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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has evaluated N,N-dimethyl-p-toluidine [99-97-8] considering
all toxicological end points. N,N-Dimethyl-p-toluidine led to an increased incidence of
liver adenomas and carcinomas in mice at 6 mg/kg body weight and day and in rats
at 60 mg/kg body weight and day in a chronic gavage study. Additional tumours were
observed in male rats in the transitional epithelium of the nose and in female rats in
the lungs and the forestomach. On the basis of these effects, N,N-dimethyl-p-toluidine
has been classified in Carcinogen Category 2. N,N-Dimethyl-p-toluidine induces mu-
tagenic, aneugenic and clastogenic effects in vitro. In vivo, N,N-dimethyl-p-toluidine
was found to cause DNA damage in the livers of rats and mice. As studies for germ
cell mutagenicity are not available, N,N-dimethyl-p-toluidine has been classified in
Germ Cell Mutagenicity Category 3B. According to skin absorption models, percuta-
neous absorption is expected to contribute significantly to systemic toxicity. Therefore,
N,N-dimethyl-p-toluidine has been designated with “H”. A sensitizing potential is not
expected from the data available.
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MAK-Wert

Spitzenbegrenzung

Hautresorption (2021)
Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung (2021)
Fruchtschidigende Wirkung
Keimzellmutagene Wirkung (2021)

BAT-Wert

Synonyma

Chemische Bezeichnung (IUPAC-Name)
CAS-Nr.

Formel

Molmasse
Schmelzpunkt
Siedepunkt bei 1013 hPa
Dichte bei 20°C
Dampfdruck bei 25°C

log Kow

Loslichkeit bei 25°C

1 ml/m3 (ppm) 25,61 mg/m3

H

Kategorie 2

Kategorie 3B

4-(Dimethylamino)toluol
4-Methyl-N,N-dimethylanilin

N,N4-Trimethylanilin
99-97-8

C,H,sN
135,21 g/mol

-15°C (ECHA 2020)
211°C (ECHA 2020)

0,94 g/cm? (ECHA 2020)
0,237 hPa (NLM 2022)

2,81 (k.w.A); 1,729 (35°C, pH 5,6); 2,61 (Raumtemp.,
pH>7) (ECHA 2020)

0,455 g/l Wasser (ECHA 2020)
1 mg/m320,178 ml/m? (ppm)

Hinweis: Der Stoff kann gleichzeitig als Dampf und Aerosol vorliegen.

N,N-Dimethyl-p-toluidin findet Verwendung als Initiator und Beschleuniger bei Polymerisationsmaterial im denta-
len Bereich oder bei Knochenzement. Es wird zur Vernetzung bei Methylmethacrylaten eingesetzt. Zudem ist es ein
Bestandteil von Klebstoff und kiinstlichen Fingernégeln und tritt als Zwischenprodukt bei der Herstellung von Farb-
stoffen und Pestiziden auf (IARC 2018).

Dentale Kunstharze enthalten 0,2-1,5 Gew.-% Initiatoren relativ zum Monomer. Das durch Licht aktivierte Campher-
chinon zersetzt sich und bildet ein Radikal, das durch N,N-Dimethyl-p-toluidin stabilisiert wird. Mithilfe dieser Ini-
tiatoren wird die Polymerisationsreaktion gestartet (Masuki et al. 2007; Noda et al. 2007).

N,N-Dimethyl-p-toluidin ist in allen kommerziell verwendeten Knochenzementen in Konzentrationen von 0,7-2,6 %
vorhanden (NTP 1999).
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Es werden 100-1000 t N,N-Dimethyl-p-toluidin pro Jahr in der EU produziert oder in diese eingefithrt. N,N-Dimethyl-
p-toluidin ist vom Registranten nicht als kanzerogen eingestuft (,data conclusive but not sufficient for classification®)
(ECHA 2020). Vom Committee for Risk Assessment wurde die Klassifizierung Carc 1 B festgesetzt (RAC 2021).

Eine Schatzung von NIOSH ergab, dass etwa 67720 Beschéftigte in den USA potentiell gegen N,N-Dimethyl-p-toluidin
exponiert sind (NCBI 2020).

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

N,N-Dimethyl-p-toluidin zeigt eine kanzerogene Wirkung nach zweijahriger Schlundsondengabe an Ratten und Mau-
se. Neben Lebertumoren bei beiden Spezies sind im Ubergangsepithel der Nase von ménnlichen Ratten und in der
Lunge und dem Vormagen weiblicher Ratten Adenome und Karzinome aufgetreten.

Bereits nach fiinf Tagen treten im Ubergangsepithel der Nase bei mannlichen Ratten nach oraler Verabreichung von
60 mg/kg KG und Tag Hyperplasien auf. Erhohte Methdmoglobin-Werte, Effekte in der Milz, Leber und Niere werden
bei den Ratten nach zweijahriger Schlundsondengabe ab 6 mg/kg KG und Tag beobachtet, wahrend Méause bei dieser
Dosis Lebereffekte und nur die weiblichen Méause Hyperplasien und Metaplasien in der Nase zeigen.

N,N-Dimethyl-p-toluidin wirkt beim Kaninchen reizend an Haut und Augen.

In vitro werden in Siugerzellen aneugene, klastogene und mutagene Wirkungen beobachtet. Erhchte DNA-Strang-
bruchraten in der Leber treten nach oraler N,N-Dimethyl-p-toluidin-Gabe an Ratten und nach intraperitonealer Gabe
an Mause auf.

Es liegen nur wenige positive Befunde zur kontaktsensibilisierenden Wirkung von N,N-Dimethyl-p-toluidin beim
Menschen vor. Zur atemwegssensibilisierenden Wirkung sind keine Befunde vorhanden.

Zur fruchtschidigenden Wirkung gibt es keine ausreichenden Daten.

2 Wirkungsmechanismus

N,N-Dimethyl-p-toluidin zeigt eine fiir aromatische Aminoverbindungen typische toxische Wirkung mit Methamo-
globin-Bildung, einer schwachen Genotoxizitdt und dem Auftreten von Lebertumoren.

2.1 Methamoglobin-Bildung

Methdmoglobin-Bildung ist ein friih eintretendes Ereignis nach N,N-Dimethyl-p-toluidin-Gabe und viele weitere Wir-
kungen, wie Anamie oder Milzeffekte, treten als Folge der Methamoglobin-Bildung auf.

Die versehentliche Aufnahme von N,N-Dimethyl-p-toluidin fithrte bei Kindern zu Methdmoglobin-Bildung (Ab-
schnitt 4.1). Die oxidative Wirkung wird dabei auf den mutmafllichen Metaboliten p-Methylphenylhydroxylamin
zuriickgefithrt (Dunnick et al. 2014). Bei Ratten traten in einer Schlundsondenstudie bereits ab der niedrigsten Dosis
von 6 mg/kg KG und Tag statistisch signifikant erhéhte Methamoglobin-Werte nach 86 Tagen auf. Mause zeigten erst
bei einer dreimonatigen Gabe von 30 mg/kg KG und Tag einen Methdmoglobin-Anstieg. Dies ist auf die stirkere Entgif-
tung durch die héhere Methdmoglobin-Reduktase-Aktivitét dieser Spezies zuriickzufithren (Abschnitt 5.2.2; NTP 2012).

Der Oxidationsmetabolit Phenylhydroxylamin des N,N-Dimethylanilins ist einer der potentesten Methidmo-
globin-Bildner (Kao et al. 1997). Auch bei Anilin ist der Metabolit Phenylhydroxylamin verantwortlich fur die
Methamoglobin-Bildung (Greim 2007). Beim N,N-Dimethyl-p-toluidin wire der entsprechende Metabolit das p-Methyl-
phenylhydroxylamin. Daher ist davon auszugehen, dass die Metabolisierung des N,N-Dimethyl-p-toluidins tiber
p-Methylphenylhydroxylamin als reaktive Zwischenverbindung verlauft, obwohl es im Urin nicht detektiert werden
konnte (IARC 2018; Kim et al. 2007).
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Bei In-vitro-Versuchen mit 0,1 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin oder seinen Metaboliten p-Methylnitrosobenzol und
p-Methylphenylhydroxylamin trat an isolierten Erythrozyten nach einer Stunde nur bei den Metaboliten eine Met-
hamoglobin-Bildung von 38,2 % bzw. 55,9 % auf. Auch Anilin zeigte unter diesen Bedingungen keine Methdmoglobin-
Bildung und seine Metaboliten Nitrosobenzol mit 13,7 % und Phenylhydroxylamin mit 48,4 % etwas niedrigere Werte
als die entsprechenden N,N-Dimethyl-p-toluidin-Metaboliten (Potter et al. 1988).

2.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die bei Ratten beobachtete makrozytische, hypochrome und regenerative Andmie nach oraler N,N-Dimethyl-p-tolui-
din-Gabe wird durch oxidativen Stress erklart, der das Himoglobin schidigt. Durch die verstirkte Methdmoglobin-
Bildung entstehen irreversible Himichrome, die in Form von Heinz-Innenkoérperchen prizipitieren. Dadurch kommt
es zu einer verminderten Deformierbarkeit der Erythrozyten, einem erhéhten Abbau der geschédigten Erythrozyten
in der Milz und damit zu einer Abnahme von Erythrozyten. Die geschadigten Erythrozyten setzen redoxaktives Eisen
frei, das dann wiederum tber verschiedene Prozesse zur Zunahme von ROS-Bildung fithren kann. Dieser Mechanis-
mus ist fiir Anilin und Nitroaromaten bereits bekannt. In Mausen ist der Effekt aufgrund der hoheren Methamo-
globin-Reduktase-Aktivitit oder einer geringeren Metabolisierungsrate nicht so stark ausgepragt (Dunnick et al. 2014;
Greim 2007).

In der humanen oralen Keratinozytenzelllinie OKF6/TERT2 wurden nach Inkubation mit 1 oder 2 mmol N,N-Di-
methyl-p-toluidin mithilfe des oxidationssensitiven Farbstoffes 2,7-Dichlorfluoresceindiacetat statistisch signifikant
erhohte ROS gemessen. Die Zugabe von 5 mM Glutathion (GSH) reduzierte die Menge an ROS deutlich (Volk et al. 2014).

Mithilfe des oxidationssensitiven Farbstoffes 2,7-Dichlorfluorescein konnten ROS in der humanen Darmzelllinie Caco-2
nach Inkubation mit 1 oder 2 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin gezeigt werden. Der Anstieg an ROS nach N,N-Dimethyl-
p-toluidin-Zugabe war im Vergleich zur Kontrolle gering, aber nicht statistisch signifikant erhoht (Wessels et al. 2015).

Nach N,N-Dimethyl-p-toluidin-Gabe waren Transkripte des Nrf2-Signalweges im Ubergangsepithel der Nase hoch-
reguliert. Der Transkriptionsfaktor Nrf2 bewirkt nach Bindung an ARE (,antioxidative responsive element®) die
Transkription verschiedener antioxidativ wirksamer Enzyme und gilt als Sensor fiir oxidativen Stress, da ROS den
Nrf2-Signalweg induzieren kénnen. Zudem traten nach fiinftagiger Schlundsondengabe von 60 mg/kg KG an Ratten
bereits Effekte in der Nase, aber noch kein Anstieg an Methdmoglobin auf. Dies wird von den Autoren durch einen
niedrigen Gehalt an antioxidativ wirksamen Mukosubstanzen in der Nasenhohle erklart, der sie empfindlich gegen-
iiber einer N,N-Dimethyl-p-toluidin-induzierten oxidativen Schiadigung macht (siehe Abschnitt 5.2.2; Dunnick et al.
2014). Da N,N-Dimethyl-p-toluidin systemisch iiber das Blut wirkt, ist ungeklért, ob es den Mukus erreicht. Zudem
sind im Ubergangsepithel keine intraepithelialen Mukosubstanzen vorhanden (Harkema et al. 2006). Die Erkliarung
der Autoren, dass der niedrige Gehalt an antioxidativ wirksamen Mukosubstanzen im Ubergangsepithel fiir die bereits
nach funf Tagen aufgetretenen Effekte verantwortlich ist, trifft daher nicht zu.

Das Verhaltnis GSH/Glutathiondisulfid (GSSG) sowie die absoluten Gehalte an GSH und GSSG wurden durch 1 mM
N,N-Dimethyl-p-toluidin in isolierten Monozyten nur geringfiigig verdndert. Damit zeigte N,N-Dimethyl-p-toluidin
keinen Einfluss auf die GSH-Redox-Balance in Monozyten. Bei 1 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin begann in vitro eine
statistisch signifikante Succinatdehydrogenase-Hemmung, die sich konzentrationsabhéngig steigerte (Noda et al.
2007). N,N-Dimethyl-p-toluidin wird vermutlich in Monozyten nicht metabolisch aktiviert, so dass hier auch keine
Reaktion zu erwarten war.

2.3 Genotoxizitat

Trotz aneugener und klastogener Wirkungen in einigen In-vitro-Genotoxizititstests und einem positiven TK*~-Test,
in dem die mutagene Wirkung aber méglicherweise auf Chromosomenaberrationen basierte, zeigte N,N-Dimethyl-p-
toluidin auch nach metabolischer Aktivierung keine Mutagenitit im bakteriellen Salmonella-typhimurium-Test. Die
negativen Ergebnisse im Salmonella-typhimurium-Test kénnten auf die hohe Reaktivitit der Metaboliten zuriick-
gefiihrt werden, die vor Erreichen der DNA abreagiert sind. Ein Test mit E. coli WP2 uvrA pKM101, welcher nach
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OECD-Priifrichtlinie 471 als Indikator fiir eine genotoxische Wirkung iiber ROS empfohlen wird, verlief negativ (Ab-
schnitt 5.6.1).

Strukturanaloge Verbindungen, wie o- und p-Toluidin, zeigten auch keine deutliche Mutagenitit im Salmonella-
typhimurium-Test. Die von o- und p-Toluidin abgeleiteten Hydroxylamine und Nitrosometaboliten sind jedoch in
diesem Testsystem positiv. Daraus wird geschlossen, dass das mutagene Potential dieser Verbindungen nur entsteht,
wenn die N-Hydroxylierung und eine anschlielende O-Acetylierung zu einer ausreichenden Menge an Metaboliten
fuhrt (Gupta et al. 1987; Neumann 2003).

Aufgrund der beobachteten Methamoglobin-Bildung ist das Auftreten der reaktiven Zwischenverbindung p-Methyl-
phenylhydroxylamin wahrscheinlich. Diese kann zu einem reaktiven Chinoniminmethid weiterreagieren, das als
Elektrophil DNA-Addukte bilden kann (Abschnitt 3.2; IARC 2018; Stepan et al. 2011).

In situ erzeugte N-Acyloxyarylamine (aus Methyl-, Dimethyl- und Ethylanilinen) reagierten mit dG-Nukleotiden und
ergaben ein Arylamin-C8-dG-Addukt (siehe Abbildung 1). Die DNA-Addukte wurden mithilfe der FAB-Massenspek-
trometrie, UV-Spektrometrie und H-NMR charakterisiert (Marques et al. 1997).

NHOH NHOCOR; o

N
R;COCN Nu / NH
@ @ ¢ < ﬁ
R H N °N" °NH,
R R R,0
0

R = Methyl, Dimethyl oder Ethyl OR;
R; = Methyl oder tert-Butyl

R, = H oder PO;>

Nu =dG, dGnp (n=3", 5' oder 3',5'p) oder DNA

Abb.1 Synthese von Arylamin-DNA-Addukten (nach Marques et al. 1997)

Aufgrund der dhnlichen Struktur von N,N-Dimethyl-p-toluidin und N-Acyloxyarylaminen kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Aufnahme von N,N-Dimethyl-p-toluidin zu Metaboliten fihrt, die eine DNA-Addukt-Bildung be-
wirken konnen, welche wiederum fiir eine genotoxische Wirkung verantwortlich ist.

2.4 Kanzerogenitat

Den bei Ratten in der 2-Jahre-Schlundsondenstudie beobachteten Leberkarzinomen in der 60-mg/kg-Gruppe gehen
Effekte in der Leber voraus, die bereits bei niedrigeren Dosen auftreten. Die nach Gabe von 6 oder 20 mg/kg KG und
Tag beobachteten Anstiege an eosinophilen Foci, Hyperplasien, Hypertrophien und Fibrosen in der Leber sind pra-
neoplastische Vorstufen (Abschnitt 5.7, NTP 2012).

In der Leber wurden in einer Transkriptomanalyse charakteristische Gentranskriptionsmuster einer Zellantwort auf
oxidative Schaden und Leberschiddigungen nach fiinftidgiger oraler N,N-Dimethyl-p-toluidin-Gabe gefunden (Dunnick
et al. 2017).

Die Ubergangsepithelzellen der Nase wiesen nach fiinftigiger oraler Gabe von N,N-Dimethyl-p-toluidin an Ratten
ein charakteristisches Gentranskriptionsmuster auf, das fiir die Zellantwort auf oxidative Schiaden, vermehrte Zell-
proliferation und Abnahme der Apoptosesignale steht (Dunnick et al. 2016).

In der Lunge von Méusen wurden in der 2-Jahre-Schlundsondenstudie Hyperplasien, aber auch bereits statistisch
signifikant erhoht Adenome, beobachtet. Die im nasalen Epithel aufgetretenen Degenerationen, Hyperplasien und
Metaplasien bis hin zu Adenomen und Karzinomen wurden auch nach oraler Gabe von Nitroaromaten und Acet-
aminophen beobachtet. Dies wird auf eine durch Cytochrom-P450 2E1, 2A5 und 2G1 vermittelte metabolische Akti-
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vierung im nasalen Epithel zuriickgefithrt (Genter et al. 1998; NTP 2012). Eine stirkere kanzerogene Wirkung in der
Lunge ist nach inhalativer Exposition, aufgrund der reizenden Wirkung von N,N-Dimethyl-p-toluidin, zu erwarten.

Im Vormagen trat bei den weiblichen Mausen eine erhohte Inzidenz an Plattenepithel-Papillomen ab der niedrigsten
Dosis von 6 mg/kg KG auf. Diese Papillome werden von den Autoren auf die Verabreichung per Schlundsonde zurtick-
gefiihrt. Da die Tiere der Vehikelkontrollgruppe Maiskeimél auch per Schlundsonde erhielten, jedoch nur bei einem
Tier ein Vormagenpapillom auftrat, sind die Papillome wahrscheinlich eher auf eine Reizwirkung der Substanz mit
einer lokal sehr hohen Konzentration direkt nach der Gabe zuriickzufithren und nicht durch mechanische Verletzun-
gen begriindet (Abschnitt 5.3.1, 5.3.2; NTP 2012). Papillome im Vormagen von Nagern werden als nicht humanrelevant
bewertet, wenn sie als isolierter Effekt auftreten. Sie kénnen jedoch als zusatzlicher Beleg fiir eine kanzerogene Wir-
kung gewertet werden, wenn in weiteren Organen Tumoren beobachtet wurden (Laube et al. 2019).

Da Méuse nach oraler N,N-Dimethyl-p-toluidin-Gabe neoplastische Verinderungen in der Lunge und Leber zeigten,
kann die kanzerogene Wirkung von N,N-Dimethyl-p-toluidin nicht ausschlief8lich auf eine ROS-Bildung zuriickge-
fuhrt werden, die nach Methamoglobin-Bildung durch geschédigte Erythrozyten in der Milz von Ratten als kanze-
rogener Effekt des Anilins identifiziert wurde (Greim 2007). Obwohl bei Mausen eine hohere Methamoglobin-Reduk-
tase-Aktivitat vorliegt und deshalb weniger ROS entstehen, traten in der Kanzerogenitatsstudie im Vergleich zu den
Ratten bei niedrigeren Dosen Adenome und Karzinome auf. Auch dies weist neben einer oxidativen Schadigung auf
einen weiteren Mechanismus der Tumorentstehung hin.

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Nach der Verabreichung einer einmaligen oralen Dosis von 2,5; 25 oder 250 mg “C-markiertem N,N-Dimethyl-p-tolui-
din/kg KG (Emulsion in 10 % wissrigem Rizinusélethoxylat) an je vier médnnliche F344-Ratten pro Dosisgruppe wurden
innerhalb von 24 Stunden mit dem Urin 90,8 %; 87,7 % bzw. 69,6 % und mit den Faeces 3,4 %; 9,3 % bzw. 1,8 % der applizier-
ten Radioaktivitat ausgeschieden. Nur unwesentliche Mengen wurden als CO, und <1% als organische Verbindungen
abgeatmet. Im Korper inklusive des Gastrointestinaltraktes fanden sich 24 Stunden nach Gabe von 2,5 oder 25 mg/kg
KG 4,2 % der applizierten Radioaktivitat. Die orale Gabe von 250 mg/kg KG fiihrte jedoch zu einer Wiederfindung von
18,3 % im Korper, davon allein 12,3 % im Gastrointestinaltrakt, was auf eine unvollstdndige Resorption nach 24 Stunden
hinweist. Nach oraler Gabe von 25 mg/kg KG zeigten méannliche und weibliche F344-Ratten eine &hnliche Aufnahme
und Ausscheidung. Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung nach intravenéser Gabe oder nach oraler Gabe von
H4C-markiertem N,N-Dimethyl-p-toluidin in Maiskeimél an ménnliche Ratten unterschieden sich nicht. Die Wieder-
findung der Radioaktivitat betrug in den Dosisgruppen 2,5 und 25 mg/kg KG ca. 100 % und in der hohen Dosisgruppe
ca. 90 %. Die Verteilungskoeffizienten Gewebe:Blut betrugen 24 Stunden nach der 2,5-mg/kg-Gabe >5 fir Leber und
Niere. Der Harnblase:Blut-Koeffizient lag nach Gabe von 250 mg/kg KG in wésseriger Losung mit ca. 15 sehr hoch.
Minnliche B6C3F1-Mause zeigten eine dhnliche Ausscheidung nach Applikation von 2,5 oder 25 mg/kg KG wie die
Ratten. Jedoch waren die Miuse nach Gabe von 250 mg/kg KG nach 24 Stunden moribund mit Nierenschiaden, Ode-
men in der Lunge und Verdnderungen des Gastrointestinaltraktes. Von der Gesamtradioaktivitat befanden sich 21,9 %
im Gastrointestinaltrakt und ca. 10 % im restlichen Korper. Bei dieser hohen Dosis wurden 23,8 % der Radioaktivitét
mit dem Urin und 8,0 % mit den Faeces ausgeschieden. In Harnblase und Niere waren die Konzentrationen 100fach so
hoch wie bei 25 mg/kg KG, und damit iiberproportional héher. Die Wiederfindung der Radioaktivitat betrug bei den
Miusen in den Dosisgruppen 2,5 und 25 mg/kg KG 85-100 % und in der hohen Dosisgruppe 65 %. Die Gabe von 25 mg/
kg KG an Miuse fithrte zu Gewebe:Blut-Verteilungskoeffizienten von >5 bei der Leber, ca. 5 bei der Niere, 8 bei der
Harnblase, 11 bei der Lunge und 7 beim Fettgewebe (Dix et al. 2007). Die akute Toxizitat der Substanz beeintrachtigte
die erhaltenen Daten nach Schlundsondengabe von 250 mg/kg KG an Ratten, da hier bereits Futter- und Wasserauf-
nahme reduziert waren.
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Erkenntnisse zur dermalen Resorption von N,N-Dimethyl-p-toluidin liegen nicht vor. Das IH SkinPerm-Modell nach
Tibaldi et al. (2014) berechnet fiir eine einstiindige Exposition von 2000 cm? Hautfliche gegen eine gesittigte wissrige
Losung des Stoffes eine Gesamtaufnahme von 33 mg. Eine Abschiatzung nach Fiserova-Bergerova et al. (1990) ergibt
eine erheblich héhere Resorption von 481 mg. Strukturell verwandte aromatische Amine, die aufgrund ihrer syste-
mischen Toxizitat mit ,H“ markiert wurden, werden nach Modellrechnungen in einer dhnlichen Gré8enordnung
resorbiert (2,4-Xylidin: 65 mg nach IH SkinPerm, 706 mg nach Fiserova-Bergerova et al. (1990); p-Toluidin: 75 mg nach
IH SkinPerm, 683 mg nach Fiserova-Bergerova et al. (1990)). Demnach ist eine relevante transdermale Resorbierbarkeit
des N,N-Dimethyl-p-toluidins zu erwarten.

3.2 Metabolismus

Nach Gabe einer einzelnen oralen Dosis von 2,5-250 mg *C-N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG (in 10%igem wissrigem
Rizinusolethoxylat) an mannliche F344-Ratten wurden die Metaboliten im Urin mittels HPLC aufgetrennt. Es wurden
neben der Ausgangssubstanz als Hauptmetabolit p-(N-Acetylhydroxyamino)hippursaure und als weitere Metaboliten
N-Methyl-p-toluidin und N,N-Dimethyl-p-toluidin-N-oxid identifiziert. Das daraus abgeleitete Metabolismusschema
wird in Abbildung 2 gezeigt. Der fiir die Methamoglobin-Bildung verantwortliche Metabolit p-Methylphenylhydroxyl-
amin konnte im Urin méinnlicher Ratten nicht identifiziert werden. Der Hauptmetabolit p-(N-Acetylhydroxyamino)-
hippurséure ist jedoch das Glycin-Konjugat des N-Acetyl-p-methylphenylhydroxylamins. Es ist daher anzunehmen,
dass p-Methylphenylhydroxylamin in vivo als reaktives Zwischenprodukt aus N,N-Dimethyl-p-toluidin gebildet wird
(Abschnitt 2; IARC 2018; Kim et al. 2007).

CH;,
HsC._ _CH; _CH; HO.
N [CH,0] HN N O
P450
CH; CH, OH
o N/\H/
N,N-Dimethyl-p-toluidin ~ N-Methyl-p-toluidin H o

p-(N-Acetylhydroxyamino)hippursiure

P450
MO / P4s0 Alkoholdehydrogenase
[CH,0] Aldehyddehydrogenase
N-Acetyltransferase
Aralkyl-CoA:Glycin-N-Acyltransferase

o
H;C.. | .CH _OH _
TN HN N NH
CHj3 CHj CHjy CH,
N,N-Dimethyl-p-toluidin-N-oxid ~ p-Methylphenyl- p-Nitrotoluol p-Chinoniminmethid

hydroxylamin

FMO: Flavin-abhidngige Monooxygenase
P450: Cytochrom-P-450
CoA: Coenzym A

Abb.2 Erweitertes Metabolismusschema des N,N-Dimethyl-p-toluidins (nach IARC 2018)

Vergleichende Versuche mit humanen und tierischen Lebermikrosomen zeigten bei der analogen Verbindung Di-
methylanilin, dass beim Menschen der N-Oxidierung die grofiere Bedeutung zukommt, wihrend in tierischen Mikro-
somen die N-Demethylierung im Vordergrund steht. Die Bildung des N-Oxid-Metaboliten in der Rattenleber wurde
durch eine Flavin-Monooxygenase und nicht durch Cytochrom-P450 katalysiert (Henschler 1990).
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Die N-Demethylierung und die N-Oxidation sind Cytochrom-P450 vermittelte Metabolisierungswege des N,N-Di-
methyl-p-toluidins, wobei die Dealkylierung deutlich favorisiert wird. Eine durch Cytochrom-P450 2B1 katalysierte
Dealkylierung (Abbildung 2) von N,N-Dimethyl-p-toluidin erfolgte in vitro mit 39,8 + 3,1 nmol/min/nmol Cytochrom-
P450 deutlich schneller als die Oxidation am Stickstoff mit 0,097 + 0,017 nmol/min/nmol Cytochrom-P450; das Verhilt-
nis betrug 400:1 (Seto und Guengerich 1993). Die N-Oxidation des N,N-Dimethyl-p-toluidins wird daher eher durch
die Flavin-Monooxygenase katalysiert (Kim et al. 2007; Seto und Guengerich 1993).

Die reaktive Hydroxylamin-Zwischenverbindung kann weiter zu einem Arylamin umgesetzt werden, das verantwort-
lich fiir eine DNA-Addukt-Bildung sein kénnte (Abschnitt 2.3).

4 Erfahrungen beim Menschen

4.1 Einmalige Exposition

Eine versehentliche Aufnahme von ca. 30 ml eines Klebers fiir kiinstliche Fingernagel, der eine unbekannte Menge
N,N-Dimethyl-p-toluidin enthielt, fithrte bei einem fiinf Monate alten Jungen nach einer Stunde zu einem Methémo-
globin-Gehalt von 11 %. Nach Gabe von Methylenblau und Sauerstoff erholte sich das Kind (IARC 2018; Kao et al. 1997).

Ein 16 Monate altes Madchen nahm 15 ml eines Fingernagelklebers, der N,N-Dimethyl-p-toluidin enthielt (80 % Ace-
ton, 20 % Ethylmethacrylat-Monomer (98 % mit einem 2%igen Gehalt an N,N-Dimethyl-p-toluidin = 60 mg)) auf. Sie
entwickelte nach zweieinhalb Stunden eine Zyanose mit einem 43%igen Methdmoglobin-Gehalt. Nach Gabe von Me-
thylenblau (1 mg/kg KG) erholte sich das Kind (Potter et al. 1988). Vermutlich ist die Berechnung der von den Autoren
angegebenen Dosis von 6 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG falsch.

4.2 Wiederholte Exposition

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.3 Wirkung auf Haut und Schleimhéaute

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.4 Allergene Wirkung

4.4.1 Hautsensibilisierende Wirkung

Erfahrungen zur sensibilisierenden Wirkung von N,N-Dimethyl-p-toluidin liegen vor allem hinsichtlich der Verwen-
dung als Polymerisationsbeschleuniger fiir Dental- und Knochenprothesen aus Acrylat- oder Methacrylat-haltigen
Materialien vor. Die berufliche Exposition gegen N,N-Dimethyl-p-toluidin, z.B. als Bestandteil derartiger (Meth-)
Acrylat-Zubereitungen, wird nur in sehr wenigen Berichten als Ursache eines allergischen Kontaktekzems vermutet.
Der iiberwiegende Teil positiver Epikutantestreaktionen steht im Zusammenhang mit Unvertraglichkeitsreaktionen
auf (Dental-)Implantate (Tabelle 1).

Eine kommerziell verfiigbare 2%ige Zubereitung von N,N-Dimethyl-p-toluidin in Vaseline ist beispielsweise Bestand-
teil der DKG-Testreihe ,Knochenzementbestandteile®. Fir diese Testzubereitung ergaben sich aus der Testung von
9238 Patienten im Informationsverbund Dermatologischer Kliniken (IVDK) ein Reaktionsindex (definiert als der Quo-
tient: (a—d-i) / (a+d+i); mit: a = Anzahl allergischer Reaktionen, d = Anzahl fraglicher Reaktionen, i = Anzahl irritativer
Reaktionen (Brasch und Henseler 1992)) von -0,73 und ein Positivity Ratio (definiert als der Prozentsatz einfach posi-
tiver Reaktionen an der Gesamtheit der positiven Reaktionen (Geier et al. 2003)) von 100 % (IVDK 2017). Daher ist die
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Testung mit dieser Zubereitung als problematisch anzusehen, und einfach positive Reaktionen sind méglicherweise
auch als falsch positiv zu interpretieren.

In mehreren Untersuchungen aus anderen européischen sowie aus nichteuropédischen Landern wurden hingegen auch
5%ige Zubereitungen eingesetzt (Tabelle 1). In den Jahren von 1987 bis 1990 und 1991 bis 1994 wurden in der Hautklinik
der Universitit von Helsinki insgesamt 479 Patienten mit Symptomen an der Mundschleimhaut im Epikutantest mit
Komponenten von Dentalmaterialien getestet. Hierbei wurde im ersten Zeitraum auch eine 5%ige Zubereitung von
N,N-Dimethyl-p-toluidin in Vaseline eingesetzt, wobei keine positiven Reaktionen festgestellt wurden. Es ist jedoch
nicht ersichtlich, wie viele der Patienten mit dieser Zubereitung getestet wurden. Angaben zu eventuellen fraglichen
oder irritativen Reaktionen fehlen ebenfalls (Alanko et al. 1996).

In einer Ubersicht der im Finnish Register of Occupational Diseases zwischen 2005 und 2016 dokumentierten Befunde
bei Beschiftigten des Gesundheitswesens wird ohne nahere Angaben tiber einen Fall von Kontaktdermatitis durch
N,N-Dimethyl-p-toluidin bei 67 untersuchten Beschéftigten aus dem Krankenpflegebereich berichtet. Bei den weiteren
197 untersuchten Beschiftigten aus dem medizinischen Bereich (davon 69 aus dem zahnmedizinischen Bereich) wurde

offenbar keine Reaktion beobachtet (Aalto-Korte et al. 2021).

Tab.1 Berichte Uber Epikutantestreaktionen auf N,N-Dimethyl-p-toluidin bei Patienten mit Verdacht auf Kontaktallergie
getestete Personen Testsubstanz, Ergebnis Kontakt / Bemerkungen Literatur
Konzentration
(Vehikel)
Fallberichte
60-jahriger Tischler mit n.a. positiv keine Hauterscheinungen bei beruflicher Haddad et al. 1995
vorzeitiger Lockerung einer (palpables Exposition gegen zahlreiche Kleber
Hiftprothese Erythem nach
48 und 96 h)

ein Beschéftigter aus dem
zahnmedizinischen Bereich

2% (Vaseline)

ein Student der Zahnmedizin
mit vesikulo-bullésen Veran-
derungen an den Fingerkuppen

n.a.

62-jahrige Hausfrau mit diffuser
Rétung und Missempfindung

an der Mundschleimhaut

nach Einsatz einer neuen
Zahnprothese

1% (Vaseline)

79-jahrige Frau mit Missemp-
findung (Schmerz, Brennen)
an der Zunge einige Monate
nach Einsatz einer neuen
Zahnprothese

5% (Vaseline)

positiv (k. w. A)

positiv (k.w.A.)

1+ und 2+ (nach
48 bzw. 72 h)

2+ (nach 48 und
72 h)

Patient mit Dermatitis 4 Wochen nach Beginn der
Exposition gegen Dentalmaterialien

auch positive Reaktion auf eine von dem
Studenten verarbeitete Monomer-Fliissigkeit
(k.w.A)

Abheilung der Verdnderungen nachdem die
Prothese nicht langer getragen wurde

auch 2+-Reaktion auf Geschabsel der Prothese;
bei 139 weiteren getesteten Patienten (k. w.A.)
keine Reaktion auf 5% N,N-Dimethyl-p-toluidin;
Abheilung der Verdnderungen nach Prothesen-
Karenz

Rai et al. 2014

Santosh et al. 1999

Tosti et al. 1990

Verschueren und
Bruynzeel 1991

Ergebnisse von Epikutantests an grofieren Kollektiven

22 Patienten mit ,burning
mouth syndrome®

5% (Vaseline)

38 Patienten mit Endoprothesen- n.a.
Unvertraglichkeit

725 Patienten 2% (Vaseline)

40 Zahntechniker 2% (Vaseline)

3 von 22 positiv
(k.w.A)

0 von 38 positiv

1 von 725 positiv
(k.w.A)

0 von 40 positiv

Testzeitraum n.a.; 20 der 22 Patienten mit
vollstandiger oder partieller Zahnprothese

Testzeitraum n. a.

Testzeitraum: 8/1992 bis 7/1994; aulerdem

10 x fragliche und 1 x irritative Reaktion;
Kollektiviiberschneidung mit Richter und Geier
(1996)

Testzeitraum: 1/1990 bis 7/1993

Dutrée-
Meulenberg et al.
1992

Eben et al. 2010

Gebhardt und
Geier 1996

Gebhardt et al.
1996
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Tab.1 (Fortsetzung)
getestete Personen Testsubstanz, Ergebnis Kontakt / Bemerkungen Literatur
Konzentration
(Vehikel)
66 Patienten mit geplantem 2% (Vaseline) 1 von 66, Testzeitraum: 1/2001 bis 5/2004 Granchi et al. 2006

Hiiftprotheseneinsatz,

14 Patienten mit stabiler
Huftprothese und 50 Patienten
mit Hiiftprothesen-Lockerung

15 Patienten mit vorzeitiger
Lockerung einer Hiift-
prothese, 55 Patienten
mit Hiiftgelenksersatz

53 Beschiftigte aus dem zahn-
medizinischen Bereich mit
anamnestischen Hinweisen auf
Dermatitis der Hinde

43 Patienten

9238 Patienten

53 Patienten mit ,burning
mouth syndrome® und Zahn-
prothesen

143 Patienten

309 Patienten

79 Zahnmediziner und 46 zahn-
medizinische Assistenten

150 Zahntechniker in der
Ausbildung

756 Patienten

35 Zahntechniker mit beruflich
bedingter Dermatose der Hande

33 Patienten mit lichenoiden
Verdanderungen der Mund-
schleimhaut

30 Patienten mit Veranderungen
an der Mundschleimhaut oder
den Lippen

444 Patienten

0,5% (n.a.)

2% (Vaseline)

2% (Vaseline)

2% (Vaseline)

30 % (Olivendl)

5% (Vaseline)

5% (Vaseline)

5% (Vaseline)

5% (Vaseline)

2% (Vaseline)

2% (Vaseline)

2% (Vaseline)

n.a.

5% (Vaseline)

0 von 14 und
2 von 50 positiv
(k.w.A)

7 von 15,
0 von 55 positiv
(k.w.A)

1 von 53 positiv
(1+, nach 96 h)

1 von 43 positiv
(k.w.A)

9 von 9238
positiv (1+ nach
72 h)

1 von 53 positiv
(2+ nach 48 oder
72 h)

0 von 143 positiv

0 von 309 positiv

0 von 125 positiv

9 von 150 positiv
(k.w.A)

1 von 756 positiv
(k.w.A)
1 von 35 positiv

(k.w.A)

1 von 33 positiv
(k.w.A)

0 von 30 positiv

0 von 444

Testzeitraum n. a.

Reaktion bei einer 42-jahrigen Kieferorthopadin;
keine Angabe zur Relevanz der Reaktion

Haddad et al. 1996

Hill et al. 1998

Testzeitraum: 1981 bis 1988; Reaktion wurde nicht Holness und

als relevant erachtet; Testung mit Bestandteilen

von Kunststoffen und Klebern

Testzeitraum: 1997 bis 2016; auflerdem 46 x frag-
liche und 11 x irritative Reaktionen; bei den

Nethercott 1997

IVDK 2017

9 Patienten durchschnittlich 6 positive Reaktionen

auf verschiedene Allergene

positive Reaktion bei 1 Patient mit vollstandiger
Oberkiefer-Zahnprothese; keine Reaktion auf die
Testzubereitung bei 20 Kontrollpersonen

Testung tiber einen Zeitraum von 3 Jahren mit
Bestandteilen von Kunststoffen und Klebern;
mglw. Kollektiviiberschneidung mit Kanerva et

al. (1999)

Testzeitraum: 1991 bis 1996; Testung mit
Bestandteilen von Kunststoffen und Klebern;
auflerdem 1 x irritative Reaktion; mglw.

Kaaber et al. 1979

Kanerva et al.
1997

Kanerva et al.
1999

Kollektiviiberschneidung mit Kanerva et al. (1997)

Testzeitraum: 1990 bis 2000

bei 37 und 22 Getesteten positive Reaktion auf 2%

Kiec-
Swierczynska und
Krecisz 2002

Lyapina et al. 2019

Formaldehyd bzw. 5% N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-p-

toluidin (jeweils in Vaseline)

Testzeitraum: 1/1990 bis 7/1993; Kollektiviiber-
schneidung mit Gebhardt und Geier (1996)

Testzeitraum: 2/1993 bis 6/1994; positive Reaktion
bei 1 von insgesamt 55 getesteten Beschéftigten;

Relevanz unklar

Testzeitraum: 2009 bis 2012

Testzeitraum 1/1990 bis 7/1998

Richter und Geier
1996

Rustemeyer und

Frosch 1996

Sahin et al. 2016

Santosh et al. 1999

Testzeitraum: 2002 bis 2007; bei 1,6 % der Patienten Shmidt et al. 2010
irritative Reaktion; Testung mit Bestandteilen von

Kunststoffen und Klebern
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Tab.1 (Fortsetzung)

getestete Personen Testsubstanz, Ergebnis Kontakt / Bemerkungen Literatur
Konzentration
(Vehikel)
115 Patienten mit lichenoiden 2% (Vaseline) 2 von 115 positiv  Testzeitraum: 11/2007 bis 6/2014 Suter und
Verdnderungen der Mund- (k.w.A) Warnakulasuriya
schleimhaut 2016
113 Patienten mit Endopro- 2% (Vaseline) 0 von 113 positiv  Testzeitraum n.a. Thomas et al. 2008

thesen-Unvertraglichkeit

250 Patienten mit Verdacht 2% (Vaseline) 0 von 250 positiv Testzeitraum: 8/2010 bis 9/2013 Thomas et al. 2015
auf Allergie gegen Knochen-
Implantate

k.w. A.: keine weiteren Angaben; mglw.: moglicherweise; n.a.: nicht angegeben

4.4.2 Atemwegssensibilisierende Wirkung

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.5 Reproduktionstoxizitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.6 Genotoxizitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

4.7 Kanzerogenitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Nach vierstiindiger Exposition gegen 0, 300, 999, 1730 oder 5270 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/m? als Aerosole mit
MMAD von 0,23-0,57 um wurden bei je fiinf mdnnlichen und weiblichen Sprague-Dawley-Ratten bereits bei 300 mg/m?
rot verkrustete Nasen und Nasenausfluss beobachtet. Alle Tiere der hochsten Konzentrationsgruppe verendeten sowie
60 % der gegen 1730 mg/m® exponierten Tiere. Aus den Daten wurde eine LCs, von 1400 mg/m?® kalkuliert. Bei den
Tieren, die gegen 1730 mg/m® exponiert waren, traten Hypoaktivitit, Bewusstlosigkeit, Dyspnoe oder schnelles At-
men und erhéhter Speichelfluss auf. Nasenausfluss und Dyspnoe wurde bereits bei den Tieren, die gegen 300 mg/m?
exponiert waren, beobachtet (ChemPFirst Inc. 1997).

5.1.2 Orale Aufnahme

Der LDyy-Wert fiir die Maus betrug 139 mg/kg KG. Bei der Ratte ergab sich ein LDs,-Wert von 980 mg/kg KG (ECHA
2020).

Je finf ménnliche und weibliche Sprague-Dawley-Ratten erhielten einmalig 0, 1250, 1800 oder 2500 mg N,N-Dimethyl-
p-toluidin/kg KG. Nach zwei bis drei Tagen betrug die Mortalitit der ménnlichen Tiere 1/5, 5/5 bzw. 5/5 und die der
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weiblichen Tiere 1/5, 0/5 bzw. 5/5. Die LDs, betrug fiir ménnliche Ratten 1300 mg/kg KG, fiir weibliche Ratten 1950 mg/
kg KG und fiir beide Geschlechter zusammen 1650 mg/kg KG. Als weitere Effekte wurden Hypoaktivitat, gekriimmte
Haltung und vermehrte Speichelbildung beobachtet (DuPont Haskell Global Centers for Health and Environmental
Sciences 2009).

Die einmalige orale Gabe an je vier ménnliche F344-Ratten und méannliche B6C3F1-Méause von 0; 2,5; 25 oder 250 mg
YC-N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG, das in Wasser oder in Maiskeimél gelést war, fithrte nur bei der hochsten Dosis-
gruppe zu Effekten. Die Ratten zeigten eine eingeschrankte Aktivitat, Piloarrektion, haufigen Lidschluss, gekriitmmte
Haltung sowie eine eingeschrinkte Futter- und Wasseraufnahme. Es traten keine weiteren klinischen Auffalligkeiten
nach 24 Stunden auf. Bei den Mausen wurde sechs Stunden nach der Gabe neben einer eingeschréankten Aktivitat und
einer reduzierten Futter- und Wasseraufnahme auch mithsames Atmen beobachtet. Nach zwolf Stunden waren die
Tiere teilnahmslos und atmeten keuchend. Ein Tier verendete und die weiteren waren nach 24 Stunden moribund. Die
histopathologische Untersuchung der Méduse ergab helle Flecken auf der Leberoberflache, aber keine weiteren Leber-
effekte, geblahter Gastrointestinaltrakt und leichte Odeme in der Lunge. In der Niere zeigten sich Ansammlungen
von eiweif3haltigem Material, erweiterte Tubuli und vereinzelt Vakuolisierungen des tubulidren Epithels. Die Gehalte
an Methdmoglobin wurden nicht gemessen. Im Urin der behandelten Méduse wurden bereits ab 2,5 mg/kg KG nach
12-24 Stunden eine deutliche Verfarbung, erhéhte Bilirubin-Werte sowie Blut beobachtet, was auf Nierentoxizitét
hinweist (Dix et al. 2007).

Eine Schlundsondengabe von 0, 600 oder 1200 mg/kg KG an je fiinf méannliche und weibliche Sprague-Dawley-Ratten
fuhrte nach sechs Stunden bei der niedrigeren Dosis zu einem Methdmoglobin-Gehalt von 12-13 % bei beiden Ge-
schlechtern. Nach Gabe von 1200 mg/kg KG wurden 30 % Methamoglobin bei den ménnlichen und 13 % Methdmoglobin
bei den weiblichen Tieren gemessen. Eine siebentégige Nachbeobachtung zeigte ein Absinken des Methamoglobin-Ge-
haltes auf den Kontrollwert (DuPont Haskell Global Centers for Health and Environmental Sciences 2009).

5.1.3 Dermale Aufnahme
Bei Kaninchen liegt die LDs, nach dermaler Aufnahme tiber 2000 mg/kg KG (US EPA 2009).

5.1.4 Intraperitoneale und intravenése Aufnahme
Die LDs, von Mausen nach intraperitonealer Gabe betrug 212 mg/kg KG (NTP 1999).

Nach intravendser Gabe in die Schwanzvene von méannlichen SPF-NMR;-Méausen ergab sich ein LDs,-Wert von
76 mg/kg KG (Liso et al. 1997).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat

5.2.1 Inhalative Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.2.2 Orale Aufnahme

Die ausfiihrlichen Daten der nachfolgend beschriebenen Studien sind in Tabelle 2 dargestellt.

Eine finfmalige Schlundsondengabe von 0, 1, 6, 20, 60 oder 120 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag an je funf
ménnliche F344/N-Ratten fiithrte ab einer Dosis von 20 mg/kg KG und Tag zu einer Abnahme des Kérpergewichtes.
In den beiden héchsten Dosisgruppen kam es zu Hyperplasien des nasalen Ubergangsepithels, zu Degenerationen
und Nekrosen im olfaktorischen Epithel in der Nasenhohle sowie einem Anstieg des relativen Lebergewichtes. Es
wurde kein Einfluss auf die Methdmoglobin-Gehalte beobachtet. Verdnderungen in den Gewebeproben des nasa-
len Ubergangsepithels der héchsten Dosisgruppe waren Karyomegalie, zusammengedringte Zellkerne und Verlust
der basalen Polaritit der Kerne. Untersuchungen des Transkriptoms des nasalen Gewebes ergaben, dass im nasalen
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Ubergangsepithel oxidative Schiden vorliegen. Lebergewebeproben zeigten ab einer Dosis von 20 mg/kg KG und Tag
minimale Lasionen (verstarktes Auftreten von Apoptose) und ab 60 mg/kg KG und Tag gering erhohte Mitoseraten.
Die transkriptomischen Verdnderungen in der Leber deuten auch auf oxidative Schaden hin (Abschnitt 2.4; Dunnick
et al. 2016, 2017).

In einer 14-Wochen-Schlundsondenstudie erhielten je 20 mannliche und weibliche F344/N-Ratten an fiinf Tagen in
der Woche 0; 62,5; 125; 250; 500 oder 1000 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag (99,8 %) in Maiskeimol gelost.
Die Hilfte der Tiere wurde nach 25 Tagen hamatologisch untersucht. Die Tiere der hochsten Dosisgruppe und ein
ménnliches Tier aus der 500-mg/kg-Gruppe verendeten innerhalb der ersten drei Tage. Ab 62,5 mg/kg KG und Tag
wurde eine statistisch signifikante Abnahme des Kérpergewichtes beobachtet. Bei allen Tieren traten makrozytische,
hypochrome und regenerative Andmien, Methdmoglobindmie und verstarkte Heinz-Innenkorperchen ab der niedrig-
sten Dosis auf. Die Effekte verstarkten sich dosisabhidngig und wurden auch bereits nach 25 Tagen beobachtet. In den
héheren Dosierungen kam es zu Cyanose. Die hdmatologischen Effekte fithrten ab der niedrigsten Dosis zu Lasionen
in Milz (Hamatopoese, Himosiderin-Ablagerungen, Kongestion und Fibrosen) und Knochenmark (Hyperplasien). Die
Alaninaminotransferase- (ALT) und die Sorbit-Dehydrogenase(DH)-Aktivitit waren ab der niedrigsten Dosis statis-
tisch signifikant erhoht, jedoch nur am 25. Tag, nicht am Ende der subchronischen Studie. Die histopathologische
Untersuchung ergab ab der niedrigsten Dosis erhohte Lebergewichte, Degenerationen des olfaktorischen Epithels und
Metaplasien im respiratorischen Epithel. Ab einer Dosis von 125 mg/kg KG und Tag traten hepatozellulare Hyper-
trophien, Hyperplasien der Bowmanschen Driisen und Hyperplasien im respiratorischen Epithel auf. Metaplasien
im olfaktorischen Epithel waren ab einer Dosis von 250 mg/kg KG und Tag statistisch signifikant hiufiger. Erhchte
Gallensaurewerte im Serum ab 250 mg/kg KG und Tag weisen auf Leberschidden und Cholestase hin (Dunnick et al.
2014; NTP 2012).

In einer 2-Jahre-Kanzerogenititsstudie erhielten je 60 mannliche und weibliche F344/N-Ratten 0, 6, 20 oder 60 mg
N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag an fiinf Tagen in der Woche mit der Schlundsonde. Die Reinheit betrug 99,8 %.
Je zehn Tiere wurden drei Monate (86 Tage) nach Beginn der Applikation hamatologisch untersucht. Bei den weibli-
chen Tieren waren Heinz-Innenkoérperchen bereits bei 6 mg/kg KG und Tag statistisch signifikant erhéht, dies steigerte
sich dosisabhidngig. Ab 20 mg/kg KG und Tag waren die Methdmoglobin-Werte erhoht und ab 60 mg/kg KG und Tag
nahm das Koérpergewicht leicht ab. Bei der h6chsten Dosisgruppe war eine erhohte Mortalitit mit dem Auftreten von
Tumoren assoziiert und in der Nasenhohle traten neben neoplastischen Verinderungen Hyperplasien des olfakto-
rischen, respiratorischen und des Ubergangsepithels auf (Abschnitt 5.7.2; Dunnick et al. 2014; NTP 2012). Es erfolgte
keine hamatologische Untersuchung nach dem Ende der zweijahrigen oralen Gabe, obwohl ein klares Auftreten von
Anémie nach drei Monaten beobachtet worden war.

In einer 14-Wochen-Schlundsondenstudie erhielten je zehn mannliche und weibliche B6C3F1-Mause 0, 15, 30, 60, 125
oder 250 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag in Maiskeimél gelost an fiinf Tagen in der Woche. Die Reinheit
betrug 99,8 %. Neun ménnliche und alle weiblichen Tiere der héchsten Dosisgruppe verendeten in den ersten zehn Ta-
gen. Drei ménnliche und zwei weibliche Tiere der 125-mg/kg-Gruppe verendeten vor Studienabschluss. Ab 125 mg/kg
KG und Tag wurde eine Abnahme des Kérpergewichtes beobachtet. Die hdmatologische Untersuchung ergab geringe
Abnahmen des Himatokrit-Wertes und der Erythrozytenanzahl, die jedoch nicht dosisabhidngig waren. Die Methdmo-
globin-Werte stiegen minimal ab 30 mg/kg KG und Tag von 2,1% (Kontrolle) auf 2,8 % und dann bei den héheren Dosen
auf 3,1% und 4,0 % bei den méinnlichen Tieren und von 2,1% (Kontrolle) auf 2,6 %, 3,4 % und 3,88 % bei den weiblichen
Tieren an. Statistisch signifikant erhohte Heinz-Innenkdrperchen wurden bei den weiblichen Tieren ab 60 mg/kg KG
und Tag und bei den ménnlichen ab 125 mg/kg KG und Tag beobachtet. Das Lebergewicht der Mause nahm ab der
niedrigsten Dosis dosisabhéngig und statistisch signifikant zu. In der 125-mg/kg-Dosisgruppe traten Degenerationen
und Nekrosen des olfaktorischen Epithels und Hyperplasien der Bowmanschen Driisen sowie Degenerationen des
bronchialen Epithels in der Lunge auf. Effekte bei der hochsten Dosisgruppe waren Fetteinlagerungen und Nekrosen
in der Leber, chronisch aktive Entziindungen der Nase sowie Nekrosen und Atrophien in den Lymphdriisen, der Milz
und dem Thymus. Die Effekte bei der hochsten Dosisgruppe fithren die Autoren auf Stress und eine unspezifische
Toxizitdt zuriick (Dunnick et al. 2014; NTP 2012).
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In einer 2-Jahre-Kanzerogenitéatsstudie erhielten je 50 ménnliche und weibliche B6C3F1-Mause 0, 6, 20 oder 60 mg
N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag an fiinf Tagen in der Woche mit der Schlundsonde. Die Reinheit betrug 99,8 %.
Bereits in der niedrigsten Dosisgruppe wurden Lebereffekte beobachtet. Ab 20 mg/kg KG und Tag traten Effekte in der
Lunge, der Nase und dem Vormagen auf. Das Kérpergewicht nahm bei der héchsten Dosisgruppe ab. Himatologische
Untersuchungen wurden nicht durchgefithrt (Dunnick et al. 2014; NTP 2012).

Tab.2  Wirkung von N,N-Dimethyl-p-toluidin nach wiederholter oraler Verabreichung

Spezies, Dosis Befunde Literatur
Stamm, Anzahl
pro Gruppe
Ratte, 5 Tage, ab 20 mg/kg KG: KG |, Dunnick et al. 2016,
F344, 0,1, 6, 20, 60, 120 mg/kg Leber: Apoptoserate T; 2017
58 KG u. Tag, ab 60 mg/kg KG:
Schlundsonde, Leber: Mitoserate 1,
in Maiskeimol Nase: Ubergangsepithel Hyperplasien (4/5);
120 mg/kg KG:
Leber: rel. Gew. 1%,
Nase: olf. Epithel Nekrose (4/5), Degeneration (1/5)
Ratte, 25 Tage, 0 mg/kg KG: Dunnick et al. 2014;
F344, 0; 62,5; 125; 250; 500; MetHb: 3: 2,4 %, Q: 2,7%; NTP 2012
je103, 9 1000 mg/kg KG u. Tag, 62,5 mg/kg KG:

5 d/Wo,
Schlundsonde,

in Maiskeimol,

nur hamatologische
Untersuchung

MetHb &: 6,7 %, Q: 6,4 %;

ab 62,5 mg/kg KG:

KG %,

Animie, Methimoglobinimie, Himatokritwert |**, Himoglobin |**,
Erythrozyten |**, Retikulozyten 1**, ALT 1% Sorbit-DH 1%
125 mg/kg KG:

MetHb 3&: 12,44 %, 9: 12,8 %;

ab 125 mg/kg KG:

Heinz-Innenkédrperchen 1*%

250 mg/kg KG:

MetHb J: 16,6 %, Q: 16,0 %;

500 mg/kg KG:

MetHb &: 14,75 %, @: 15,5 %;

1000 mg/kg KG:

Mortalitdt & u. Q: 10/10 (nach 3 Tagen)
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Tab.2  (Fortsetzung)

Spezies,
Stamm, Anzahl
pro Gruppe

Dosis

Befunde

Literatur

Ratte,
F344,
je103,9

Ratte,
F344,
je103, 9

14 Wochen,

nach 88 Tagen MetHb
bestimmt;

0; 62,5; 125; 250; 500;
1000 mg/kg KG u. Tag,
5 d/Wo,
Schlundsonde,

in Maiskeimdol

86 Tage,

0, 6, 20, 60 mg/kg KG
u. Tag,

5 d/Wo,
Schlundsonde,

in Maiskeimol,

nur hamatologische
Untersuchung

0 mg/kg KG:

Blut: MetHb 3: 2,44 %, 9: 2,88 %;

62,5 mg/kg KG:

Blut: MetHb 3: 10,1%, 9: 11,2 %;

ab 62,5 mg/kg KG:
KG [,

Blut: Andmie, Methamoglobinimie, Himatokritwert |**, Heinz-
Innenkérperchen %% Erythrozyten |**, Retikulozyten 1**,

Milz: Himatopoese T, Himosiderin-Ablagerungen 1, 8: Kongestion 1,
Knochenmark: Hyperplasien®, Himatopoese T,

Nase: olf. Epithel: Degeneration®, 8: resp. Epithel: Metaplasien*”,
Leber: rel. Gew. ** (3: 30 %, Q: 45 %),

Niere: Pigmentierung®, rel. Gew. T**,

Testis: rel. Gew. 1**,
Herz: rel. Gew. 1*%;

125 mg/kg KG:

MetHb &: 15,5 %, Q: 17,2 %;
ab 125 mg/kg KG:

Blut: Serum: &: Gallensiure 1%,

Milz: Kongestion u. Kapselfibrose*, 8: Hypertrophie™*,

Nase: olf. Epithel: Degeneration™”, resp. Epithel: Hyperplasien**,
Q: resp. Epithel: Metaplasien™,

Leber: Gew. 1** (3: 44 %, Q: ca. 64 %), Hypertrophie**,

Niere: 8: Nekrose u. Mineralisierung™*, @: Nephropathie™*;

250 mg/kg KG:
MetHb J: 18,2 %, Q: 19,7 %;
ab 250 mg/kg KG:

Blut: Serum: &: Gallensiure 7**,

Milz: Kongestion u. Kapselfibrose, Hypertrophien™,

Nase: resp. Epithel: Hyperplasien™, olf. Epithel: Metaplasien™,
Leber: Gew. 1** (3: 57 %, 9: 89 %), @: Nekrosen,

Niere: Nekrosen;
500 mg/kg KG:
Mortalitat 3: 1/10,

Blut: MetHb 3: 17,7 %, Q: 16,0 %, Serum: Q: Gallensiure T**,
Leber: Gew. T** (3: ca. 70 %, Q: ca. 123 %), Hypertrophie;

1000 mg/kg KG:

Mortalitdt & u. Q: 10/10 (nach 3 Tagen)

0 mg/kg KG:
MetHb &: 4,7 %, 9: 5,1%;
6 mg/kg KG: LOAEL

MetHb &: 5,6 %%, ¢: 5,6 %, ¢: Heinz-Innenkérperchen 1* (0,3 %);

20 mg/kg KG:

MetHb &: 7,9%**, 9: 8,4%"**, Heinz-Innenkérperchen ** (3: 0,7 %,

Q:0,9%);
ab 20 mg/kg KG:

Hamatokritwert T** Erythrozyten |** Retikulozyten T**;

60 mg/kg KG:

MetHb 3: 17,4 %**, 9: 17,1 %™*, Heinz-Innenkérperchen T** (3:3,7%,

Q:3,8%)

Dunnick et al. 2014;
NTP 2012

Dunnick et al. 2014;
NTP 2012
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Tab.2  (Fortsetzung)

Spezies, Dosis Befunde Literatur
Stamm, Anzahl
pro Gruppe
Ratte, 104 Wochen, ab 6 mg/kg KG: LOAEL Dunnick et al. 2014;
F344, 0, 6, 20, 60 mg/kg KG Milz: Himatopoese 7% Q: Kongestion u. Hypertrophie, d: Atrophie®, NTP 2012
je503, ¢ u. Tag, Leber: ¢: Gallengangshyperplasien*, 3: eosinophile Foci 1*,
5 d/Wo, Niere: 9Q: Nephropathie*, &: Pigmentierung®,
Schlundsonde, Nase: Driisen resp. Epithel: Metaplasien®, &: Hyperplasien*”,
in Maiskeimol, resp. Epithel: &: Hyperplasien™;
keine hdmatologische ab 20 mg/kg KG:
Untersuchung Q: Hyperaktivitat,
Leber: Hypertrophie* (6/50), Gallengangsfibrosen**, 9: eosinophile
Foci 1%,

Vormagen: 8: Hyperplasien u. Ulcus,

Knochenmark: 3: Hyperplasien®,

Lymphknoten: &: histiozytare Infiltrate®,

Nase: Driisen Ubergangsepithel: Hyperplasien*, 8: Dilatationen®, resp.
Epithel: : Dilatationen™”, Hyperplasien™”;

60 mg/kg KG:

KG |, Mortalitit T (durch Tumoren), Hyperaktivitit, ¢: Hautblésse,
Milz: Kongestion™*, Hypertrophie**, Kapselfibrose**, Atrophie™*,
Leber: Hypertrophie 7** (3: 31/50, Q: 22/49), zystische Degeneration**,
Q: Nekrosen®,

Nase: Lasionen olf. u. resp. Epithel”,

Niere: Q: Pigmentierung®,

Vormagen: 3: Entziindung®,

Knochenmark: Hyperplasien**

Maus, 14 Wochen, 0 mg/kg KG: Dunnick et al. 2014;
B6C3F1, 0, 15, 30, 60, 125, 250 mg/ Blut: MetHb: 3: 2,0%, 9: 2,1%; NTP 2012
je10 3,9 kg KG u. Tag, ab 15 mg/kg KG:
5 d/Wo, Leber: Gew. 1** (3: 25,6 %, Q: 15,4 %), Vakuolisierung®;
Schlundsonde, ab 30 mg/kg KG:
in Maiskeimol Blut: MetHb 1: 3: 2,8 %**, 9: 2,6 %**;
ab 60 mg/kg KG:

Blut: 9: Heinz-Innenkérperchen T** (0,2 %),

Nase: @: olf. Epithel: Degenerationen®;

125 mg/kg KG:

Blut: Heinz-Innenkérperchen T 8: 0,5%**, 9: 0,5 %**, Retikulozyten 3: 1%,
Nase: Hyperplasien™, olf. Epithel: Degenerationen**, Metaplasien™*,
Lunge: bronchiales Epithel: Degenerationen” u. Regenerationen®,
peribronchiales Epithel: chron. Entziindungen®, rel. Gew. T**,

Q: histiozytare Infiltrate®,

Thymus: Nekrosen®;

250 mg/kg KG:

Mortalitét &: 9/10, Q: 10/10 (innerhalb von 10 Tagen)
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Tab.2  (Fortsetzung)

Spezies, Dosis Befunde Literatur
Stamm, Anzahl
pro Gruppe
Maus, 104 Wochen, ab 6 mg/kg KG: Dunnick et al. 2014;
B6C3F1, 0, 6, 20, 60 mg/kg KG Leber: Hypertrophie**, Nekrose®, NTP 2012
je5038,¢9 u. Tag, Milz: 3: Atrophie (11/50) nicht dosisabhangig,
5 d/Wo, Knochenmark: 9: Hyperplasien® nicht dosisabhéngig,
Schlundsonde, Nase: Q: Hyperplasien olf. Epithel**, Metaplasien®;
in Maiskeimol, ab 20 mg/kg KG:

keine hamatologische Milz: 8: Atrophie* (11/49),
Untersuchung erfolgt Leber: eosinophile Foci 1%,
Lunge: 9: Hyperplasien alveolares Epithel*,
Vormagen: Q: Hyperplasien™,
Nase: Q: Lasionen olf. u. resp. Epithel;
60 mg/kg KG:
Q: KG | (10 %), Mortalitat 1%
Leber: Q: Fetteinlagerungen™, Nekrosen™,
Lunge: alveolare Infiltrate (Histiozyten)*, Q: Regeneration® (bronchiales
Epithel u. Bronchien),
Vormagen: Q: Entziindungen u. Plattenepithelpapillome**,
Nase: 3: Lasionen olf. u. resp. Epithel,
Milz: Q: Atrophie der roten Pulpa®,

Lymphknoten: Atrophie**

gLT?ﬁ?;nglari(i)rllotransferase; Gew.: Gewicht; MetHb: Methamoglobin; olf.: olfaktorisch; resp.: respiratorisch; Sorbit-DH: Sorbitdehydrogenase
Fazit: Bereits ab der niedrigsten Dosis von 6 mg/kg KG und Tag treten bei der Ratte nach 86 Tagen statistisch signi-
fikant erhohte Methdamoglobin-Werte und Heinz-Innenkorperchen sowie nach zweijahriger Gabe Effekte in Milz,
Leber und Nieren auf. In der Nase werden Metaplasien und Hyperplasien beobachtet. Auch nach einer nur fiinftagigen
Gabe von 60 mg/kg KG und Tag treten Hyperplasien am Ubergangsepithel der Nase auf. Alle Effekte verstirken sich
dosisabhéngig. Bei hoheren Dosen werden zudem Effekte auf Knochenmark, Lymphknoten und Vormagen beobachtet.

Minnliche und weibliche Mause zeigen bei der niedrigsten Dosis von 6 mg/kg KG und Tag in einer 2-Jahre-Schlund-
sondenstudie Lebereffekte und die weiblichen Tiere Hyperplasien und Metaplasien in der Nase. Die bei dieser Dosis
beobachteten geringen Effekte in der Milz und im Knochenmark sind jedoch nicht dosisabhéngig. Bei héheren Dosen
treten Hyperplasien in der Lunge und im Vormagen bei den weiblichen Tieren auf. Die ménnlichen Méuse weisen
substanzbedingte Wirkungen in der Nase und der Lunge erst bei der hochsten Dosis auf.

Der LOAEL betragt damit 6 mg/kg KG und Tag bei Ratten und Méusen. Ein NOAEL wurde nicht erhalten.

5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

5.3.1 Haut

Ein Erythem (Grad 1-2 von 3) wurde bei allen sechs Weiflen Neuseelander-Kaninchen, denen 0,5 ml unverdiinntes
N,N-Dimethyl-p-toluidin auf die rasierte Haut aufgetragen wurde, am Studienende nach 14 Tagen beobachtet (DuPont
Haskell Global Centers for Health and Environmental Sciences 2009). Weitere Angaben zur Applikationsform und zur
Applikationsdauer fehlen.

In einer Studie nach OECD-Priifrichtlinie 404 wurde N,N-Dimethyl-p-toluidin vier Stunden lang unverdiinnt semi-
okklusiv auf die geschorene intakte Haut von drei weiblichen Weiflen Neuseeldnder-Kaninchen appliziert. Nur bei
einem Kaninchen zeigten sich 24 Stunden nach Applikationsende Erytheme (Grad 1-2 von 3 nach Draize), die nach
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72 Stunden nicht mehr sichtbar waren. Die individuellen durchschnittlichen Werte fiir Erytheme nach 24, 48 und
72 Stunden lagen bei zwei Tieren bei 0,33, und bei einem Tier bei 1,0. Odeme traten nur bei einem Tier bis maximal
24 Stunden nach Applikation auf, mit einem individuellen Wert von 0,33 (ECHA 2020). Im Registrierungsdossier ist
unter dem Eintrag ,type of coverage” zwar ,okklusiv® angegeben, anhand der Beschreibung der Versuchsdurchfiih-
rung ist jedoch davon auszugehen, dass die Applikationsform ,semi-okklusiv war.

In dem In-vitro-Modell ,dermal irritection® (nach OECD-Priifrichtlinie 435) zeigte N,N-Dimethyl-p-toluidin keine
atzende Wirkung (Wert 0,6 von 5) (ChemFirst Inc. 1998). Das Modell ist von der OECD akzeptiert, um dtzende Stoffe
zu identifizieren.

5.3.2 Auge

Unverdinntes N,N-Dimethyl-p-toluidin (0,1 ml) wurde in das rechte Auge von neun Weiflen Neuseeldnder-Kanin-
chen appliziert. Das linke Auge der Tiere wurde als Kontrolle angesehen. Die Substanz wurde bei drei Tieren nach
30 Sekunden wieder ausgewaschen. Ein Tier dieser Gruppe zeigte eine starke Bindehautrétung (Grad 3 von 3) nach
einer Stunde. Bei den anderen Tieren wurde das Auge nicht gewaschen. Bei einem dieser Tiere wurde ebenfalls eine
schwere Bindehautrétung (Grad 3 von 3) nach 24 und 48 Stunden beobachtet. Alle beobachteten Effekte waren inner-
halb von sieben Tagen reversibel (k. w. A.; DuPont Haskell Global Centers for Health and Environmental Sciences 2009).

Die Applikation von 0,1 ml unverdiinntem N,N-Dimethyl-p-toluidin in das rechte Auge nach OECD-Priifrichtlinie 405
wirkte bei drei weiblichen Weifien Neuseelander-Kaninchen (nach einer Stunde gewaschen) nach 24 Stunden nur an
der Bindehaut minimal reizend (Wert 0,67 von 3 nach Draize; individuelle Werte: 3 x 0,67 nach 24, 48 und 72 Stunden).
Bei einem Tier wurde Chemosis mit einem individuellen Wert von 0,33 (24, 48 und 72 Stunden) beobachtet. Die Wir-
kungen waren 72 Stunden nach der Behandlung abgeklungen (ECHA 2020).

Ein In-vitro-Modell (,occular irritection®) (nach OECD-Priifrichtlinie 496) ergab eine minimale bis leichte augenrei-
zende Wirkung des N,N-Dimethyl-p-toluidins (Wert 13,2 von 80) (ChemFirst Inc. 1998). Das Modell ist von der OECD
akzeptiert, um stark reizende oder nicht reizende Stoffe zu identifizieren.

5.3.3 Fazit

N,N-Dimethyl-p-toluidin ruft in Studien, die nach OECD-Priifrichtlinie 404 bzw. 405 durchgefiihrt wurden, leichte,
reversible Reizeffekte an Haut und Augen von Kaninchen hervor, die jedoch nicht zu einer Einstufung nach CLP-Kri-
terien fihren.

5.4 Allergene Wirkung

Es liegen keine bewertungsrelevanten Untersuchungen vor.

In einem modifizierten Biithlertest wurden fir die Induktion 50 % N,N-Dimethyl-p-toluidin in Mineraldl und fiir die
Auslésung 10 % in Mineraldl eingesetzt. Nach Aussagen der Autoren zeigten 60 % der Tiere der Testgruppe eine Haut-
reaktion und lagen damit deutlich iiber der Anzahl in der Kontrollgruppe, die nur die Auslésekonzentration erhalten
hatte (k.w.A.; DuPont Haskell Global Centers for Health and Environmental Sciences 2009). Die Reinheit der Test-
substanz ist nicht angegeben, ebenso fehlen die Anzahl der Tiere pro Gruppe und die Einzeltierdaten. Den Autoren
zufolge haben die Tiere der Testgruppe ,im Vergleich zu der Kontrollgruppe deutlich haufiger reagiert®, demnach
haben offenbar auch einige Tiere der Kontrollgruppe Hautreaktionen gezeigt. Wegen der fehlenden Angaben und
unklarer Befunde kann diese Untersuchung nicht fiir die Bewertung der hautsensibilisierenden Wirkung von N,N-
Dimethyl-p-toluidin herangezogen werden.
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5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitat

Generationenstudien und Studien zur Untersuchung der Fertilitat sind nicht durchgefithrt worden.
Im Folgenden sind die Informationen zu den Reproduktionsorganen aus den 14- und 104-Wochen-Studien dargestellt.

In einer 14-Wochen-Schlundsondenstudie erhielten je zehn mannliche und weibliche B6C3F1-Mause 0, 15, 30, 60, 125
oder 250 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag in Maiskeimél gelost an fiinf Tagen in der Woche. Es wurden
keine Effekte auf den Ostrogenspiegel der weiblichen Tiere und das Gewicht der Reproduktionsorgane beobachtet. Die
Bestimmungen der Spermienparameter ergaben auch keinen Effekt (ECHA 2020; NTP 2012).

In der 104-wochigen-Schlundsondenstudie an B6C3F1-Mausen traten bis zur hochsten Dosis von 60 mg N,N-Dimethyl-
p-toluidin/kg KG und Tag keine Effekte an den Reproduktionsorganen auf (Dunnick et al. 2014; NTP 2012).

In einer weiteren 14-Wochen-Schlundsondenstudie erhielten je zehn méannliche und weibliche F344/N-Ratten 0; 62,5;
125; 250; 500 oder 1000 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag in Maiskeimél gelost an fiinf Tagen in der Woche.
Bei den Tieren der beiden héchsten Dosisgruppen wurden aufgrund der hohen Sterblichkeitsrate oder des moribunden
Zustandes keine Daten erhoben. In den Dosisgruppen 125 und 250 mg/kg KG nahm der Anteil an weiblichen Tieren
mit regulirem Ostruszyklus ab und die durchschnittliche Linge des Ostruszyklus war bei den Tieren verlingert. Eine
geringe, nicht statistisch signifikante Abnahme der Spermienanzahl wurde ab 125 mg/kg KG und Tag beobachtet.
Die Spermienbeweglichkeit war unverandert. Eine Abnahme des absoluten, nicht jedoch des relativen Gewichtes von
Hoden und Nebenhoden trat bei den Tieren der 250-mg/kg-Gruppe auf (Abschnitt 5.2.2; ECHA 2020; NTP 2012).

Bei F344-Ratten kam es nach 104-wo6chiger Schlundsondengabe bis zur héchsten Dosis von 60 mg N,N-Dimethyl-p-
toluidin/kg KG und Tag nicht zu histologischen Effekten an den Reproduktionsorganen. Ab 60 mg/kg KG und Tag
waren die relativen Testisgewichte statistisch signifikant erhéht (Dunnick et al. 2014; NTP 2012).

5.5.2 Entwicklungstoxizitat

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.6 Genotoxizitat

5.6.1 Invitro

Die genauen Daten der nachfolgend beschriebenen In-vitro-Genotoxizitatstests sind in Tabelle 3 dargestellt.
Ein Genmutationstest mit E. coli WP2 uvrA zeigte ein negatives Ergebnis (NTP 2012).

Bei den Salmonella-typhimurium-Stammen TA97, TA98, TA100 und TA1535 wirkte N,N-Dimethyl-p-toluidin sowohl
ohne als auch mit Zusatz metabolischer Aktivierung nicht mutagen (NTP 2012).

Die Salmonella-typhimurium-Stamme TA100 und TA104 zeigten im Spottest eine nicht eindeutige Genotoxizitat mit
einer geringen Erhohung der Revertantenzahl auf 20-100 nach Inkubation mit 3000 pg N,N-Dimethyl-p-toluidin/Platte,
wihrend bei dieser Konzentration beim Salmonella-typhimurium-Stamm TA98 keine Genmutation beobachtet wurde
und beim Salmonella-typhimurium-Stamm TA97 bereits Zytotoxizitat auftrat. Die Salmonella-typhimurium-Staimme
TA97, TA98, TA100 und TA104 zeigten jedoch keine Mutagenitdt im Platteninkorporationstest bei 0, 50, 250, 500, 2500
oder 5000 pg N,N-Dimethyl-p-toluidin/Platte mit und ohne Zusatz metabolischer Aktivierung an (Miller et al. 1986).

Mit und ohne Zusatz metabolischer Aktivierung war N,N-Dimethyl-p-toluidin in den Salmonella-typhimurium-Stam-
men TA98, TA100, TA1535, T1537 und TA1538 nicht mutagen (Seifried et al. 2006). Die Revertantenzahlen sind in dieser
Studie nicht angegeben.
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In einem weiteren Genmutationstest mit den Salmonella-typhimurium-Stammen TA97, TA98 und TA100 zeigten
1-100 pg N,N-Dimethyl-p-toluidin/Platte keine Mutagenitat. Die Reinheit des N,N-Dimethyl-p-toluidins betrug 99 %
(Taningher et al. 1993).

Keine Mutagenitét trat bei bis zu 5000 pg N,N-Dimethyl-p-toluidin/Platte mit den Salmonella-typhimurium-Stimmen
TA98, TA100, TA1537 und TA1538 ohne als auch mit Zusatz metabolischer Aktivierung auf (US EPA 2009). Die Rever-
tantenzahlen sind nicht angegeben.

Humane Adenokarzinom-Darmzellen (Caco-2-Zellen) dienen als In-vitro-Modell des intestinalen Epithels. Mithilfe
des Oxidations-sensitiven Farbstoffes 2,7-Dichlorfluorescein konnten ROS in Caco-2-Zellen nach Inkubation mit 1 oder
2 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin gezeigt werden. Der Anstieg an ROS war jedoch nicht statistisch signifikant erhoht.
Eine 2,5-molare Konzentration an N,N-Dimethyl-p-toluidin wies keinen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen auf. In
einem modifizierten Comet-Assay fiithrte 2,5 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin nach Inkubation mit 8-Hydroxydesoxy-
guanin-DNA-Glykosylase 1 (hOGG]1) in Caco-2-Zellen zu statistisch signifikant erh6hten DNA-Schiaden und Strang-
briichen, die nach oxidativem Stress entstehen. Ohne Zusatz von hOGG1 wurde nur eine gering erhohte Bildung von
DNA-Schéden detektiert, die nicht statistisch signifikant war (Wessels et al. 2015).

Im Mikronukleustest mit V79-Zellen des Chinesischen Hamsters kam es zur Induktion von Mikronuklei nach 48 Stun-
den ab einer Inkubationskonzentration von 0,9 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin. Die Anfarbung der Mikronuklei mit
CREST-Antikorpern zeigte sowohl einen statistisch signifikanten Anstieg der CREST-positiven (ab 0,9 mM) als auch
der CREST-negativen Mikronuklei (bei 12 mM). Damit liegen hier klastogene und aneugene Effekte vor. Die Zytotoxizi-
tat wurde mithilfe der Koloniebildung untersucht und ergab bei der hochsten getesteten Dosis noch eine Koloniebil-
dung >10% (k.w. A.; Taningher et al. 1993). Der mitotische Index wurde untersucht. Es ist jedoch aus den Daten nicht
ersichtlich, ob dosisabhéngige statistisch signifikante Verdnderungen auftraten.

Im TK*~-Mutationstest nach OECD-Priifrichtlinie 490 trat bei Maus-Lymphomzellen nach Inkubation ab 0,031 pl
N,N-Dimethyl-p-toluidin/ml mit metabolischer Aktivierung eine Zunahme an Kolonien auf, wobei das relative Ge-
samtwachstum (RTG) bei 12-15% lag (Seifried et al. 2006). Bei der Auswertung wurde nicht zwischen grofien und
kleinen Kolonien unterschieden, so kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es zu mutagenen oder klasto-
genen Schiden kam.

Tab.3 Genotoxizitat von N,N-Dimethyl-p-toluidin in vitro

Endpunkt Testsystem Konzentra- wirksame Zytotoxizitat Ergebnis Literatur
tionsbereich Konzentration

-m.A. +m.A.

Genmutation  E. coli WP2 uvrA pKM101 50-1500 pg/Platte 500 pg/Platte - - NTP 2012
S. typhimurium TA100 10-1000 pg/Platte 333/500 pg/ - ) NTP 2012
Platte (insgesamt
10 Tests)
S. typhimurium TA1535 10-1000 pg/Platte 500 pg/Platte - - NTP 2012
(insgesamt
8 Tests)
S. typhimurium TA97 0,33-1000 pg/ 500 ug/Platte - -2 NTP 2012
Platte (insgesamt
9 Tests)
S. typhimurium TA98 10-1000 pg/Platte 333 pg/Platte - - NTP 2012
(insgesamt
10 Tests)
S. typhimurium TA97 3000 pg/Platte 3000 pg/Platte zyto- zyto- Miller et al.
(Spottest) toxisch toxisch 1986
S. typhimurium TA98 3000 pg/Platte - -
(Spottest)
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Tab.3 (Fortsetzung)

Endpunkt Testsystem Konzentra- wirksame Zytotoxizitat Ergebnis Literatur
tionsbereich Konzentration
-m.A. +m. A.
S. typhimurium TA100 3000 pg/Platte (+) (+)
(Spottest)
S. typhimurium TA104 3000 pg/Platte - (+)
(Spottest)
S. typhimurium TA97, TA98, 50-5000 pg/Platte - -
TA100, TA104
(Platteninkorporationstest)
S. typhimurium TA98, 3-333 pg/Platte - - Seifried et al.
TA100, TA1535, TA1537, 2006
TA1538
(Platteninkorporationstest)
S. typhimurium TA97, TA98, 1-100 pg/Platte 100 pg/Platte - -2 Taningher et
TA100 al. 1993
S. typhimurium TA98, bis 5000 pg/Platte 1000 pg/Platte -~ - US EPA 2009
TA100, TA1537, TA1538
(Platteninkorporationstest)
S. typhimurium TA98, bis 100 pg/Platte 100 pg/Platte - -
TA100, TA1537, TA1538
DNA-Schiaden Caco-2 2,5 mM 2,5 mM - (+)nicht n.g. Wessels et al.
mittels Comet- stat. sign. 2015
Assay
DNA-Schiden Caco-2 2,5 mM 2,5 mM - +* n.g.
mittels
Comet-Assay
(modifiziert:
hOGG1)
Mikro- V79-Zellen 0,3-1,2 mM 0,9 mM 45 n.g. Taningher et
nukleustest al. 1993
(modifiziert:
3-4 Zellzyklen)
Mikronukleus- V79-Zellen 0,3-1,2 mM 0,9 mM 45 n.g.
test, CREST
positiv
Mikronukleus- V79-Zellen 0,3-1,2 mM 1,2 mM +5* n.g.
test, CREST
negativ (CA)
TK*-Test L5178Y-Mauslymphomzellen  0,005-0,31 pl/ml 0,031 pg/ml 0,037 pg/ml (+) + Seifried et al.
2006, 2008

 metabolische Aktivierung: S9-Mix aus Ratten- oder Hamsterleber

*p<0,05; **p<0,001 (Cochrane-Armitage-Trendtest)
CA: Chromosomenaberrationen; CREST: Kinetochor-Proteine; DMPT: N,N-Dimethyl-p-toluidin; hOGG1: 8-Hydroxydesoxyguanin-DNA-

Glykosylase 1; n. g.: nicht getestet; stat. sign.: statistisch signifikant

Gemische

Ein Supercoiled-Plasmid-basierter Genotoxizitatstest machte nach Inkubation mit einem Campherchinon/N,N-Di-
methyl-p-toluidin-Gemisch eine erhohte Rate an Einzelstrangbriichen sichtbar (Lee et al. 2007; Winter et al. 2005).
Ein Gemisch aus Methylacrylat, N,N-Dimethyl-p-toluidin und Hydrochinon erhéhte die Haufigkeit an Mikronuklei
in humanen Lymphozyten statistisch signifikant (Bigatti et al. 1994) ebenso wie ein Gemisch aus Campherchinon und
N,N-Dimethyl-p-toluidin in CHO-Zellen (Li et al. 2008) und ein Gemisch aus 9-Fluorenon und N,N-Dimethyl-p-toluidin
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in CHO-Zellen (Li et al. 2007). Campherchinon und N,N-Dimethyl-p-toluidin werden gemeinsam als Initiatoren der
Polymerisationsreaktion eingesetzt, die tiber eine Radikalbildung verlduft. Die hier beobachteten DNA-Schadigungen
sind durch die zu erwartende Radikalbildung zu erkldren. Diese Studien sind nicht geeignet, um N,N-Dimethyl-p-
toluidin als Einzelsubstanz zu bewerten.

5.6.2 Invivo

Ein Test auf Induktion von DNA-Strangbriichen mittels alkalischer Elution zeigte bei je vier ménnlichen Sprague-
Dawley-Ratten sechs Stunden nach einer oralen Gabe von 8 mmol N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG (1081,7 mg/kg KG)
und nach intraperitonealer Gabe von 4 (drei Tiere) oder 8 mmol/kg KG (sechs Tiere) (540,8 oder 1081,7 mg/kg KG) nach
zwei Stunden in der Leber eine statistisch signifikant erhohte Elutionsrate und damit erhéhte DNA-Strangbriiche.
Nach 24 Stunden wurde kein Effekt mehr beobachtet. Die Kontrollgruppe umfasste je zwei Tiere und in die Signi-
fikanzberechnung wurde die gepoolte Kontrolle einbezogen. Mannliche BALB/c-M4use erhielten intraperitoneal 0, 1
oder 2 mmol N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG (0; 135,2 oder 270,4 mg/kg KG). Wahrend sich zwei Stunden nach der Gabe
keine Effekte zeigten, trat 24 Stunden spiter bereits bei einer Gabe von 1 mmol/kg KG eine geringe, jedoch statistisch
signifikant erh6hte Bildung von DNA-Strangbriichen in der Leber auf. Die Reinheit des N,N-Dimethyl-p-toluidins be-
trug 99 %. Die Dosierungen wurden anhand von LDs-Werten festgelegt, wobei fiir N,N-Dimethyl-p-toluidin nach intra-
peritonealer Gabe nur der Wert fir die Maus vorlag, dieser betragt 212 mg/kg KG (ca. 1,6 mmol/kg KG) (Taningher et
al. 1993). Die LDs, nach oraler Gabe betragt fiir mannliche Ratten 1300 mg/kg KG (ca. 9,6 mmol/kg KG) (Abschnitt 5.1.2;
DuPont Haskell Global Centers for Health and Environmental Sciences 2009).

Eine viertagige Schlundsondengabe an je sechs Sprague-Dawley-Ratten von 0 oder 60 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg
KG und Tag in Maiskeimol fiihrte in der Leber der behandelten Tiere zu einem statistisch signifikanten Anstieg des
prozentualen DNA-Anteils im Schweif im Comet-Assay mit p=0,024 im Student t-Test (NTP 2012).

Je fiinf mannliche B6C3F1/N-Mause erhielten 0, 30, 60 oder 75 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag in Mais-
keimol per Schlundsonde an vier aufeinander folgenden Tagen. Im Comet-Assay wurden vier Stunden nach der letzten
Gabe in den Leukozyten des Blutes und in der Leber keine signifikant erh6hten DNA-Schiden (% Tail-DNA) beobachtet.
Ein Test auf Erhohung der Mikronukleushéufigkeit im peripheren Blut, das auch vier Stunden nach der letzten Gabe
entnommen wurde, verlief negativ. Die Anzahl an Retikulozyten blieb unverandert (NTP 2012).

Nach 90-tagiger Schlundsondengabe von 0, 15, 30, 60 oder 125 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag (7 d/Wo)
an je funf ménnliche und weibliche B6C3F1-Miuse war die Haufigkeit an Mikronuklei im peripheren Blut bei den
ménnlichen Tieren ab 60 mg/kg KG und Tag leicht, aber nicht statistisch signifikant, erh6ht. In dieser Studie war
die Anzahl an Retikulozyten im zirkulierenden Blut unveridndert (NTP 2012). Es ist somit nicht abschétzbar, ob die
Substanz das Knochenmark erreicht hat.

5.6.3 Fazit

In den bakteriellen Genotoxizititstests wurden keine Mutationen beobachtet. Hingegen ergab sich im TK*~-Test in
Mauslymphomzellen ein positives Ergebnis. N,N-Dimethyl-p-toluidin verursachte in vitro aneugene und klastogene
Wirkungen im Mikronukleustest. Das Auftreten von ROS ist verantwortlich fiir die DNA-Schidden im hOGG1-modifi-
zierten Comet-Assay. Bei Ratten konnten in der Leber vermehrt DNA-Strangbriiche im Comet-Assay und mittels der
alkalischen Elution gezeigt werden. Bei Mdusen wurden nach intraperitonealer Gabe vermehrt DNA-Strangbriiche in
der Leber mit dem alkalischen Elutionstest beobachtet. Nach oraler Gabe traten jedoch im Comet-Assay in der Leber
und im peripheren Blut keine Strangbriiche auf. Im peripheren Blut von Mausen wurden nach 4- oder 90-tdgiger ora-
ler Gabe keine statistisch signifikant erhéhten Anzahlen an Mikronuklei und bis zur héchsten getesteten Dosis von
125 mg/kg KG und Tag auch keine zytotoxische Wirkung auf das Knochenmark beobachtet, sodass in dieser Studie die
Aufnahme von N,N-Dimethyl-p-toluidin in das Zielorgan nicht gezeigt werden konnte. In einer weiteren 90-Tage-Stu-
die mit oraler Gabe kam es bei den mannlichen Méusen der hochsten Dosisgruppe zu einer statistisch signifikanten
Erhohung der Retikulozyten-Anzahl im zirkulierenden Blut. In der 2-Jahre-Kanzerogenitétsstudie wiesen die weib-
lichen Tiere ab 6 mg/kg KG und Tag eine Hyperplasie des Knochenmarks auf, was auf eine sekundére Reaktion der
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Methdmoglobindmie und den damit einhergehenden oxidativen Stress zuriickzufithren und weniger mit einer zyto-
toxischen Wirkung auf das Knochenmark zu erkléren ist.

5.7 Kanzerogenitat

5.7.1 Kurzzeitstudien

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.7.2 Langzeitstudien

In einer Lebenszeitstudie erhielten je 28 Ratten der Stimme BDI, BDII und W mit dem Futter 0 oder 7 mg N,N-Di-
methyl-p-toluidin/Tier und Tag (ca. 21 mg/kg KG und Tag, KG angegeben mit 300 g) bis zum Erreichen einer Gesamt-
dosis von 5 g/Tier. Es wurden keine Tumoren beobachtet. Die Lebenserwartung und die Kérpergewichtsentwicklung
der behandelten Tiere zeigte keine Abweichung von der der Kontrolltiere (Druckrey et al. 1954). Die Studie entspricht
nicht heutigen Richtlinien und wird deshalb nicht zur Bewertung herangezogen.

In einer 2-Jahre-Studie erhielten je 50 ménnliche und weibliche F344/N-Ratten mit der Schlundsonde 0, 6, 20 oder
60 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag an fiinf Tagen in der Woche. N,N-Dimethyl-p-toluidin mit einer Rein-
heit von 99,8 % wurde in Maiskeimol gelost gegeben. Die Vehikelkontrolle erhielt nur Maiskeimol per Schlundsonde.
Bei der hochsten Dosisgruppe traten statistisch signifikant erhohte Inzidenzen an hepatozellularen Karzinomen bei
beiden Geschlechtern auf. Bei den ménnlichen Tieren wurden in der Nase statistisch signifikant erhéht Adenome und
Karzinome des Ubergangsepithels in der héchsten Dosisgruppe beobachtet. Ein Adenom trat in den Bowmanschen
Driisen des olfaktorischen Epithels auf, was von den Autoren als ungewohnlich bezeichnet wird. Die genauen Daten
sind in Tabelle 4 dargestellt und nicht kanzerogene Effekte im Abschnitt 5.2.2 (NTP 2012).

Je 50 méannliche und weibliche B6C3F1-Mause erhielten mit der Schlundsonde 0, 6, 20 oder 60 mg N,N-Dimethyl-p-
toluidin/kg KG und Tag an fiinf Tagen in der Woche in einer 2-Jahre-Kanzerogenitatsstudie. N,N-Dimethyl-p-toluidin
mit einer Reinheit von 99,8 % wurde in Maiskeimél gelost gegeben. Die Vehikelkontrolle erhielt nur Maiskeimél per
Schlundsonde. Statistisch signifikant erh6hte Inzidenzen an hepatozellularen Karzinomen wurden in der Leber bei den
weiblichen Tieren bereits ab der niedrigsten Dosis und bei den ménnlichen Tieren der hochsten Dosisgruppe gefunden.
Im Vormagen traten bei den weiblichen Tieren Plattenepithel-Papillome ab der niedrigsten Dosis auf. Diese werden
von den Autoren auf die Schlundsondengabe zuriickgefiithrt. Ab 20 mg/kg KG und Tag wurden bei den weiblichen
Miusen erhohte Inzidenzen an bronchioalveoldren Adenomen und Karzinomen beobachtet. Es trat jedoch nur je ein
Karzinom pro Dosisgruppe auf. Die genauen Daten zur Kanzerogenitat sind in Tabelle 4 und die nicht kanzerogenen
Befunde im Abschnitt 5.2.2 dargestellt (NTP 2012). Die bereits bei den niedrigen Dosen signifikant h6here Zunahme an
Leberkarzinomen der weiblichen B6C3F1-Mause ist mit den vorliegenden Daten zum Metabolismus nicht zu erklaren.
Die weiblichen Méause zeigen hier, im Gegensatz zu vielen anderen Substanzen, eine hohere Empfindlichkeit als die
mannlichen Méuse. Die Plattenepithelpapillome im Vormagen kénnten auch aufgrund einer substanzspezifischen
Wirkung aufgetreten sein, da N,N-Dimethyl-p-toluidin auch in anderen Organen Metaplasien ausloste. Sie sind damit
moglicherweise nicht ausschlieflich auf eine reizende Wirkung der Substanz bei lokal sehr hohen Konzentrationen
zuriickzufithren.
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Tab.4 Studien zur Kanzerogenitat von N,N-Dimethyl-p-toluidin

Autor: NTP 2012
Stoff: N,N-Dimethyl-p-toluidin (> 99 % rein)
Spezies: Ratte, F344/N, je 50 8, @
Applikation: oral, Schlundsonde
Dosis: 0, 6, 20, 60 mg/kg KG und Tag
Dauer: 2 Jahre, 5 Tage/Woche
Toxizitét: ab 6 mg/kg KG und Tag:
Leber: ¢: Gallengangshyperplasien, 3: eosinophile Foci 1,
Milz: Himatopoese [, ¢: Kongestion u. Hypertrophie,
Nase: respiratorisches Epithel: Metaplasien, 8: Hyperplasien,
Niere: 9: Nephropathie, 8: Pigmentierung;
ab 20 mg/kg KG und Tag:
Vormagen: 3: Hyperplasien u. Plattenepithelpapillome,
Knochenmark: &: Hyperplasien,
Lymphknoten: &: histiozytare Infiltrate (Abschnitt 5.2.2)
Dosis (mg/kg KG)
0 6 20 60
Uberlebende 3 37/50 (74 %) 37/50 (74 %) 31/50 (62 %) 21/50 (42 %)*
@ 33/50 (66%) 42/50 (84 %) 33/50 (66 %) 23/50 (46 %)
Tumoren und Prineoplasien
Leber:
hepatozellulire Karzinome 38 0/50 0/50 1/50 (2%) 6/50 (12 %)
Q 0/50 0/50 0/50 4/49 (8 %)™
hepatozellulire Adenome und Karzinome s 0/50 0/50 2/50 (4%) 6/50 (12 %)*
0 0/50 1/50 (2%) 1/50 (2%) 7/49 (14 %)*
Nase:
Adenome Ubergangsepithel ) 0/50 3/49 (6%) 2/50 (4%) 11/49 (22 %)*
Q 0/50 1/49 (2%) 0/50 2/49 (4%)
Karzinom Ubergangsepithel ) 0/50 0/49 0/50 2/49 (4%)
Adenome und Karzinome Ubergangsepithel <) 0/50 3/49 (6%) 2/50 (4%) 13/49 (27 %)*
Schilddriise:
follikuldre Adenome ) 1/50 (2%) 0/49 1/50 (2%) 3/49 (6%)
0 1/50 (2%) 147 (2%) 2047 (4%) 0/45
follikuldre Adenome und Karzinome 3 1/50 (2%) 2/49 (4 %) 2/50 (4%) 4/49 (8%)
Uterus:
stromale Polypen Q 3/50 (6 %) 9/50 (18 %) 4/50 (8%) 8/50 (16 %)
*p<0,05
4 Gesamtrate, Poly-3-Test p = 0,009
b Gesamtrate, Poly-3-Test p = 0,041
Autor: NTP 2012
Stoft: N,N-Dimethyl-p-toluidin (> 99 % rein)
Spezies: Maus, B6C3F1, je 50 &, Q@
Applikation: oral, Schlundsonde
Dosis: 0, 6, 20, 60 mg/kg KG und Tag
Dauer: 2 Jahre, 5 Tage/Woche
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Tab.4 (Fortsetzung)

Toxizitét: ab 6 mg/kg KG und Tag:
Leber: Hypertrophie, Nekrose,
Nase: Q: Hyperplasien, Metaplasien;
ab 20 mg/kg KG und Tag:
Lunge: 9: Hyperplasien alveolares Epithel,
Vormagen: Q: Hyperplasien (Abschnitt 5.2.2)

Dosis (mg/kg KG)

0 6 20 60
Uberlebende 3 34/50 (68 %) 36/50 (72 %) 31/50 (62 %) 36/50 (72 %)
o 43/50 (86%) 40/50 (80 %) 39/50 (78 %) 32/50 (64 %)
Tumoren und Prineoplasien
Leber:
hepatozellulare Adenome, multiple 3 17/50 (34 %) 19/50 (38 %) 27/50 (54 %)* 26/50 (52 %)*
Q  2/50 (4%) 6/50 (12%) 29/50 (58 %)** 35/50 (70 %)**
hepatozelluldre Adenome 38 29/50 (58 %) 34/50 (68 %) 37/50 (74 %) 36/50 (72 %)
Q  17/50 (34%) 19/50 (38 %) 37/50 (74%)** 44/50 (88 %)**
hepatozellulire Karzinome 3 22/50 (44 %) 25/50 (50 %) 30/50 (60 %) 36/50 (72 %)*
0 6/50 (12 %) 13/50 (26 %)* 18/50 (36 %)** 31/50 (62 %)**
Hepatoblastome 3 1/50 (2%) 5/50 (10 %) 10/50 (20 %)* 8/50 (16 %)*
0 0/50 1/50 (2%) 0/50 4/50 (8%)*
Lunge:
bronchioalveoldre Adenome Q 2/50 (4%) 4/50 (8%) 8/50 (16 %)* 12/50 (24 %)*
bronchioalveolire Adenome und Karzinome Q 2/50 (4%) 5/50 (10 %) 9/50 (18 %)* 13/50 (26 %)*
Vormagen: 1/50 (2%) 1/50 (2%) 0/50 3/50 (6%)
Plattenepithelzell-Papillome 38 1/50 (2%) 5/50 (10 %) 6/50 (12 %)* 7/50 (14 %)*
9 1/50 (2%) 6/50 (12 %) 6/50 (12 %)* 7/50 (14 %)*

Plattenepithelzell-Papillome oder Karzinome Q

*p<0,05

Fazit: Nach zweijahriger Schlundsondengabe von 60 mg/kg KG und Tag wurden bei weiblichen und ménnlichen
Ratten statistisch signifikant erhohte Inzidenzen an Leberkarzinomen und -adenomen beobachtet. Bei dieser Dosis
traten bei ménnlichen Ratten statistisch signifikant erhéhte Inzidenzen an Tumoren im Ubergangsepithel der Nase auf.

Bei weiblichen Méusen wurden statistisch signifikant erhéhte Inzidenzen an Leberkarzinomen bereits nach zweijah-
riger Schlundsondengabe von 6 mg N,N-Dimethyl-p-toluidin/kg KG und Tag beobachtet, bei den ménnlichen Méusen
erst ab 60 mg/kg KG und Tag. Ein statistisch signifikanter Anstieg an Hepatoblastomen zeigte sich bei mannlichen
Mausen ab einer Dosis von 20 mg/kg KG und Tag und bei den weiblichen Mausen ab 60 mg/kg KG und Tag. Multiple
hepatozellulare Adenome in der Leber waren bei beiden Geschlechtern ab 20 mg/kg KG und Tag statistisch signi-
fikant erhoht. Ab 20 mg/kg KG und Tag traten bei weiblichen Mausen statistisch signifikant erh6hte Inzidenzen an
Adenomen (und einzelne Karzinome) in der Lunge sowie Plattenepithelpapillome im Vormagen auf.

5.8 Sonstige Wirkungen

Humane Zahnfleisch-Fibroblasten (HGF) zeigten nach 24-stiindiger Inkubation ab 500 uM N,N-Dimethyl-p-toluidin si-
gnifikant verringerte Proliferation mit einem Zellzyklus-Arrest in der G,/G;-Phase, der sich dosisabhéngig verstirkte.
Anfarbungen mit Propidiumiodid und Annexin-V wiesen darauf hin, dass die Zellen ab 1 mM N,N-Dimethyl-p-toluidin
nekrotisch, aber kaum apoptotisch waren (Masuki et al. 2007).

Verschiedene Knochenzemente wurden chromatographisch (HPLC) getrennt und die N,N-Dimethyl-p-toluidin-ent-
haltenden Eluate nach 15, 60 oder 360 Minuten zu Zytotoxizitats-Messungen verwendet. Die N,N-Dimethyl-p-tolui-
din-enthaltenden Eluate verursachten nach 24-stiindiger Inkubation eine Inhibierung der Proliferation der humanen
Osteoblasten-Zelllinie MG63 mit einer negativen Korrelation zwischen der N,N-Dimethyl-p-toluidin-Konzentration
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und der prozentualen Anzahl an Zellen in der S-Phase (Stea et al. 1997). Die Eluate enthielten nicht ausschlie8lich
N,N-Dimethyl-p-toluidin.

Nach Inkubation mit 0-8 mmol N,N-Dimethyl-p-toluidin kam es bei THP1-Monozyten zu einer Hemmung der Succi-
natdehydrogenase ab 1 mmol. Die GSH- und GSSG-Gehalte waren ab dieser N,N-Dimethyl-p-toluidin-Konzentration
nach vier Stunden geringfiigig erhoht. N,N-Dimethyl-p-toluidin hemmte die Lipopolysaccharid-induzierte NFxB-
Transaktivierung in Monozyten, wiahrend N,N-Dimethyl-p-toluidin allein die NFxB-Transaktivierung erhéhte (Noda
et al. 2007).

In polymorphkernigen Leukozyten bewirkte N,N-Dimethyl-p-toluidin eine konzentrationsabhangige Zunahme der
Zytotoxizitat, die als Lysiervermdgen im Verhéltnis zu Triton X 100 bestimmt wurde. Die minimale Inhibitionskon-
zentration an Bakterien betrug 185 mM (Liso et al. 1997). N,N-Dimethyl-p-toluidin war fiir polymorphkernige Leuko-
zyten aus Ratten konzentrationsabhéngig zytotoxisch, bestimmt anhand der Freisetzung von Lactatdehydrogenase
(Liso et al. 1997).

Mit metabolischer Aktivierung besaf N,N-Dimethyl-p-toluidin eine Ostrogen-Antagonist-Aktivitat in einem Reporter-
Gen-Assay (,yeast two-hybrid assay®) (Nomura et al. 2003).

Kultivierte humane orale Keratinozyten OKF6/TERT2 zeigten nach 24- oder 48-stiindiger Inkubation mit 0,1-2,5 mmol
N,N-Dimethyl-p-toluidin keine erhthte Zytotoxizitit. Die durch Campherchinon induzierte erhohte Apoptoserate
wurde durch N,N-Dimethyl-p-toluidin nicht beeinflusst (Volk et al. 2014).

6 Bewertung

Kritische Effekte sind Methamoglobindmie bei Mensch und Tier, sowie Andamie und Lebertoxizitat bei Nagern. Eine
kanzerogene Wirkung ist bei Ratten und Mausen aufgetreten.

Krebserzeugende Wirkung. Weibliche B6C3F1-Mause zeigten in einer 2-Jahre-Schlundsondenstudie bereits ab
6 mg/kg KG und Tag statistisch signifikant erh6hte Inzidenzen an Karzinomen in der Leber. Nach Gabe von 20 mg/kg
KG und Tag trat eine statistisch signifikant erhéhte Inzidenz an Hepatoblastomen bei der mannlichen Maus sowie an
Adenomen (und Karzinomen) in der Lunge der weiblichen Maus auf. Hepatoblastome sind auch bei der B6C3F1-Maus
mit hoher Lebertumor-Spontaninzidenz seltene Tumoren mit einer niedrigen Inzidenz von 4 % in den historischen
Kontrolldaten (NTP 2012) und weisen daher auf eine kanzerogene Wirkung hin.

Nach zweijahriger Schlundsondengabe von 60 mg/kg KG und Tag wurden bei F344-Ratten statistisch signifikant er-
hoéhte Inzidenzen an Adenomen und Karzinomen in der Leber beobachtet. Auch im Ubergangsepithel der Nase zeigten
sich in dieser Dosisgruppe bei den mannlichen Ratten Adenome und Karzinome. Neoplasien im Ubergangsepithel der
Nase traten in den historischen Kontrolldaten von NTP-Studien nicht auf (NTP 2012) und sind damit als eine substanz-
bedingte kanzerogene Wirkung zu bewerten.

Im Vormagen der weiblichen Méuse entstanden Plattenepithelzell-Papillome, die auf eine Reizwirkung der Substanz
durch die lokale hohe Konzentration nach Schlundsondengabe zuriickzufiihren sein kénnten.

Es besteht der Verdacht, dass die Aufnahme von N,N-Dimethyl-p-toluidin zu Metaboliten fiithrt, die eine DNA-Addukt-
Bildung bewirken kénnen, die neben den ROS fiir eine genotoxische Wirkung verantwortlich sein kénnten (Marques
et al. 1997).

Da Tumoren in verschiedenen Spezies (Ratte, Maus), bei beiden Geschlechtern und in verschiedenen Organen beob-
achtet wurden, wird N,N-Dimethyl-p-toluidin in die Kanzerogenitéts-Kategorie 2 eingestuft.
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MAK-Wert und Spitzenbegrenzung. Aus den vorliegenden Tierstudien kann keine NOAEC fiir die kanzerogene
Wirkung abgeleitet werden. Eine genotoxische Wirkung ist nachgewiesen und wird fiir die kanzerogene Wirkung
mitverantwortlich gemacht.

Ein MAK-Wert wird daher nicht abgeleitet. Damit entfallt eine Spitzenbegrenzung.

Fruchtschidigende Wirkung. Esliegen keine Daten zur Entwicklungstoxizitat vor. Da kein MAK-Wert aufgestellt
wird, entfallt die Zuordnung zu einer Schwangerschaftsgruppe.

Keimzellmutagene Wirkung. N,N-Dimethyl-p-toluidin zeigte in vitro in Saugerzellen DNA-schiadigende Wir-
kungen in einem modifizierten Comet-Assay und aneugene und klastogene Wirkungen im Mikronukleustest. In
den bakteriellen Genotoxizititstests wurden keine Mutationen beobachtet, jedoch in einem TK*~-Test. Bei Ratten
und Mausen konnten in der Leber erhohte DNA-Strangbruchraten mittels der alkalischen Elution gezeigt werden.
Im Comet-Assay wurden nach oraler Gabe bei den Ratten statistisch signifikant erh6hte DNA-Strangbruchraten in
der Leber beobachtet, nicht jedoch bei Mausen. Im peripheren Blut von Méusen trat nach 4- oder 90-tégiger oraler
Behandlung keine signifikant erh6hte Haufigkeit an Mikronuklei auf, wobei unklar ist, ob das Knochenmark erreicht
wurde. Studien an Keimzellen liegen nicht vor. Die bei Ratten und Miusen vermehrt aufgetretenen DNA-Strangbriiche
sind nicht durch weitere Studien widerlegt, so dass N,N-Dimethyl-p-toluidin in die Verdachtskategorie 3B eingestuft
wird.

Hautresorption. Daten zur Hautresorbierbarkeit des N,N-Dimethyl-p-toluidins liegen nicht vor. Modellrechnungen
lassen jedoch eine relevante transdermale Aufnahme erwarten, so dass der Stoff aufgrund seiner Einstufung als
genotoxisches Kanzerogen der Kategorie 2 mit ,H“ markiert wird.

Sensibilisierende Wirkung. Es liegen nur wenige Befunde zur kontaktsensibilisierenden Wirkung von N,N-
Dimethyl-p-toluidin vor. Diese zeigen, dass N,N-Dimethyl-p-toluidin keine ausgepragte kontaktallergene Wirkung
zukommt. Befunde zur atemwegssensibilisierenden Wirkung sind nicht vorhanden. N,N-Dimethyl-p-toluidin wird
daher weder mit ,Sh“ noch mit ,Sa“ markiert.

Anmerkungen
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