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NDS 0,02 mg/m?

NDSCh: nie ustalono

NDSP nie ustalono

DSB: nie ustalono

Carc. 1B substancja o dziataniu rakotworczym na cztowieka kategorii zagrozenia 1B

Skora wchfanianie substandji przez skére moze by¢ tak samo istotne, jak przy narazeniu drogg oddechowa

Data zatwierdzenia przez Zesp6t Ekspertow: 25-27.06.2019 .
Data zatwierdzenia przez Komisje ds. NDS i NDN: 23.06.2020 .

Streszczenie

4-Chloro-2-toliloamina (4-COT, 4-chloro-o-toluidyna) i jej chlorowodorek sg cialami statymi. W warunkach labora-
toryjnych 4-COT jest stosowana jako barwnik w immunochemii i w biologii molekularne;.

W Polsce narazenie na 4-chloro-2-toliloamine i/lub jej chlorowodorek zgtaszaly wylacznie laboratoria. Zgloszona do
rejestru liczba narazonych na 4-COT wyniosta 262 osoby w 2012 r., a w 2017 - 12 0sdb.

! Warto$¢ NDS 4-chloro-2-toliloaminy - frakcji wdychalnej zostata w dniu 23.06.2020 r. przyjeta na 95. posiedzeniu Miedzyresortowej
Komisji do spraw Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i Natezeri Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku Pracy i nastepnie zostata
przedlozona Ministrowi Rodziny, Pracy i Polityki Spolecznej (wniosek nr 110) w celu jej wprowadzenia do rozporzadzenia w zatgczniku nr 1
w czesci A wykazu najwyzszych dopuszczalnych stezen i natezen czynnikéw szkodliwych dla zdrowia w $rodowisku pracy.

> Publikacja opracowana na podstawie wynikéw IV etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenistwa i warunkéw pracy’, finanso-
wanego w latach 2017-2019 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego/Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy - Panstwowy Instytut Badawczy.
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W warunkach narazenia zawodowego 4-COT wchlania si¢ gtéwnie przez skore i drogi oddechowe. U 0s6b narazo-
nych stwierdzono dzialanie methemoglobinotwoércze zwigzku oraz wystepowanie objawdéw ze strony drég moczo-
wych w postaci ostrego, krwotocznego zapalenia pecherza moczowego.

Mediany dawek letalnych 4-COT dla gryzoni (droga pokarmowa) wynosza 860 + 1 058 mg/kg mc. Zwiazek ten wy-
wiera takze umiarkowane dzialanie drazniace na skore i oczy. Dane na temat toksycznosci podprzewleklej i przewle-
klej 4-COT dla zwierzat wskazuja na toksycznos¢ ogélnoustrojowq.

4-COT wykazuje dzialanie mutagennie i genotoksycznie zarowno w warunkach in vivo, jak i in vitro. Powoduje
uszkodzenie DNA oraz tworzy addukty z DNA.

W dostepnym pi§miennictwie nie ma informacji na temat wpltywu 4-COT na rozrodczos¢ ludzi. Nie ma danych na
temat embriotoksycznosci i teratogennosci tego zwiazku. W do$wiadczeniu na myszach wykazano, ze 4-COT nie ma
wplywu na potencjal rozrodczy samcdw oraz rozwdj potomstwa.

U os6b zawodowo narazonych na 4-COT stwierdzano istotny wzrost wystepowania raka pecherza moczowego. Brak
jest danych o wielkosci stezen 4-COT, na jakie osoby te byty narazone.

4-COT jest zwigzkiem rakotworczym dla zwierzat.

4-COT ma zharmonizowang klasyfikacje jako substancja rakotwdrcza kategorii zagrozenia 1B. IARC zaliczyta 4-COT
do grupy 2A - zwiazkéw o prawdopodobnym dzialaniu rakotwérczym na czlowieka.

W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono danych dotyczacych wydajnosci i wchtaniania 4-COT réznymi drogami.

U zwierzat metabolizm 4-COT moze przebiega¢ szlakami N-acetylacji i N-hydroksylacji/N-oksydacji, przy udziale
CYP1AL1 i/lub CYP1A2, do aktywnych metabolitow. Zwigzek jest wydalany gtéwnie z moczem w postaci niezmienio-
nej oraz metabolitéw, np. kwasu 5-chloroantranilowego i 4-chloro-2-metyloacetanilidu.

Nie ma danych na temat toksykokinetyki 4-COT u ludzi.

W wigkszo$ci panstw nie ustalono wartoéci dopuszczalnych stezen dla 4-COT w srodowisku pracy ze wzgledu na jej
potencjal rakotworczy. Jedynym krajem europejskim, w ktérym ustalono wartos¢ normatywu, jest Chorwacja, gdzie
warto$¢ NDS ustalono na poziomie 0,01 mg/m?® z jednoczesng notacja ,,skora”. Podstawy ustalenia tej wartosci nie sg
znane.

Jako podstawe do zaproponowania warto$ci NDS przyjeto dziatanie rakotwoércze 4-COT. Warto$¢ NDS wyprowadzo-
no przy wykorzystaniu wspotczynnika SF = 0,27 (mg/kg-dzien), ustalonego na podstawie wystepowania nowotwo-
réw naczyniowych u myszy. Przy zatozonym ryzyku R = 10 obliczona warto$¢ NDS wynosi 0,02 mg/m’. Nie znale-
ziono podstaw do ustalenia wartosci chwilowej NDSCh i dopuszczalnego stezenia w materiale biologicznym (DSB).

Narazenie przez skore moze mie¢ znaczny udzial w ilosci zwigzku pobranej przez pracownikéw, wymagana jest wiec
notacja ,skora”

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pracy bedace
przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii §rodowiska.

Stowa kluczowe: 4-chloro-2-toliloamina, toksyczno$¢, narazenie zawodowe, NDS, nauki o zdrowiu, inzynieria $ro-
dowiska.

Abstract

4-Chloro-o-toluidine (4-COT) and its hydrochloride are solids. 4-Chloro-o-toluidine is currently used as a dye in
immunochemistry and molecular biology. In Poland, exposure to 4-COT and/or its hydrochloride was only repor-
ted by laboratories. The number of people exposed was 262 in 2012 and 12 in 2017. Under occupational exposure
conditions, 4-COT is absorbed through the skin and airways. Methemoglobinogenic effects and acute hemorrha-
gic cystitis were diagnosed in exposed individuals. Median lethal doses after administration of 4-COT by the oral
route to rodents were 860-1058 mg/kg b.w. The compound had a moderately irritating effect on skin and eyes.
Studies of subchronic and chronic toxicity in animals indicate systemic toxicity. 4-COT had mutagenic and geno-
toxic effects in vivo as in vitro. It caused damage and adducts of DNA. There are no data on the effects of 4-COT
on human reproduction and no data on its embryotoxicity and teratogenicity. In mice, 4-COT did not affect the
reproductive potential of males or the development of their offspring. A significant increase in the incidence of
bladder cancer was observed in individuals occupationally exposed to 4-COT. There are no data on the concentra-
tions of 4-COT to which these individuals were exposed. 4-COT is an animal carcinogen. 4-COT is classified as
a category 1B carcinogen. IARC has classified 4-COT into group 2A - compounds with probable carcinogenic effects
in humans. No data are available on the rate and efficiency of absorption of 4-COT by different routes. In animals,
the metabolism of 4-COT may be via N-acetylation and N-hydroxylation/N-oxidation routes, involving CYP1A1
and/or CYP1A2, to active metabolites. The compound is excreted mainly with urine in unaltered form and the
metabolites, e.g. 5-chloroantranilic acid and 4-chloro-2-methylacetanilide. There are no data on the toxicokinetic
of 4-COT in humans. In most countries, no MAC values have been established due to the carcinogenic potential
of 4-COT. Only in Croatia the MAC value was set at 0.01 mg/m?, with the notation ‘skin’ The basis for establishing
this value is unknown. The carcinogenic effect of 4-COT has been used as a basis for proposing the MAC values.
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The value of MAC was derived from the factor SF = 0.27 (mg/kg-day)”, determined on the basis of the occurrence
of vascular tumors in mice. At the assumed risk of R = 10, the calculated MAC value is 0.02 mg/m°. No basis for
establishing STEL and BEI values was found. As dermal absorption may be as important as inhalation exposure,
a “skin” notation is required. This article discusses the problems of occupational safety and health, which are cove-
red by health sciences and environmental engineering.

Key words: 4-chloro-o-toluidine, toxicity, occupational exposure, MAC, health sciences, environmental engineering.

CHARAKTERYSTYKA SUBSTANCII, ZASTOSOWANIE, NARAZENIE ZAWODOWE

Ogoélna charakterystyka substangji Ogolna  charakterystyka chlorowodorku
4-chloro-2-toliloaminy (ChemIDplus 2019b;
PubChem 2019b; IARC 2010; Rozporzadzenie...

2008):

Ogolna charakterystyka 4-chloro-2-toliloaminy
(ChemIDplus 2019a; PubChem 2019a; IARC

2010; Rozporzadzenie... 2008):
- wzor sumaryczny  C,HCIN

— WzOr sumaryczny
- wzdr strukturalny

C,H,CIN - HCI

NH2z

wzor strukturalny

nazwa CAS

nazwa zwyczajowa

numer CAS
numer RTECS
numer WE
numer indeksowy
synonimy:
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NHz

CHs

Cl

4-chloro-
-2-metylo-
benzamina
4-chloro-
-o-toluidyna
95-69-2
XU5000000
202-441-6
612-196-00-0
2-amino-5-chloro-
toluen; 3-chloro-
-6-aminotoluen;
4-chloro-2-metylo-
anilina; 4-chloro-
-6-metyloanilina;
(4-chloro-2-me-
tylofenylo)amina;
4-chloro-orto-to-
luidyna; 5-chloro-
-2-aminotoluen;
para-chloro-orto-
-toluidyna; 2-mety-
lo-4-chloroanilina;
2-metylo-4-chlo-
robenzamina.

CHs

* HCI

Cl

- nazwa CAS chlorowodorek
4-chloro-2-mety-
lobenzaminy
chlorowodorek
4-chloro-o-toluidyny
3165-93-3
XU5250000
221-627-8
612-196-00-0
chlorowodorek
2-metylo-4-chlo-
roaniliny;
chlorowodorek
4-chloro-2-mety-
loaniliny;
chlorowodorek

para-chloro-orto-

-toluidyny.

- nazwa zwyczajowa

- numer CAS

- numer RTECS

- numer WE

- numer indeksowy
- synonimy:

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu
i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16.12.2008 r.
w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pako-
wania substancji i mieszanin, zmieniajace-
go 1 uchylajacego dyrektywy 67/548/EWG
i 1999/45/WE oraz zmieniajacego rozporza-
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dzenie (WE) nr 1907/2006 (Dz. Urz. UE L353  wang klasyfikacje, wg tabeli 3.1 zalacznika VI.
z dnia 31.12.2008 r. ze zm.) 4-chloro-2-tolilo-  Klasyfikacje te zamieszczono w tabeli 1. i przed-
amina i jej chlorowodorek maja zharmonizo- stawiono na rysunku 1.

Tabela 1.
Zharmonizowana klasyfikacja oraz oznakowanie 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku (Rozporzadzenie... 2008)

_ Klasyfikacja Oznakowanie
Miedzynarodowa kod , Kod )
terminologia klasa zagrozenia i kody ody Zwrotow . piktogram, kody haset ody zwrotow
dharmiczng - wskazujacych rodzaj e wskazujacych rodzaj

zagrozenia zagrozenia
4-chloro-o- Carc. 1B H350 GHS06 H350
-toluidine Muta. 2 H341 GHS08 H341
4-chloro- Acute Tox. 3* H331 GHS09 H331
-o-toluidine H31 Dgr H31
hydrochloride H301 H301
Aquatic Acute 1 H400 H410
Aquatic Chronic 1 H410
Objasnienia:

Carc. 1B - rakotworczo3¢, kategoria zagrozenia 1B.

H350 — moze powodowac raka.

Muta. 2 — mutagennos¢, kategoria zagrozenia 2.

H341- podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.

Acute Tox. 3* — toksycznos¢ ostra (po narazeniu droga inhalacyjna, w kontakcie ze skéra i po potknieciu), kategoria zagrozenia 3*.
(*) — minimum klasyfikagji.

H331- dziata toksycznie w nastepstwie wdychania.

H311 - dziata toksycznie w kontakcie ze skéra.

H301 - dziafa toksycznie po potknieciu.

Aquatic Acute 1- zagrozenie dla Srodowiska wodnego, kategoria ostra 1.

H400 - dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne.

Aquatic Chronic 1- zagrozenie dla srodowiska wodnego, kategoria przewlekta 1.

H410 - dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.
Dgr - hasto ostrzegawcze — niebezpieczefistwo.

Sk

GHS06 GHS08 GHS09

Rys. 1. Kody hasta ostrzegawczego ,Niebezpieczefistwo". Piktogramy okreslone w rozporzadzeniu WE nr 1272/2008 majg czarny
symbol na biatym tle z czerwonym obramowaniem, na tyle szerokim, aby byto wyraZnie widoczne

Witasciwosci fizykochemiczne wrzenia 244 °C
- temperatura
Wrhasciwosci fizykochemiczne 4-chloro-2-to- topnienia 30,3 °C
liloaminy (ChemIDplus 2019a; PubChem - gestosé 1,19 g/cm®
2019a; IARC 2000; 2010; NTP 2016): - preznos¢ par 5,5 Pa w temp. 25 °C
- wyglad szaro-biale krystaliczne - wzgledna gestos¢
cialo state lub ptatki par 4,9 (powietrze = 1)
(listki) - log Pow 2,27
- masa - rozpuszczalno$é: w wodzie — 954 mg/1
czasteczkowa 141,60 w temp. 25 °C;
- temperatura rozpuszczalna
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w etanolu, stabo
rozpuszczalna
w tetrachlorku wegla
- wspolczynnik
przeliczeniowy
(w temp. 25 °C;
101,3 kPa) 1 ppm = 5,79 mg/m>.
Wriasciwosci fizykochemiczne chlorowodor-
ku 4-chloro-2-toliloaminy (ChemIDplus 2019b;
PubChem 2019b):

- wyglad proszek o barwie
pudrowej lub
jasnordzowej

- masa

czasteczkowa 178,07

- temperatura

wrzenia 244°C
- temperatura
topnienia 30,3 °C

- gestos¢ 1,19 g/cm’

- preznosc par 5,5 Pa w temp. 25 °C

- wzgledna gestos¢

par 4,9 (powietrze = 1)

- log Pow 2,27

- rozpuszczalno$é: w wodzie — 954 mg/l
w temp. 25 °C;
rozpuszczalna
w etanolu, stabo
rozpuszczalna
w tetrachlorku wegla

- wspolczynnik

przeliczeniowy
(w temp. 25 °C;
101,3 kPa) 1 ppm = 7,28 mg/m>.

Otrzymywanie, zastosowanie,
narazenie zawodowe

4-Chloro-2-toliloamine (4-COT) wytwarza si¢
na drodze chlorowania: o-toluidyny lub 2-for-
mylotoluenu albo 2-acetyloaminotoluenu, a na-
stepnie otrzymany produkt poddaje sie¢ hydroli-
zie lub alkoholizie (IARC 1990).

Produkcje przemystowa 4-chloro-2-tolilo-
aminy rozpocz¢to w Niemczech w 1924 r., na-
tomiast w USA w 1939 r. (IARC 2010; NTP
2016). W USA zaprzestano produkcji 4-chlo-
ro-2-toliloaminy w roku 1979. Podobnie
w Niemczech zakonczono produkcje zwigzku
w 1986 r. (IARC 1990). W latach 80. XX w. pro-
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dukgja i stosowanie 4-chloro-2-toliloaminy takze
w wielu innych krajach zostaly ograniczone
(IARC 2000). W 2009 r. 4-chloro-2-toliloami-
na byla wytwarzana przez dwéch producentow
w Chinach i jednego w Indiach. Dane dotycza-
ce wielkosci produkeji  4-chloro-2-toliloami-
ny sa fragmentaryczne. Dla przykltadu, w USA
w roku 1986 i 1990 catkowita produkcja, facznie
z importem 4-chloro-2-toliloaminy, wynosita
ok. 4,5 + 227 t, natomiast w roku 2002 spadla po-
nizej 4,5 t (IARC 2010; NTP 2016).

4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek
w przesztosci stosowano gléwnie do produkeji
barwnikéw azowych, np. Red 7 czy Yellow 49,
uzywanych w przemysle tekstylnym do barwie-
nia gotowych tkanin i przedzy: bawelny, jedwa-
biu i nylonu (IARC 2000; 2010).

W wielu panstwach produkcja i stosowanie
4-chloro-2-toliloaminy zostaly ograniczone.
Wynika to z obowiazujacych przepiséw praw-
nych rozporzadzenia REACH (Zalacznik XVII
do rozporzadzenia REACH (1907/2006 WE),
zmieniony przez rozporzadzenie Komisji (UE)
2018/1513 okresla ograniczenia dotyczace pro-
dukcji, wprowadzania do obrotu i stosowania
niektérych niebezpiecznych substancji i wyro-
béw). Barwniki azowe, ktére moga uwalniac
jedna lub wiecej amin aromatycznych, wymie-
nionych w wykazie REACH, w wykrywalnych
stezeniach nie moga by$ stosowane w artyku-
tach tekstylnych lub skoérzanych (ktére moga
wchodzi¢ w bezposdredni i dlugotrwaly kon-
takt ze skorg ludzka, np.: odziez, posciel czy
obuwie). Od 1 listopada 2020 r. nie wolno wpro-
wadza¢ do obrotu produktéw, w ktérych steze-
nie 4-chloro-2-toliloaminy moze przekraczaé
30 mg/kg gotowego produktu (rozporzadzenie
UE 2018/1513).

4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek
byt stosowany takze do produkcji chlordimefor-
mu (N’(4-chloro-2-metylfenylo)-N,N-dimetylo-
metanimidamidu) - insektycydu i akarycydu
(np. preparat Galecron), (IARC 2000; 2010).
Pestycyd ten od lat 90. XX w. nie jest produkowa-
ny ani stosowany (NTP 2016).

W warunkach laboratoryjnych substancja jest
stosowana takze jako barwnik w immunoche-
mii oraz w biologii molekularnej. W Finlandii
w laboratoriach biologii molekularnej 4-chlo-
ro-2-toliloamina jest stosowana w niewielkich
ilosciach (< 1 g rocznie). Pod nazwa Fast Red
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TR, 4-chloro-2-toliloamina jest takze stosowana
w kolorymetrycznej metodzie oceny autentycz-
noéci lekéw (IARC 2010).

Zawodowe narazenie na 4-chloro-2-toliloamine
moze wystepowac podczas: produkgji, oczyszczania,
przetwarzania i stosowania tego zwigzku w warun-
kach laboratoryjnych (IARC 2010; NTP 2016).

Do populacji narazonej na 4-chloro-2-toli-
loaming nalezy zaliczy¢ nie tylko osoby zatrud-
nione przy produkgji chlordimeformu, lecz tak-
ze stosujace ten insektycyd w rolnictwie, jednak
z uwagi na zaprzestanie produkgji i stosowania
chlordimeformu (ok. 30 lat temu) dane te maja
jedynie znaczenie historyczne (NTP 2016).

Potencjalnymi drogami narazenia pracow-
nikéw na 4-chloro-2-toliloaming jest droga in-
halacyjna, pokarmowa i dermalna (NTP 2016).
W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono
danych dotyczacych stezen 4-chloro-2-tolilo-

aminy wystepujacych w powietrzu $rodowiska
pracy.

Zgodnie z danymi Centralnego Rejestru
Danych o Narazeniu na Substancje, Czynniki
i Procesy Technologiczne o Dzialaniu Rakotwor-
czym lub Mutagennym, prowadzonym w Insty-
tucie Medycyny Pracy w Lodzi, 4-chloro-2-toli-
loamina i/lub jej chlorowodorek byly stosowane
w latach 2012-2017 w 1 + 3 zakladach pracy
w Polsce. Narazenie na 4-chloro-2-toliloamine
i/lub jej chlorowodorek zgtaszaly wylacznie la-
boratoria (uczelnie, instytuty, urzedy kontrolne,
zaklady graficzne). Zgloszona do rejestru liczba
narazonych na 4-chloro-2-toliloamine wynio-
sta 262 osoby w 2012 r., natomiast w 2017 r. —
12 o0s6b. Odsetek narazonych kobiet wynosil
73 + 83%. Szczegolowe informacje dotyczace na-
razenia na 4-chloro-2-toliloamine w ostatnich
latach przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2.
Narazenie na 4-chloro-2-toliloaming i/lub jej chlorowodorek w Polsce w latach 2012-2017 (Centralny Rejestr Danych... 2019)
Liczba narazonych oséb
Rok Liczba zaktadéw pracy
ogbtem kobiet

2012 2 262 214
2013 1 149 109
2014 3 228 179
2015 4 127 95
2016 4 212 167
2017 3 12 10

Dokumentacje dla 4-chloro-2-toliloaminy
opracowano, biorac pod uwage informacje o na-
razeniu w zakladach pracy w Polsce, zbierane
w Centralnym Rejestrze Danych o Narazeniu na
Substancje, Czynniki i Procesy Technologiczne
o Dzialaniu Rakotwoérczym lub Mutagennym,

prowadzonym w Instytucie Medycyny Pracy
w Lodzi.

Duza liczba pracownikéw narazonych zawo-
dowo na 4-chloro-2-toliloamineg i jej chlorowo-
dorek (tab. 2.) uzasadnia konieczno$¢ ustalenia
normatywu higienicznego w Polsce.

DZIAtANIE TOKSYCZNE NA LUDZ

Obserwacje kliniczne

Ostre zatrucia 4-chloro-2-toliloaming wystepo-
waly przede wszystkim u pracownikéw zatrud-
nionych przy produkeji lub przetwarzaniu tego
zwigzku. Juz jednorazowe, krotkotrwale nara-
zenie na duze stezenia (nie podano jakie) przez
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skore i drogi oddechowe prowadzito do wystgpie-
nia zatrucia. Klinicznie objawy ostrego zatrucia
dominowaly ze strony drég moczowych z mikro-
lub makroskopowa hematurig. Pdzniej wystepo-
wal bolesny czestomocz oraz béle w podbrzuszu,
obserwowano réwniez zmniejszong pojemnos$¢
pecherza moczowego (Stasik 2003).
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Ostre objawy w postaci krwiomoczu, trudno-
$ci w oprdznianiu pecherza oraz béle w okolicy
nadlonowej obserwowano u jedenastu pracow-
nikéw narazonych na 4-chloro-2-toliloamine.
Ponowne badania wykonane u trzech z nich
(po 3 latach) wykazaly, ze jeden pracownik nie
mial zaburzen ze strony pecherza moczowego,
u drugiego stwierdzono niewielkiego stopnia za-
palenie pecherza i cewki moczowej, natomiast
u trzeciego — raka pecherza moczowego (Currie
1933; MAK 1993).

Krwiomocz oraz objawy powaznego podraz-
nienia pecherza wystapily takze u trzech pra-
cownikéw zatrudnionych przy pakowaniu chlor-
dimeformu. Badania przeprowadzone w miejscu
pracy ujawnity, ze u 9 z 22 pracownikow wystapi-
ty: béle brzucha, trudnosci w oddawaniu moczu
lub krwiomocz. Biopsja pecherza wykonana
u trzech pracownikéw hospitalizowanych wy-
kazala ostre, krwotoczne zapalenie pecherza
z zanikiem nablonka i ogniskami owrzodzenia
Sluzéwki pecherza. Trzy dni po ostatnim na-
razeniu na substancje na stanowiskach pracy
w moczu (obok chlordimeformu) stwierdzano
takze 4-chloro-2-toliloamine o stezeniu 4,16 ug/
ml (Folland i in. 1978; Kimbrough 1980; MAK
1993).

W latach 80. XX w. ponownie obserwowano
przypadki krwiomoczu u pracownikéw zatrud-
nionych przy produkcji 4-chloro-2-toliloaminy,
po narazeniu przez skore i drogi oddechowe
w warunkach awaryjnych (wypadek). Hematuria

wystapita po okresie opdznienia (latencji) wyno-
szagcym od 7 h do 2 dni od awarii. W 20 przypad-
kach (na 22 przypadki) badanie cystoskopowe
wykazalo krwotoczne zapalenie pecherza mo-
czowego; stad uwaza sie, ze krwotoczne zapale-
nie pecherza jest wiodacym skutkiem ostrego za-
trucia 4-chloro-2-toliloaming (Stasik 1982; 2003;
MAK 1993).

Methemoglobinemig z sinicg — typowy objaw
zatrucia aminami aromatycznymi — stwierdzono
w potowie badanych przypadkéw zatru¢ 4-chlo-
ro-2-toliloaming, natomiast w ok. % przypad-
kow obserwowano takze zmniejszone stezenie
hemoglobiny (Stasik 1982; 2003; MAK 1993).

Przesledzono losy pracownikéw, ktoérzy
przebyli ostre, krwotoczne zapalenie pecherza.
U 23 pracownikéw po ostrym zatruciu 4-chlo-
ro-2-toliloaming i u 2 pracownikéw po zatruciu
chlordimeformem po okresie latencji (trwajg-
cym $rednio 11,5 lat) stwierdzono 4 przypad-
ki zachorowania na raka pecherza moczowego.
Wysunigto hipotezg, Ze ostre, krwotoczne zapa-
lenie pecherza moczowego jest stanem przedra-
kowym (Stasik 2003).

Badania epidemiologiczne

Istniejace dane epidemiologiczne dotyczace wy-
krywania nowotworéw pecherza moczowego
u 0s6b narazonych zawodowo na 4-chloro-2-to-
liloaming zostaly oméwione w rozdziale ,,Dzia-
tanie rakotwdrcze”.

DZIAtANIE TOKSYCZNE NA ZWIERZETA

Toksycznos¢ ostra i toksycznosc
dawki powtarzanej

Wartosci LDy, 4-chloro-2-toliloaminy i jej chloro-
wodorku dla zwierzat laboratoryjnych przedsta-

Tabela 3.

wiono w tabeli 3. W dostepnym pi$miennictwie
nie znaleziono danych na temat wartosci LC,,
po narazeniu drogg inhalacyjna.

Wartosci median dawek letalnych 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku dla zwierzat doswiadczalnych (EHC 1998; IARC

1990)

Droga podania

Gatunek zwierzat dozotadkowa,

wartos¢ LDy, mg/kg mc.

dootrzewnowa,
wartos¢ LDgy, mg/kg mc.

na skore, Pismiennictwo

wartos¢ LDsy, mg/kg mc.

4-Chloro-2-toliloamina

Szczur 1058

~1800 EHC1998
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cd. tab. 3.

Droga podania

Gatunek zwierzat dozotadkowa

wartos¢ LDs,, mg/kg mc.

dootrzewnowa,
wartos¢ LDy, mg/kg mc.

na skére, PiSmiennictwo

wartos¢ LDy, mg/kg mc.

Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy

Szczur 860 > 2150 EHC1998
560 & IARC 1990
700 @
Mysz 720 & IARC 1990
680 Q@
Objasnienia:
& - samiec.
Q@ —samica.

Ostra toksycznosc po podaniu
dozotagdkowym i na skore

Zaréwno jednorazowe podanie dozoladkowe,
jak i na skore (24 h w warunkach okluzji) du-
zych dawek 4-chloro-2-toliloaminy lub jej chlo-
rowodorku powodowalo u szczuréw po 1 + 3 h
po podaniu zalezng od dawki: sinice, wytrzeszcz
oczu, Izawienie i wysiek z gruczotu Harderiana,
bezdech, utrate przytomnosci, a w niektérych
przypadkach - szczekoscisk. Obserwowano réw-
niez takie objawy, jak: jezenie siersci, prostracje
i drgawki toniczno-kloniczne. U zwierzat, ktdre
przezyly objawy ustepowaty po 3 + 7 dniach od
zakonczenia narazenia. Badanie sekcyjne wyka-
zalo: wzdecia wzdluz calego przewodu pokar-
mowego, plamistg watrobe, jasne nerki i powigk-
szong $ledzione (Sachsse, Bathe 1970a; 1970b;
MAK 1993).

Podanie na skére szczuréw w warunkach
okluzji 4-chloro-2-toliloaminy w dawkach: 500;
1 000 lub 2 000 mg/kg mc. na 24 h nie powo-
dowato miejscowego podraznienia skdry. Nato-
miast naniesienie chlorowodorku 4-chloro-2-to-
liloaminy w dawce 1 000 lub 2 150 mg/kg mc.
powodowalo jedynie niewielkie czerwone plam-
ki na skorze w miejscu aplikacji (Sachsse, Bathe
1970b; MAK 1993).

Toksycznosc dermalna

Po nanoszeniu 4-chloro-2-toliloaminy na sko-
re kota w dawkach dziennych 4 g w 4 g tluszczu
(przez 5 dni) obserwowano: zmiany w watrobie
(jasne zabarwienie, stluszczenie), liczne krwotoki
w $luzéwce pecherza moczowego oraz ciemno-
brazowe koagulaty (zlogi) w pecherzu moczowym
(Lehman 1933; MAK 1993).

12

Podawanie na skore kotéw mniejszej dawki
4-chloro-2-toliloaminy (1 g w 4 g tluszczu) przez
12 dni nie powodowalo dzialania draznigcego,
jedynym skutkiem podania byta depilacja
(Lehman 1933; cyt. za: MAK 1993).

Toksycznos¢ inhalacyjna

Jedyny opublikowany raport dotyczacy tok-
syczno$ci inhalacyjnej pochodzi z 1933 r. Kota
narazano na 4-chloro-2-toliloaming o stezeniu
60 mg/m? (0,06 mg/1), 8 h/dzien przez 9 dni. Slady
badanej substancji stwierdzono w powietrzu wy-
dychanym. Obserwacja zwierzecia przez dodat-
kowe 3 tygodnie nie wykazala zadnych szkodli-
wych skutkéw zwigzanych z narazeniem (Lehman
1933; MAK 1993). W raporcie tym opisano takze
narazanie kotéw na pyl 4-chloro-2-toliloaminy
o stezeniach 100 + 5 000 mg/m’ (0,1 + 5 mg/l),
czasu narazenia nie podano. U zwierzat obser-
wowano: podraznienie $§luzéwki nosa i spojo-
wek, zmetnienie rogéwki, zaburzenia w dolnych
drogach oddechowych, zapalenie tchawicy i wy-
twarzanie duzych iloéci §luzu w plucach. Sekcja
padtych zwierzat wykazata obrz¢k ptuc (Lehman
1933; MAK 1993).

Toksycznos¢ po podaniu podskérnym
Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (jako
2-procentowy roztwdr wodny) podawano pod-
skornie dwom kotom w dawce 50 mg/kg mc.,
5 razy/dzien przez 5 dni. Zwierzeta, ktdre prze-
zyly, zabijano po 4 dniach od poczatku narazenia
i poddawano badaniu histologicznemu. Stwier-
dzono: obrzek i bierne przekrwienie sluzowki
pecherza moczowego, zwyrodnienie nablonka
przejsciowego pecherza oraz w niektérych miej-
scach calkowity zanik nablonka przejsciowego.
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Ponadto u jednego kota obserwowano zwyrod-
nienie wodniczkowe hepatocytéw (Folland i in.
1978; Kimbrough 1980; MAK 1993).

Toksycznos¢ podprzewlekta i przewlekta

Badania toksycznosci podprzewleklej i przewleklej
4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku pro-
wadzono po narazeniu zwierzat (szczury i myszy)
droga pokarmowg (dozoladkowo lub w paszy).

Samce szczuréw Wistar, w grupach liczacych
po 6 zwierzat, otrzymywaly 4-chloro-2-tolilo-
amine dozoladkowo w dawkach: 25; 50; 100;
150; 200 lub 250 mg/kg mc./dzien przez 28 dni.
Po tym czasie zwierzeta obserwowano przez
28 dni, a nastepnie podawano 4-chloro-2-tolilo-
aming przez kolejne 3 dni. Dawkowanie 4-chlo-
ro-2-toliloaminy ustalono na podstawie wstep-
nego doswiadczenia, w ktérym pojedynczym
zwierzetom podawano dawki 100 + 300 mg/kg
mc./dzien przez 14 dni. We wstepnym doswiad-
czeniu stwierdzono, ze po dawce 250 mg/kg mc./
dzien nie odnotowano zmniejszenia masy ciata,
poczawszy od 4. dnia narazania. We wlasciwym
eksperymencie narazenie zwierzat na 4-chlo-
ro-2-toliloaming powodowalo zmniejszony
przyrost masy ciala w poréwnaniu do zwierzat
z grupy kontrolnej. W drugiej fazie narazenia
(3 dni, 50 + 350 mg/kg mc./dzien) stwierdzo-
no zalezne od dawki zmniejszenie masy ciata.
U narazanych zwierzat obserwowano ponadto:
niewielkie zmniejszenie aktywnos$ci ruchowej,
slinotok, wzmozenie kopania trocin (podsciol-
ki) i odruchéw pielegnacyjnych. Po narazeniu
na najwieksze dawki we krwi zwierzat wyste-
powata methemoglobinemia i retikulocytoza.
W innych parametrach hematologicznych nie
stwierdzono zmian zwigzanych z narazeniem.
Badanie histopatologiczne wykazalo zalezne od
dawki zmiany w watrobie: minimalne do silnie
zaznaczonych, od centralnej strefy zrazika do
rozsianej, wakoulizacja mikropecherzykowa
(= 200 mg/kg mc./dzien), ktorej towarzy-
szyt przerost komoérek watroby. W peche-
rzu moczowym stwierdzono obrzek tkanki
podnabtonkowej (= 200 mg/kg mc./dzien),
bez wplywu na tkanke nabtonkows. Nie stwier-
dzono zaleznych od narazenia zmian histopato-
logicznych w: jelicie cienkim, nerkach i szpiku
kostnym (Guerard i in. 2018).
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Badania toksycznosci chlorowodorku 4-chlo-
ro-2-toliloaminy prowadzono na szczurach
(TifRAI) i myszach (Tif:NMRI), (po 30/ptec/
grupe), ktérym podawano zwigzek w paszy
o stezeniach: 0; 750; 1 500; 3 000 lub 6 000 mg/kg
paszy przez 60 dni (oszacowane dawki dzienne
byly rzedu 75 + 600 mg/kg mc. dla szczuréw
i 150 + 1 200 mg/kg mc. dla myszy). U wszyst-
kich narazanych zwierzat obserwowoano: anemi¢
hemolityczng z retikulocytoza, wielobarwliwosé
erytrocytéw (ang. polychromatophilia), tworzenie
cialek Heinza, methemoglobinemie oraz zmniej-
szone stezenie hemoglobiny, wartosci hematokry-
tu i liczby erytrocytow. U zwierzat otrzymujacych
dwie najwigcksze dawki 4-chloro-2-toliloaminy
nastgpifo zmniejszenie stezenia biatka calkowi-
tego we krwi w pordwnaniu do zwierzat z grup
kontrolnych. Parametry moczu u zwierzat na-
razanych byly w normie, z wyjatkiem wzrostu
przypadkéw krwiomoczu u samcoéw szczu-
row, otrzymujacych najwieksza dawke zwigzku.
W badaniu sekcyjnym wykazano zalezne od
dawki powiekszenie watroby i $ledziony oraz
tagodng do umiarkowanej wakoulizacje hepa-
tocytow. W pecherzu moczowym u myszy obu
plci obserwowano przekrwienie oraz zalezng od
dawki proliferacje nablonka przejsciowego (MAK
1993; Suter i in. 1976a; 1976b).

W  celu okredlenia poziomu dawkowa-
nia  chlorowodorku  4-chloro-2-toliloami-
ny dla eksperymentu przewleklego myszom
B6C3F1 (5/pte¢/grupe) i szczurom F344
(5/ple¢/grupe) podawano przez 7 tygodni ba-
dany zwigzek (w paszy) w zakresie stezen:
250 + 10 000 mg/kg paszy (szczury samce)
i 1 000 + 50 000 mg/kg paszy (szczury samice)
oraz 2 000 + 15 000 mg/kg paszy (myszy samce)
i 15 000 + 20 000 mg/kg paszy (myszy samice).
Po zakoniczeniu narazania u zwierzat stwier-
dzono powiekszenie $ledziony u szczuréw obu
plci przy narazeniu na zwigzek (w paszy)
o stezeniu 10 000 mg/kg paszy (oszacowane daw-
ki dzienne: 1 000 mg/kg mc./dzien dla samcow
oraz 1 130 mg/kg mc./dzien dla samic). Stwier-
dzono takze zalezne od dawki zmniejszenie
masy ciala u obu gatunkéw zwierzat. Na podsta-
wie 10-procentowego zmniejszenia masy ciata
wyznaczono wartosci NOAEL, ktére wynosity:
677 mg/kg mc./dzien dla szczuréw oraz
1 800 mg/kg mc./dzien dla myszy (NCI 1979).
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W niepublikowanym badaniu, prowadzonym
przez Ciba-Geigy (1992b), myszy ICR (30/ple¢/
grupe) otrzymywaly 4-chloro-2-toliloaming
(w paszy) o stezeniach: 0; 20; 100 lub 500 mg/kg
paszy przez 80 tygodni. Oszacowane dawki dzien-
newynosilyodpowiedniodlasamcoéw:0;3,60;18,0
lub 89,9 mg/kg mc./dzien, natomiast dla samic:
0; 3,69; 18,4 lub 92,2 mg/kg mc./dzien. Narazanie
zwierzat na 4-chloro-2-toliloamine spowodowa-
fo istotny, zalezny od dawki, wzrost ich padnig,
zwlaszcza samic. Wszystkie samice padly w cia-
gu 67 tygodni po podaniu najwiekszej dawki.
Autorzy badania podajg, Ze nie bylo zauwazal-
nych, zwigzanych z narazeniem, zmian w para-
metrach moczu i parametrach hematologicz-
nych. Wzgledne masy narzadéw wewnetrznych
wykazywaly istotne réznice:

- nerki - zmniejszenie masy u samcow
otrzymujacych dawke 18,0 mg/kg mc./
dzien,

- tarczyca - zwiekszenie masy u samcow
z grupy otrzymujacej dawke 3,60 mg/kg
mc./dzien,

- $ledziona - zwigkszenie masy u samic
z grupy otrzymujacej dawke 18,4 mg/
kg mc./dzien.

Z parametréw biochemicznych istotng zmia-
ne w porownaniu do zwierzat z grupy kontrol-
nej stwierdzono dla zmniejszenia stezenia biatka
catkowitego w surowicy krwi u obu plci, oraz
zwiekszenie aktywnos$ci aminotransferazy alani-
nowej (ALT) u samic z grupy otrzymujacej daw-
ke 18,4 mg/kg mc./dzien. Na podstawie wzrostu
$miertelno$ci obu plci oraz wzrostu aktywnosci
ALT wyznaczono warto$ci NOAEL na poziomie
3,69 mg/kg mc./dzien, a wartos¢ LOAEL (ang.
Frank Effect Level, FEL) na poziomie 18,0 mg/kg
mc./dzien (EPA 2010).

Wyniki badan toksycznosci podprzewleklej
i przewleklej 4-chloro-2-toliloaminy u zwierzat
doswiadczalnych dotyczace skutkéw nienowo-
tworowych nie wykazaly konkretnego narzadu
krytycznego. Wskazaly gléwnie na toksycznosé
ogolnoustrojowy.

ODLEGtE SKUTKI DZIALANIA TOKSYCZNEGO

Dziatanie mutagenne i genotoksyczne

Wyniki badann mutagennosci i genotoksyczno-
$ci 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku

w warunkach in vitro i in vivo przedstawiono
w tabelach 4.1 5.

Tabela 4.
Wyniki badai mutagennosci 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku w warunkach in vitro
Wynik testu
Rodzaj testu Uktad badawczy <9 459 Pismiennictwo
Mutacje powrotne | SalmonellaTyphimurium TA100 (c) - + Zimmeriin. 1980
- - Haworthiin. 1983
- nb. Rashidiin. 1984
SalmonellaTyphimurium TA100 - + Suzukiiin. 2018
SalmonellaTyphimurium TA100 - + Goggelmanniin. 1996
SalmonellaTyphimurium TA1535 - -
SalmonellaTyphimurium TA1535 (c) - - Haworthiin. 1983
+ nb. Rashidiin. 1984
SalmonellaTyphimurium TA1537 - - Goggelmanniin. 1996
Salmonella T TA1537 (c) - - Zimmeriin 1980, Haworthiin. 1983
- nb. Rashidiin. 1984
SalmonellaTyphimurium TA1538 (c) - nb. Rashidiin. 1984
SalmonellaTyphimurium TA98 - + Goggelmanniin. 1996,
Suzukiiin. 2018
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cd. tab. 4.
Wynik testu
Rodzaj testu Ukfad badawczy Pismiennictwo
-S9 15
SalmonellaTyphimurium TA98 (c) - - Zimmeriin 1980, Haworthiin. 1983
- nb. Rashidiin. 1984
Escherichia coli\WP2 uvrA (c) - - Rashidiin. 1984
Escherichia coliWP2 (c) - -
Escherichia coliWP67 (c) - -
Escherichia coli CM611 () - -
Escherichia coli CM571 (c) - -
Saccharomyces cerevisiae D7 - - EHC 1998
Naprawa DNA SalmonellaTyphimurium TA1538 + nb. Rashidiin. 1984
(differential toxicity | salmonellaTyphimurium TA1978 + nb.
in deficient strains) | £scherichia coli rec nb.
Zaburzenia komorki V79 chomika chiriskiego - - Goggelmanniin. 1996
wrzeciona
Mutacje postepowe | komérki chtoniaka myszy L5178Y tk+ /- - - McGregoriin. 1988
Nieplanowa synteza | ludzkie fibroblasty - - EHC 1998
DNA (UDS) hepatocyty szczura + nb. Williams i in. 1989
Wymiana komoérki jajnika chomika chifiskiego (CHO) (c) + + Gallowayiin. 1987
chromatyd ludzkie limfocyty - - Goggelmanniin. 1996
siostrzanych (SCE)
Aberracje komérki jajnika chomika chifskiego (CHO) (c) + + Gallowayiin. 1987
chromosomowe ludzkie limfocyty - - Goggelmanniin. 1996
Pekniecia nici DNA | komorki V79 ptuc chomika chifiskiego (c) (+) nb. Zimmeriin. 1980
Transformacja komérki myszy BALB/c 3T3 (c) + nb. Matthewsiin. 1993
komérkowa
Objasnienia:

nb. — nie badano.

(+) — wynik stabo dodatni.
(c) - chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy.

Tabela 5.
Wyniki badan genotoksycznosci 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku w warunkach in vivo
Rodzaj testu Uktad badawczy Dawka/stezenie Wynik | PiSmiennictwo
Test plamkowy myszy C57BL6IXT (c) 3100 mg/kg p.o. + Lang 1984
(8 + 10 dzien cigzy)
Test dziedzicznej myszy NMRI/SPF (c) 49-200 mg/kg p.o. - Lang iAdler 1982
translokacji
Test kometowy myszy ddY, samce: 1-600 mg/kg p.o. Sekihashiiin. 2002
(uszkodzenie DNA) | - watroba, pecherz, ptuca, +
mozg, -
- zotadek, jelito grube, szpik;
szczury Wistar, samce: 1-500 mg/kg p.o.
- watroba, nerki, +
- zotadek, jelito grube,
pecherz, ptuca, mozg; -
szczury Wistar, samce: 28°25-250 mg/kg p.o., Guerardiin. 2018
- watroba, pecherz moczowy, | 28 dni przerwy, nastepnie +
- krew obwodowa, jelito 3150 -350 mg/kg p.o. -
cienkie
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Rodzaj testu Uktad badawczy Dawka/stezenie Wynik | Pidmiennictwo
Test mikrojadrowy szczury Wistar, samce —krew | 8 - 25 + 250 mg/kg p.o. + Guerardiin. 2018

obwodowa

komérki szpiku kostnego 2-100 + 400 mg/kg p.o. - EHC1998

chomika chinskiego
Wymiana chromatyd | komérki szpiku kostnego 2100 + 400 mg/kg p.o. - EHC 1998
siostrzanych chomika chirskiego
Aberracje komorki szpiku kostnego 2-100 + 400 mg/kg p.o. - EHC1998
chromosomowe chomika chinskiego
Uszkodzenie spermatogonie myszy 585+ 500 mg/kg p.o. - EHC 1998
chromosoméw

spermatocyty myszy 585+ 500 mg/kg p.o. -

co drugi dzien
Test dominujacej myszy, samce 1-110 lub 330 mg/kg p.o. - EHC 1998
mutagji letalnej
Wiazanie szczury Osborne-Mendel: 1-14 mg/kg i.p. Hilliin. 1979
kowalencyjne - watroba +
z makroczasteczkami | - nerki +
(RNA > biatka >
DNA)
Wiazanie watroba myszy samcéw (c) 1-25mg/kg p.o. + Bentleyiin.1986ab
kowalencyjne . .
| watroba szczuréw 1-25mg/kg p.o.

z makroczasteczkami
(biatka > RNA > SpraqueDawley (c)
DNA)
Wigzanie szczury Wistar, samice 1-0,5 mmol/kg + Birner, Neumann 1988
z hemoglobing myszy B6C3F1, samice 1-2 mmol/kg

Objasnienie:
(c) - chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy.

Badania dzialania mutagennego 4-chloro-
-2-toliloaminy w niezaleznych testach (z wyko-
rzystaniem roznych szczepow Salmonella Typhi-
murium) wskazywaly w wiekszosci przypadkoéw
wyniki ujemne (wyjatek stanowily szczepy:
TA100, TA98 - z aktywacja metaboliczng;
TA1535 - bez aktywacji metabolicznej), a z uzy-
ciem szczepow Escherichia coli wyniki ujemne
we wszystkich przypadkach. Ponadto testy na-
prawy DNA (tylko bez aktywacji metabolicznej)
potwierdzily u Escherichia coli wyniki ujemne,
jednak u Salmonella Typhimurium - dodatnie,
co wskazuje na indukcje uszkodzen DNA.

Badania w warunkach in vitro z wykorzysta-
niem komorek ssakow wykazaly, ze 4-chloro-
-2-toliloamina powoduje: pekniecia nici DNA,
nieplanowg synteze DNA w pierwotnych hepa-
tocytach szczura, wzrost wymiany chromatyd
siostrzanych i aberracji chromosomowych (tyl-
ko w obecnosci zewnetrznego ukladu metabo-
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lizujacego) w komorkach chomika chinskiego
oraz transformacje nowotworowa komoérek my-
szy BALB/c 3T3. Ponadto w warunkach in vivo
w tescie plamkowym u myszy takze otrzymano
wyniki dodatnie.

W badaniach w warunkach in vivo przepro-
wadzonych na myszach i szczurach wykazano,
ze 4-chloro-2-toliloamina wigze sie z watrobo-
wym DNA i RNA, przy czym poziom adduktow
byt wiekszy u myszy niz u szczuréw. Natomiast
ujemne wyniki otrzymano zaréwno w testach
w warunkach in vitro wymiany chromatyd sio-
strzanych (SCE), jak i aberracji chromosomo-
wych w ludzkich limfocytach oraz w warunkach
in vivo w tescie dziedzicznej translokacji u myszy.

Najnowsze badania oceniajace genotoksycz-
nos$¢ w warunkach in vivo (Guerard i in. 2018)
u samcow szczura Wistar, ktore byly narazane
per os przez 28 dni na 4-chloro-2-toliloamine
w dawkach 25 + 250 mg/kg mc./dzien i dodat-
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kowo po 28 dniach wolnych od narazenia jesz-
cze przez kolejne 3 dni na dawki 150 + 350 mg/
kg mc./dzien wykazaly dodatni wynik testu ko-
metowego w watrobie i pecherzu moczowym.
Wyniki te (szczegolnie dla watroby) sa zgodne
z wczesniejszymi badaniami zaréwno u szczu-
réw, jak i myszy (Sekihashi i in. 2002). Guerard
i in. (2018) wuzyskali réwniez dodatni wy-
nik testu mikrojadrowego dla krwi obwodo-
wej pobranej od samcéw szczura Wistar na-
razanych per os na 4-chloro-2-toliloamine
(25 + 250 mg/kg mc./dzien) przez 8 kolejnych dni.

Potwierdzono takze, ze 4-chloro-2-toliloami-
na wykazuje dzialanie mutagenne u Salmonella
Typhimurium szczepu TA98 i TA100 jedynie
w obecnosci aktywacji metabolicznej (Suzuki
iin. 2018).

Wiazanie z makroczasteczkami

Znakowany radioizotopowo "C chlorowodorek
4-chloro-2-toliloaminy podano jednorazowo, do-
otrzewnowo szczurom Osborne-Mendel w daw-
ce 14 mg/kg mc. Po 24 h okreslono ilo$¢ nieod-
wracalnie zwigzanego radioaktywnego zwigzku
w narzadach. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze 4-chloro-2-toliloamina wigzata sie glownie
w watrobie z: RNA > biatkami > DNA; wigzanie
w nerkach byto kilka do kilkunastokrotnie
mniejsze. W pozostalych narzadach wigzanie
4-chloro-2-toliloaminy z makroczasteczkami bylo
$ladowe (Hill i in. 1979).

W badaniach wigzania kowalencyjnego chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy z makrocza-
steczkami u szczuréw i myszy wykazano, Ze sto-
pien tego wigzania z watrobowym DNA u myszy
byt okolo dwukrotnie wigkszy niz u szczuréw
we wszystkich badanych punktach czasowych,
tj. po: 6, 12, 281 68 h po podaniu per os pojedyn-
czej dawki 25 mg/kg mc. chlorowodorku 4-chlo-
ro-2-toliloaminy znakowanego weglem "“C
(Bentley i in. 1986a). Stopien wigzania kowalen-
cyjnego z DNA zmniejszal sie w czasie po nara-
zeniu, co wskazuje, ze uszkodzenie DNA bylo
odwracalne, a zakres i szybko$¢ naprawy byl
podobny u obu gatunkéw. Ocena wigzania kowa-
lencyjnego (20 h po narazeniu) wykazala, ze sto-
pien wigzania byl proporcjonalny do catkowitej
podanej dawki, po wielokrotnym (do 5 dni) poda-
waniu 4-chloro-2-toliloaminy zaréwno u szczu-
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réw, jak i u myszy. U obu gatunkow stwierdzono
dwa gléwne hydrofobowe addukty z DNA (szcze-
gotowo nie scharakteryzowane), przy czym jeden
z nich wystepowal od 6 do 30 razy czgsciej u my-
SZy NiZ U SZCZUrow.

W innym badaniu (Bentley i in. 1986b) wy-
kazano, ze we wszystkich punktach czasowych
po jednorazowym podaniu [**C]-4-chloro-2-to-
liloaminy stopien wigzania z makroczasteczka-
mi zmniejszal si¢ w kolejnosci: biatko > RNA
> DNA u obu gatunkéw. Badania w warunkach
in vitro udowodnity, ze frakcje subkomoérkowe
watroby myszy katalizowaly wigzanie 4-chloro-
-2-toliloaminy do DNA cielecej grasicy fatwiej
niz frakcje watroby szczura. Wyniki te sugeruja,
ze tworzenie reaktywnych metabolitéw 4-chlo-
ro-2-toliloaminy zachodzi wydajniej u myszy
niz u szczuréw. Jednak wigzanie z biatkiem
i RNA bylo intensywniej zaznaczone u szczura
niz u myszy. Dwadzie$cia godzin po jednorazo-
wym podaniu [**C]-4-chloro-2-toliloaminy ilo§¢
zwigzana z biatkami watroby szczuréw wynosita
199 + 18 pmol/mg, co stanowilo ponad 3 razy
wiegksza warto$¢ niz u myszy (62 + 16 pmol/mg).

Mozna przypuszczaé, ze z 4-chloro-2-toli-
loaminy powstaja rozne reaktywne metabolity:
u myszy wiecej metabolitéw reagujacych z DNA,
podczas gdy u szczurdw wigcej metabolitow
o wysokim powinowactwie do bialek i RNA.
Roéznice gatunkowe w metabolizmie 4-chloro-
-2-toliloaminy mogg tlumaczy¢ fakt, ze myszy sg
réwniez bardziej podatne na dziatanie rakotwor-
cze tej substancji.

Duza czgsto§¢ wystepowania naczyniakow
krwionosnych zwiagzanych z przewleklym po-
dawaniem 4-chloro-2-toliloaminy sugeruje, ze
komorki $rédblonka naczyn krwionos$nych sa
najbardziej podatne na dzialanie tego zwiazku.
Bentley i in. (1986b) wykonali badania nad wia-
zaniem 4-chloro-2-toliloaminy do DNA wyizo-
lowanego z komorek niemigzszowych watroby
myszy, ale nie wykazali preferencyjnego wigza-
nia do DNA w tych komérkach.

Birner i Neumann (1988) przeprowadzili ba-
dania, podajac 4-chloro-2-toliloamine doustnie
(per os) samicom szczuréw Wistar i samicom
myszy B6C3F1. Wykazano, ze wskaznik wigza-
nia z hemoglobing (HBI) dla 4-chloro-2-tolilo-
aminy byt 11-krotnie wiekszy (HBI = 28 mmol/
mol Hb na dawke w nmol/kg) u szczuréw niz
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u myszy (HBI 2,5 mmol/mol Hb/nmol/kg).
Z kolei wyznaczony przez Sabbioniego i Neuman-
na (1990) HBI dla 4-chloro-2-toliloaminy byt
ponad 10-krotnie mniejszy (HBI 2,4) i dotyczyt
narazenia per os samic szczura Wistar na pestycyd
chlordimeform (prekursor 4-chloro-2-toliloami-
na). Rdznice te s3 uwarunkowane koniecznoscig
zmetabolizowania chlordimeformu do 4-chloro-
-2-toliloaminy, a nastepnie zwigzania z Hb.

Dziatanie rakotworcze

Dziafanie rakotwércze na ludzi

Pierwsze doniesienia o wystepowaniu nowo-
tworéw pecherza moczowego, formutowane na
podstawie retrospektywnych obserwacji niewiel-
kich grup mezczyzn zawodowo narazonych na
4-chloro-2-toliloaming, pojawily sie juz w latach
30. XX wieku. Currie (1933) opisal wowczas je-
den przypadek raka pecherza, ktdry wystapil
w grupie 9 mezczyzn zatrutych 4-chloro-2-toli-
loaming, u ktérych stwierdzono krwiomocz.

Pierwsze badania epidemiologiczne, prze-
prowadzone wsérdéd pracownikéw narazonych
zawodowo na 4-chloro-2-toliloaming, prowa-
dzono w Szwajcarii (Uebelin, Pletscher 1954)
i w USA (Ott, Langner 1983). Uebelin i Pletscher
(1954) badali grupe 35 pracownikéw zatrudnio-
nych w latach 1924-1953 przy produkcji 4-chlo-
ro-o-toluidyny z o-toluidyny i nie stwierdzili
wystepowania raka pecherza moczowego. Oft
i Langner (1983) wydzielili sposréd 342 pra-
cownikéw (zakladu produkujacego barwniki)
podkohorte 117 mezczyzn, ktérzy mogli mieé
bezposredni kontakt z 4-chloro-2-toliloaming
i dokonali retrospektywnej analizy epidemiolo-
gicznej za 35 lat. Badacze stwierdzili w tej gru-
pie jedynie nieistotny wzrost zgondéw z powodu
nowotwordw tacznie (12 obserwowanych wobec
8 oczekiwanych). Nie stwierdzono natomiast
zadnego przypadku raka pecherza.

Stasik i in. (1985) prowadzili badanie umie-
ralno$ci w historycznej kohorcie 335 pracowni-
kow, ktérzy w latach 1929-1982 byli zatrudnieni
przy produkgji i przetwarzaniu 4-chloro-2-tolilo-
aminy przez co najmniej 12 miesiecy. Nie stwier-
dzono zadnego przypadku zgonu z powodu raka
pecherza, stwierdzono natomiast pie¢ zgonow
z powodu nowotworéw o innej lokalizacji. Te
pie¢ zgonoéw wystapito w grupie 116 pracowni-
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kow, ktorzy pracowali przy produkcji 4-chloro-
-2-toliloaminy przed 1970 r., kiedy panowaly tam
gorsze warunki pracy i duze (blizej nieokreslone)
stezenia 4-chloro-2-toliloaminy. W tej subko-
horcie zdiagnozowano osiem przypadkow raka
pecherza moczowego; w siedmiu przypadkach
nowotwér mial charakter urotelialnego raka
brodawkowatego, a u jednej osoby miat lite utka-
nie z komponentg gruczotowata. Pracownicy,
uktorych stwierdzono raka pecherza, byli naraze-
ni na 4-chloro-2-toliloaming $rednio przez 25 lat
(1,5 + 30 lat), w tym przed rokiem 1970 (wigk-
sze stezenia ) $rednio przez 14 lat (1,5 + 20 lat).
Nalezy jednak podkresli¢, ze wérdéd osmiu oséb
z nowotworami cztery byly narazone jedynie
przez 1,5 + 4 lat, a dwie z nich przeszty krwo-
toczne zapalenie pecherza na 4 i 14 lat przed wy-
stagpieniem raka pecherza. Okres latencji u tych
o$miu pacjentéw wynosil 17 + 38 lat (mediana
27,5). Sposrdd szesciu pacjentéw, u ktorych uda-
fo si¢ okresli¢ szybkos¢ procesu N-acetylaciji,
u czterech stwierdzono fenotyp wolnej acetyla-
cji. Standaryzowany wspodltczynnik zachorowal-
nosci dla rakéw pecherza moczowego w badanej
subkohorcie, przy wartosci oczekiwanej 0,11,
byt 72,7-krotnie wigkszy (Stasik 1988). Pdzniej-
sze (po 10 latach) badanie tej samej subkohorty
116 pracownikow wykazalo, ze liczba zachoro-
wan na raka pecherza moczowego wzrosta do 12,
co oznacza, ze zachorowato 12,3% tej subkohorty
(Stasik 2003).

Boyle i Macferlane (EHC 1998) obserwowali
zachorowania na raka pecherza w historycznej
kohorcie 847 oséb narazonych na 4-chloro-
-2-toliloamine przy produkeji chlordimeformu
w: Szwajcarii, USA, Wielkiej Brytanii i Australii.
W badanej kohorcie stwierdzono 10 zachorowan
na raka pecherza moczowego (oczekiwano 2,63),
a standaryzowany wspolczynnik zachorowalno-
$ci (SIR) wyniost 3,8. W samej tylko Szwajcarii
stwierdzono 4 zachorowania (wobec 0,72 oczeki-
wanych), a SIR wynosit 5,6 (EHC 1998).

Popp i in. (1992) przeprowadzili analize
wystepowania raka pecherza moczowego w ko-
horcie 49 mezczyzn zatrudnionych przy synte-
zie chlordimeformu z 4-chloro-2-toliloaminy.
Pracownicy byli narazeni jedynie przez 8 + 12
tygodni w roku. Laczny czas narazenia wynosil
3 + 956 dni ($rednio 271 dni) w okresie 10 + 25
lat ($rednio 18 lat). W dostepnym pismiennictwie
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nie ma informacji na temat wielko$ci narazenia,
poniewaz w latach 1965-1976 nie prowadzo-
no pomiardw stezen w powietrzu ani wydalania
z moczem. Produkgji zaprzestano w 1976 r., po-
prawiono warunki pracy i produkcje ponownie
wznowiono w 1980 r. W 1986 r. produkcja chlor-
dimeformu zostala calkowicie wstrzymana. Po
poprawie warunkéw pracy prowadzono moni-
toring 4-chloro-2-toliloaminy i chlordimeformu
w moczu i wykazano, Ze narazenie bylo mini-
malne (brak danych liczbowych). W obserwowa-
nej kohorcie (49 mezczyzn) stwierdzono siedem
przypadkow raka pecherza moczowego. W chwili
wykrycia nowotworu wiek pracownikéw wyno-
sit 43 + 62 lat (Srednio 56 lat), okres latencji od
pierwszego narazenia — 15 + 23 lat ($rednio 19 lat),
natomiast faczny okres narazenia — 291 + 766 dni
(Srednio 575 dni). Szes¢ wykrytych nowotwordéw
mialo typ histologiczny raka z nablonka przej-
sciowego (urotelialnego), a u jednej osoby wy-
stapit rak brodawkowaty pecherza. U pigciu oséb
okreslono fenotyp N-acetylacji i stwierdzono, ze
4/5 0s6b bylo ,wolnymi acetylatorami”. Do zakon-
czenia obserwacji kohorty (1990 r.) spo$rdd sied-
miu 0s6b z rozpoznanym rakiem pecherza dwie
zmarly - jedna z powodu zawalu serca, druga
z powodu nowotworu moézgu. W analizowanej
kohorcie wystapila znaczna nadwyzka przypad-
kow raka pecherza moczowego; zaleznie od przy-
jetej wartosci oczekiwanej (dane z rejestrow nie-
mieckich i dunskich) od 35 do 90 razy wiecej niz
w populacji referencyjnej. Nalezy jednak podkre-
8li¢, ze osoby te w okresie obserwacji byly nara-
zone na 4-chloroaniling, jednak w mniejszych
ilosciach i przez krétszy czas niz na 4-chloro-2-to-
liloamine.

IARC uznata, ze dowod na rakotworcze dzia-
tanie 4-chloro-2-toliloaminy na ludzi jest ograni-
czony (ang. limited evidence). W ogdlnej ocenie
IARC zaliczyta 4-chloro-2-toliloamine do grupy
2A - zwigzkéw o prawdopodobnym dziataniu
rakotwodrczym na czltowieka (IARC 2010).

Dziatanie rakotwoércze na zwierzeta

Dziatanie rakotworcze badano tylko dla chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy po dlugo-
trwalym narazeniu szczuréw i myszy na badany
zwigzek podawany z pasza (tab. 6. + 11.). Nie
prowadzono badan po narazeniu inhalacyjnym.
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Badanie dzialania rakotworczego Weisbur-
ger i in. (1978) przeprowadzili na 6- + 8-tygo-
dniowych myszach CD-1 (uzyskanych ze szcze-
pu HaM/ICR) obu pici, ktére byly narazane na
chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (o czy-
stosci 97 +99%) z pasza przez 18 miesiecy. Przez
kolejne 3 miesigce zwierzeta obserwowano.
W badaniu wykorzystano réwnolegle grupe kon-
trolng dla obu pici oraz dodatkowa grupe kon-
trolng z innego, wigkszego badania. Charaktery-
styke tego doswiadczenia przedstawiono ponizej:
Zwierzeta: myszy, HaM/ICR, CD-1:

253125 Q w grupie,
grupa kontrolna:

253125 Q;

spulowana grupa kontrolna
z wiekszego badania:

99 31102 9.

d 05 750 lub 1 500 mg/kg
paszy przez 18 miesigcy;

€ 0;2 000 lub 4 000 mg/kg
paszy przez 18 miesiecy.

d:0; 90 lub 180 mg/kg mc.;
Q:0; 260 lub
520 mg/kg mc.

Dawkowanie:

ADD
(skorygowana
dawka dzienna),
(ang. adjusted

daily dose):

HED* (dawka d:19,7 lub 39,4 mg/kg mc.;
rownowazna dla  Q:52,5lub

czlowieka - 105,0 mg/kg mc.

ang. human

equivalent dose):

Sekgja: po 21 miesigcach.

Toksycznos¢: nieokreslona.

* — wyliczenie HED wykonane przez EPA (2010)
na podstawie danych Weisburgeriin. 1978.
HED = dawka - spozycie paszy na dzien - (1/masa
ciala) - (czas dawkowania w dniach/czas trwania
badania w dniach) - ($rednia masa ciala samca
myszy/$rednia masa ciata cztowieka)'*.

HED = 2 000 mg/kg - (0,0057 kg/dzien) -
(1/0,0317 kg) - (560 dni/560 dni) - (0,0317 kg/
70 kg)'* = 52,5 mg/kg/dzien.

Przypadki  wystepowania  nowotwordw
u zwierzat narazonych poréwnano statystycz-
nie ze zwierzetami z grup kontrolnych. Wyka-
zano, ze narazenie na chlorowodorek 4-chloro-
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-2-toliloaminy prowadzi przede wszystkim do
naczyniakéw i naczyniakomigsakow, gltéwnie
w $ledzionie oraz tkance tluszczowej podskor-

Tabela 6.

nej i z przestrzeni pozaotrzewnowej. Czestosc
wystepowania tych nowotworéw przedstawio-
no w tabeli 6.

Czestosc wystepowania nowotworéw u myszy, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy ( Weisburgeriin. 1978)

Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Ptec
: 3ol e 0 750 1500 2000 | 4000
kontrola)
Guzy naczyniowe (naczyniaki 3 5/99 0/14 12/20* 13/20*
i naczyniakomiesaki przestrzeni Q 9/102 0/15 18/19* 12/16*
pozaotrzewnowej, ledziony
i podskérne)
Inne nowotwory 3 14/99 1/14 7/20 6/20
Objasnienia:
& - samiec.
Q@ —samica.

*p< 0,025 (test Fischera)

W badaniu przeprowadzonym przez Sachsse
i in. (1978) réwniez wykorzystywano narazenie
na chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy po-
dawany myszom Tit:MAG/SPF obu plci w paszy
przez 24 miesigce. Obserwacje zwierzat prowa-
dzono do czasu ich padnigcia. Krotkg charakte-
rystyke tego badania przedstawiono ponizej:

Zwierzeta:  myszy, TitMAG/SPF: 50 &'i50 @
w grupie,
grupa kontrolna: 50 J'i 50 9.
Dawkowanie: 0; 2; 20; 100 lub 500 mg/kg paszy
przez 24 miesiace.
Sekcja: po padnieciu.
Tabela7.

Toksycznos¢: zalezny od dawki wzrost $mier-
telnosci, padniecie spowodowane
rozwojem nowotworu.

Autorzy badania odnotowali zaleznos$¢ po-
miedzy wielkoscig zastosowanej dawki zwigzku
badanego a $miertelnoscig zwierzat. Padniecie
myszy spowodowane byto rozwojem nowotwo-
réw - zlodliwych naczyniakéw krwionos$nych
z komorek $rodblonkowych, ktoérych czestosé
wystepowania przedstawiono w tabeli 7.

Czestosc wystepowania nowotworéw u myszy, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Sachsseiin. 1978)

Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Ptec
0 2 20 100 500
Ztodliwe naczyniaki krwionosne g 2/50 0/50 10/50 31/50 40/50
z komérek Srodbtonkowych Q 3/50 1/50 8/50 31/50 34/50
Objasnienia:
& - samiec.
Q - samica.

Kolejny niepublikowany raport dotyczy ba-
dan (Ciba-Geigy 1992b; EPA 2010), ktére byly
przeprowadzone na myszach szczepu ICR obu
plci. Zwierzeta narazano na chlorowodorek
4-chloro-2-toliloaminy podawany w paszy przez
80 tygodni. Autorzy badania odnotowali niewiel-
kie zmniejszenie przyrostu masy ciala (%) dla
najwigkszego stezenia w paszy oraz istotng sta-
tystycznie wieksza $miertelno$¢ (4 i @) dla
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stezenia 100 oraz 500 mg/kg paszy (test Fischera,
p <0,05). Ponadto wykazano zmiany nowotworo-
we o roznej lokalizacji, gléwnie: raki, gruczolaki,
migsaki, bialaczki, ktorychszczegdtowyopis przed-
stawiono w tabeli 8. Charakterystyke tego badania
podano ponizej:

Zwierzeta: myszy, ICR: 30 &' 30 @ w grupie;

grupa kontrolna: 30 4130 <.

Dawkowanie: 0, 20, 100 i 500 mg/kg paszy

PiMOSP nr 3(105)



4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek (w przeliczeniu na 4-chloro-2-toliloamine) - frakcja wdychalna.
Dokumentacja proponowanych dopuszczalnych wielkosci narazenia zawodowego

przez 80 tygodni. Toksycznos¢: niewielkie zmniejszenie przyrostu
ADD: 305 3,6; 18 lub 89,9 mg/kg mc; masy ciata w grupie @ 500 mg/kg
Q:0; 3,69; 18;4 lub paszy, istotny wzrost $miertelnosci
92,2 mg/kg mc. (31 Q) dla srodkowej i najwiekszej
HED: 0; 0,525; 2,62 lub 13,1 mg/kg mc. dawki.
Sekgja: po 80 tygodniach.
Tabela 8.
Czestos¢ wystepowania nowotworow u myszy, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Ciba-Geigy 1992b)
. 3 Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
R Pt
odzaj nowotworu el B 7 0 =
Watroba: raki i gruczolakie 3 48,5(26,7) 56,3 (30,0) 53,3 (27,6) 63,9 (20,7)
? 14,8 (6,9) 74(33) (0,0) 18,8 (10,7)
Phuca: gruczolakid d 38,7(20,0) 41,4 (20,0) 7(3.4) 61,4 (17,2)
? 14,8 (6,9) 37,5(20,0) 59 0(13,8) 10,6 (7,1)
Biataczki i migsaki limfatyczne® 3 20,1(16,7) 4(3,3) 19,9 (10,3) 0,0(0,0)
Q 38,0(24,1) 17 3 (10,0) 32,8(20,7) 3,6 (3,6)
Migsaki siateczkowokomorkowe? d 7,7(3.3) 8(3.3) ,0(0,0) 6,2(3,4)
Q 0,0(0,0) (0 0) ,0(0,0) 0,0(0,0)
Prawdopodobnie miesaki 3 0,0(0,0) 3(3,3) 41 8(24,1) 84,6 (20,7)
siateczkowokomérkowe? Q 0,0(0,0) 17 3 (17,3) 14,3 (6,9) 84,9 (21,4)
Niesklasyfikowane nowotwory ztosliwe? g 0,0(0,0) 23,1(10,0) 72,8 (48,3) 62,2 (48,3)
Q 0,0(0,0) 70,0 (46,7) 70,8 (41,4) 87,0 (64,3)
Czestos¢ wystepowania nowotworu? d 72,7(56,7) 83,3(60,0) 96,1(86,2) 100,0 (86,2)
Q 56,3 (37,9) 85,5(70,0) 93,6 (79,3) 100,0 (92,9)
Objasnienia:
(?) - wyniki podano w procentach wyliczonych przez Ciba-Geigy (1992b) obliczone metoda Naive (EPA 2010).
& - samiec.
Q@ - samica.

W 1979 r. NCI opublikowalo wyniki badan
narazenia przewleklego myszy B6C3F1 (n = 50
dla grup narazonych; n = 20 dla grup kontrol-
nych) na najwieksze z przedstawionych dotych-
czas poziomdw chlorowodorku 4-chloro-2-toli-
loaminy (o czysto$ci > 99%) w paszy, J: 0; 3 750
lub 15 000 mg/kg przez 99 tygodni oraz @: 0;
1 250 mg/kg paszy przez 99 tygodni lub
5 000 mg/kg paszy przez 92 tygodnie (tab. 9.).
Narazenie na chlorowodorek 4-chloro-2-to-
liloaminy prowadzito do istotnego zmniej-
szenia masy ciala w poréwnaniu do zwierzat
z grupy kontrolnej, przy czym skutek ten byt
bardziej zaznaczony u samic. Ponadto odno-
towano istotne zwickszenie liczby padniec
zwierzat obu plci. Wyniki badan histopatolo-
gicznych potwierdzily istotny wzrost czestosci
wystepowaniazaréwnonaczyniakomiesakoéw,jak
i Iacznie ocenianych naczyniakomigsakéw
oraz naczyniakéw krwionosnych u obu plci
w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej
(tab. 9.). Dane te s3 zgodne z otrzymanymi

PiMOSP nr 3(105)

wczesniej wynikami badan przez Weisburger
iin. (1978). Doswiadczenie to opisano ponizej:
Zwierzeta: myszy, B6C3F1: 50 4'i 50 @

w grupie, grupa kontrolna:
203120 9.

40,3 7501 15 000 mg/kg
paszy przez 99 tygodni;

? 011250 mg/kg paszy

przez 99 tygodni;

© 5000 mg/kg paszy przez

92 tygodnie.

d:0; 450 lub 1 800 mg/kg mc.;
Q:0; 162 lub 648 mg/kg m.c.
d:0;98,4 1393 mg/kg mc.;

Q:0; 32,81 131 mg/kg mc.

po 92 lub 99 tygodniach.
zalezny od dawki wzrost
$miertelnosci, padniecia
spowodowane rozwojem
nowotworu.

Dawkowanie:

ADD:
HED:

Sekcja:
Toksycznos¢:
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Tabela 9.
Czestosc wystepowania nowotworéw u myszy, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (NCI 1979)
; Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Pte¢
0 1250 3750 5000 15000
Naczyniakomiesaki krwiono3ne 3 0/20 3/50 37/50
? 0/18 40/49 39/50
Naczyniaki i naczyniakomiesaki krwiono3ne 3 0/20 6/50
Q 1/18 44/49 39/50 41/50
Objasnienia:
J - samiec.
Q@ —samica.

Oceng dziatania rakotworczego chlorowo-
dorku 4-chloro-2-toliloaminy u szczuréw prze-
prowadzili Weisburger i in. (1978). Ponizej poda-
no krotka charakterystyke tego doswiadczenia:
Zwierzeta: szczury Crl:CD: 25 &' w grupie,
grupa kontrolna: 25 J,
spulowana grupa kontrola
z wiekszego badania: 111 J.

0; 2 000 lub 4 000 mg/kg paszy
przez 3 miesigce; nastepnie:

0; 500 lub 1 000 mg/kg paszy
przez kolejne 15 miesiecy.

35,4 oraz 70,8 mg/kg mc.

po 24 miesigcach (6 miesigcy
obserwaciji).

konieczne byto zmniejszenie
dawki, poniewaz przyrost masy
ciala zmniejszal si¢ o ponad 10%.
brak istotnego wzrostu czestosci
wystepowania NOwWOtworow.

Dawkowanie:

HED:
Sekgja:

Toksycznos¢:

Nowotwory:

Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (czy-
sto$¢ nieznana) podawano w paszy jedynie sam-
com szczuréw Crl:CD przez 3 miesigce, nastep-
nie zmniejszone dawki zwigzku podawano przez
15 miesigcy. Przez kolejnych 6 miesiecy zwie-
rzeta podlegaly obserwacji, podczas ktdrej byty
zywione paszg dla zwierzat z grupy kontrolne;j.
Sekeji dokonywano po 24 miesigcach trwania
doswiadczenia. Autorzy badania udokumento-
wali brak istotnego wzrostu czesto$ci wystepo-
wania nowotwor6w u szczurdw z grup badanych
w poréwnaniu z odpowiednimi grupami kontro-
Inymi (Weisburger iin. 1978).

W innym badaniu Ciba-Geigy (1992a) row-
niez wykorzystywano chlorowodorek 4-chlo-
ro-2-toliloaminy (nieznana czysto$¢), ktory
podawano w paszy szczurom Sprague-Dawley
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obu plci przez 94 (&) lub 104 (Q) tygodnie.
Nie odnotowano statystycznie istotnych roz-
nic w masie ciala pomiedzy zwierzetami na-
razonymi na chlorowodorek 4-chloro-2-toli-
loaminy a grupami kontrolnymi. Wykazano
natomiast, ze badany zwigzek przyczynial si¢
do zaleznego od dawki czgstszego wystepowa-
nia (a u samic réwniez wigkszego nasilenia)
nowotworéw w watrobie (ztosliwych i tagod-
nych), jak i nadnerczach. Ponadto odnotowano
zmiany nowotworowe w przysadce i gruczole
piersiowym, jednak nie byly one skorelowane
z wielko$cig podanej szczurom dawki (tab. 10.).
Charakterystyke badania podano ponize;:
Zwierzeta: szczury, Sprague-Dawley:

30 4130 Q@ w grupie;

grupa kontrolna: 30 4130 ¢.

05 20; 100 i 500 mg/kg

paszy przez 94 (&) lub

104 () tygodnie

3:0; 1,38; 6,88 lub

34,4 mg/kg mc.;

¢:0; 1,64; 8,2 lub 41,0 mg/kg mc.
d: 05 0,405; 2,02 lub

10,1 mg/kg mc.;

Q:0;0,421; 2,11; lub

10,5 mg/kg mc.

po 94 (&) lub 104

(?) tygodniach.

zalezny od dawki wzrost
$miertelno$ci samic

(po 104 tyg. odpowiednio:

52; 60; 661 80%).

Dawkowanie:

ADD:

HED:

Sekgcja:

Toksycznos¢:
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Tabela 10.

Czestosc wystepowania nowotworéw u szczurdw, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Ciba-Geigy 1992a)

) 3 Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Ptec
0 20 100 500
Guzy watroby? 3 0,0(0,0) 113.3) 45,1(16,7) 80,3 (43,3)
Q 0,0(0,0) 25,9 (10,0) 81,8 (31,0) 91,8 (66,7)
Ztosliwe i prawdopodobnie ztosliwe nowotwory watroby? d 0,0(0,0) 1,1(3,3) 12,5(3,5) 45,5 (16,7)
(watrobiaki) Q 0,0(0,0) 0,0(0,0) 14,5(3,4) 48,7(16,7)
Prawdopodobnie tagodne nowotwory watroby J 0,0(0,0) 0,0(0,0) 36,8 (13,3) 56,1(26,7)
(watrobiaki) i rozrost gruczolakowaty? Q 0,0(0,0) 25,9 (10,0) 76,2 (27,6) 78,0 (50,0)
Gruczolaki nadnerczy i rozrost gruczolakowaty? J 33,3(13,3) 47,8 (20,0) 45,1(16,7) 38,4(20,0)
Q 58,0(27,6) 72,6 (40,0) 87,2(55,2) 82,7(53,3)
Gruczolaki przysadki d 44,7(23,3) 71,8 (36,7) 50,0 (16,7) 43,2(20,0)
? 83,9(58,6) 86,6 (60,0) 80,4 (55,2) 90,5 (60,0)
Catkowita czestos¢ wystepowania nowotworu? J 74,8 (46,7) 86,1(56,7) 86,2 (43,3) 92,5(56,7)
Q 93,9(82,8) 98,0 (83,3) 100,0 (96,7)
Objasnienia:
& - samiec.
Q - samica.

2~ wyniki podano w procentach wyliczonych przez Ciba-Geigy (1992a), obliczone metoda Naive (EPA 2010).

b — wartos¢ nie wyliczona w tym badaniu.

NCI (1979) przeprowadzilo 2-letnie (107 ty-
godni) badanie dzialania rakotwodrczego chloro-
wodorku 4-chloro-2-toliloaminy (czystos¢ > 99%)
podawanego szczurom szczepu F344 obu plci
w paszy. Charakterystyke badania podano ponize;j:

Zwierzeta:  szczury F344: 50 &
i50 @ w grupie;
grupa kontrolna: 20 J'i 20 9.
Dawkowanie: 0; 1 250 oraz 5 000 mg/kg
paszy przez 107 tygodni.
HED: (3): 0; 26,8 lub 107 mg/kg m.c;
(9):0;27,4 1ub 110 mg/kg m.c.
Sekgja: po 107 tygodniach.
Toksycznos$¢: istotne zmniejszenie przyrostu
masy ciata d' i @ narazonych
na najwiekszag dawke zwigzku.
Tabela 11.

Narazenie na wiekszg dawke chlorowodor-
ku 4-chloro-2-toliloaminy skutkowalo istotnym
statystycznie zmniejszeniem masy ciala zwierzat
(8'1 Q) narazanych w poréwnaniu ze zwierzetami
z grupy kontrolnej. Nie odnotowano natomiast
zalezno$ci pomiedzy wielkoscia zastosowanej
dawki a wzrostem padnie¢ zwierzat. Ocena hi-
stopatologiczna wykazata istotne statystycznie
zwigkszenie czestosci wystepowania gruczolakow
barwnikoopornych w przysadce u szczuréw obu
plci (tab. 11.). Wszystkie uznano za tagodne zmia-
ny nowotworowe. Ze wzgledu na fakt, Ze istotno$¢
statystyczna zostala potwierdzona dla najwiekszej
dawki () jedynie w te$cie Cochrana-Armitagea,
adla (9) - tylko w tescie Fishera, nie uznano chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy za zwigzek ra-
kotworczy dla szczurow szczepu F344.

Czestosc wystepowania nowotworéw u szczurdw, otrzymujacych chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (NCI 1979)

) Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Pte¢
0 1250 5000
Powtoki ciata — wdkniaki J 1/20 4/50 2/50
Puca - raki lub gruczolaki pecherzykowate/ oskrzelikowe d 1/20 6/50 2/49
Uktad krwiotwérczy — chfoniaki lub biataczki ) 6/20 1/50 1/50
Q 3/20 4/50 1/50
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cd. tab. 11.
) Stezenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy
Rodzaj nowotworu Ptec
0 1250 5000
Watroba - raki lub gruczolaki watrobowokomérkowe d 0/20 5/50 4/50
Przysadka — gruczolaki barwnikooporne d 2/19 6/48 15/47°
Q 1/19 13/47 15/48 2
Nadnercza - guzy chromochtonne ) 0/20 0/49 4/49
Tarczyca - raki lub gruczolaki pecherzykowate 3 119 0/49 4/49
Jadra - guzy Srédmigzszowe d 16/20 39/48 42/50
Ostonka pochwowa jadra — miedzybtoniak, NOS 3 2/20 0/50 0/50
Gruczot piersiowy — gruczolaki, NOS Q 0/20 6/50 1/50
Gruczot piersiowy — gruczolakowtdkniaki Q 4/20 10/50 6/50
Macica — endometrialny polip podicieliska Q 5/19 5/49 8/49
Objasnienia:
& - samiec.
Q —samica.

NOS - ang. Not Otherwise Specified.

2 — istotna statystycznie r6znica w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy kontrolnej, test Fishera (p < 0,05)
b— istotna statystycznie réznica w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy kontrolnej, test Cochrana-Armitage'a (p < 0,05).

Badania na zwierzetach dostarczyly wystar-
czajacych dowodow rakotwdrczego dziatania
4-chloro-2-toliloaminy. Wykazano, ze zwigzek
ten podawany myszom w paszy indukowal za-
lezny od dawki wzrost liczby nowotworéw na-
czyniowych (naczyniaki i naczyniakomigsaki),
gléwnie w $ledzionie i tkance ttuszczowej. Dzia-
tania takiego nie stwierdzono u szczuréw.

W Polsce pierwsze szacowanie ryzyka nowo-
tworowego dla 4-chloro-2-toliloaminy zostalo
przeprowadzone przez Stetkiewicza i in. (1995).
Korzystajac ze wspdlczynnika kierunkowego (SF),
prostej dawka-odpowiedz dla czlowieka, wyno-
szacego 0,27 (mg/kg-dzien)" (Cal/EPA 1992) au-
torzy oszacowali ryzyko wystapienia nowotworéw
w ciggu 20 lat zawodowego narazenia na 4-chlo-
ro-2-toliloaming o stezeniu 12 mg/m? (wartosci
NDS obowiazujacej w tym czasie w Szwajcarii).
Obliczone ryzyko wyniosto R = 0,03, co wskazu-
je na mozliwo$¢ wystgpienia nowotworu u 3 ze
100 oséb narazonych na dzialanie 4-chloro-2-to-
liloaminy (Stetkiewicz i in. 1995). Ryzyko takie jest
nieakceptowalne i wskazuje na potrzebe znaczne-
go zmniejszenia warto$ci NDS.

Szymariska i in. (2008) przeprowadzili ilo-
$ciowq ocene rakotwodrczosci 4-chloro-2-tolilo-
aminy i jej chlorowodorku, biorac za podstawe
czgsto$¢ wystepowania nowotworéw pecherza
moczowego u samic myszy, karmionych pasza
zawierajacg chlorowodorek 4-chloro-2-tolilo-
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aminy przez 99 tygodnie, na podstawie wyni-
kow innego badania (NCI 1979). Do wynikéw
narazenia dopasowano model dwustopniowy.

W celu przeliczenia stezenia w paszy na
dawke dzienng chlorowodorku 4-chloro-2-to-
liloaminy przyjeto, ze dobowe spozycie paszy
przez myszy (samice) wynosilo 5 g. Podczas eks-
trapolacji wynikéw uzyskanych na zwierzetach
do rezultatéw dla narazonych ludzi przyjeto, ze
w czasie zmiany roboczej cztowiek zuzywa 10 m’
powietrza, pracuje przez 240 dni w roku przez
maksymalnie 40 lat, srednia masa ciala czlowie-
ka wynosi 70 kg a $redni czas zycia czlowieka
- 70 lat. W celu przeliczenia $redniej dawki dla
okresu calego zycia cztowieka na $rednig dawke
dla catego zycia myszy przyjeto mas¢ samic my-
szy w eksperymencie réwna 0,025 kg.

Z przyjetego do obliczenn modelu wynika, ze
zalozonemu dodatkowemu ryzyku powstania
raka pecherza moczowego, wynoszacemu 10*
odpowiada stezenie chlorowodorku 4-chloro-
-2-toliloaminy w powietrzu $rodowiska pracy
wynoszace 0,8 mg/m’. Rozwazono takzie sy-
tuacje, w ktorej cztowiek pracuje przez 40 lat
w narazeniu na chlorowodorek 4-chloro-2-toli-
loaminy o stezeniu 0,3 mg/m’ otrzymana war-
to$¢ ryzyka raka pecherza moczowego wynosita
4,05 - 107 (Szymariska i in. 2008).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jakkolwiek u lu-
dzi 4-chloro-2-toliloamina lub jej chlorowodorek
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powoduje nowotwory pecherza moczowego (raki
z nablonka przejsciowego i/lub rak brodawkowa-
ty) to nowotwory pecherza, obserwowane u my-
szy w badaniu NCI byly naczyniakomigsakami,
nie mialy charakteru nowotworéw pierwotnych,
a czestos¢ ich wystepowania nie zalezata od dawki
(dawka mata 6/39, dawka duza 6/34). W badaniu
NCI na myszach najczesciej stwierdzanym typem
nowotworu byly naczyniakomigsaki, glownie
w tkance tluszczowej w okolicy narzadéw plcio-
wych. Autorzy raportu NCI w dyskusji podkresli-
li, ze naczyniakomigsaki obserwowane u myszy
pochodzily z tkanki tluszczowej, przylegajacej
do narzadéw plciowych, a nie z konkretnego na-
rzadu. W niektérych przypadkach stwierdzano
ich infiltracje do: mie$ni jamy brzusznej, macicy,
jajnikéw czy pecherza moczowego (NCI 1979).
W s$wietle powyzszych rozwazan szacowanie ry-
zyka nowotworowego 4-chloro-2-toliloaminy
i zastosowanie go dla wyprowadzenia wartosci
NDS wydaje sie niezasadne.

Miedzynarodowa Agencja Badan nad Ra-
kiem (IARC) uznala, ze dowody na rakotwor-
cze dzialanie 4-chloro-2-toliloaminy u ludzi sa
ograniczone, natomiast dowody dziatania rako-
twlrczego u zwierzat doswiadczalnych sg wy-
starczajagce. W ogolnej ocenie IARC zaliczyla
4-chloro-2-toliloamine do grupy 2A - zwigzkow
prawdopodobnie rakotworczych na czlowieka
(IARC 2010).

W panstwach Unii Europejskiej 4-chloro-
-2-toliloamina ma zharmonizowana klasyfika-
cje Carc.1B, czyli jest substancjg o potencjalnym
dzialaniu rakotwoérczym na czlowieka (Rozpo-
rzadzenie 1272/2008).

Dziatanie embriotoksyczne, teratogenne
i wptyw na rozrodczos¢

W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono
informacji na temat wplywu 4-chloro-2-toli-
loaminy na rozrodczos$¢ ludzi. Nie ma réwniez
informacji na temat embriotoksycznosci i terato-
gennosci tego zwigzku.

Badania toksycznosci reprodukcyjnej 4-chlo-
ro-2-toliloaminy przeprowadzono na 125 sam-
cach myszy NMRI/SPE, otrzymujacych 4-chlo-
ro-2-toliloamine dozotagdkowo w dawce 200 mg/
kg mc./dzien przez 7 tygodni. Po zakonczeniu
narazenia samce byly kojarzone z nienarazanymi
samicami i oceniano ptodnos¢ u meskiego po-
tomstwa z generacji F1. Nie stwierdzono: zmniej-
szenia liczebnosci miotéw, wzrostu przypadkow
bezplodnosci oraz zmian cytogenetycznych. Na
podstawie liczebno$ci miotéw autorzy stwier-
dzili, ze 4-chloro-2-toliloamina nie powodowala
dominujacych mutacji letalnych w pokoleniu F1.
Dane te potwierdzajg, ze 4-chloro-2-toliloamina
nie wywoluje szkodliwego dzialania na rozrod-
czo$¢ (Lang, Adler 1982).

W innym badaniu samce myszy Tif:MAG/
SPF otrzymywaly jednorazows, dozoladkowa
dawke chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy
wynoszacg 110 lub 330 mg/kg mc., a nastep-
nie byly kojarzone z nienarazanymi samica-
mi. Nie stwierdzono skutkéw cytotoksycznych
lub mutagennych w komdrkach rozrodczych
samcow. Nie stwierdzono réwniez zmian w licz-
bie implantacji czy obumarcia zarodkéw (Fritz
iin. 1978).

TOKSYKOKINETYKA

4-Chloro-2-toliloamina wchiania si¢ do organi-
zmu drogg pokarmowa, przez drogi oddechowe
i przez skére. O mozliwosci wchlaniania tego
zwigzku przez skore $wiadczy wystepowanie
ostrego, krwotocznego zapalenia pecherza mo-
czowego u zwierzat laboratoryjnych po aplikacji
na skore (Lehman 1933).

Z uwagi na fakt, ze 4-chloro-2-toliloamina
jest gléownym metabolitem insektycydu - chlor-
dimeformu, w literaturze sa dostepne dane do-
tyczace toksykokinetyki 4-chloro-2-toliloaminy

PiMOSP nr 3(105)

po narazeniu zwierzat doswiadczalnych bezpo-
$rednio na ten zwigzek, jak i na chlordimeform.
W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono in-
formacji dotyczacych toksykokinetyki 4-chloro-
-2-toliloaminy u ludzi.

Knowles i Gupta (1970) badali metabolizm
obu tych zwigzkéw u szczuréw Sprague-Dawley.
W pierwszym badaniu chlordimeform znako-
wany weglem "“C ([*C]-Galecron®) podawano
per os. Wydalanie z moczem (ocenione po 72 h)
stanowilo 88%, a z kalem 7,5% podanej dawki.
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Poza Galecronem w moczu wykryto: demetylo-
-Galecron, N-formylo-4-chloro-2-toliloamine,
4-chloro-2-toliloamine oraz trzy inne (niezi-
dentyfikowane) metabolity. Najwieksze poziomy
radioaktywnosci zaobserwowano w watrobie,
nastepnie w migs$niach, a najmniejsze w tkance
tluszczowej. W drugim badaniu podawano row-
niez per os ['*C]-4-chloro-2-toliloamine. Wyda-
lanie z moczem (po 72 h) stanowilo 71% dawki,
a z kalem 25%. Oprocz 4-chloro-2-toliloaminy
w moczu zidentyfikowano kwas 5-chloroantra-
nilowy oraz 4-chloro-2-metyloacetanilid, jak
réwniez pie¢ niezidentyfikowanych szczegétowo
metabolitow. Najwiecksze poziomy ["*C]-4-chlo-
ro-2-toliloaminy stwierdzono tym razem kolej-
no w: tkance ttuszczowej, watrobie i nerkach.

Birner i Neumann (1988) przeprowadzili ba-
dania 4-chloro-2-toliloaminy podawanej per
os samicom szczuréw Wistar i samicom myszy
B6C3F1. Wykazano, ze wskaznik wigzania z he-
moglobing (HBI) dla 4-chloro-2-toliloaminy byt
11-krotnie wiekszy (HBI = 28 mmol/mol Hb/
nmol/kg) u szczuréw niz u myszy (HBI 2.5 mmol/
mol Hb/nmol/kg). Z kolei wyznaczony przez
Sabbionego i Neumanna (1990) HBI dla 4-chlo-
ro-2-toliloaminy byl ponad 10-krotnie mniejszy
(2,4) 1 dotyczyl narazenia per os samic szczura
Wistar na chlordimeform. Réznice te s3 warun-
kowane konieczno$cig zmetabolizowania chlordi-
meformu do 4-chloro-2-toliloaminy, a nastepnie
zwigzania z Hb.

W przeciwienstwie do innych amin aroma-
tycznych N-acetylacja wydaje si¢ nie odgry-
waé kluczowej roli w metabolizmie i aktywacji
4-chloro-2-toliloaminy. U szczuréw Osborne-
-Mendel, ktérym podano dootrzewnowo chlo-
rowodorek 4-chloro-orto-[metyl-"*C]toluidyny
w dawce 14 mg/kg mc. wykazano, ze poziomy
adduktéw zwigzanych z: bialkiem, RNA i DNA
byty istotnie wieksze w watrobie niz w 10 innych
badanych tkankach (Hill i in. 1979). Ponadto
badania w warunkach in vitro z wykorzysta-
niem frakcji mikrosomalnej watroby potwier-
dzilo powstawanie nieodwracalnego wigzania
zaleznego od: NADPH, czasu inkubacji i ste-
zenia biatka. Wigzanie z makroczgsteczkami
w warunkach in vitro byto zwiekszone we frakcji
mikrosomalnej szczuréw, ktérym podawano do-
otrzewnowo fenobarbital (100 mg/kg mc. przez
2 dni), co sugeruje udzial cytochromu P450
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w reakcji. Glownymi metabolitami byty 5-chloro-
-2-hydroksyaminotoluen i 4,4’-dichloro-2,2’-di-
metyloazobenzen. Zidentyfikowanie pierwszego
z nich sugeruje powstawanie zwigzku posrednie-
go — pochodnej N-hydroksylowej (N-OH), ktéra
jest dalej utleniana do pochodnej N-nitrozowej,
na co wskazuje obecno$¢ drugiego metabolitu
(Hilliin. 1979).

Zgodnie z opisanymi wczes$niej badania-
mi Birner i Neumann (1988) oraz Sabbioni
i Neumann (1990) sugerujg, ze pochodne N-OH
monocyklicznych amin aromatycznych sg utle-
niane w krwinkach czerwonych do metabolitow
nitrozowych, ktére dalej wigzg si¢ z grupami -SH
w hemoglobinie.

Wigzanie kowalencyjne 4-chloro-2-toliloami-
ny zarébwno z DNA, jak i z biatkiem wykazano
takze w kolejnych badaniach z wykorzystaniem
samcow szczurow Sprague-Dawley [Tif: RAIf
(SPF)] i myszy [Tif: MAGf (SPF)], ktérym poda-
wano badany zwigzek per os w dawce 25 mg/kg
mc. (Bentley i in. 1986a). Potwierdzono trzykrot-
nie wiekszg liczbe wigzan kowalencyjnych z bial-
kiem watroby szczura (199 * 18 pmol/mg) niz
z bialkiem watroby myszy (62 + 126 pmol/mg).
Wyniki te s3 zgodne z opisanym wcze$niej wskaz-
nikiem wigzania z Hb dla 4-chloro-2-toliloaminy,
ktory byt jedenastokrotnie wigkszy u szczurdw niz
u myszy (Birner, Neumann 1988). Z kolei u myszy
wykryto dwa razy wiecej wigzan z watrobowym
DNA niz u szczuréw. Jeden z dwdch adduktow
z DNA byt wykrywany u myszy w ilosci od 6 do
30 razy wigkszej niz u szczuréw. Podobnie wigksza
radioaktywnos¢ odnotowano w DNA grasicy, gdy
['*C]-4-chloro-2-toliloaming aktywowano mysimi
w poréwnaniu do szczurzych frakeji subkomor-
kowych. Wiegkszy stopien tworzenia si¢ adduktu
4-chloro-2-toliloaminy u myszy moze wyjasnia¢
wigkszg wrazliwo$¢ tego gatunku w poréwnaniu
ze szczurami na powstawanie naczyniakomiesa-
kéw po narazeniu na 4-chloro-2-toliloamine.

Wyniki oceny wplywu chlordimeformu
i 4-chloro-2-toliloaminy na biotransformacje
w watrobie u samcow szczuréw Sprague-Dawley
(Leslie i in. 1988) dowiodly, ze chlordimeform
nie prowadzil do zmian stezenia catkowitego
cytochromu P-450, aktywnosci p-hydroksylazy
anilinowej ani S-transferazy glutationowej, lecz
indukowal ~ O-deetylaze etoksyresorufinowas,
O-deetylaze etoksykumarynowa i hydrolaze epok-
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sydowa, zmniejszajac jednoczesnie aktywnos$¢
epoksydazy aldryny i N-demetylazy aminopiryno-
wej. Skutki te obserwowano po siedmiu kolejnych
dziennych dootrzewnowych podaniach chloror-
dimeformu w wigkszych dawkach: 50 lub 100 mg/
kg mc., ale nie 1 lub 10 mg/kg mc. (z wyjatkiem
zmniejszenia aktywnosci N-demetylazy amino-
pirynowej w dawce 10 mg/kg mc). Natomiast na-
razenie na siedem dawek 100 mg/kg mc. 4-chlo-
ro-2-toliloaminy prowadzilo do zwiekszenia
stezenia catkowitego cytochromu P-450, aktyw-
nosci O-deetylazy etoksyresorufinowej, O-deety-
lazy etoksykumaryny, S-transferazy glutationowej
i hydrolazy epoksydowej. Dawka dziesieciokrot-
nie mniejsza (10 mg/kg mc.) 4-chloro-2-tolilo-
aminy takze zwiekszala aktywnos$¢ O-deetylazy
etoksyresorufinowej i O-deetylazy etoksykumary-
ny. Oba zwigzki zwiekszaly stopien hydroksylacji
androstendionu oraz prowadzily do niewielkiego
zmniejszenia syntezy testosteronu. Zwiekszona
biotransformacja uwarunkowana byta prawdopo-
dobnie indukejg izoform CYP 1A1 i 1A2 (Leslie
iin. 1988).

W badaniu (metabolizm chlordimefor-
mu), (["C]-Galecron®) u zwierzat wykazano,

ze Taczny odsetek dawki wydalonej z moczem
w 24-godzinnej zbidrce wynosil: 75% u psow
mieszancow, 65% u kéz mlecznych i 80% u sam-
cow koz. Procent dawki wydalonej z katem po
72 h wynosit odpowiednio: 0,6 i 1,8% u pséw
i kéz. U wszystkich trzech badanych gatunkow
zwierzat wykryto: demetylo-Galecron, N-formy-
lo-4-chloro-2-toliloamine, 4-chloro-2-toliloami-
ne, kwas N-formylo-5-chloroantranilowy i kwas
5-chloroantranilowy. Konwersja chlordimefor-
mu do kwasu N-formylo-5-chloroantranilowego
i kwasu 5-chloroantranilowego byta najwieksza
u kdz, nastepnie u pséw i najmniejsza u szczu-
réw. Wydalanie z z6lcia oceniano réwniez
u pséw narazonych na chlordimeform w daw-
ce 0,3 mg/kg mc. Maksymalng radioaktywno$¢
w z6lci odnotowano po 8 h od narazenia, nato-
miast po 72 h - 5% podanej dawki. Zidentyfiko-
wano metabolity w postaci wolnej i sprz¢zonej,
ktére obejmowaly wszystkie dotychczas wymie-
nione i kilka niescharakteryzowanych. Gtéwnym
metabolitem w zélci byla N-formylo-4-chloro-
-2-toliloamina (Knowles 1970; Knowles, Gupta
1970).

MECHANIZM DZIAtANIA TOKSYCZNEGO

4-Chloro-2-toliloamina jest aming aromatyczna,
powodujacg uludzi nowotwory pecherza moczo-
wego. Dokladny mechanizm dziatania 4-chloro-
-2-toliloaminy nie jest znany, jak réwniez nie
jest znany jej metabolizm u ludzi, mozna jednak
przypuszczaé, ze mechanizm dzialania rako-
tworczego bedzie taki sam, jak dla innych amin
o udowodnionym dzialaniu kancerogennym.
Mechanizm rakotwoérczego dzialania amin
aromatycznych jest $cisle powigzany z ich me-
tabolizmem. Metabolizm aryloamin przebiega
poprzez szlak hydroksylacji (N- i C-hydroksy-
lacji) katalizowanych przez CYP1A2. Za tok-
syczne metabolity sa uwazane N-hydroksylo-
aminy, ktére moga przechodzi¢ w toksyczny
kation arylonitreniowy. Kation ten ma zdolnos¢
tworzenia wigzan kowalencyjnych z makro-
czasteczkami. Hydroksylowane aminy ulegaja
w organizmie reakcjom sprzegania, a produkty
sprzegania sg wydalane przez nerki, najczesciej
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w postaci glukuronianéw. Kwasne $rodowisko
panujace w pecherzu moczowym oraz obecnoé¢
B-glukuronidaz powoduja czesciowa hydrolize
i ponowne uwalnianie hydroksyloamin, ktdre
moga tworzy¢ w pecherzu toksyczne kationy.
Uwolnione hydroksyloaminy moga ulega¢ ace-
tylacji z udzialem NAT1, co prowadzi do silnie
elektrofilowych acetoksyaryloamin, zdolnych
do tworzenia wigzan kowalencyjnych z urote-
lialnym DNA. Brak naprawy powstatego defektu
DNA inicjuje mutacje w protoonkogenach oraz/
lub nowotworowych genach supresorowych,
co prowadzi do transformacji nowotworowe;j.
Natomiast acetylacja, zachodzaca przy udziale
NAT?2 prowadzi do detoksykacji polegajacej na
przeksztalceniu amin w acetamidy, ktére ulega-
ja wydaleniu z organizmu (Carreon i in. 2010).
W nablonku pecherza moczowego obserwo-
wano znaczng aktywno$¢ NAT1, kontrastujaca
z niska aktywnoscia NAT2. W procesie kance-
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rogenezy znaczenie maja réwniez szlaki wolno-
rodnikowe.

Poniewaz aminy aromatyczne mogg by¢ ak-
tywowane poprzez acetylacje, nalezy spodzie-
wac sie, ze osoby, ktore s3 ,wolnymi acetylato-
rami’ beda bardziej podatne na rozwdj raka
pecherza moczowego, niz ,,szybcy acetylatorzy”
(Johansson, Cohen 1997). Jest tak w przypad-
ku os6b narazonych na 4-chloro-2-toliloamine,
gdzie wykazano, ze rak pecherza moczowego
wystepuje istotnie czgsciej u wolnych acetylato-
réw (Popp iin. 1992; Stasik 1988).

Dokfadny mechanizm dziatania 4-chloro-
-2-toliloaminy u zwierzat nie jest ostatecznie
poznany. Jednak istniejace dowody na jej dzia-

tanie genotoksyczne sugeruja, ze dziatanie rako-
twdrcze 4-chloro-2-toliloaminy moze zachodzi¢
poprzez genotoksyczny mechanizm dzialania,
podobnie jak i u innych amin aromatycznych
o dobrze poznanym dzialaniu rakotworczym.
Dowodem potwierdzajagcym  genotoksyczny
mechanizm dzialania 4-chloro-2-toliloaminy
jest fakt, Ze jest to zwigzek tworzacy addukty:
hemoglobing (Birner, Neumann 1988), tkanko-
wym DNA i biatkami (Bentley i in. 1986a; 1986b;
Hill i in. 1979). Jest to zgodne z proponowanym
mechanizmem kancerogenezy chemicznej, obej-
mujgcym tworzenie chemicznych adduktow
z DNA poprzez wigzania kowalencyjne.

DZIAtANIE tACZNE

W dostepnej literaturze nie znaleziono informa-
cji dotyczacych lacznego narazenia na 4-chlo-
ro-2-toliloamine lub jej chlorowodorek i inne

zwigzki chemiczne (o znaczeniu przemyslo-
wym), badanego w warunkach doswiadczalnych.

ZALEZNOSC SKUTKU TOKSYCZNEGO OD WIELKOSCI NARAZENIA

Dostepne dane dotyczace toksycznego wplywu
4-chloro-2-toliloaminy na ludzi nie pozwala-
ja na wyprowadzenie zalezno$ci dawka-skutek.
Z podprzewleklych i przewleklych badan na
zwierzetach, otrzymujacych 4-chloro-2-tolilo-
aming droga pokarmowa wynika, ze najczulszy-
mi skutkami dziatania tego zwiazku jest dziatanie

rakotworcze i dzialanie na watrobe. Tabela 12.
przedstawia wartosci NOAEL i LOAEL (mg/kg/
dzien) wystepujace u zwierzat doswiadczalnych
narazanych na 4-chloro-2-toliloamine droga
pokarmowg w warunkach narazenia podprzew-
lektego i przewleklego.

Tabela 12.
Wartosci NOAEL i LOAEL wystepujace u zwierzat narazanych na 4-chloro-2-toliloamine droga pokarmowa (EPA 2010)
-Gatunek,‘ prec, Dawka 4-§hloro— Czasisposob | NOAEL,mg/ | LOAEL, mg/ Obserwowany L
liczba zwierzat -2-toliloaminy, mg/ N o ol PiSmiennictwo
A " narazenia kg mc./dzien | kg mc./dzieh efekt krytyczny
w grupie kg mc./dzief
Szczury, 5/ 4-25+1000 7 tygodni, 677 700 zmniejszenie NCI 1979
pte¢/grupe Q-113+5650 W paszy Sredniej masy ciata
u samic (10%)
Szczury, 30/ 3-138+344 3194 tyg. 8,20 34,4 zwigkszenie masy Ciba-Geigy 1992a
pte¢/grupe Q-164+4,0 Q:104 tyg., watroby u obu pfci
w paszy
Myszy, 3 -361+2710 7 tygodni, 1800 2710 zmniejszenie NCI1979
5/pte¢/grupe @-2930+3900 W paszy Sredniej masy ciata
u obu ptci (10%)
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cd. tab. 12.
_Gatunek,‘ plec, Dawka 4-;h|oro— Czasisposob | NOAEL, mg/ LOAEL, (mg/ Obserwowany S
liczba zwierzat -2-toliloaminy, mg/ N O kg mc./ PiSmiennictwo
. " narazenia kg mc./dzief > efekt krytyczny
w grupie kg mc./dzief dzier)
Myszy, 30/ 4 -3,60+89,9 przez 3,69 18,0 (FEL) | zwigkszenie padnie¢ Ciba-Geigy
pte¢/grupe Q-3,69+89,9 18 miesiecy, zwierzat u obu ptci; 1992b
W paszy wzrost aktywnosci
aminotransferazy
alaninowej
Objasnienia:
& - samiec.
Q - samica.
4-Chloro-2-toliloamina jest aming aro- krwionosne) obserwowane u myszy obu plci.

matyczng, ktora bedzie wywolywata raczej
nowotwory pecherza moczowego (obserwowane
u ludzi) niz nowotwory naczyniowe (obserwo-
wane w badaniach na myszach).

Dane dotyczace dziatania rakotworczego u lu-
dzi sg ograniczone i nie pozwalaja na wyprowa-
dzenie zaleznosci dawka-odpowiedz.

W badaniach na zwierzetach najczesciej
wystepujacymi nowotworami byty nowotwory
naczyniowe (naczyniaki i naczyniakomiesaki

Czesto$§¢ wystepowania nowotworéw naczy-
niowych (naczyniakéw i naczyniakomiesakow
krwiono$nych) u myszy, otrzymujacych chloro-
wodorek 4-chloro-2-toliloaminy w paszy, w wa-
runkach narazenia przewleklego, przedstawiono
w tabeli 13.

Tabela 13.

Czestosc wystepowania nowotworéw naczyniowych u myszy narazanych przewlekle na chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy
ez SHEHSIE Y ) Srednia dawka, Czesto3¢ wystepowania nowotworéw | Pismiennictwo
zwierzat, ptec mg/kg paszy mg/kg mc./dzief ¢ ystep
Myszy CD-1, 0 0 0/14 Weisburgeriin. 1978
samce 750 90 12/20

1500 180 13/20
Myszy CD-1, 0 0 0/15 Weisburgeriin. 1978
samice 2000 260 18/19
Myszy B6C3F1, 0 0 0/20 NCI 1979
samce 3750 450 6/50
15 000 1800 41/50
Myszy B6C3F1, 0 0 1/20 NCI 1979
samice 1250 162 43/50

Na podstawie przedstawionych danych Cal/
EPA (1992) wyznaczyla wspdlczynnik poten-
cjatu rakotwdrczego (odpowiednik SF — wspot-
czynnik nachylenia dawka-odpowiedz), ktory
dla 4-chloro-2-toliloaminy (po uwzglednieniu
réznicy wynikajacej z mas czasteczkowych)
wynosi 0,27 (mg/kg-dzien)"'. Wyliczono takze
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warto$¢ ryzyka jednostkowego, uwzgledniajac
mase ciala czlowieka - 70 kg i wentylacje -
20 m?’/dzien. Dla 4-chloro-2-toliloaminy
ryzyko jednostkowe wynosi 7,7 - 10~ (ug/m?)™
(OEHHA online 2019).
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NAJWYZSZE DOPUSZCZALNE STEZENIE (NDS)
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY ORAZ DOPUSZCZALNE STEZENIE
W MATERIALE BIOLOGICZNYM (DSB)

Istniejgce wartosci NDS i ich podstawy

W USA zadnazagencji (ACGIH, OSHA, NIOSH)
nie ustalila warto$ci normatywow higienicznych
dla 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku,
a w NTP przyjeto ich klasyfikacje jako R - zwig-
zek rozpatrywany jako prawdopodobnie rako-
tworczy dla ludzi (ang. reasonably anticipated to
be a human carcinogen), (ACGIH 2018).

W Niemczech nie ustalono normatywu dla
4-chloro-2-toliloaminy, uznajac ten zwigzek jako
kancerogen kategorii 1 oraz mutagen katego-
rii 3A, wchlaniajacy si¢ przez skoére (H), (DFG
2018).

Takze w Polsce, zgodnie z rozporzadzeniem
MRPiPS z dnia 12.06.2018 r. w sprawie najwyz-
szych dopuszczalnych stezen i natezen czynni-
kow szkodliwych dla zdrowia w srodowisku pra-
cy (DzU 2018, poz. 1286) nie ustalono wartosci
NDS w srodowisku pracy dla 4-chloro-2-tolilo-
aminy i jej chlorowodorku.

Jedynym krajem europejskim, w ktérym usta-
lono warto$¢ normatywu, jest Chorwacja, gdzie
warto$¢ NDS ustalono na poziomie 0,01 mg/m’
z jednoczesng notacja ,skoéra® (Ordinance...
2013). Podstawy ustalenia tej wartosci nie sg
znane.

Podstawy proponowanej wartosci NDS

Jako podstawe do zaproponowania wartos$ci
NDS przyjeto dzialanie rakotworcze 4-chloro-
-2-toliloaminy. Poniewaz 4-chloro-2-toliloami-
na jest genotoksycznym kancerogenem, wobec
tego warto$¢ normatywu higienicznego oparto
o szacowanie ryzyka nowotworowego dla tego
zwigzku.

Do wyliczenia warto$ci NDS dla 4-chloro-2-to-
liloaminy wykorzystano wspotczynnik nachyle-
nia krzywej dawka-odpowiedz (SF) na poziomie
0,27 (mg/kg-dzien)’, podany przez OEHHA.
Przy zalozonym poziomie ryzyka, wynoszacym
R = 10", obliczono $rednig dawke calozyciowa
(pokarmowg) na podstawie wzoru:

R=SF-D,
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gdzie:
- R - ryzyko,
- SF - wspolczynnik nachylenia (ang. slope
factor),
- D - dawka $rednia calozyciowa, mg/kg-
-dzien.
Dawka ta wynosi:
4
p=11% 371022 gyien,
0,27 kg

Wartos¢ NDS dla 4-chloro-2-toliloaminy
obliczono ze wzoru:

24 365 70 1
=D

. 8 240 40 10
gdzie:

- D - dawka catozyciowa, mg/kg-dzien,
- 24 - doba (godziny),

- 8 - liczba godzin pracy;,

— 365 - liczba dni w roku,

— 240 - liczba dni pracy w roku,

- 70 — wiek (lata),

- 40 - staz pracy (lata)

- 10 - wentylacja pluc cztowieka, m?,

- 70 - masa ciala czlowieka, kg.

Po podstawieniu do wzoru uzyskuje si¢ odpo-
wiednig warto$¢ NDS:
24 1
NDS=3,7-10" 236701 4
8 240 40 10

=206,8-10" mg/m’ =~ 0,02 mg/m".

Przy zalozonym ryzyku R = 10* obliczona
warto$¢ NDS 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlo-
rowodorku wynosi 0,02 mg/m® (w przeliczeniu
na 4-chloro-2-toliloamine). Poniewaz narazenie
przez skore moze mie¢ znaczny udzial w ilosci
4-chloro-2-toliloaminy pobranej przez pracow-
nikéw, wymagana jest notacja ,,skora”

Nie znaleziono podstaw do ustalenia warto-
$ci chwilowej NDSCh i dopuszczalnego stezenia
w materiale biologicznym (DSB).
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Zakres badania wstepnego

Ogolne badanie lekarskie ze zwroceniem uwa-
gi na skore i pecherz moczowy, w zaleznosci od
wskazan badanie dermatologiczne.

Badania pomocnicze: badanie ogdlne moczu,
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirometria.

Zakres badania okresowego

Ogodlne badanie lekarskie ze zwréceniem uwa-
gi na skore i pecherz moczowy, w zaleznos$ci od
wskazan badanie dermatologiczne,

Badania pomocnicze: badanie ogélne moczu,
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirome-
tria, w zaleznos$ci od wskazan badanie poziomu
methemoglobiny (MetHb).

Czestotliwos¢ badan okresowych: co roku lub co
2 lata.

Uwaga

Lekarz przeprowadzajacy badanie profilaktycz-
ne moze poszerzy¢ jego zakres o dodatkowe
specjalistyczne badania lekarskie oraz badania
pomocnicze, a takze wyznaczy¢ krétszy termin
nastepnego badania jezeli stwierdzi, ze jest to
niezbedne do prawidlowej oceny stanu zdrowia
pracownika lub osoby przyjmowanej do pracy.

Zakres ostatniego badania okresowego przed
zakonczeniem aktywnosci zawodowej

Ogolne badanie lekarskie ze zwrdceniem uwa-
gi na skore i pecherz moczowy, w zaleznosci od
wskazan badanie dermatologiczne.

Badania pomocnicze: badanie ogdlne moczu,
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirometria,
w zaleznosci od wskazan badanie poziomu me-
themoglobiny (MetHDb).
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Narzady (ukfady) krytyczne

Narzadami krytycznymi podczas pracy w nara-
zeniu na 4-chloro-2-toliloaming i jej chlorowo-
dorek sg pecherz moczowy i watroba.

Przeciwwskazania lekarskie do zatrudnienia

Przeciwwskazaniami lekarskimi do zatrudnienia
w narazeniu na 4-chloro-2-toliloaming i jej chlo-
rowodorek sa:
- methemoglobinemie,
- nawracajgce stany zapalne skory,
- przewlekle zapalenie pecherza moczo-
wego,
- nowotwory pecherza moczowego w wy-
wiadzie,
- cigza.

Uwaga

Wymienione przeciwwskazania dotycza kandy-
datéw do pracy.

O przeciwwskazaniach w przebiegu zatrudnie-
nia powinien decydowac¢ lekarz sprawujacy opie-
ke profilaktyczng, biorac pod uwage wielkos¢
i okres trwania narazenia zawodowego oraz oce-
ne stopnia zaawansowania i dynamike zmian
chorobowych.

Ze wzgledu na dzialanie rakotwdrcze na czlowie-
ka (Carc. 1B) do pracy w narazeniu na 4-chlo-
ro-2-toliloamine i jej chlorowodorek nie wolno
zatrudnia¢ pracownikéw mlodocianych, kobiet
w cigzy lub karmigcych piersia.

Wskazane informowanie pracownikéw o po-
tencjalnym dzialaniu rakotwoérczym zwigzku
i zwiekszonym ryzyku nowotworéw pecherza
moczowego.
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