrigen acht Patienten
reagierten fünf auch positiv auf eine 0,43%ige Zubereitung von 4‑Nitroanilin in Vaseline (einmal einfach, dreimal
zweifach und einmal dreifach positiv). Vier der fünf Personen entwickelten im Rahmen der umfangreichen Testung
deutlich positive Reaktionen (zumeist 3+) auf mindestens sieben der etwa 20 bis 40 getesteten Testzubereitungen.
Auf 0,043 % 4‑Nitroanilin traten bei zwei der fünf Personen eine fragliche und bei einem Getesteten eine einfach
positive Reaktion auf (Malinauskiene et al. 2012).

In einer anderen Untersuchung wurden 4‑Nitroanilin und 4,4′-Azodianilin als potentielle Oxidationsprodukte von
p‑Phenylendiamin epikutan bei 14 Personen getestet, bei denen im Vorfeld eine positive Epikutantestreaktion auf
p‑Phenylendiamin registriert worden war. Bei 13 Personen war die Reaktion auf p‑Phenylendiamin reproduzierbar.
Von diesen zeigte jeweils eine Person eine einfach positive Reaktion auf eine 0,013%- bzw. 0,0013%ige Zubereitung
von 4‑Nitroanilin und eine Person eine zweifach positive Reaktion (zudem zweifach positive Reaktion auf 0,01 %
p‑Phenyldiamin) auf eine 0,13%ige Zubereitung in Aceton. Zwei weitere Personen reagierten einfach positiv auf
eine 1%ige Zubereitung von 4‑Nitroanilin in Ethanol/Aceton (2 : 3). Auf die höchste Testkonzentration reagierte
keine von 15 Kontrollpersonen, die zuvor keine Reaktion auf p‑Phenylendiamin gezeigt hatten (Young et al. 2016).

Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

Subakute, subchronische und chronische Toxizität
Neue Daten zu 4‑Nitroanilin liegen nicht vor, abgesehen von einer oralen Studie mit einem Gemisch, das diesen
Stoff enthält.

Orale Aufnahme

Je 20 männlichen und weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurde ein Gemisch aus 4‑Aminophenol : p-
Nitrophenol : 4-Nitroanilin (1 : 3,5 : 6) in den Dosierungen 0, 5, 25 oder 50 mg/kg KG und Tag per Schlundsonde
vier Wochen lang verabreicht. Die Reinheit aller Substanzen war von analytischem Grad. Keines der Tiere starb.
Ab 25 mg/kg KG und Tag traten am Versuchsende folgende Effekte auf: eine reduzierte Körpergewichtszunahme,
erhöhte Methämoglobin-Werte, erniedrigte Erythrozytenzahl und Hämoglobinwerte, erhöhte Leukozyten-
und Retikulozytenzahl sowie histopathologische Veränderungen in Leber, Nieren, Milz, Cerebellum und
hämatopoetischem System (Wang et al. 2010). Die Einzelsubstanzen wurden nicht untersucht.

Allergene Wirkung
In einem Maximierungstest führte 4‑Nitroanilin zu keinem als positiv zu wertendem Ergebnis, jedoch wurde die
Substanz nur in geringen Konzentrationen eingesetzt. Zur intradermalen und zur topischen Induktionsbehandlung
diente eine 0,5%ige Zubereitung in Propylenglykol und zur Auslösebehandlung eine 1%ige bzw. eine 0,25%ige Zu-
bereitung von 4‑Nitroanilin. Als Vehikel für die topischen Behandlungen wurde wahrscheinlich Aceton verwendet,
und vor der topischen Induktionsbehandlung erfolgte eine offene Applikation von 10 % Natriumdodecylsulfat in
Dimethylacetamid/Aceton/Ethanol (4 : 3 : 3). Bei der Auslösebehandlung zeigten sich Reaktionen bei fünf der 24
mit 4‑Nitroanilin vorbehandelten Tiere und bei zwei der 12 Kontrolltiere (Malinauskiene et al. 2013).

Weitere Angaben zu neueren experimentellen Untersuchungen am Tier liegen nicht vor.
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In einer In-vitro-Untersuchung unter Verwendung von Cokulturen aus humanen Keratinozyten und peripheren
Blutmonozyten als Surrogat für dendritische Zellen wurde mit 4‑Nitroanilin ein negativer Befund erhoben. Die
Zellen wurden in Serum-freiem Medium unter Zusatz von 100 ng Interleukin‑4, 100 ng GM-CSF (Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor) und 10 ng TGF‑β (Transforming Growth Factor β) pro ml kultiviert.
Nach 48-stündiger Inkubation mit bis zu 200 µmol 4‑Nitroanilin/l wurde keine gesteigerte CD86-Expression und
keine Zytotoxizität festgestellt. p‑Phenylendiamin führte bei 42 µmol/l zu einem halbmaximalen Anstieg der CD86-
Expression (Sonnenburg et al. 2012).

Reproduktionstoxizität
Neue Daten liegen zu diesem Endpunkt nicht vor.

Fertilität

In einer 2‑Generationenstudie an Sprague-Dawley-Ratten kam es bis zur höchsten Dosis von 9 mg 4‑Nitroanilin/kg
KG und Tag, verabreicht per Schlundsonde, nicht zu Effekten auf die Fertilität oder auf die Nachkommen
(Greim 1999; Nair et al. 1990).

Entwicklungstoxizität

In einer pränatalen Entwicklungstoxizitätsstudie, ähnlich der OECD-Prüfrichtlinie 414 (jedoch ohne ausführliche
tabellarische Aufzählung aller einzelnen Fehlbildungen), erhielten je 24 Sprague-Dawley-Ratten vom 6. bis zum 19.
Gestationstag 0, 25, 85 oder 250 mg 4‑Nitroanilin/kg KG und Tag mit der Schlundsonde verabreicht. Am 20. Gesta-
tionstag wurden die Feten nach Schnittentbindung untersucht. Ab 85 mg/kg KG und Tag trat Maternaltoxizität in
Form von blasser Augenfarbe, dunkel gefärbtem Harn und Verfärbungen im Anogenitalbereich auf. Bei den Mut-
tertieren wurden keine Todesfälle beobachtet. Bei 250 mg/kg KG und Tag kam es bei zwei Muttertieren nach der
Applikation zu Krämpfen.Während der Behandlung war die Körpergewichtsentwicklung der Muttertiere bei dieser
Dosis verzögert. Ab 85 mg/kg und Tag waren die Fetengewichte erniedrigt und bei 250 mg/kg KG und Tag war die
Anzahl der Resorptionen pro Muttertier erhöht. Bei 250 mg/kg KG und Tag kam es zu Fehlbildungen, hauptsäch-
lich des Schwanzes (49/273 Feten ≙ 17,9 %; 10/22 Würfen ≙ 45,5 %), des Urogenitalsystems (15/131 Feten ≙ 11,5 %;
5/22 Würfen ≙ 22,7 %) und der Rippen (50/142 Feten ≙ 35,2 %; 14/22 Würfen ≙ 63,6 %). Die Häufigkeit von Feten mit
Variationen am Skelett war ebenfalls erhöht (Greim 1999; Nair et al. 1985). Die Fehlbildungen des Schwanzes sind
nicht näher beschrieben. Die Beschreibung der Fehlbildungen des Urogenitalsystems umfasst neben Fehlbildungen
der Niere (fehlend, klein oder verformt, von denen nach heutigen Maßstäben nur fehlende Nieren eine Fehlbildung
sind) auch Fehlbildungen des Uterus und des Reproduktionstraktes, die ebenfalls nicht weiter erläutert werden. Die
Fehlbildungen der Rippen werden als abgewinkelte, gewellte oder fusionierte Rippen beschrieben (nach heutigen
Maßstäben sind fusionierte Rippen eine Fehlbildung und gewellte Rippen eine Variation). Die einzelnen Fehlbildun-
gen sind nicht weiter aufgeschlüsselt. Damit ist das Ausmaß der Fehlbildungen unklar.

In einer Screening-Studie an je 50 CD1-Mäusen, die vom 7. bis zum 14. Gestationstag 0 oder 1200 mg 4‑Nitro-
anilin/kg KG und Tag, in Maiskeimöl gelöst, erhalten hatten, kam es zu massiver Maternaltoxizität in Form von
Krämpfen und vermehrten Todesfällen (21 von 50). Von den überlebenden Tieren waren 16 trächtig, sechs nicht
trächtig und bei sieben hatte trotz Befruchtung keine Implantation stattgefunden. Elf von 16 Muttertieren warfen
lebende Nachkommen, vier Muttertiere wiesen nur tote Nachkommen auf. Bei den Nachkommen einesWurfes wur-
den Fehlbildungen an allen Gliedmaßen in Form von Ektromelien (Reduktion oder Fehlen des körpernahen Teils
der Gliedmaßen) festgestellt. Die Zahl der lebenden Nachkommen pro Wurf, das Körpergewicht der Nachkommen
und die Überlebensfähigkeit während der ersten drei Tage waren im Vergleich zur Kontrolle signifikant erniedrigt.
Bei einem der 14 Muttertiere, die nicht warfen, fanden sich Resorptionen im Uterus (Greim 1999; Hardin et al. 1987;
NIOSH 1983). Aufgrund der hohen Mortalität bei den Muttertieren ist die Studie nicht zur Bewertung der entwick-
lungstoxischen Wirkung geeignet.
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In einer pränatalen Entwicklungstoxizitätsstudie, ähnlich der OECD-Prüfrichtlinie 414 (jedoch ohne ausführliche
tabellarische Aufzählung aller einzelnen Fehlbildungen), erhielten je 18 Neuseeländer-Kaninchen vom 7. bis zum
19. Gestationstag 0, 15, 75 oder 125 mg 4‑Nitroanilin/kg KG und Tag mit der Schlundsonde verabreicht. Die Unter-
suchung der Feten erfolgte am 30. Gestationstag nach Schnittentbindung. Bei 125 mg/kg KG und Tag starben sieben
Muttertiere (k. w. A.). Ab 15 mg/kg KG und Tag traten bei den Muttertieren gelbliche Verfärbungen im Genitalbe-
reich und ab 75 mg/kg KG und Tag grau verfärbte Augen auf. Die intrauterine Entwicklung verlief ohne auffällige
Befunde. Teratogene Effekte wurden in keiner Dosisgruppe festgestellt (Greim 1999; Nair et al. 1985).

Genotoxizität
Neue Daten zur Genotoxizität liegen, abgesehen von einem Mikronukleus-Test an CD1-Mäusen (Monsanto
Company 1989) seit der Begründung 1999 (Greim 1999) nicht vor.

In vitro

Zur Bewertung der Keimzellmutagenität von 4‑Nitroanilin werden die Studien, die bereits in der Begründung 1999
(Greim 1999) dargestellt sind, hier nochmals zusammengefasst.

In mehreren Salmonella-Mutagenitätstests erwies sich 4‑Nitroanilin an den Stämmen TA98 und TA1538mit und oh-
ne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems als mutagen, dagegen nicht an den Stämmen TA100, TA1535,
TA1537, TA98NR und TA1538NR. In Bacillus subtilis löste der Stoff vermehrt DNA-Reparatur aus. In Säugetier-
Testsystemen wurden ohne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems positive Ergebnisse im TK+/−-Test, in
CHO-Zellen und menschlichen Lymphozyten Chromosomenaberrationen und in CHO-Zellen in geringem Maße
Schwesterchromatidaustausche induziert. In Ratten-Hepatozyten war jedoch keine DNA-Reparatur zu beobachten.
Unter Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems erzeugte 4‑Nitroanilin keine Mutationen, jedoch Chromo-
somenaberrationen und Schwesterchromatidaustausche (Greim 1999).

In einemmodifizierten Genmutationstest mit Präinkubation führte der Zusatz von Flavinmononukleotid, das zur Ni-
troreduktion zugeführt wurde, zu einer Verstärkung der mutagenenWirkung von 4‑Nitroanilin an den Salmonella-
typhimurium-Stämmen TA98 und TA100. Der Zusatz des metabolischen Aktivierungssystems aus Hamsterleber
und Flavinmononukleotid hatte ab 0,1 µM mutagene Effekte zur Folge mit einer maximalen Erhöhung der Rever-
tantenzahl um das 11-Fache, im Vergleich zum Aktivierungssystem aus Ratten war der Effekt stärker (Dellarco und
Prival 1989).

Die nicht in der Begründung 1999 (Greim 1999) und nicht im BUA-Bericht (BUA 1987) aufgeführte Untersuchung zur
In-vitro-Genotoxizität von 4‑Nitroanilin (Dellarco und Prival 1989) sowie die positiven Studien aus der Begründung
1999 (Greim 1999) sind in Tabelle 1dargestellt.
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Tab. 1 In-vitro-Studien zur Genotoxizität von 4-Nitroanilin

Ergebnis BemerkungEnd-
punkt

Testsystem Konzentration Zytotoxizität
[µg/Platte] −m. A. +m. A.

Literatur

Genmu-
tation
(Präin-
kuba-
tion)

S. typhi-
murium
TA98

0; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0;
10,0 μmol/Platte;
Vehikel: p‑Dioxan;
Reinheit: 99 %

– n. d. + FMN (zur Er-
leichterung der
Nitroreduktion):
+ m. A. aus
Hamsterleber:
+ ab
0,1 μmol/Platte
(max. Revertan-
tenzahl 11-fach);
+ m. A. aus
Ratte:
+ ab
1,0 μmol/Platte

Zusatz von
m. A. aus
Hamster im
Vgl. zu Zusatz
von m. A.
aus Ratte:
Verstärkung
der mutagenen
Wirkung

Dellarco
und
Prival 1989

– n. d. − FMN:
+ m. A. aus
Hamsterleber:
+ ab
0,1 μmol/Platte

S. typhi-
murium
TA100

s. oben k. w. A. n. d. +
k. A.

SCE CHO-Zellen − m. A.:
1. Test: 0; 0,5; 1,6; 5; 16; 50;
160 μg/ml;
2. Test: 0, 50, 100,
200 μg/ml;
+ m. A.:
1. Test: 0, 16, 50, 160, 500,
1600, 5000 μg/ml;
2. Test: 0, 160, 500,
1000 μg/ml;
3. Test: 0, 250, 500, 750,
1000 μg/ml;
Vehikel: DMSO;
Reinheit: > 99 %

− m. A.:
bei 200 μg/ml;
+ m. A.:
bei 1000 μg/ml

+
ab 160 μg/ml

nicht eindeutig Greim 1999;
NTP 1993

CA Humanlym-
phozyten

0; 0,005; 0,01; 0,05;
0,10 μmol/ml;
Vehikel: DMSO;
Reinheit: k. A.

k. A. +
widersprüch-
liche Anga-
ben:
ab
0,005 μmol/ml
(0,7 μg/ml)
(Huang
et al. 1995);
effektive
Dosis:
5 μmol/ml
(690 μg/ml)
(Huang
et al. 1996)

n. d. Gaps nicht in
Gesamtzahl
der CA
eingeschlossen

Greim 1999;
Huang
et al. 1995,
1996
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Tab. 1 (Fortsetzung)

Ergebnis BemerkungEnd-
punkt

Testsystem Konzentration Zytotoxizität
[µg/Platte] −m. A. +m. A.

Literatur

CA CHO-Zellen 0, 173, 345, 690,
1035 μg/ml;
Vehikel: DMSO;
Reinheit: ≥ 99 %

TC50 345 ± 18 μg/ml +
ab 173 μg/ml
(Anteil
aberranter
Zellen:
mindestens
13 %,
Kontrolle:
6 %)

n. d. vorwiegend
dizentrische
Chromosomen;
Gaps nicht in
Gesamtzahl
der CA
eingeschlossen

Chung
et al. 1996;
Greim 1999

CA CHO-Zellen − m. A.:
0, 50, 160, 500, 1600 μg/ml;
+ m. A.:
0, 160, 500, 1600,
5000 μg/ml;
Zeit: 14 h;
Vehikel: DMSO;
Reinheit: > 99 %

– +
bei
1600 μg/ml
(Prozentsatz
Zellen mit
CA: 5‑fache
Erhöhung)

+
ab 1600 μg/ml
(Prozentsatz
Zellen mit CA:
mindestens 6,7-
fache Erhöhung)

Gaps nicht in
Gesamtzahl
der CA
eingeschlossen,
vorwiegend
einfache CA
(Brüche u.
terminale
Deletionen)

Greim 1999;
NTP 1993

CA CHO-Zellen − m. A.:
1. Test: 0, 16, 50, 160,
500 μg/ml (12 h);
2. Test: 0, 100, 200, 400,
600, 800, 1200 μg/ml
(12,8 h);
+ m. A.:
1. Test: 0, 16, 50, 160, 500,
1600 μg/ml (12 h);
2. Test: 0, 200, 400, 600,
800, 1200 μg/ml (12 h);
3. Test: 0, 400, 600, 800,
1200 μg/ml (15 h);
4. Test: 0, 400, 600, 800,
1000 μg/ml (12,5 h);
5. Test: 0, 400, 600,
800, 1000, 1200, 1600,
2000 μg/ml (22 h);
Vehikel: DMSO;
Reinheit: > 99 %

− m. A.: bei
1200 μg/ml,
+ m. A.: bei
1200 μg/ml

– +
bei 1000 μg/ml
(aberrante
Zellen: 73 %,
Kontrolle: 3 %)

Gaps nicht in
Gesamtzahl
der CA
eingeschlossen,
vorwiegend
einfache CA
(Brüche u.
terminale
Deletionen)

Greim 1999;
NTP 1993

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 9



MAK-Begründungen – 4-Nitroanilin

Tab. 1 (Fortsetzung)

Ergebnis BemerkungEnd-
punkt

Testsystem Konzentration Zytotoxizität
[µg/Platte] −m. A. +m. A.

Literatur

Mutati-
on

L5178Y-
Zellen,
TK+/−-Test

− m. A.:
1. Test: 0, 16, 32, 63, 125,
250, 500, 1000 μg/ml;
2. Test: 0, 16, 32, 63, 125,
250, 500 μg/ml;
3. Test: 0, 50, 100, 200, 300,
400 μg/ml;
+ m. A.:
0, 25, 50, 100, 200, 300,
500 μg/ml;
Vehikel: Aceton;
Reinheit: > 99 %

− m. A.: ab 400 μg/ml +
ab 250 μg/ml
(durch-
schnittli-
che Mutan-
tenzahl: 81,
Kontrolle:
23, 3‑fache
Erhöhung)
bei gleich-
zeitiger star-
ker Wachs-
tumsinhi-
bierung (rel.
Wachstum:
12–26 %)

– − m. A.:
Präzipitation ab
500 μg/ml;
+ m. A.:
Präzipitation ab
300 μg/ml;
keine Unter-
scheidung zwi-
schen großen u.
kleinen Kolo-
nien, nicht zu
entscheiden,
ob Mutagenität
od. Klastogeni-
tät im Vorder-
grund steht

Greim 1999;
NTP 1993

CA: Chromosomenaberrationen; DMSO: Dimethylsulfoxid; FMN: Flavinmononukleotid; k. (w.) A.: keine (weiteren) Angabe; m. A.: metabolisches
Aktivierungssystem; n. d.: nicht durchgeführt; TC50: für 50 % der Zellen toxisch; SCE: Schwesterchromatidaustausch

Von den zwei Metaboliten des 4‑Nitroanilins 1,4-Benzoldiamin (p-Phenylendiamin, Henschler 1992) und 2‑Amino-
5-nitrophenol ist bekannt, dass sie in vitro mutagen in Bakterien wirken (NTP 1988).

In vivo

Somazellen

In der bereits in der Begründung von 1999 (Greim 1999) zitierten Publikation wurde in den Hepatozyten von F344-
Ratten keine Induktion von DNA-Reparatur festgestellt (Mirsalis et al. 1983). Die Studie ist jedoch nur eine Zusam-
menfassung und beinhaltet keine Dosisangaben.

In einem Mikronukleus-Test an männlichen und weiblichen CD1-Mäusen (je 5 Tiere/Gruppe und Geschlecht,
höchste Dosis: je 6 Tiere) mit der zweimaligen i.p. Gabe von 0, 80, 400 oder 800 mg 4‑Nitroanilin/kg KG (Reinheit:
99 %, Vehikel: Maiskeimöl) wurden bis zur höchsten Dosis keine Mikronuklei in polychromatischen Erythrozyten
induziert. Bei den männlichen Tieren war bei der höchsten Dosis von 800 mg/kg KG nach 48 Stunden das Verhältnis
von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten erniedrigt; ein Tier starb bei dieser Dosis. Das Ver-
hältnis von polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten war bei den weiblichen Tieren bei 800 mg/kg
KG nach 24 und 48 Stunden nicht erniedrigt, jedoch trat ab der niedrigsten Dosis Toxizität in Form von Reaktions-
und Teilnahmslosigkeit auf. Die Positivkontrolle Cyclophosphamid zeigte ein funktionierendes Testsystem an
(Monsanto Company 1989).

Keimzellen

In drei Tests auf X‑chromosomale rezessive Letalmutationen (SLRL) an Drosophila wurden negative Ergebnisse
erzielt (BUA 1987; NTP 1993; US EPA 2009).

Ein „Sperm-Head Abnormality“-Test an BALB/c-Mäusen führte bis zu einer Dosis von 500 mg 4‑Nitroanilin/kg KG
und Tag, fünf Tage lang i.p. verabreicht, nicht zu einem Anstieg von Spermienkopfanomalien (BUA 1987). Verände-
rungen der Spermienmorphologie sind keine zuverlässigen Indikatoren von Mutationen, die Relevanz der Effekte
bezüglich der Keimzellmutagenität ist zweifelhaft (ICPEMC 1983; Salamone 1988; Wild 1984), und die Ergebnisse
lassen sich nur als zytotoxische Wirkung interpretieren.
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Kanzerogenität
Es liegen keine neuen Daten vor.

In einer Kanzerogenitätsstudie des NTP erhielten je 70 männliche und weibliche B6C3F1-Mäuse pro Dosisgruppe
bis zu 103 Wochen lang, an fünf Tagen pro Woche 0, 3, 30 oder 100 mg 4‑Nitroanilin/kg KG und Tag in Maiskeimöl
mit der Schlundsonde verabreicht. Ab 3 mg/kg KG und Tag traten erhöhte Inzidenzen von Hyperplasie im Knochen-
mark der männlichen Tiere und von Pigmentierung der Milz bei den weiblichen Tieren auf. Ab 30 mg/kg KG und Tag
kamenMethämoglobin-Bildung sowie histologische Veränderungen anMilz, Leber und Knochenmark (Milzstauun-
gen, Hämatopoese in der Milz, Hämosiderin-Akkumulation in der Milz, Kupffer-Zell-Pigmentierung in der Leber)
hinzu. Bei den männlichen Tieren waren die Inzidenzen von Hämangiosarkomen in der Leber bei 0, 3, 30, 100 mg/kg
KG und Tag 0/50; 1/50 (2 %); 2/50 (4 %) bzw. 4/50 (8 %) und die von Hämangiosarkomen und Hämangiomen aller
Lokalisationen bei 0, 3, 30, 100 mg/kg KG und Tag 5/50 (10 %), 3/50 (6 %), 4/50 (8 %) bzw. 10/50 (20 %) und damit bei
der höchsten Dosis leicht, jedoch aufgrund einer nachträglichen Berechnung mit dem Fisher-Exact-Test (p = 0,06)
nicht signifikant erhöht. Sie lagen aber höher als die in diesemNTP-Bericht angegebenen historischen Kontrolldaten
(Hämangiosarkome in der Leber: 15/699; Mittelwert ± Standardabweichung: 2,1 ± 2,1%; Bereich: 0–6 %; Hämangio-
sarkome und Hämangiome aller Lokalisationen: 46/700; 6,6 ± 3,6 %; 0–12 %). Bei den weiblichen Tieren zeigten sich
keine erhöhten Tumor-Inzidenzen. NTP bewertete das Ergebnis an den männlichen Mäusen in diesem Versuch als
nicht eindeutig (Greim 1999; NTP 1993).

In einer 2‑Jahre-Kanzerogenitätsstudie an Sprague-Dawley-Ratten erhielten je 60 männliche und weibliche Tiere
pro Dosisgruppe an sieben Tagen pro Woche eine Gabe von 0; 0,25; 1,5 oder 9,9 mg 4‑Nitroanilin/kg KG und Tag in
Maiskeimöl mit der Schlundsonde. Ab 0,25 mg/kg KG und Tag traten Pigmentierungen der Milz und ab 1,5 mg/kg
KG und Tag erhöhte Methämoglobin-Konzentrationen und Milzgewichte auf. Die Tumor-Inzidenzen bei den be-
handelten Tieren waren im Vergleich zu denen der Kontrollen nicht erhöht (Greim 1999; Nair et al. 1990).

Bewertung
Kritische Effekte sind die Methämoglobin-Bildung bei Mensch und Tier sowie der Verdacht auf eine kanzerogene
Wirkung aufgrund der bei männlichen B6C3F1-Mäusen induzierten Hämangiosarkome und der genotoxischen
Wirkung in vitro.

Krebserzeugende Wirkung. Bei Sprague-Dawley-Ratten wirkt 4‑Nitroanilin trotz dosisabhängiger Effekte an
der Milz ab 0,25 mg/kg KG und Tag bis 9,9 mg/kg KG und Tag, gegeben mit der Schlundsonde, nicht kanzerogen
(Greim 1999; Nair et al. 1990). Hingegen führt die Substanz bei männlichen B6C3F1-Mäusen nach Schlundsondenga-
be bei 100 mg/kg KG und Tag zuHämangiosarkomen, deren Inzidenzen imVergleich zu denmitlaufenden Kontrollen
statistisch nicht signifikant erhöht, jedoch imVergleich zu historischen Kontrollen deutlich erhöht sind (Greim 1999;
NTP 1993). Damit ist auch in Anbetracht der genotoxischen Wirkung in vitro ein Verdacht auf eine kanzerogene
Wirkung gegeben.

Ein Vergleich der monozyklischen aromatischen Amino- und Nitroverbindungen ergibt, dass bei der Organotropie
der entstehenden Tumoren ein gemeinsames Grundmuster erkennbar ist. Im Vordergrund stehen bei Ratte und
Maus die Blutgefäßtumoren. Die Hämangiosarkome können auf die Milz konzentriert sein, treten aber auch an
anderer Stelle auf (Greim 2003 b). Damit ergibt sich auch aufgrund der Struktur für 4‑Nitroanilin ein Verdacht auf
eine kanzerogene Wirkung.

4‑Nitroanilin wirkt in Bakterien mutagen und verursacht in Säugerzellen in vitro Chromosomenaberrationen. Der
negative In-vivo-Mikronukleustest an Mäusen (Monsanto Company 1989) entkräftet die In-vitro-Genotoxizität
nicht vollständig, da dieser Test nur die Klastogenität untersucht. Mutagenitätstests in vivo sind nicht durchgeführt
worden. Eine Untersuchung zum Metabolismus ergibt die Bildung von mindestens neun Metaboliten (BUA 1987;
Chopade undMatthews 1984), von denen zwei, 1,4-Benzoldiamin (p-Phenylendiamin, Kanzerogenitätskategorie 3B,
Henschler 1992) und 2‑Amino-5-nitrophenol, ebenfalls in vitro genotoxisch sind. In einer Untersuchung des
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24-Stunden-Urins nach einmaliger oraler oder i.p. Gabe von ca. 20 mg/kg KG und Tag an Ratten wurden nach
saurer Hydrolyse 26 % der Radioaktivität als p‑Phenylendiamin und 43 % als 2‑Amino-5-nitrophenol gefunden
(Greim 1999; Maté et al. 1967). Damit könnten zumindest zwei genotoxische Metaboliten systemisch verfügbar
sein.

Insgesamt bleibt der Verdacht auf eine kanzerogene Wirkung, basierend auf den Hämangiosarkomen bei männli-
chen B6C3F1-Mäusen, des Strukturverdachtes und der Genotoxizität in vitro, bestehen. Somit wird die Substanz in
die Kategorie 3B für krebserzeugende Arbeitsstoffe eingestuft.

MAK-Wert und Spitzenbegrenzung. Aufgrund des Verdachts auf eine kanzerogene Wirkung und der genoto-
xischen Wirkung in vitro wird kein MAK-Wert abgeleitet. Die Spitzenbegrenzung entfällt damit.

Fruchtschädigende Wirkung. Da kein MAK-Wert abgeleitet wird, entfällt die Zuordnung zu einer Schwanger-
schaftsgruppe.

In einer pränatalen Entwicklungstoxizitätsstudie mit Schlundsondengabe an Sprague-Dawley-Ratten werden ab
85 mg/kg KG und Tag erniedrigte Fetengewichte beobachtet. Bei massiver Maternaltoxizität (verzögerte Körper-
gewichtsentwicklung, Krämpfe) bei 250 mg/kg KG und Tag ist die Anzahl der Resorptionen pro Muttertier erhöht.
Zudem treten bei dieser Dosis Fehlbildungen des Schwanzes, des Urogenitalsystems und der Rippen auf, wobei diese
nicht weiter einzeln aufgeschlüsselt sind (Greim 1999; Nair et al. 1985) und teilweise auch nach heutigenMaßstäben
nicht mehr als Fehlbildung sondern als Variation oder weder als Fehlbildung noch als Variation angesehen werden.

Bei Neuseeländer-Kaninchen kommt es in einer pränatalen Entwicklungstoxizitätsstudie mit Schlundsondengabe
auch bei maternaltoxischen Dosen von bis zu 125 mg/kg KG und Tag nicht zu teratogenen Effekten (Greim 1999;
Nair et al. 1985).

Die Effekte bei den Ratten treten möglicherweise als Folge einer Anämie auf.

Keimzellmutagene Wirkung. 4‑Nitroanilin wirkt in vitro genotoxisch, aber in bakteriellen Mutagenitätstests
ergeben sich heterogene Ergebnisse. Damit verhält sich die Substanz wie ein typischer Nitroaromat. Bakterielle Mu-
tagenitätstests in vitro sind nicht geeignet, das genotoxische Potenzial der monozyklischen aromatischen Amino-
und Nitroverbindungen ausreichend zu ermitteln (Greim 2003 b). Nach Zusatz von Flavinmononukleotid zeigt 4‑Ni-
troanilin ein mutagenes Potenzial mit und ohne Zusatz eines metabolischen Aktivierungssystems (Dellarco und
Prival 1989).

Die Substanz führt in vitro in Säugetierzellen zu klastogenen und in Bakterien zu mutagenen Effekten
(Greim 1999). Daher entkräftet der negative In-vivo-Mikronukleustest an Mäusen (Monsanto Company 1989) die
In-vitro-Genotoxizität nicht vollständig. Mutagenitätstests sind im Tierversuch nicht durchgeführt worden. Aus
den Langzeitstudien an Ratten (Greim 1999; Nair et al. 1990) und Mäusen (Greim 1999; NTP 1993) ergeben sich
keine Hinweise darauf, dass 4‑Nitroanilin zu den Reproduktionsorganen, d. h. zu den Keimzellen, gelangen kann.

Eine Auswertung der in der MAK- und BAT-Werte-Liste aufgeführten monozyklischen aromatischen Amino- und
Nitroverbindungen, deren keimzellmutagene Wirkung bewertet worden ist, zeigt (siehe Tabelle 2), dass vier Ver-
bindungen in eine Kategorie für Keimzellmutagene eingestuft sind. o‑Toluidin und 4‑Chlor-o-toluidin sind beide in
die Kategorie 3A für Keimzellmutagene und in die Kategorie 1 für kanzerogene Arbeitsstoffe eingestuft, die Stoffe
2‑Nitrotoluol und 2,4,6-Trinitrotoluol in die Kategorie 3B für Keimzellmutagene und in die Kategorie 2 für kanzero-
gene Arbeitsstoffe. Bei diesen vier Verbindungen sind die deutliche kanzerogene Wirkung beim Menschen oder im
Tierexperiment, die deutliche genotoxischeWirkung in vivo sowie die Erreichbarkeit der Keimzellen nachgewiesen
bzw. starke Hinweise darauf vorhanden.
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MAK-Begründungen – 4-Nitroanilin

Bei 4‑Nitroanilin hingegen sind die kanzerogene Wirkung im Tierexperiment und die In-vivo-Genotoxizität weni-
ger deutlich ausgeprägt. Aus Langzeitstudien an Ratte und Maus und aus dem Spermienmorphologie-Test ergibt
sich kein Verdacht auf Effekte auf die Reproduktionsorgane. Somit liegen keine Hinweise vor, dass der Stoff die
Keimzellen erreicht. Auf dieser Datenbasis wird 4‑Nitroanilin nicht in eine Kategorie für Keimzellmutagene einge-
stuft.

Hautresorption. Für den Menschen lässt sich aus einer In-vitro-Studie eine maximale dermale Aufnahme von
18,7 mg bei Exposition gegen eine gesättigte wässrige Lösung unter Standardbedingungen (2000 cm2 Hautoberflä-
che, eine Stunde Exposition) abschätzen. Der LOAEL in einer 2‑Jahre-Studie beträgt 0,25 mg/kg KG und Tag nach
oraler Gabe bei Ratten. Zur toxikokinetischen Übertragung dieser Dosis als systemischen LOAEL auf denMenschen
werden berücksichtigt: der dem toxikokinetischen Unterschied zwischen der Ratte und demMenschen entsprechen-
de speziesspezifische Korrekturwert (1 : 4), die experimentelle orale Resorption von 100 %, die tägliche Exposition
der Tiere im Vergleich zur fünftägigen Exposition pro Woche am Arbeitsplatz (7 : 5), das Körpergewicht (70 kg) des
Menschen, und die Übertragung der Daten des Tierversuchs auf den Menschen (1 : 2). Damit errechnet sich eine
Menge von 3 mg, bei der noch Effekte zu erwarten sind. Daher ist die systemisch tolerable Menge kleiner als 3 mg.
Die Aufnahme über die Haut ist damit höher als die systemisch tolerable Menge, und der Stoff bleibt weiterhin
mit „H“ markiert.

SensibilisierendeWirkung. Auch zwei neue Untersuchungen zeigen, dass bei Patienten mit bestehender Sensi-
bilisierung gegen (disubstituierte) aromatische Aminoverbindungen Reaktionen auf 4‑Nitroanilin auftreten können.
Da Angaben zu einer vorangehenden Exposition fehlen, ist eine eigenständige kontaktsensibilisierende Wirkung
von 4‑Nitroanilin beim Menschen nicht zweifelsfrei nachgewiesen. Aus den mit relativ geringen Konzentrationen
durchgeführten experimentellen Untersuchungen amTier ergeben sich keine eindeutigenHinweise auf ein kontakt-
sensibilisierendes Potenzial, und das Ergebnis einer In-vitro-Untersuchung war negativ. 4‑Nitroanilin wird daher
trotz des Verdachtes auf eine kontaktsensibilisierendeWirkung weiterhin nicht mit „Sh“ markiert. Untersuchungen
zur Atemwegssensibilisierung liegen weiterhin nicht vor, so dass keine Markierung mit „Sa“ erfolgt.
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