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4-Nitrobenzoic acid

[4-Nitrobenzoesaure]

MAK Value Documentation in German language

A. Hartwig"’, MAK Commission*"
DOI: 10.1002/3527600418.mb6223d0063

Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area
has evaluated 4-nitrobenzoic acid [62-23-7]. Available study reports and publications are described in detail.
4-Nitro)benzoic acid caused a statistically significantly increased incidence of adenomas and of the sum of ade-
nomas and carcinomas of the clitoris gland in female F344 rats in an oral, 2-year carcinogenicity study at doses of
60 mg/kg body weight and day and above. The incidence of adenomas and the sum of adenomas and carcinomas
was above the range limit of the historical controls of the contract laboratory. As 4-nitrobenzoic acid is a metabo-
lite of 4-nitrotoluene, which also induced tumors of the clitoral gland as well as tumors in other organs, 4-nitro-
benzoic acid is classified in analogy to 4-nitrotoluene in Carcinogen Category 3B. 4-Nitrobenzoic acid has a weak
mutagenic potency in vitro. It did not induce micronuclei in vivo or in vitro. There are no suitable data in humans
to derive a MAK value. In rats, a 15-month study and a 2-year study resulted in a NOAEL of 60 mg/kg and day
for delayed body weight gain in the females. Toxicokinetic scaling results in a concentration of 147 mg/m?® in
workplace air. The LOAEC for local effects on the olfactory epithelium of rats in a 14-day study is 150 mg/m?, the
NOAEC 20 mg/m®. Since 2014, the Commission uses an empirical approach to set MAK values for substances
with critical effects on the upper respiratory tract or the eyes. Based on this approach, a MAK value of 1 mg/m?®
for the inhalable fraction was derived. The dose of 60 mg/kg body weight and day which resulted in increased in-
cidences of clitoral gland tumors corresponds to a concentration which is about 150 times higher than the MAK
value. In view of the evaluation of carcinogenicity, this margin is considered to be sufficiently large. As local
effects are critical, the substance is assigned to Peak Limitation Category I. The difference between NOAEC and
LOAEC is large, thus an excursion factor of 2 has been established. 4-Nitrobenzoic acid is assigned to Pregnancy
Risk Group D as the available data for prenatal toxicity are insufficient. Skin absorption does not contribute sig-
nificantly to systemic toxicity and 4-nitrobenzoic acid is not expected to lead to contact sensitization.
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MAK-Wert (2016)
Spitzenbegrenzung (2016)

Hautresorption

Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung (2016)
Fruchtschiadigende Wirkung (2016)

Keimzellmutagene Wirkung

BAT-Wert

Synonyma

Chemische Bezeichnung
CAS-Nr.

Formel

Molmasse

Schmelzpunkt

Dampfdruck

log Kow

pKa

pH-Wert bei 20°C
Loslichkeit

1mg/m*E

Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 2

Kategorie 3B
Gruppe D

1-Carboxy-4-nitrobenzol
p-Nitrobenzoesaure
4-Nitrobenzol-1-carbonsdure

4-Nitrobenzoesaure
62-23-7

NO, O CO,H

C,H;NO,
167,12 g/mol

238-240°C (ECHA 2015, 2016)
242°C (SRC 2015)

3,3x10°° hPa (NLM 2015)
1,89 (ECHA 2015; NLM 2015)
3,44 (NLM 2015)

3,1 (ECHA 2016)

200 mg/l (NLM 2015);

379 mg/l Wasser, pH-Wert 3,3
(ECHA 2015);

420 mg/l (ECHA 2016)
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Stabilitat k.A.

Herstellung Oxidation von 4-Nitrotoluol mit reinem
Sauerstoff od. Oxidation mit 15% Sal-
petersdure bei 175°C (NLM 2015);
Nitrierung u. anschlieBende Oxidation
von Polystyrol (NLM 2015)

Reinheit k.A.
Verunreinigungen k.A.
Verwendung organische Synthese;

Herstellung von Intermediaten, Re-
agenz fir Alkaloide, Herstellung von
Pestiziden, Farbstoffen, Sprengstoffen,
industriellen Losemitteln (NTP 1994)

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

4-Nitrobenzoesdure ist bei Kaninchen nicht hautreizend, aber am Auge stark rei-
zend.

In einer zweiwdchigen Inhalationsstudie an Ratten sind ab 150 mg 4-Nitrobenzoe-
sdure/m?® minimale bis leichte Nekrosen im dorsalen Riechepithel erkennbar.

Bei Ratten wird 4-Nitrobenzoesdure nach oraler Gabe vollstindig aufgenommen
und bis zu 63% der verabreichten Dosis als freie 4-Nitrobenzoesdure hauptséchlich
mit dem Urin ausgeschieden. Nach oraler Aufnahme betréigt bei Weifibiischelaft-
chen (Marmosets) die Halbwertszeit im Blut etwa eine Stunde. Der Metabolismus
verlduft tiber die Reduktion der Nitrogruppe zur 4-Hydroxyaminobenzoeséiure und
zur 4-Aminobenzoesdure und ihren Konjugaten. Die Reduktion erfolgt bei oraler
Gabe hauptsichlich durch Darmbakterien.

Nach oraler Aufnahme zeigt sich bei weiblichen Ratten eine verzogerte Korperge-
wichtsentwicklung bei 125 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tagin einer 15-Monate-
und einer Zwei-Jahre-Studie. In einer 13-Wochen-Untersuchung kommt es bei Ratten
ab 160 mg 4-Nitrobenzoesiure/kg KG und Tag zu Stauung und Hamosiderinablage-
rung in der Milz. Himatologische Veranderungen, wie eine erh6hte Retikulozytenzahl,
eine Verringerung der Erythrozytenzahl sowie eine Abnahme von Hémoglobingehalt
und Hédmatokritwert ergeben sich ab 210 mg 4-Nitrobenzoesaure/kg KG und Tag in
einer 15-Monate-Studie.

4-Nitrobenzoeséure ist in Bakterien mutagen und nur in CHO-Zellen klastogen.
Bei Chinesischen Hamstern ist 4-Nitrobenzoesdure nicht klastogen in Knochen-
markszellen, und bei Méusen findet sich keine vermehrte Haufigkeit von Mikro-
nuklei in Knochenmarkszellen oder peripheren Erythrozyten.

4-Nitrobenzoeséure verursacht in einer oralen Zwei-Jahre-Kanzerogenititsstudie
nur in einer Spezies ab 60 mg/kg KG und Tag eine signifikant erh6hte Inzidenz an
Adenomen in der Klitorisdriise von weiblichen F344-Ratten.
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Bei Ratten kommt es in einer 13-Wochen-Studie bei 660 mg/kg KG und Tag zu
Hodenschéddigungen. Bei Mausen sind nach Exposition vor, wiahrend und nach einer
kontinuierlichen Verpaarung der FO- und anschlieflender Exposition der F1-Generation
ab ca. 1100 mg 4-Nitrobenzoesiure/kg KG und Tag die Zeitspanne bis zum Eintreten
der Trachtigkeit verldngert und die Anzahl der Nachkommen pro Wurf bzw. die Wiirfe
pro Paar verringert.

Zur sensibilisierenden Wirkung von 4-Nitrobenzoesédure liegen keine klinischen
Befunde oder tierexperimentellen Untersuchungen vor.

2  Wirkungsmechanismus

Eine typische Eigenschaft der Nitroaromaten ist die Schidigung des hdmatologi-
schen Systems, fiir das die Methamoglobinbildung charakteristisch ist (Begriindung
»Monozyklische aromatische Amine und Nitroverbindungen“ 2003). Infolge der
Reduktion der Nitrogruppe kommt es zur Oxidation von Hamoglobin und damit
zur Methdmoglobinbildung. Die 4-Nitrobenzoeséure erzeugte nach wiederholter
oraler Aufnahme in den 9- und 14-Tage- bzw. 13-Wochen- und 15-Monate-Studi-
en an Ratten eine erhohte Methdmoglobinbildung (NTP 1994). Auch der fiir diese
Reaktion verantwortliche Metabolit, die 4-Hydroxylaminobenzoesédure, wurde in
Leberhomogenaten aus Wistar-Ratten identifiziert (Kato et al. 1969). In stark mit
Methédmoglobin belasteten Erythrozyten wird redoxaktives Eisen freigesetzt, das
iiber die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktionen als Katalysator fiir Autoxidations-
reaktionen zu einer Bildung von Sauerstoffradikalen fiihrt. Folge eines gestorten
Redoxgleichgewichts in den Erythrozyten sind moglicherweise Membranverin-
derungen durch Lipidperoxidation, eine Stérung der reversiblen Wechselwirkun-
gen zwischen den Thiolgruppen des Hamoglobins und des Glutathions sowie die
Bindung des Hamoglobins an die Membran der Erythrozyten. Erythrozyten, deren
Elastizitdt und Deformierbarkeit reduziert sind, konnen den Milzsinus der roten
Pulpa nur schlecht oder gar nicht passieren. In den Milzgefifien sammeln sich Zell-
triimmer an, in deren Folge Schwellungen, Entziindungsreaktionen, hyperplastische
und fibrotische Verénderungen des Milzstromas entstehen (Begriindung ,,3-Nitro-
benzoesdure” 2015). Verinderungen in der Milz, wie Stauung und Hamosiderinab-
lagerung infolge eines Erythrozytenabbaus, wurden auch durch 4-Nitrobenzoesaure
verursacht (sieche Abschnitt 5.2.2).

Die fiir die Regeneration des funktionstiichtigen Hims aus Methdmoglobin ver-
antwortliche NADH-abhéngige Methdmoglobin-Reduktase zeigt deutliche Spezies-
unterschiede. Méuse besitzen einen hoheren Reduktasespiegel als Ratten. Daher
reagieren Mause wesentlich unempfindlicher als Ratten auf Substanzen, die infolge
der Methdmoglobinbildung zu hédmatologischen Verdnderungen und Milzschadi-
gungen fithren (NTP 1994; Srivastava et al. 2002).
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3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Aufnahme

Nach oraler Verabreichung einer am Sdure-C-Atom mit *C markierten 4-Nitroben-
zoesdure (0,4 mmol, 67 mg/kg KG) fand sich bei Weifibiischelaffchen (Marmosets, Cal-
lithrix jacchus) die hochste Blutkonzentration nach 30 bis 40 Minuten (Kuzniar und
James 1981).

Fiir eine gesittigte wissrige Losung berechnen sich mit den Modellen von Fisero-
va-Bergerova et al. (1990), Guy und Potts (1993) sowie Wilschut et al. (1995) Fluxe
von 6,92; 0,66 bzw. 0,63 pg/cm? und Stunde. Unter der Annahme einer einstiindigen
Exposition von 2000 cm? Hautoberfldche wiirde dies Aufnahmemengen von 14; 1,3
bzw. 1,26 mg entsprechen.

Verteilung

Vier Stunden nach einer intraperitonealen Gabe von “C-4-Nitrobenzoesiure an
Wistar-Ratten wurde die Substanz zu einer Zeit, in der bereits die Metaboliten im
Urin auftraten auch in signifikanten Mengen in Blinddarm und Kolon nachgewiesen
(Gardner und Renwick 1978).

Ausscheidung

Bei weiblichen 250 mg schweren Wistar-Ratten fanden sich nach einmaliger oraler
oder intraperitonealer Verabreichung von 25 mg *C-4-Nitrobenzoesédure (100 mg/
kg KG) innerhalb von 24 Stunden 94% bzw. 83% der Radioaktivitit im Urin und
1% bis 8% in den Fézes (Gardner und Renwick 1978). Nach oraler Verabreichung
von 0,4 mmol “C-4-Nitrobenzoesiure/kg KG (67 mg/kg KG) an Weifibiischelaff-
chen betrug die Halbwertszeit im Blut ca. eine Stunde. Nach 48 Stunden fanden
sich von der verabreichten Dosis 69% bis 91% im Urin und 2% bis 6% in den Fazes.
Nach intraperitonealer Gabe von 0,4 mmol/kg KG waren in einem Zeitraum von 48
Stunden von der verabreichten Dosis ca. 91% im Urin und 1,1% bis 4,5% in den Fizes
nachweisbar (Kuzniar und James 1981).

Zwei Stunden nach intraperitonealer Behandlung mit 200 mg 4-Nitrobenzoesiure
wurden bei weiblichen Wistar-Ratten durchschnittlich 298 pg 4-Aminobenzoeséure
pro Stunde im Urin nachgewiesen. Ethanol verstirkte den 4-Nitrobenzoesidure-Me-
tabolismus (Tani und Kourounakis 1993).

Nach intraperitonealer Applikation von am Sdure-C-Atom mit “*C markierter
4-Nitrobenzoesédure (100 mg/kg KG) waren bei weibliche Frettchen nach 24 Stunden
ca. 74% der verabreichten Dosis mit dem Urin ausgeschieden (Idle et al. 1978).
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3.2 Metabolismus

In vitro

In In-vitro-Untersuchungen mit Homogenaten aus Rattenleber und -darmwand
bzw. mit dem Inhalt von Blinddarm und Kolon von Ratten wurde eine Reduktion
an der Nitrogruppe der 4-Nitrobenzoesdure nachgewiesen (Gardner und Renwick
1978; Peters und Fouts 1968) und als Metabolit die 4-Hydroxyaminobenzoeséure
identifiziert (Kato et al. 1969). In mikrosomalen Préparationen von unterschiedli-
chen Kaninchengeweben war die Nitroreduktion von 4-Nitrobenzoesédure in der
Leber am hochsten, gefolgt von Nierenrinde und Blase (Zenser et al. 1981). Unter
verschiedenen Kaninchenrassen ergab sich der hochste Wert bei Neuseeland-Ka-
ninchen (Cram et al. 1965). Bei Mikrosomen aus der Leber von Swiss-Miusen
wurde fiir die Reduktion von 4-Nitrobenzoesdure zu 4-Aminobenzoesdure eine
Geschwindigkeit von 0,03 bis 0,04 pmol/(mg Protein x Minute) angegeben (ECB
2000). Bei dhnlichen Untersuchungen mit Mikrosomen aus der Leber von Sprague-
Dawley-Ratten betrug die Reduktionsgeschwindigkeit 0,151 nmol/(mg Protein x
Minute) (Norred et al. 1975). Sie war bei madnnlichen Sprague-Dawley-Ratten hoher
als bei weiblichen und wéhrend der Tréchtigkeit am geringsten (ECB 2000; Kato et
al. 1970). In einer vergleichenden Untersuchung ergaben sich Reduktaseaktivititen
bei Ratten, Meerschweinchen und Miusen von 2,72; 2,08 bzw. 2,04 umol/(g Protein
x Stunde) (Adamson et al. 1965).

In den mikrosomalen Fraktionen von Leber, Darm und Nieren von acht bis 26
Wochen alten menschlichen Feten waren die Enzymaktivitdten des 4-Nitrobenzoe-
sdure-Metabolismus in Leber- und Darmfraktionen nachweisbar, jedoch nicht in
der der Nieren. Die Enzyme scheinen zur selben Klasse von NADPH,-abhéngigen
multifunktionellen Oxidoreduktasen zu gehoren, die auch bei erwachsenen Men-
schen und Tieren bekannt sind (Pelkonen et al. 1971). Die Fahigkeit zur Metabo-
lisierung der 4-Nitrobenzoesdure bzw. zur Reduktion der Nitrogruppe war bereits
im Lebergewebe des ca. acht Wochen alten und damit jingsten, untersuchten Fetus
mit einem Gewicht von 6 bis 10 g vorhanden. Die Metabolisierungsaktivitit stieg
mit der Grofle der Feten an und blieb dann ab einem Koérpergewicht von 100 g und
einem Alter von ca. 13 Wochen konstant bei etwa 0,05 bis 0,08 umol/g Gewebe und
Stunde (Pelkonen 1973).

In Salmonella typhimurium TA98 konnte hinsichtlich der Reduktion von 4-Nitro-
benzoesdure eine Nitroreduktase-Aktivitit von 255 pmol/(mg Protein x Minute)
gemessen werden, wiahrend sie in CHO-Zellen nicht nachweisbar war (ECB 2000).

In einer Mikrosomenfraktion der Leber von Wistar-Ratten traten als 4-Nitroben-
zoesdure-Metaboliten 4-Hydroxyaminobenzoesdure und 4-Aminobenzoesdure auf
(Kato et al. 1969).

In vivo

In einer Untersuchung an Wistar-Ratten war aus Urinanalysen eine Metabolisierung
der 4-Nitrobenzoesdure zu 4-Aminobenzoesdure zu 25% der verabreichten Dosis
ersichtlich (Wheeler et al. 1975 a).
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Untersuchungen des Urins von weiblichen Wistar-Ratten ergaben nach einmaliger
oraler oder intraperitonealer Verabreichung von “C-Sdure-markierter 4-Nitroben-
zoesdure, dass 2% bzw. 1% zu freier 4-Aminobenzoesdure, 20% bzw. 17% zu einer
konjugierten Aminobenzoesdure und ca. 25% zu anderen, nicht weiter aufgefiihrten
Metaboliten metabolisiert worden waren. Der Anteil der unveranderten 4-Nitro-
benzoesdure im Urin betrug 55% bzw. 63% (Gardner und Renwick 1978).

Bei Weif3biischeldffchen wurden 48 Stunden nach oraler Gabe von 4-Nitrobenzoe-
saure von der im Urin gefundenen Menge 22,6 bis 61,2% als 4-Nitrohippursaure, 4,6
bis 21,9% als 4-Aminobenzoesdure und 6,2 bis 24,4% als 4-Acetamidobenzoesédure
und 27,4 bis 51,1% als unverdnderte Substanz ausgeschieden. Die reduktive Meta-
bolisierung konnte durch Vorbehandlung mit Antibiotika nach oraler oder intra-
peritonealer Verabreichung von 4-Nitrobenzoesdure durchschnittlich um 81 bzw.
73% gehemmt werden. Das zeigt, dass nach oraler Aufnahme eine Reduktion durch
Darmbakterien stattfindet (Kuzniar und James 1981).

Die Metabolisierung von 4-Nitrobenzoesdure/kg KG wurde bei weiblichen Frett-
chen nach intraperitonealer Applikation von am Siure-C-Atom mit “C markierter
4-Nitrobenzoesdure/kg KG anhand der Ausscheidungsprodukte im Urin untersucht.
Mit einer Diinnschichtchromatographie waren 4% als unveridnderte Substanz, 38%
als Glycin- und 29% als Glucuronsdure-Konjugate identifizierbar. Als Glycinkon-
jugate traten hauptsichlich 4-Nitrohippursdure (52%) und in geringem Ausmafd
4-Acetamidobenzoesiure (3%) auf. Bei Ratten ergab sich ein anderes Metabolisie-
rungsmuster. Ratten schieden 43% als unveridnderte Saure aus. Auch Glycinkonju-
gate waren nachweisbar. Zudem reduzierten Ratten 52% der 4-Nitrobenzoesiure zu
4-Aminobenzoesiure, Frettchen nur 3% (Idle et al. 1978).

Zwei Stunden nach intraperitonealer Verabreichung von 200 mg 4-Nitrobenzoe-
sdure wurden bei weiblichen Wistar-Ratten durchschnittlich 298 pg p-Aminoben-
zoesdure pro Stunde im Urin nachgewiesen, von diesen 255 ug pro Stunde in konju-
gierter Form. Im Plasma waren es 5 pug 4-Aminobenzoesdure pro Stunde und davon
3,7 pg pro Stunde als Konjugate. Durch Ethanol wurde der 4-Nitrobenzoesdure-Me-
tabolismus verstarkt (Tani und Kourounakis 1993).

Fazit:

Bei Ratten wird 4-Nitrobenzoesédure nach oraler Gabe vollstindig aufgenommen
und bis zu 63% der verabreichten Dosis als freie 4-Nitrobenzoesaure hauptséchlich
mit dem Urin ausgeschieden. Die Halbwertszeit bei Weifibiischelédffchen im Blut
betrigt etwa eine Stunde. Der Metabolismus verlduft tiber die Reduktion der Nitro-
gruppe zur 4-Hydroxyaminobenzoesiure und zur 4-Aminobenzoesdure und ihren
Konjugaten. Die Reduktion erfolgt bei oraler Gabe hauptsichlich durch Darmbak-
terien.

4  Erfahrungen beim Menschen

Bei Beschiftigten einer Arzneimittel und Sprengstoff produzierenden Fabrik wurde
jeweils eine Urinprobe nach vier Wochen Urlaub (Kontrolle) und eine nach meh-
reren Arbeitstagen am Ende der Schicht (Exposition) auf mutagene Wirksamkeit
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untersucht. Der Urin der sieben gegen bis zu 5,4 mg 4-Nitrobenzoesdure/m? ex-
ponierten Probanden fiithrte zu keiner signifikanten Erhéhung der Mutationshdu-
figkeit in Salmonella typhimurium TA98. Im Vergleich dazu verursachte der Urin
von zwolf Trinitrotoluol-Exponierten vermehrt Mutationen in diesem Salmonel-
lastamm (Ahlborg et al. 1985).

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.1.2 Orale Aufnahme

Nach oraler Aufnahme ergab sich bei Ratten innerhalb von 24 Stunden eine LD;, von
1960 mg 4-Nitrobenzoesiure/kg KG (Caujolle et al. 1966). Bei Miusen lag die LDy,
zwischen 1470 mg/kg KG (Caujolle et al. 1966) und 3000 mg 4-Nitrobenzoesdure/
kg KG (Clariant GmbH 1955). Als Vergiftungssymptome traten erhdhte Reizbar-
keit, Aggressivitiat, Krampfe, teilweise Lihmungen der Hinterbeine, Erschopfung,
schnelle Atmung oder blutig-eitriger Tranenfluss auf. 4-Nitrobenzoesdure fiihrte
teilweise zur Infiltration von Erythrozyten in der Leber und zu myeloiden Metapla-
sien in der roten Pulpa der Milz (Caujolle et al. 1966).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.1.4 Intraperitoneale und intravenése Aufnahme

Innerhalb von 24 Stunden wurden nach intraperitonealer Applikation LD;,-Werte
bei Ratten von 1210 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und bei Méusen von 880 mg/kg
KG angegeben (Caujolle et al. 1966).

Nach intravendser Verabreichung betrug die sich innerhalb von 24 Stunden erge-
bende LDj, bei Médusen 770 mg/kg KG (Caujolle et al. 1966).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat
5.2.1 Inhalative Aufnahme

Je zehn ménnliche Ratten wurden zwei Wochen lang, sechs Stunden pro Tag, an fiinf
Tagen pro Woche ausschliefSlich durch die Nase gegen 0, 20 (8-31), 150 (90-260)
oder 1000 (540-1500) mg 4-Nitrobenzoesdure/m* exponiert. Der massenmediane
aerodynamische Durchmesser (MMAD) der Partikel betrug bei 20 mg/m?® ca. 5 pm,
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bei 150 mg/m? ca. 9 pum und bei 1000 mg/m? ca. 13 um. Pro Konzentration hatten 75,
57 bzw. 45% der Partikel einen aerodynamischen Durchmesser unter 10 um. Die Un-
tersuchungen von jeweils fiinf Tieren pro Gruppe fanden am Behandlungsende oder
nach einer Erholungszeit von 14 Tagen statt. Nur direkt nach Expositionsende traten
ab 150 mg 4-Nitrobenzoeséure/m?® im vorderen bis mittleren Bereich des dorsalen
Riechepithels (k. w. A.) minimale bis leichte Nekrosen auf, die nach 14 Tagen abgeheilt
waren. Die histopathologischen Untersuchungen der Lunge und anderer Organe so-
wie Blut- und Urinanalysen ergaben keine auffélligen Befunde (DuPont 1989, 2012).

5.2.2 Orale Aufnahme

Die Studien zur Toxizitdt nach wiederholter oraler Verabreichung von 4-Nitroben-
zoesdure sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt.

In einer 13-Wochen-Studie an F344-Ratten stieg der Methdmoglobin-Spiegel im
Blut vor allem bei den ménnlichen Tieren ab 40 mg/kg KG und Tag dosisabhéngig
an. Jeweils nach 30 Tagen war die Methdmoglobin-Konzentration in jeder Dosis-
gruppe am hochsten und nach 90 Tagen deutlich niedriger (siche Tabelle 1). Ein
maximaler Wert von 4,03% Methdmoglobin (Kontrolle 0,49%) ergab sich bei 660 mg
4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag nach 30 Tagen, und von 3,33% nach 90 Tagen.
Nach 15 Monaten lag der Methamoglobin-Spiegel bei der hochsten Dosis von 210
mg/kg KG und Tag bei 0,28% (NTP 1994).

Menschen reagieren empfindlicher auf Methamoglobin-Bildner als Ratten. Daher
ist die Frage, ab welcher 4-Nitrobenzoesdure-Dosierung es beim Menschen durch
die Methidmoglobin-Bildung zu einer Beeintridchtigung des Sauerstofftransportes
kommt. Der Mittelwert der Hintergrundbelastung an Methdmoglobin im Blut der
Allgemeinbevoélkerung ist 0,78%. Bis zu 5% Methdamoglobin gelten als unbedenklich
(Drexler und Greim 2008). Da zur 4-Nitrobenzoesédure keine Daten vorliegen, wird
als Vergleichssubstanz Anilin herangezogen. Beim Menschen ergab eine sechsstiin-
dige Exposition gegen 2 ml Anilin/m? eine Zunahme des Methidmoglobin-Spiegels
von 0,7% auf 1,2%, und damit ein Inkrement von 0,5% (Kéfferlein et al. 2014). Bei
Ratten fiihrten sechsstiindige Expositionen gegen 90 mg Anilin/m? (24 ml/m?) zu
einem Methdmoglobin-Inkrement von ca. 1,2% (Pauluhn 2004). Bei linearer Ext-
rapolation wiére das Inkrement des Methdmoglobin-Spiegels bei 24 ml/m?® beim
Menschen 6%. Die Erh6hung des Methdmoglobin-Spiegels beim Menschen nach
Exposition gegen dieselbe Anilinkonzentration wire also um das Funffache hoher
als bei Ratten, wenn eine lineare Extrapolation unterstellt wird. Das maximale Inkre-
ment der Methdmoglobinkonzentration nach 4-Nitrobenzoesdure-Exposition bei
maénnlichen Ratten betrug in der 13-Wochen-Studie bei 40 mg 4-Nitrobenzoesédure/
kg KG und Tag nach 30 Tagen 0,72%. Ubertrigt man den oben genannten Spezies-
unterschied auf 4-Nitrobenzoesiure, wire das Inkrement beim Menschen fiinfmal
hoher, also 3,6%. Zusammen mit dem Basiswert von ca. 0,78% wére der resultieren-
de Gesamt-Methdmoglobin-Spiegel damit unter der kritischen Grenze von 5%. Die
Methdamoglobin-Konzentration bei ménnlichen Ratten betrug nach Verabreichung
von 160 mg 4-Nitrobenzoesaure/kg KG und Tag nach 30 Tagen 1,92%. Aufgrund der
Stauung und einer Hdmosiderinablagerung in der Milz ist diese Dosis als LOAEL
anzusehen. Der entsprechende NOAEL ist 70 mg/kg KG und Tag. Ab 660 mg
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4-Nitrobenzoeséure/kg KG und Tag ergaben sich hdmatologische Verdnderungen
wie bei einer regenerativen Anémie in Form einer erhohten Retikulozytenzahl sowie
einer Verringerung der Erythrozytenzahl und einer Abnahme von Hamoglobinge-
halt und Hiamatokritwert. Damit liegt der NOAEL in der 13-Wochen-Studie bei 40
mg/kg KG und Tag. In der Zwei-Jahre-Studie wurde nur bei der Zwischenuntersu-
chung nach 15 Monaten der Methdmoglobin-Wert bestimmt. Er war lediglich bei
den minnlichen Tieren der hochsten Dosisgruppe erhoht. Die Verdnderungen in
der Milz konnten in der Zwei-Jahre-Studie aufgrund der Akkumulation mononukle-
drer Leukdmiezellen nicht bewertet werden. Diese Anreicherung der mononukle&-
ren Leukdmiezellen in der Milz zeigte sich bei allen unbehandelten und behandelten
Tieren (NTP 1994).

Bei Ratten ergab sich als weitere systemische Wirkung eine verzogerte Korper-
gewichtsentwicklung. Sie trat in der 15-Monate-Studie und der Zwei-Jahre-Studie
bereits ab 125 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag bei weiblichen Tieren auf.
Der NOAEL betrug fiir diesen Effekt 60 mg/kg KG und Tag (NTP 1994).

Damit zeigte sich insgesamt bei Ratten ein chronischer NOAEL von 60 mg/kg KG
und Tag.

Nur bei 14-tagiger Verabreichung sehr hoher Dosierungen von 1000 mg/kg KG
und Tag waren Schiadigungen in der Schilddriise bzw. von 2000 mg/kg KG und Tag
Atrophien in Hoden, Ovarien, Thymus und Knochenmark sichtbar (NTP 1994).

In einer 13-Wochen-Studie verursachte 4-Nitrobenzoeséure eine verzogerte Kor-
pergewichtsentwicklung bei den méannlichen Méusen ab 170 mg/kg KG und Tag
und bei den weiblichen Tieren ab 670 mg/kg KG und Tag. Jedoch ergab sich in der
Zwei-Jahre-Studie nach 13-wochiger Exposition mit bis zu 300 mg/kg KG und Tag
bei den ménnlichen Tieren keine Beeinflussung des Korpergewichts. Himatologi-
sche Verdnderungen bzw. Auffilligkeiten in der Milz traten bei den Mausen nach
chronischer Verabreichung von bis zu 905 mg 4-Nitrobenzoesaure/kg KG und Tag
nicht auf. Damit war bei Méusen der chronische NOAEL fiir eine verzogerte Kor-
pergewichtsentwicklung 300 mg/kg KG und Tag fiir ménnliche und 365 mg/kg KG
und Tag fiir weibliche Tiere (NTP 1994).

Die weiteren Details dieser Studien finden sich in Tabelle 1.

Fazit:

Aus der 15-Monate-Studie und der Zwei-Jahre-Studie lassen sich bei Ratten ein
NOAEL von 60 mg/kg KG und Tag fiir die verzogerte Korpergewichtsentwicklung
bei weiblichen Tieren sowie ein NOAEL von 100 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG
und Tag fiir einen erhéhten Methdmoglobin-Spiegel und Milzverdnderungen bei
ménnlichen Tieren ableiten. Jedoch wurden bei weiblichen Ratten ab 60 mg 4-Nitro-
benzoesdure/kg KG und Tag eine signifikant erhchte Inzidenz an Adenomen in der
Klitorisdriise induziert (sieche Abschnitt 5.7).

Bei Méusen ergab sich aus der 15-Monate- und 2-Jahres-Studie ein NOAEL von
365 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag fiir die verzogerte Kérpergewichtsent-
wicklung.
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5.2.3 Dermale Aufnahme

Je fiinf Kaninchen wurden 21-mal innerhalb von 28 Tagen 0,5 ml einer 10%igen
Losung von 4-Nitrobenzoesdure in Sesamdl in die rasierte Flankenhaut einge-
rieben. Zu Beginn und am Ende des Behandlungszeitraums erfolgten Blut- und
Urinuntersuchungen. Nach einer Nachbeobachtungszeit von drei Tagen wurden
histologische Untersuchungen der inneren Organe durchgefiihrt. Es fanden sich
keine auffilligen Befunde an der Haut, beim Blutbild, bei der Urinanalyse oder
bei der Untersuchung der inneren Organe (Clariant GmbH 1955). Da es sich bei
der Applikation jedoch nur um eine 10%ige 4-Nitrobenzoesaure-Lésung handelte,
kann diese Studie nicht zur Bewertung der dermalen Wirksamkeit herangezogen
werden.

5.3  Wirkung auf Haut und Schleimhaute
5.3.1 Haut

Bei je drei Kaninchen wurden 0,02 ml unverdiinnte 4-Nitrobenzoeséure oder bis zu
1:1000 verdiinnte Losungen intrakutan in die rasierte Haut injiziert. Einschlief3lich
der hochsten Verdiinnung traten in allen Konzentrationsbereichen Rétungen auf,
die zwei Tage lang bestehen blieben (Clariant GmbH 1955).

Je drei Neuseeland-Kaninchen erhielten semiokklusiv vier Stunden lang 500 mg
4-Nitrobenzoesdure (angeteigt mit 0,35 ml Polyethylenglykol 400) auf die rasierte
Haut. Die Beurteilungen erfolgten 24, 48 und 72 Stunden nach der Entfernung der
Substanz. Aus den Einzelbefunden nach 24, 48 und 72 Stunden ergaben die Mit-
telwerte aller Tiere jeweils O fiir die Erythem- und Schorfbildung und auch fiir die
Odembildung (Clariant GmbH 1989 a).

5.3.2 Auge

Die Einbringung von 0,5 ml einer 10%igen in Sesamol gel6sten 4-Nitrobenzoesaure
bewirkte bei Kaninchen innerhalb der folgenden 24 Stunden eine leichte Rétung
(Clariant GmbH 1955).

Je drei Neuseeland-Kaninchen erhielten eine 24-stiindige Applikation von 100 mg
4-Nitrobenzoesdure in den Bindehautsack des linken Auges. An den Bindehduten
zeigten sich innerhalb einer Stunde und bis zu 72 Stunden danach deutliche Hyper-
amien bis diffuse kraftige R6tungen sowie sehr leichte bis eindeutige Schwellungen.
Die Iris zweier Tiere war bis 24 Stunden p.A. und bei dem dritten Tier bis 72 Stun-
den nach der Behandlung gerétet. Bei einem Tier traten nach 24 bis 72 Stunden p. A.
diffuse Hornhauttriibungen auf. Die Reizsymptome wurden von einem klaren farb-
losen bzw. weif3-schleimigem Ausfluss begleitet. Sieben Tage nach der Behandlung
waren alle Reizerscheinungen verschwunden. Aus den Einzelbefunden nach 24, 48
und 72 Stunden ergaben die berechneten Mittelwerte fiir die Hornhauttriibung 0,3
(Einzelwerte: 0, 0 und 1), fiir die Iritis 0,4 (Einzelwerte: 0,3; 0,3 und 0,7), fiir die Bin-
dehautrétung 2,4 (Einzelwerte: 2,7; 2,3 und 2,3) und fir die Bindehautschwellung 1,4
(1,7; 1,0 und 1,7) (Clariant GmbH 1989 b). Aufgrund des Ausmafles der Bindehaut-
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rotung ist 4-Nitrobenzoesdure nach GHS als schwer augenreizend zu klassifizieren
(ECHA 2016).

5.4 Allergene Wirkung

Hierzu liegen keine Daten vor.

5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitdt

Detaillierte Angaben zu den vorliegenden Studien zur Fertilitét finden sich in Tabelle 2.

Bei Ratten ergaben sich nach 13-wochiger 4-Nitrobenzoesdure-Gabe mit dem Fut-
ter bei 660 mg/kg KG und Tag Stauungen in den Samenkanélchen (NTP 1994).

In einer Fiitterungsstudie mit einer 33 Wochen langen Exposition vor, wiahrend
und nach einer kontinuierlichen Verpaarung der FO- und Exposition der F1-Gene-
ration war bei CD1-Miusen ab 1100 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag die
Zeitspanne bis zum Eintreten der Trachtigkeit verlangert. Es kam zu einer verrin-
gerten Anzahl von Nachkommen pro Wurf oder Wiirfen pro Paar. Bei der Kreuzver-
paarung von mit 1100 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag behandelten weibli-
chen Tieren mit unbehandelten mannlichen Mausen war die Anzahl der lebenden
F2-Nachkommen um 40% verringert. In der F1-Generation verldngerte 4-Nitroben-
zoesiure den Ostruszyklus und schidigte die Spermatogonien (NTP 1990, 1994).

Fazit:

Bei F344-Ratten lasst sich aus einer 13-Wochen-Studie aufgrund von Hodenscha-
digungen ein NOAEL von 310 mg/kg KG und Tag ableiten. Der LOAEL lag bei
660 mg/kg KG und Tag (NTP 1994). Nach Exposition vor, wihrend und nach einer
kontinuierlichen Verpaarung der FO- und Exposition der F1-Generation waren bei
CD1-Méusen ab ca. 1100 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag die Zeitspanne
bis zum Eintreten der Trachtigkeit verlangert und die Anzahl von Nachkommen pro
Wurf bzw. die Wiirfe pro Paar verringert. Es ergab sich ein NOAEL von 500 mg/kg KG
und Tag (NTP 1990, 1994).

5.5.2 Entwicklungstoxizitat

Studien, die eine Bewertung der Entwicklungstoxizitit ermoglichen, liegen nicht
vor. In der oben beschriebenen Studie (sieche auch Tabelle 2) mit einer Expositi-
on vor, wihrend und nach einer kontinuierlichen Verpaarung mit anschliefender
Kreuzverpaarung der F1-Tiere kam es bei Mausen ab ca. 1100 mg 4-Nitrobenzoe-
sdure/kg KG und Tag bei den F1-Feten zu einer verzégerten Entwicklung im Uterus
und einer verringerten Anzahl von Nachkommen pro Wurf in der F1-Generation.
Nach der Geburt waren bei F1- und F2-Nachkommen Koérperlinge und -gewicht
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verringert und spéter die Kérpergewichtsentwicklung verlangsamt. In der F2-Gene-
ration starben 40% der Nachkommen (NTP 1990, 1994).

Fazit:

Bei Méusen ergab sich aus einer Generationenstudie ein NOAEL fiir Fetotoxizitat
und maternale Toxizitdt von ca. 500 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg KG und Tag. Unter-
suchungen zur Teratogenitét fehlen.

5.6 Genotoxizitat
5.6.1 In vitro

In den vorliegenden Salmonella-Mutagenititstests (siehe Tabelle 3) induzier-
te 4-Nitrobenzoesdure in einigen Studien mit S. typhimurium TA98, TA1538 und
TA1537 vermehrt Leserastermutationen (Chiu et al. 1978; Clariant GmbH 1987;
Shimizu und Yano 1986), mit S. typhimurium TA100 eine erhéhte Inzidenz von Basen-
austauschmutationen (Clariant GmbH 1987; Kawai et al. 1987; Shimizu und Yano
1986; Sundvall et al. 1984; Zeiger et al. 1987) bzw. keine erhhte Mutationshaufigkeit
in S. typhimurium TA98, TA100, TA 1535, TA1537 oder TA1538 (Chiu et al. 1978;
Dellarco und Pival 1989; Goldmann et al. 1977; Kawai et al. 1987; Shimizu und Yano
1986; Sundvall et al. 1984; Suzuki et al. 1983; Wheeler et al. 1975 b). Insgesamt war
die mutagene Wirkung schwach ausgepragt.

In einem UDS-Test mit primdren Rattenhepatozyten wurde bei einer Konzent-
ration von 1000 nmol 4-Nitrobenzoesdure/ml keine unplanméfliige DNA-Synthe-
se induziert (Probst et al. 1981). In CHO-Zellen verursachte 4-Nitrobenzoesiure
ohne metabolische Aktivierung erhohte Inzidenzen an Schwesterchromatidaustau-
schen ab 498 ug/ml und an Chromosomenaberrationen ab 875 ug/ml (NTP 1994).
In V79-Zellen war 4-Nitrobenzoeséure bis zu einer Konzentration von 2000 pg/ml
nicht mutagen (Clariant GmbH 1988).

5.6.2 Invivo

Eine nach OECD-Priifrichtlinie 475 mit Chinesischen Hamstern durchgefiihrte Unter-
suchung ergab nach einmaliger oraler Verabreichung von 5000 mg 4-Nitrobenzoeséaure
(in Sesamol gelost)/kg KG keine erhohte Inzidenz an Chromosomenaberrationen in
Knochenmarkszellen (Clariant GmbH 1990).

Es wurde eine nach OECD-Priifrichtlinie 474 im Jahr 1990 durchgefiihrte Studie
an NMRI-Miusen beschrieben. In dieser induzierte die einmalig mit der Schlund-
sonde verabreichte Gabe von 1500 mg 4-Nitrobenzoeséure (in Sesamél gelost)/kg
KG keine erhohte Inzidenz an Mikronuklei in peripheren unreifen Erythrozyten
(ECB 2000).

Nach 13-wochiger Verabreichung eines 4-Nitrobenzoesdure enthaltenden Futters
wurden bei weiblichen und ménnlichen B6C3F1-Médusen bei bis zu ca. 680 mg/kg
KG und Tag keine Mikronuklei in den peripheren Erythrozyten des Blutes nachge-
wiesen (NTP 1994).
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Fazit:

4-Nitrobenzoesdure verursachte in Salmonella typhimurium Leserastermutationen
und Basenaustauschmutationen, in CHO-Zellen Schwesterchromatidaustausche
und Chromosomenaberrationen, aber im UDS-Test mit priméren Rattenhepatozy-
ten keine unplanmiflige DNA-Synthese und in V79-Zellen keine Mutationen. Bei
Chinesischen Hamstern kam es nicht zu einer erhohten Inzidenz an Chromoso-
menaberrationen in Knochenmarkszellen und bei Mausen nach einmaliger oder bis
zu 13-wochiger Exposition von 4-Nitrobenzoesdure ergab sich keine vermehrte Bil-
dung von Mikronuklei in den peripheren Erythrozyten des Blutes.

5.7 Kanzerogenitit

In Zwei-Jahre-Kanzerogenititsstudien erhielten je 50 ménnliche und weibliche
F344-Ratten 0, 1250, 2500 oder 5000 mg 4-Nitrobenzoesdure/kg Futter (It. Autoren:
3: 0,50, 100 oder 210 mg/kg KG und Tag; @: 0, 60, 125 oder 250 mg/kg KG und Tag)
und auch je 50 ménnliche und weibliche B6C3F1-Méuse 0, 1250, 2500 od. 5000 mg
4-Nitrobenzoesdure/kg Futter (It. Autoren: 3: 0, 150, 300 oder 675 mg/kg KG und
Tag; @: 0, 170, 365 oder 905 mg/kg KG und Tag). Nur bei weiblichen F344-Ratten
kam es zu einer signifikant erhéhten Haufigkeit von Adenomen in der Klitorisdriise
ab 60 mg 4-Nitrobenzoeséure/kg KG und Tag (siehe Tabelle 4). Bei Addition der Inzi-
denzen der Adenome und Karzinome war der Anstieg in allen Behandlungsgruppen
statistisch signifikant erhoht, aber nicht dosisabhéngig. Die Inzidenzen lagen dabei
iiber denen der Mittelwerte sowie der Bereichsgrenze der historischen Kontrolle des
Auftragslabors. Die Inzidenzen der Hyperplasien, also die Vorstufen der Tumoren,
waren nicht erhéht, und die mittlere Zeit bis zur Diagnose der Tumoren war nicht
verkiirzt. Daher wurde das Ergebnis nur als ,some evidence of carcinogenicity” be-
wertet (NTP 1994).

Vor allem bei ménnlichen F344-Ratten war die Milz mit mononukledren Leuka-
miezellen angefiillt. Die Inzidenzen betrugen bei den Kontroll- und den behandelten
ménnlichen Tieren 29/50 (Kontrolle), 35/50 (60 mg/kg KG), 26/50 (125 mg/kg KG)
und 2/50 (250 mg/kg KG) und bei den weiblichen Tieren 17/50 (Kontrolle), 11/50
(60 mg/kg KG), 3/50 (125 mg/kg KG) und 0/50 (250 mg/kg KG) (NTP 1994).

Die Klitoris- bzw. Préputialdriisen liegen im Genitalbereich von weiblichen und
ménnlichen Ratten oder Mausen und produzieren Sexuallockstoffe.

Spontane Neoplasien der Klitorisdriise treten vor allem bei F344-Ratten auf. Bei
Sprague-Dawley- oder Wistar-Ratten bzw. bei B6C3F1- oder CD1-Méusen werden
sie relativ selten beobachtet (Gad 2008).

In der NTP-Studie zu 4-Nitrotoluol wurde eine Ubersicht der bei Kontrolltieren
aufgetretenen Inzidenzen von Neoplasien der Klitorisdriise bei F344-Ratten dar-
gestellt (NTP 2002). Die Aufstellung ist in Tabelle 5 abgebildet. In der Kanzero-
genitétsstudie mit 4-Nitrobenzoesdure wurde das NIH-07-Futter verabreicht. Die
Durchfithrung der Studie erfolgte am Southern Research Institute.
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Tab.4 Studie zur Kanzerogenitdt von 4-Nitrobenzoesdure an F344-Ratten

Autor: NTP 1994
Stoff: 4-Nitrobenzoesiure (Reinheit >99%)
Spezies: Ratte, F344/N, je 50 3 u. @
Applikation: 0, 1250, 2500 od. 5000 mg 4-Nitrobenzoesédure/kg Futter
Dosis: Q: 0, 60, 125 od. 250 mg 4-Nitrobenzoesiure/kg KG u. Tag
Dauer: 104 Wochen
Toxizitét: ab 125 mg/kg KG: KG-Entw. Q: 8% |
--------------- mg/kg KG u. Tag
0 60 125 250
Uberleb-e-r-l-ci-e Q 27/50 (54%) 23/50 (46%) 21/50 (42%)  21/50 (42%)
Tumoren und Prineoplasien
Klitorisdriise
Hyperplasien Q 10/50 6/49 6/49 7/50
Adenome 1 4/50 (8%) 12/49 (24%)*  10/49 (20%)  12/50 (24%)*
gfijustiert auf ? 11,9% 42,5% 33,7% 42,1%
Uberlebende
,Life Table Test“ p=0,034 p=0,013 p=0,030 p=0,013
»Logistic Regression Test" p=0,046 p=0,013 p=0,050 p=0,023
Karzinome Q 1/50 2%)  2/49 (4%) 5/49 (10%)  4/50 (8%)
adjustiert Q 3,7% 6,0% 19,3% 11,7%
»Life Table Test” p=0,085 p=0,460 p=0,056 p=0,139
»Logistic Regression Test" p=0,117 p=0,459 p=0,084 p=0,224
Adenome od. Q 4/50 (8%)  14/49 (29%)™ 15/49 (31%)™* 15/50 (30%)™*
Karzinome (kombiniert)
adjustiert Q 11,9% 45,9% 48,9% 47,7%
,Life Table Test* p=0,008  p=0,005 p=0,001 p=0,002
»Logistic Regression Test* p=0,011 p=0,004 p=0,003 p=0,004
mittlere Zeit bis zur 699 712 672 683

Diagnose [Tage]

Historische Kontrolle des Auftragslabors bis 20.08.1992 (NTP 1994)

Adenome 27/367 (7,4%), 0-19%
Karzinome 21/367 (5,7%), 0-15%
Adenome od. 47/367 (12,8%), 2-21%

Karzinome (kombiniert)

*p=<005*p=<0,01

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2017, Vol 2, No 2
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Tab.5 Inzidenzen spontaner Neoplasien in der Klitorisdriise weiblicher F344-Ratten in NTP-Stu-
dien nach Verabreichung von NIH-07-Futter (NTP 2002)

Adenome Karzinome Adenome od.
Karzinome

Daten des Southern Research Institute (bis 21.12.1999)

Benzylacetat 0/50 1/50 1/50
(Beginn 1988)

2,2-Bis(brommethyl)-1,3-propandiol 4/48 1/48 5/48
Butylbenzylphthalat 3/50 4/50 7/50
D&C Yellow No 11 11/49 6/49 17/49
(Beginn 1990)

Emodin 10/49 2/49 12/49
2-Nitroanisol 3/45 4/45 7/45
4-Nitrobenzoesiure 4/50 1/50 4/50

(Beginn 1988)

Gesamtinzidenz in allen Fiitterungsstudien mit NIH-07-Futter

Gesamt (%) 89/968 (9,2%)  30/968 (3,1%)  118/968 (12,2%)
Mittelwert + Standardabweichung 9,2% + 6,0% 3,1% + 3,2% 12,2% + 7,7%
Bereich 0%—-22% 0%-12% 2%-35%

Die historischen Kontrolldaten des Auftragslabors umfassen einen Bereich von 2%
bis 35% fiir die Inzidenzen der Summe aus Adenomen und Karzinomen der Klito-
risdriise. Die niedrigste Spontaninzidenz (2%) ergab sich in einer Studie mit Ben-
zylacetat, die im selben Jahr (1988) wie die Untersuchung mit 4-Nitrobenzoesaure
begonnen wurde. Die hochste Spontaninzidenz trat in einer Studie mit D&C Yel-
low No 11 auf, die zwei Jahre spéter (1990) als die Studie mit 4-Nitrobenzoesiure
durchgefithrt wurde. Das heif3t, in einem Zeitraum von nur zwei Jahren variierte
die Spontaninzidenz zwischen 2% und 35% im selben Labor. Die Mittelwerte der
spontanen Klitorisdriisentumoren in allen Fiitterungsstudien des NTP bis 1999 (Ta-
belle 5) entsprechen in etwa den Mittelwerten der historischen Kontrollinzidenzen
des Auftragslabors bis 1994 (Tabelle 4).

Verschiedene Publikationen haben jedoch ergeben, dass die Klitorisdriisen-Tu-
moren nicht unbedeutend sind (McConnell et al. 1986; Reznik und Ward 1981).
Spontane Adenome der Klitorisdriise sind aufler bei F344-Ratten selten. Adenome
entstehen, wie die Adenokarzinome aus den Azinuszellen (Rudman et al. 2012) und
werden von einigen Autoren als Vorstufe der Karzinome betrachtet (Reznik und
Ward 1981). Substanzen, die diese Tumoren induzieren, tun es auch in anderen Ge-
weben, wie in der Haut und in den Hautanhangsgebilden, z.B. den Talgdriisen (Re-
znik und Ward 1981).
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Fazit:

Bei weiblichen F344-Ratten kam es zu einer signifikant, aber nicht dosisabhéingig
erhohten Inzidenz an Adenomen in der Klitorisdriise ab 60 mg/kg KG und Tag.
Bei Addition der Haufigkeiten von Adenomen und Karzinomen lagen diese in allen
Behandlungsgruppen {iber denen der Mittelwerte der historischen Kontrolle des
Auftragslabors. Die Inzidenzen der bei F344-Ratten spontan auftretenden Klitoris-
driisentumoren sind sehr variabel und umfassen einen Bereich zwischen 2% und
35%. Bei anderen Rattenstimmen sind Tumoren der Klitorisdriise selten.

6 Bewertung

Kritischer Effekt der 4-Nitrobenzoeséure ist die lokale Wirkung am olfaktorischen
Epithel. Systemisch ergeben sich Methdmoglobin-Bildung, Wirkungen auf das
hamatopoetische System und Milzverdnderungen und eine verzogerte Korperge-
wichtsentwicklung. Zudem tritt eine signifikant erhohte Inzidenz an Adenomen in
der Klitorisdriise von weiblichen F344-Ratten auf.

Krebserzeugende Wirkung. 4-Nitrobenzoesdure verursachte ab 60 mg/kg KG
und Tag eine statistisch signifikant erhohte Inzidenz an Adenomen in der Klito-
risdriise von weiblichen F344-Ratten. Jedoch trat keine Dosisabhéngigkeit auf, und
die Karzinominzidenz war nicht signifikant erhéht. Bei Addition der Inzidenzen
der Adenome und Karzinome war dieser Anstieg in allen Behandlungsgruppen sta-
tistisch signifikant und lag tiber der Inzidenz der historischen Kontrolle des Auf-
tragslabors. Da die Tumorinzidenz jedoch nicht dosisabhéngig anstieg, die mittlere
Latenzzeit bis zur Diagnose nicht verkiirzt und die Inzidenz an Hyperplasien nicht
erhoht war, wurden die Tumoren in der Klitorisdriise vom NTP nur mit ,,some evi-
dence of carcinogenic activity” bewertet. Das gleiche trifft fiir die NTP-Studie mit
dem in Kanzerogenitits-Kategorie 3 B eingestuften 4-Nitrotoluol zu, das diesen
Tumortyp ebenfalls bei weiblichen F344-Ratten bei gleichen Konzentrationen im
Futter hervorruft (Inzidenz der Adenome signifikant erhoht, Inzidenz der Karzi-
nome nicht), zudem aber auch bronchioalveolire Lungentumoren (Inzidenz der
Adenome signifikant erhoht, Inzidenz der Karzinome nicht) bei ménnlichen Mau-
sen und subkutane Tumoren (Inzidenz der Fibrome signifikant erhoht, Inzidenz
der Fibrosarkome nicht) bei minnlichen Ratten verursacht. 4-Nitrotoluol wird von
F344-Ratten zu 68% zu 4-Nitrobenzoesdure und seinen Metaboliten metabolisiert
(siehe Begriindung ,4-Nitrotoluol” 2007). Die Induktion weiterer Tumorarten durch
4-Nitrotoluol kénnte damit zusammenhéngen, dass 4-Nitrotoluol erst zu ausschei-
dungsfahigen Produkten metabolisiert werden muss und daher linger im Korper
verbleibt als 4-Nitrobenzoesdure, die iiberwiegend unmetabolisiert und daher
schnell ausgeschieden werden kann. Jedoch wurden auch durch 4-Nitrotoluol nur
solche Tumoren induziert, fiir die die jeweilige Spezies eine hohe Spontantumorin-
zidenz aufweist.

Bei den durch 4-Nitrobenzoesdure induzierten Neoplasien der Klitorisdriise lagen
die Inzidenzen der Adenome bzw. der Summe von Adenomen und Karzinomen
oberhalb der Bereichsgrenze der historischen Kontrolle des Auftragslabors. Da Tu-
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moren der Klitorisdriise auch bei 4-Nitrotoluol neben anderen Spontantumorar-
ten nachweisbar waren, 4-Nitrobenzoeséure eine dhnliche, wenn auch schwichere,
Wirksamkeit verglichen mit 4-Nitrotoluol aufweist und eine mutagene Wirkung in
Salmonella typhimurium nachweisbar ist, bleibt der Verdacht auf eine kanzerogene
Wirkung der 4-Nitrobenzoesdure bestehen. 4-Nitrobenzoesaure wird analog dem
4-Nitrotoluol in die Kanzerogenitits-Kategorie 3 B eingestuft.

Keimzellmutagene Wirkung. 4-Nitrobenzoeséure ist mutagen in Bakterien. Es
verursachte in Salmonella typhimurium Leseraster- und Basenaustauschmutatio-
nen und in CHO-Zellen Schwesterchromatidaustausche und Chromosomenaber-
rationen. Im UDS-Test mit priméren Rattenhepatozyten trat keine unplanmiflige
DNA-Synthese auf. Bei Miusen kam es nach einmaliger oraler Applikation von
1500 mg/kg KG nicht zu einer erhéhten Inzidenz an Chromosomenaberrationen in
Knochenmarkszellen oder bei Chinesischen Hamstern bei 5000 mg/kg KG nicht zu
einer vermehrten Bildung von Mikronuklei in den peripheren Erythrozyten des Blu-
tes. Bei Méusen verursachte die 13-wochige orale Aufnahme von 680 mg 4-Nitro-
benzoesdure/kg KG und Tag keine vermehrte Bildung von Mikronuklei in den peri-
pheren Erythrozyten des Blutes. Damit rechtfertigen die vorliegenden Daten keine
Einstufung in eine Kategorie fiir Keimzellmutagene.

MAK-Wert. Fiir die Ableitung eines MAK-Wertes geeignete Daten beim Men-
schen liegen nicht vor. Bei Ratten ldsst sich aus einer 15-Monate- und einer
Zwei-Jahre-Studie ein NOAEL von 60 mg/kg KG und Tag fiir die verzégerte Korper-
gewichtsentwicklung bei weiblichen Tieren ableiten.

Bei der Ubertragung des NOAEL von 60 mg/kg KG und Tag in eine Konzentration
in der Luft am Arbeitsplatz werden beriicksichtigt: der dem toxikokinetischen Un-
terschied zwischen Ratte und Menschen entsprechende speziesspezifische Korrek-
turwert (1:4), die angenommene orale Resorption (100%), das Korpergewicht (70 kg)
und das Atemvolumen (10 m?) des Menschen sowie die angenommene 100%ige in-
halative Resorption und die am Arbeitsplatz nur an fiinf Tagen pro Woche statt-
findende Exposition (7:5). Damit errechnet sich eine entsprechende Konzentration
von 147 mg 4-Nitrobenzoesdure/m?®. Bezogen auf die systemische Wirkung wiirde
der MAK-Wert nach dem iiblichen Vorgehen der Kommission, Ubertragung des
NOAEL aus dem Tierversuch auf den Menschen (1:2) und ,Preferred Value Ap-
proach®, 50 mg/m?® betragen.

Die NOAEC fiir lokale Effekte am olfaktorischen Epithel von Ratten betrug in der
14-Tage-Studie 20 mg/m?. Bei dieser Konzentration hatten 75% der Partikel einen
aerodynamischen Durchmesser von <10 pum. Da eine chronische Inhalationsstudie
fehlt, kann keine Aussage zu einer Wirkungsverstirkung mit der Zeit getroffen wer-
den. Nach den Vorschligen von Briining et al. (2014) ist daraus eine Konzentrati-
on fiir die Luft am Arbeitsplatz von 1,7 mg/m? E abzuleiten, die eine mogliche Wir-
kungsverstirkung bei chronischer Exposition (1:6) und die Ubertragung der Effekte
am olfaktorischen Epithel auf den Menschen (1:2) berticksichtigt. Nach dem tiblichen
Vorgehen der Kommission ldsst sich daraus fiir die lokalen Effekte am olfaktorischen
Epithel ein MAK-Wert von 1 mg/m? E ableiten.

Bei einem MAK-Wert von 1 mg 4-Nitrobenzoesdure/m?* betridgt der Abstand
zu den ab 60 mg/kg KG und Tag (entspricht einer Luftkonzentration von 147 mg
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4-Nitrobenzoesédure/m®) bei weiblichen F344-Ratten aufgetretenen Adenomen der
Klitorisdriise das 150-Fache. Das wird in Anbetracht der Kanzerogenitits-Bewer-
tung als ausreichend grof8 angesehen.

Spitzenbegrenzung. Aufgrund der Ableitung eines MAK-Wertes fiir 4-Nitroben-
zoesdure auf Basis der lokalen Effekte am olfaktorischen Epithel erfolgt die Zuord-
nung zur Spitzenbegrenzungs-Kategorie I. Da ein grofler Abstand der NOAEC zur
LOAEC bei 150 mg 4-Nitrobenzoesiure/m?besteht, wird ein Uberschreitungsfaktor
von 2 festgesetzt.

Fruchtschidigende Wirkung. In einer Fiitterungsstudie an Méusen mit einer 33
Wochen langen Exposition vor, wihrend und nach einer kontinuierlichen Verpaarung
der FO- und Exposition der F1-Generation ergab sich ein NOAEL von 500 mg 4-Nitro-
benzoesdure/kg KG und Tag aufgrund maternaler Toxizitdt und Fetotoxizitat. Nach to-
xikokinetischer Umrechnung (siehe oben) und dem speziesspezifischen Korrekturwert
zwischen Maus und Menschen (1:7) entspricht dieser Wert einer Luftkonzentration
von 700 mg/m? und liegt weit tiber dem MAK-Wert. Untersuchungen zur Teratogeni-
tét fehlen. Da die vorliegenden Daten nicht fiir eine abschlieflende Bewertung ausrei-
chen, wird 4-Nitrobenzoesiure der Schwangerschaftsgruppe D zugeordnet.

Hautresorption. Studien zur dermalen Resorption fehlen. Fiir den Menschen
lasst sich aus Modellrechnungen (Abschnitt 3.1) eine dermale Aufnahme von maxi-
mal 14 mg bei Exposition gegen eine gesittigte wissrige Losung unter der Annah-
me einer einstiindigen Exposition von 2000 cm? Hautoberfldche abschitzen. Bei der
toxikokinetischen Ubertragung des sich bei Ratten ergebenen oralen chronischen
NOAEL von 60 mg/kg KG auf den Menschen werden beriicksichtigt: der dem to-
xikokinetischen Unterschied zwischen Ratte und Menschen entsprechende spezi-
esspezifische Korrekturwert (1:4), die angenommene orale Resorption (100%), das
Korpergewicht (70 kg) und die am Arbeitsplatz nur an fiinf Tagen pro Woche statt-
findende Exposition (7:5) sowie die Ubertragung des NOAEL aus dem Tierversuch
auf den Menschen (1:2). Daraus ergibt sich eine systemisch tolerierbare 4-Nitro-
benzoesdure-Menge von 735 mg. Die Aufnahme tiber die Haut liegt bei deutlich
weniger als 25% der systemisch zuldssigen Menge, und der Stoff wird nicht mit ,H"
markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Zur sensibilisierenden Wirkung liegen keine klini-
schen Befunde oder Ergebnisse aus tierexperimentellen Untersuchungen vor, so dass
4-Nitrobenzoesédure weder mit ,Sh“ noch mit ,,Sa“ markiert wird.
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