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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area has
re-evaluated carcinogenicity of nitrobenzene [98-95-3], considering all endpoints. Available publications and unpub-
lished study reports are described in detail.

The genotoxic potential of nitrobenzene is low and might be a result of reactive oxygen species. Long-term studies with
exposure by inhalation resulted in a significant increase in liver and kidney adenomas in rats, and lung and mammary
adenomas in mice. In severely toxic concentrations a nonsignificant increase in carcinomas was observed, probably
resulting from a chronic toxic mechanism, supported by secondary genotoxic or DNA-damaging effects at high doses.
In view of other aromatic amines and the known mechanisms of action via phenylhydroxylamine, nitrobenzene is
considered to be carcinogenic. Because of the non-linear dose-response relationship of the tumour incidences and as
genotoxic effects play a minor part, nitrobenzene is classified in Carcinogen Category 4.

Eye and skin irritation from nitrobenzene is low. The critical effect is the bronchialisation in the lungs of mice in a long-
term inhalation study. However, the incidence of bronchialisation at the lowest tested concentration of 5 ml/m? is too
high to calculate a NAEC. One long-term inhalation study in Sprague-Dawley rats resulted in a NOAEC of 1 ml/m?,
another one in F344 rats showed minimal extramedullary haematopoesis in the spleen of males at the lowest tested
concentration of 1 ml/m® Using this concentration as point of departure, a MAK value of 0.1 ml/m? is calculated, which
is far below the LOAEC of the critical effect in the mouse lung.

As the MAK value is derived from a systemic effect, nitrobenzene is assigned to Peak Limitation Category II. Because
of the initial half-life of 5 hours, the excursion factor of 4 is set.

Skin contact may contribute significantly to systemic toxicity; therefore, the “H” notation is retained.

Damage to the embryo or foetus is unlikely when the MAK value is observed and thus, the substance is classified in
Pregnancy Risk Group C.

Sensitization is not expected from the limited data.
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Nitrobenzol”

[98-95-3]

Nachtrag 2016

MAK-Wert (2016) 0,1 ml/m3(ppm) 20,510 mg/m?
Spitzenbegrenzung (2016) Kategorie ll, Uberschreitungsfaktor 4
Hautresorption (1958) H

Sensibilisierende Wirkung -
Krebserzeugende Wirkung (2016) Kategorie 4
Fruchtschiadigende Wirkung (2016) Gruppe C
Keimzellmutagene Wirkung -

BLW (2016) 100 ug Anilin (aus Hdmoglobinkon-
jugat freigesetzt)/l Blut

1 ml/m? (ppm) £ 5,108 mg/m? 1 mg/m3£0,195 ml/m? (ppm)

Es liegt eine Begriindung aus dem Jahr 1998 vor. Fiir eine Einstufung in die Kan-
zerogenitits-Kategorie 4 fehlten 1998 Daten zur Ableitung eines MAK-Wertes. Auf-
grund neuer Daten, z.B. zum Wirkungsmechanismus und zur Genotoxizitit, wird
eine Uberpriifung der Einstufungen fiir notwendig erachtet und die Méglichkeit der
Ableitung eines MAK-Wertes gepriift.

Allgemeiner Wirkungscharakter

Nitrobenzol hat ein geringes genotoxisches Potenzial, das vermutlich durch die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, dhnlich wie beim Anilin (Nachtrag ,Ani-
lin“ 2007) entsteht. Dies bestétigen die neuen Untersuchungen zur genotoxischen
Wirkung. Nitrobenzol zeigt in vitro in Sdugerzellen bei hohen Konzentrationen
(27 pg/ml) ein klastogenes Potenzial und bei deutlich niedrigeren Konzentrationen
(20,012 pg/ml) eine aneugene Wirkung. Im Mutagenitétstest mit Salmonella wirkt
Nitrobenzol nicht mutagen. In vivo tritt bei Ratten vor allem in hohen, toxischen
Dosierungen nach oraler Gabe eine klastogene Wirkung auf, wihrend nach intrape-
ritonealer Gabe bzw. Inhalation in niedrigen Dosierungen bei Ratten und Mausen
keine derartige Wirkung im Knochenmark induziert wird.

1) Der Stoff kann gleichzeitig als Dampf und Aerosol vorliegen
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Nach inhalativer Exposition verursacht Nitrobenzol ab 25 mg/m*® Adenome und
teils Karzinome, die bei Ratten in Leber, Nieren sowie Schilddriise und bei Mausen
in Lunge und Brustdriise auftreten. Wie schon in der Begriindung aus dem Jahr 1998
dargestellt, werden die Tumoren nicht primér durch genotoxische Mechanismen
verursacht, sondern durch eine zytotoxische oder systemisch-toxische Wirkung. So
zeigen sich in den betroffenen Organen auch chronisch-toxische Verdnderungen
(siehe Begriindung 1998) bei geringeren Konzentrationen als denen, die zu Tumo-
ren fithren. Auch hier lisst sich im Wirkungsmechanismus der Tumorentstehung
die Parallele zu Anilin erkennen, wobei die Tumoren bei beiden Stoffen in jeweils
verschiedenen Organen entstehen, wie das hdufig in dieser Substanzklasse ist.

Nach chronischer inhalativer Exposition treten bei Mdusen ab 5 ml/m? Bronchio-
larisierung, zentrilobuldre Leberzellvergrofierung, vielkernige Leberzellen, Pigmen-
tierung des olfaktorischen Epithels und bei weiblichen Tieren eine Degeneration des
olfaktorischen Epithels auf. F344-Ratten zeigen bei 1 ml/m? eine Pigmentierung im
Riechepithel und bei den miannlichen Tieren Pigmentierung und extramedulldre
Héamatopoese der Milz. Sprague-Dawley-Ratten weisen bei dieser Konzentration
noch keinen Befund auf, bei 5 ml/m? zentrilobuldre Leberzellvergréfierung und Pig-
mentierung des Riechepithels.

Eine Vielzahl von Studien zeigt eine toxische Wirkung auf die Testes. Beginnend
mit reduzierter Spermienzahl und -motilitét fiihrt die Exposition gegen Nitroben-
zol zum vollstéindigen Verlust des Keimepithels und zu verminderter Fertilitét nach
einer Expositionszeit von mehr als zwei Wochen. In einer Zwei-Generationenstudie
sind bei den méannlichen F1-Nachkommen nach Inhalation von 40 ml/m? der Ferti-
litatsindex, die Testes- und Nebenhodengewichte und die Zahl der Spermien redu-
ziert. In Entwicklungstoxizitétsstudien zeigen sich bei Ratten nach Exposition gegen
bis zu 40 ml/m?, die hochste getestete Konzentration, keine entwicklungstoxischen
Effekte. Bei Kaninchen tritt bei der hochsten Konzentration von 100 ml/m? eine er-
hohte Anzahl an Resorptionen auf, die nahe der historischen Kontrolle liegt.

Zur haut- und atemwegssensibilisierenden Wirkung beim Menschen liegen keine
Daten vor. Ein valider Local Lymph Node Assay an der Maus liefert ein negatives
Ergebnis.

Wirkungsmechanismus

Methamoglobinbildung

Bei Ratten tritt nach 90-tagiger inhalativer Exposition bereits ab 5 ml/m?eine konzen-
trationsabhingige Methamoglobinbildung mit einer NOAEC von 1 ml/m? auf (CIIT
1984). Die Bildung von Methdmoglobin (MetHb) wird hauptséchlich durch den bei
der Reduktion von Nitrobenzol entstehenden Metaboliten Phenylhydroxylamin
verursacht (Begriindung 1998). In den Erythrozyten erfolgt die Riickreaktion von
Phenylhydroxylamin zu Nitrosobenzol in einer gekoppelten Reaktion, wobei Metha-
moglobin gebildet wird (Lehnert und Henschler 1989).

Die Bildung von MetHb durch den Metaboliten Phenylhydroxylamin findet analog
zu Anilin statt. Bei Anilin wird iiber Oxidation, bei Nitrobenzol iiber Reduktion Phe-
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nylhydroxylamin gebildet (Begriindung ,Monozyklische aromatische Amino- und
Nitroverbindungen® 2003; Neumann 2007). Mit einem Hédmoglobin-Bindungsindex
(Bindung [mmol/mol Hb] pro Dosis [mmol/kg KG]) von 79 scheint Nitrobenzol be-
ziiglich der Wirkstérke stérker zu sein als Anilin mit einem Hamoglobin-Bindungs-
index von 22 (Begriindung ,Monozyklische aromatische Amino- und Nitroverbin-
dungen” 2003).

Reaktive Sauerstoffspezies

Bei der reduktiven Metabolisierung des Nitrobenzols zum Phenylhydroxylamin ent-
stehen freie Radikale (siehe Abbildung 1). Diese reaktiven Sauerstoffspezies konnen
bei hohen Dosierungen nicht mehr ausreichend von der Zelle abgefangen werden.

Fir die Zwei-Elektronen-Reduktion ist die Nitroreduktase Typ I (Sauerstoff-un-
empfindlich) verantwortlich. Hingegen ist die Nitroreduktase Typ II fir die
Ein-Elektronen-Reduktion verantwortlich, die zum Nitro-Radikal-Anion fiihrt, das
zuriick zur Ausgangssubstanz oxidiert werden kann (Ask et al. 2004). Die quantita-
tive Beteiligung der Nitroreduktasen vom Typ I oder Typ II an der Metabolisierung
des Nitrobenzols ist nicht untersucht. Ebenso wie beim Anilin (Nachtrag , Anilin“
2007) und anderen aromatischen Nitroverbindungen beschrieben (Begriindung
»Monozyklische aromatische Amino- und Nitroverbindungen® 2003), wird in stark
mit Methdmoglobin (MetHb) belasteten Erythrozyten redoxaktives Eisen freige-
setzt, das {iber die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktionen als Katalysator fiir Autoxi-
dationsreaktionen zu einer weiteren Bildung von Sauerstoffradikalen beitrdgt. Das
Redoxgleichgewicht der Erythrozyten wird gestort. Mogliche Folgen sind Mem-
branverdnderungen durch Lipidperoxidation, Storung der reversiblen Wechselwir-
kungen zwischen den Thiolgruppen des Himoglobins und des Glutathions sowie
die Bindung des Himoglobins an die Membran des Erythrozyten.

Proteinbindung

Der intermediér gebildete Metabolit Nitrosobenzol ist chemisch reaktiv und kann
mit Glutathion und den Thiolgruppen cysteinhaltiger Proteine Glutathion- bzw.
Protein-Konjugate bilden (Begriindung 1998). Fir die relativ stabilen Glutathi-
on-Nitrosobenzol-Konjugate wird angenommen, dass sie durch den ganzen Korper
transportiert werden, homolytisch in das reaktive Glutathiyl-Radikal gespalten und
zum Phenylhydroxylamin reduziert werden konnen oder dass nach der Umformung
zu Glutathion-Sulfinamid das Anilin abgespalten werden kann (Eyer 1979; Eyer und
Lierheimer 1980; Eyer und Ascherl 1987; Maples et al. 1990).

Hédmoglobin-Addukte sind z.B. in Erythrozyten von Nitrobenzol-behandelten
Maiusen nachweisbar (Li et al. 2003).

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2017, Vol 2, No 2
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Abb.1 Mechanismen der mikrosomalen Nitrobenzolreduktion (US EPA 2009)

Genotoxizitat

Die aneugene Wirkung des Nitrobenzols wird wahrscheinlich durch Schadigungen
des Spindelapparats hervorgerufen. In einem zellfreien System stort Nitrobenzol das
Tubulin-Kinesin-Motorsystem mit einer NOAEC von 7,5 pM und induziert eine
komplette Hemmung bei einer Konzentration von 30 uM. Nitrobenzol blockiert die
Zusammenlagerung des Tubulins bei 1 mM und fiihrt zu einer Proteindenaturie-
rung bei 3 mM. In V79-Zellen ist das Zytoskelett bis zur Loslichkeitsgrenze von
15 mM nicht geschédigt (Bonacker et al. 2004).

Die vorliegenden Ergebnisse zur genotoxischen Wirkung von Nitrobenzol dhneln
denen von Anilin (Nachtrag Anilin 2007).

Inwieweit die klastogenen Effekte durch direkte Reaktion von Nitrobenzol bzw.
seinen Metaboliten mit der DNA durch eine sekundére Erythrozytentoxizitit oder
gesteigerte medulldre Erythropoese induziert werden, ist fiir Nitrobenzol nicht
ndher untersucht. Fiir Anilin weisen folgende Untersuchungen auf einen Zusam-
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menhang zwischen DNA-Schidigung und Erythrozytentoxizitdt, Freisetzung von
Redox-aktivem Eisen sowie gesteigerter Erythropoese hin (Nachtrag ,Anilin“ 2007):

Die klastogenen Effekte treten erst bei Anilin-Dosierungen auf, bei denen bei
Ratten deutliche toxische Effekte auf die Erythrozyten und das hdmatopoetische
System sichtbar sind. Als mogliche Ursachen fiir die erhohte Mikronukleusbil-
dung werden zum einen die verkiirzte Generationszeit und die schnellere Reifung
(mehr mitotische Teilungen) der Erythroblasten vermutet, die zu einer Abnahme
der DNA-Reparatur-Effizienz fithrt (Suzuki et al. 1989), zum anderen ein vermehr-
tes Auftreten von spontanen DNA-Schidden durch eine gesteigerte Zellproliferation
(Kirkland et al. 1992). Zudem konnen die gekoppelten Kooxidationsreaktionen des
Eisens zu oxidativen Schiden im Knochenmark fithren. Obwohl es demnach gewich-
tige Argumente dafiir gibt, dass die durch Anilin induzierten klastogenen Effekte
sekundéren Ursprungs sind, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass sehr hohe
Dosierungen tatséchlich Chromosomenaberrationen induzieren (Nachtrag ,Anilin“
2007). Durch neue mechanistisch orientierte Arbeiten ist inzwischen bestatigt wor-
den, dass der durch Anilin verursachte oxidative Stress zu einer sekundéren geno-
toxischen Wirkung fiihrt, die die bei hohen Dosen ausgeloste Tumorbildung erklart
(Ma et al. 2008, 2011, 2013; Wang et al. 2010).

Kanzerogenitat

Da die genotoxische Wirkung erst in hohen Dosisbereichen auftritt, bei denen in den
Tumoren entwickelnden Geweben aber meistens auch chronisch entziindliche, dege-
nerative oder proliferative Verdnderungen auftreten, wird die Tumorentstehung auch
als Folge einer chronischen Schiadigung angesehen (Begriindung 1998; SCOEL 2002).

Dies gilt generell fiir alle aromatischen Amine, bei denen die akut und chronisch
toxischen Effekte vor allem im Sinne einer Tumorpromotion eine wesentliche Rolle
spielen. Unter anderem ergibt sich eine proliferationssteigernde Wirkung als Folge
der toxischen Wirkung in den typischen Zielorganen Milz, Leber und Niere. So zeigt
sich auch in den Langzeitversuchen mit Nitrobenzol in allen Geweben, in denen Tu-
moren entstanden sind, eine chronisch-toxische Veranderung, die mit Entziindun-
gen und erhohten Proliferationsraten einhergeht. Ungeklért ist dabei, inwieweit dies
Folge einer unspezifischen Zytotoxizitit ist, z.B. durch den vermehrten Abbau von
Erythrozyten, oder ob dabei spezifische, biochemische Mechanismen, beispielswei-
se Hemmung oder Steigerung der Apoptose, eine Rolle spielen (Begriindung ,Mo-
nozyklische aromatische Amino- und Nitroverbindungen® 2003).

Bei Anilin wird angenommen, dass die toxischen Wirkungen durch die N-Oxida-
tionsprodukte Phenylhydroxylamin und Nitrosobenzol ausgelost werden und oxi-
dativer Stress wesentlicher Bestandteil der Milzschddigung ist. Die Entstehung von
freien Radikalen ist mehrfach beschrieben und fiir weitere aromatische Amino- und
Nitroverbindungen bestitigt worden. Bei langerer Exposition gegen Anilin wird fort-
wihrend Eisen freigesetzt, das in der Milz und in Kupfferzellen der Leber zu einer Er-
hohung des freien Eisens fithrt. Als Ursache fiir die Himolyse oder fiir das vorzeitige
Altern von Erythrozyten wird die Entstehung von Hdmoglobinthiyl-Radikalen als Fol-
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ge der Umsetzung von Phenylhydroxylamin und Oxyhdmoglobin diskutiert. Danach
wire die Freisetzung von Eisen in den Erythrozyten Ursache fiir die Schiddigung und
nicht Folge des Abbaus der geschidigten Erythrozyten, was zu dem Auftreten von
Hémosiderosen an unterschiedlichen Stellen im Organismus passen wiirde. Gegen
die Vorstellung von der ,Uberforderung der Milz“ durch den Erythrozyten-Abbau
spricht die Tatsache, dass die Tumorbildung nicht mit dem Ausmafl der Methédmo-
globin (MetHb)-Bildung korreliert. So erzeugt Nitrobenzol deutlich mehr MetHb als
Anilin und es werden auch die entsprechenden Effekte an der Milz beobachtet, die
Tumoren entstehen bei Nitrobenzol im Gegensatz zu Anilin aber nicht in der Milz,
sondern in verschiedenen anderen Geweben (Begriindung ,Monozyklische aromati-
sche Amino- und Nitroverbindungen* 2003).

Es ist nach wie vor schwierig, die Ursachenkette von MetHb-Bildung, Milztoxizitat
und Tumorinduktion zu verstehen. Die Tumoren entstehen vermutlich an den Or-
ten mit der grofiten Zytotoxizitit, die sich bei Anilin und Nitrobenzol trotz der teils
gleichen Metaboliten deutlich unterscheiden.

Die bei der reduktiven Metabolisierung zum Phenylhydroxylamin entstehenden
freien Radikale konnen bei hohen Dosierungen nicht mehr ausreichend von der
Zelle abgefangen werden. Das weist auf das Auftreten von oxidativem Stress (siehe
Abbildung 1, Abschnitt ,Reaktive Sauerstoffspezies®) in den Zielorganen hin.

Die Speziesunterschiede in der Tumorlokalisation sind vermutlich auf die unter-
schiedlichen Enzymausstattungen (Ask et. al 2004), Induzierbarkeiten (Wang et al.
1992) und Metabolismuswege (siehe Abschnitt , Toxikokinetik und Metabolismus®)
zuriickzufiithren.

Fur Nitrobenzol ist fiir alle Tumorlokalisationen (d. h. die Zielorgane) bei Ratten eine
Aktivitdt der Nitroreduktase nachgewiesen (Ask et al. 2004). Auch bei Méusen kann
eine Aktivitit von Nitroreduktasen in der Leber, jedoch mit anderer Substanzsen-
sitivitét (fiir die Testsubstanz 4-Nitrochinolin-1-oxid), als bei Ratten nachgewiesen
werden (Benson 1993). Eine andere Untersuchung zeigt, dass die Nitroreduktasen
in der Lunge, nicht aber in der Leber von Méusen, die gegen polyzyclische aromati-
sche Kohlenwasserstoffe (PAK) exponiert sind, induziert werden (Wang et al. 1992).
Eine éltere Studie belegt auch eine Aktivitét der Nitroreduktasen in der menschlichen
Brustdriise. Sie betrigt 1/8 der Aktivitit der humanen Leber (Green et al. 1956).

Es gibt Nachweise einer Nitroreduktase-Aktivitat beim Menschen in den Erythro-
zyten (Belisario et al. 1996) und in der Leber (Wen et al. 2008), sowie in einer élteren
Studie v.a. in Darm und Leber, sowie auch in Ovar, Gallenblase, Muskel, Schilddrii-
se, Nieren, Blut, Brustdriise, Gehirn und in geringem Umfang in Milz, Pankreas und
Magen (Green et al. 1956). Daher ist davon auszugehen, dass der oben beschriebene
Wirkungsmechanismus Humanrelevanz hat.

Zusammengefasst liegen der kanzerogenen Wirkung von Nitrobenzol zwei Me-
chanismen zugrunde: zum einen die Zytotoxizitét in verschiedenen Organen bei
unterschiedlichen Spezies, wobei hinsichtlich der kanzerogenen Wirkung die Ziel-
organe beim Menschen nicht bekannt sind, zum anderen die Erythrozytenscha-
digungen und die Bildung von Superoxidradikalen. Eingruppiert in die Reihe der
aromatischen Amine, der Bildung gleicher Metaboliten wie bei Anilin und einem
hoheren Himoglobin-Bindungsindex als bei Anilin, stellt sich Nitrobenzol bei einer
Gesamtbetrachtung der Tumoren als Kanzerogen dar. Da zudem auch eine Wirk-
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schwelle erkennbar ist, kann Nitrobenzol wie das Anilin bewertet werden, welches
in Kanzerogenitits-Kategorie 4 eingestuft ist (Nachtrag Anilin 2007).

Im Folgenden werden die oben genannten Annahmen beziiglich der einzelnen Tu-
morlokalisationen diskutiert:

Leber

Die Lebertumoren bei ménnlichen Ratten (Karzinome nicht signifikant erhoht)
treten nur bei der hochsten Konzentration von 25 ml/m?® signifikant erhoht auf
(Cattley et al. 1994; CIIT 1993). Die bei Ratten in einer 90-Tage-Inhalationsstudie
ab 50 ml/ m? aufgetretenen blassbraunen ca. 1 mm? grofien Foci auf der Leberober-
fliche werden als Nekrosen gedeutet (CIIT 1984). In der Zwei-Jahre-Inhalationsstu-
die an F344- und Sprague-Dawley-Ratten werden keine hepatozelluldren Nekrosen
oder Degenerationen beschrieben, jedoch steigt die Inzidenz der praneoplastischen
Foci von eosinophilen Zellen in der Leber wie die der Lebertumoren dosisabhéngig
an (CIIT 1993; Cattley et al. 1994). Eine Lebervergrofierung und Verdnderungen
der Leberfunktionen, wie verzogerte Bromosulfophthalein-Exkretion, leicht erh6h-
te Anzahl der Tiere mit Gelbfarbung (Ikterus) und ein Anstieg des indirekten Bili-
rubins ist auch bei einer Frau beobachtet worden, die inhalativ gegen Nitrobenzol
exponiert war (WHO 2003), so dass die Leber auch beim Menschen als Zielorgan
anzunehmen ist.

Es stellt sich die Frage, ob die von Tumoren betroffenen Organe auch Zielorgane
der Genotoxizitit sind und ob letztere an der Tumorentstehung beteiligt ist. Fiir die
Leber liegen hierzu folgende Daten vor:

Ein Hinweis auf DNA-Reparatur-Synthese (UDS) kann zwar weder in vitro in He-
patozyten von Ratten oder Menschen (Butterworth et al. 1989) noch in vivo nach
oraler Aufnahme von bis zu 500 mg/kg KG in der Leber von Ratten nachgewiesen
werden (Mirsalis et al. 1982), jedoch werden bei Ratten nach einmaliger oraler Gabe
von 310 mg/kg KG DNA-Schiden im Comet-Assay beobachtet (Mattioli et al. 2006).

Ein Mechanismus, der den Anstieg der Inzidenzen von prianeoplastischen Foci und
Lebertumoren bei Ratten erkldren wiirde, konnte iiber eine Reduktion der Nitro-
gruppe und Bildung des Phenylhydroxylamins verlaufen. Als nicht-genotoxische
Ursache der Tumorentstehung werden die Reduktion der Nitrogruppe, aber auch
oxidative Metaboliten sowie die Kombination von freiem Eisen und reaktiven Sau-
erstoffspezies (eine weitere Storung des Redoxgleichgewichts) und eine Bindung an
Makromolekiile angenommen (Hsu et al. 2007). Eine Bindung an Makromolekiile
(DNA) der Leber ist an Méusen nach intraperitonealer Gabe gezeigt worden (Li et al.
2003), jedoch ist nicht gekldrt, ob es sich hierbei um Addukte handelt.

Méuse weisen allerdings in der Langzeit-Inhalationsstudie im Gegensatz zur Ratte
weder Tumoren noch prineoplastische Befunde wie eosinophile Foci auf (CIIT 1993;
Cattley et al. 1994). Diese unterschiedlich ausgeprigte Sensitivitdt zwischen den Spe-
zies und auch den Stdmmen liefle sich mit den verschiedenen Metabolismuswegen
von F344-Ratten, Sprague-Dawley-Ratten und Miusen erkldren (siehe Abbildung
2, Abschnitt , Toxikokinetik und Metabolismus“) oder auch einer unterschiedlichen
Induzierbarkeit der Enzyme bei den Spezies oder auch den Geschlechtern. So lasst
sich beispielsweise die Nitroreduktase bei Mausen nicht in der Leber, aber in der
Lunge durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe induzieren (Wang et al.
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1992). Unterschiede ergeben sich auch zwischen den Geschlechtern bei der Ratte. So
zeigen weibliche im Gegensatz zu minnlichen Ratten keine zentrilobuldre Hypertro-
phie (mit den korrelierenden Schilddriisenbefunden). Anscheinend findet bei weibli-
chen Ratten keine Enzyminduktion statt, welche eine Ursache fiir die zentrilobulédre
Hypertrophie sein kann. Ursache dafiir, dass bei weiblichen Ratten keine Tumoren
entstehen, konnte auch sein, dass die Nitroreduktase bei weiblichen Ratten wohl ge-
nerell geringer ausgepragt ist (Aguilar et al. 1987).

Bei der Nitroverbindung Nilutamide (5,5-Dimethyl-3-[4-nitro 3-(trifluoro-
methyl)phenyl]2,4-imidazolidindion) ist die Bildung von freien Nitro-Anion-
Radikalen in der Rattenleber sowie die Bildung von Superoxidanionen und
Wasserstoftperoxid in Rattenlebermikrosomen, jeweils nur bei méinnlichen Spra-
gue-Dawley-Ratten gezeigt worden (Hsu et al. 2007).

Fazit: Die Lebertumoren bei der ménnlichen Ratte (Karzinome nicht signifikant er-
hoht) sind vermutlich ein Resultat aus zwei Effekten. Einer davon ist die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies, die in hohen Konzentrationen von der Zelle nicht mehr
abgefangen werden und dann genotoxisch wirken konnen. Zudem treten aufgrund
der enzyminduzierenden Wirkung des Nitrobenzols zentrilobuldre Hypertrophien
auf. Beide Effekte haben sowohl eine Geschlechts- als auch eine Speziesspezifitit,
die vermutlich aus dem unterschiedlichen Metabolismus resultiert. Auch zeigen
F344-Ratte und Sprague-Dawley-Ratte sowohl Unterschiede im Metabolismus als
auch in der Tumorinzidenz, die nur bei den F344-Ratten deutlich ausgepragt ist.

Da beim Menschen &hnlich wie bei der Maus p-Aminophenol sowie seine Konju-
gate im Urin identifiziert worden sind (US EPA 2009), konnte der humane Metabo-
lismus dem der Maus dhneln, bei der keine Lebertumoren auftreten. Bei der Ratte
konnte p-Aminophenol nicht im Urin nachgewiesen werden (siehe auch Abbildung
2, Abschnitt ,,Toxikokinetik und Metabolismus®). Die Humanrelevanz der Lebertu-
moren ist unklar, die Leber aber auch beim Menschen Zielorgan der toxischen Wir-
kung des Nitrobenzols.

Nieren

Nur in der hochsten Konzentrationsgruppe von 25 ml/m? treten bei méinnlichen
F344-Ratten, nicht aber bei Sprague-Dawley-Ratten, Nierenadenome auf (Karzi-
nome nicht signifikant erhoht). Zudem zeigt sich in dieser Zwei-Jahres-Inhalations-
studie von Cattley et al. (1994) chronische Nephropathie bei fast allen Tieren der
Kontroll- und der Behandlungsgruppen und damit bei fast allen mannlichen F344-
und Sprague-Dawley-Ratten und auch bei den meisten weiblichen F344-Ratten.
Die chronisch progressive Nephropathie (CPN) ist eine spontane, altersbedingte
Erkrankung bei Ratten mit einer Préidisposition bei den ménnlichen Tieren, deren
genaue Atiologie und Pathogenese nicht bekannt ist. Neben dem Alter scheint die
Erndhrung ein beeinflussender Faktor zu sein, da sich mit einer kalorienreduzier-
ten Diit eine reduzierte Inzidenz zeigt. Die glomeruldre Dysfunktion ist von einer
hohen Zellproliferationsrate in den betroffenen Tubuli begleitet, was als erh6htes
Risiko fiir tubuldre Neoplasien angesehen wird. Aufgrund der Tatsache, dass es kei-
ne humane Entsprechung der bei Ratten beobachteten CPN gibt, ist ein Anstieg
von tubuldren Tumoren zusammen mit einer verstirkten CPN als nicht relevant
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fir den Menschen anzusehen (Weber et al. 2011). Eine dosisabhingige, mit positiv
korreliertem Trend auftretende Hyperplasie des Tubulusepithels ist bei mannlichen
F344-Ratten nachweisbar, bei denen auch die Anzahl an Nierentumoren signifikant
erhoht ist (Cattley et al. 1994).

Da Nierentumoren nur bei mannlichen Ratten auftreten, konnten diese aufgrund des
a,,-Globulin-Mechanismus entstanden sein (US EPA 1991). Dieser ist jedoch nicht hu-
manrelevant (Swenberg 1993) und wurde fiir Nitrobenzol auflerdem nicht untersucht.
Fir diese Hypothese spricht, dass eine a,,-Globulin-induzierte Tumorentstehung fiir
1,3,5-Trinitrobenzol gut untersucht und bestétigt ist. Dagegen spricht, dass nicht alle
Kriterien fiir eine ay,-Globulin-induzierte Tumorentstehung erfillt sind (Hsu et al.
2007).

Die Nieren zeigen sich auch als Zielorgan fiir eine mogliche genotoxische Wir-
kung bei hohen Dosierungen: In priméaren Nierenzellen von Mensch und Ratte ver-
ursacht Nitrobenzol die Bildung von Mikronuklei und ist im Comet-Assay positiv
(Robbiano et al. 2004). In vivo fithrt die orale Gabe von Nitrobenzol ebenfalls zu
DNA-Schéden im Comet-Assay (Mattioli et al. 2006; Robbiano et al. 2004) sowie
zu Mikronuklei (Robbiano et al. 2004) bei Sprague-Dawley-Ratten. In der Unter-
suchung von Mattioli et al. (2006) sind méannliche Ratten eingesetzt worden, bei
Robbiano et al. (2004) ist dies unklar.

Die exponierten ménnlichen, aber auch die weiblichen F344-Ratten zeigen kon-
zentrationsabhéngig ein erhohtes Auftreten von eosinophilen Tropfchen in den
Tubuli (Cattley et al. 1994). Dieser Befund tritt auch bei einer a,,-Globulin-Nephro-
pathie auf, dann allerdings nicht bei den weiblichen Tieren. Das heif3t, dass bei den
weiblichen F344-Tieren zwar eine Nierentoxizitét verursacht wird, die jedoch nicht
zur Tumorbildung fithrt. Dass auch die médnnlichen Sprague-Dawley-Ratten keine
Tumoren zeigen, konnte sich durch die oben genannten Unterschiede im Metabo-
lismus erkldren, wobei die Untersuchung zur Genotoxizitit an Sprague-Dawley-
Ratten in den Nierenzellen ein positives Ergebnis liefert.

Ein weiterer Mechanismus konnte iiber die sich in der Nierenrinde befindlichen
Prostaglandin-H-Synthetasen verlaufen, die hohe Aktivititen aufweisen. Durch
deren Hydroperoxidase-Aktivitiat kann es generell zu Kooxidationen von aromati-
schen Aminen kommen, die dann in die entsprechenden Nitroso- und Nitroderivate
tiberfiihrt werden, was durch eine gekoppelte Redoxreaktion zum Superoxidanion
und moglicherweise auch zum 8-Oxo-7,8-dihydroguanin fithrt (Hsu et al. 2007).
Jedoch fehlt hier wieder jegliche Begriindung, warum nur ménnliche F344-Ratten
Tumoren entwickeln.

Fazit: Die Tumorentwicklung in der Niere von méannlichen F344-Ratten ist vermut-
lich auf oxidativen Stress, kombiniert mit der chronischen progressiven Nephropathie
(CPN), zuriickzufiithren. Nitrobenzol wirkt auch bei ménnlichen Sprague-Dawley-
Ratten nierentoxisch, induziert aber keine Tumoren, obgleich in Nierenzellen der
ménnlichen Sprague-Dawley-Ratte eine genotoxische Wirkung beobachtet wird. Die
Stamm-, Geschlechts- und Speziessensitivitat konnte, wie bei der Leber, durch die
Unterschiede im Metabolismus verstarkt werden.

Ratten sind aufgrund der altersabhingig auftretenden CPN anfilliger fiir Effekte an
den Nieren als andere Spezies. Aufgrund der Tatsache, dass es keine eindeutige hu-
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mane Entsprechung der CPN gibt, ist ein Anstieg an tubuldren Tumoren, zusammen
mit einer verstarkten CPN, als fiir den Menschen nicht relevant anzusehen (Weber
etal. 2011).

Schilddriise

Nur die ménnlichen F344-Ratten weisen Tumoren in der Schilddriise auf. Dabei ist
die Gesamtinzidenz von Adenomen und Karzinomen im Trendtest statistisch signi-
fikant erh6ht, nicht aber die von Karzinomen alleine. Bei mannlichen B6C3F1-Méu-
sen tritt nur bei der hochsten Konzentration ein signifikanter Anstieg von Schild-
driisenadenomen auf (CIIT 1993; Cattley et al. 1994).

DNA-Schiden zeigen sich im Comet-Assay in vitro in Schilddriisenzellen von
ménnlichen Ratten (weibliche sind nicht getestet), aber eine DNA-Reparatur-Syn-
these (UDS) in Schilddriisenzellen von méannlichen und weiblichen humanen Spen-
dern wird durch Nitrobenzol nicht beobachtet. In vivo fithrt eine einmalige orale
Gabe von % der LDs, bei ménnlichen Ratten (weibliche sind nicht getestet) eben-
falls zu DNA-Schiden im Comet-Assay in der Schilddriise (Mattioli et al. 2006). Die
Untersuchungen von Mattioli et al. (2006) bestitigen also, dass die Schilddriise das
Zielorgan fiir eine mogliche Uberladung von reaktiven Sauerstoffspezies ist, die zu
den Befunden im Comet-Assay und zu dem Anstieg der Anzahl von Adenomen bei
Miéusen und der Adenome und Karzinome bei Ratten gefiihrt haben konnten.

Auch konnte eine mogliche Erkldrung fiir den Entstehungsmechanismus der
Schilddriisenadenome die Induktion von Phase-II-Enzymen in der Leber sein.
Durch diese Induktion kommt es zu einem vermehrten Abbau der Schilddriisen-
hormone Thyroxin (T4) durch Glucuronidierung und Triiodothyronin (T3) durch
Sulfatierung. Dem folgt ein kompensatorischer Anstieg des Thyroid stimulierenden
Hormons (TSH) mit anschlieflender Hyperplasie der Follikelzellen (Hsu et al. 2007).
Es ist anzunehmen, dass Nitrobenzol bei weiblichen F344-Ratten nicht zu einer
entsprechenden Enzyminduktion fiihrt, da die weiblichen Tiere im Gegensatz zu
den ménnlichen keine zentrilobuldre Leberzellvergrofierung zeigen. Auch die Tat-
sache, dass nur F344-Ratten Tumoren in der Schilddriise aufweisen, nicht jedoch
die Sprague-Dawley-Ratten, entspricht den Befunden an der Leber, bei denen die
ménnlichen F344-Ratten stirker betroffen sind. Auch Miuse zeigen eine zentrilo-
buldre Leberzellvergrofierung und reagieren entsprechend mit der Induktion von
Schilddriisenadenomen.

Eine hormonell induzierte Tumorentstehung scheint daher fiir Nitrobenzol der
vorwiegende Mechanismus in der Schilddriise zu sein, wobei eine erhohte Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies bei hohen Konzentrationen zusétzlichen Einfluss
auf die Tumorentstehung haben kann.

Fazit: Die Tumoren der Schilddriise werden auf die Leberhypertrophie und die zen-
trilobuldre Leberzellvergrof3erung als Hinweis fiir eine Induktion metabolisierender
Enzyme und die sich daraus ergebenen Stérungen im Metabolismus der Schilddriis-
enhormone zuriickgefiihrt. Beziiglich Stérungen dieses hormonellen Mechanismus
ist der Mensch deutlich weniger empfindlich als die Ratte (Meek et al. 2003), so dass
die Tumoren kaum Humanrelevanz haben.
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Lunge

Bei midnnlichen B6C3F1-Mdusen tritt eine statistisch signifikant erhohte Gesamtin-
zidenz von Adenomen und Karzinomen, nicht aber von Karzinomen alleine, in der
Lunge auf (CIIT 1993; Cattley et al. 1994). Die Inzidenzen liegen im Bereich von his-
torischen Kontrollen, dennoch ist der Dosiseffekt klar erkennbar. Untersuchungen
zur genotoxischen Wirkung von Nitrobenzol an der Lunge liegen nicht vor.

Bei F344-Ratten und Sprague-Dawley-Ratten treten keine Tumorbefunde an der
Lunge auf (CIIT 1993; Cattley et al. 1994). Die Ursache fiir das geschlechtsspezifi-
sche und auch speziesspezifische Auftreten der Lungentumoren durch Nitrobenzol
bei ménnlichen Méusen ist unklar (siehe auch Abschnitt , Kanzerogenitat). Als ein-
zige Substanz induziert Ethylbenzol in einer NTP-Inhalationsstudie ausschliefSlich
bei ménnlichen Méusen Lungentumoren (,some evidence®), wofiir keine Erklarung
gegeben wird. In dieser Zusammenstellung der NTP-Daten bleibt auch die unter-
schiedliche Speziesspezifitit bei Ratten und Médusen unklar (Moore et al. 2013).

Eine Aktivitat der Nitroreduktase kann in der Lunge von Ratten nachgewiesen
werden (Ask et al. 2004). Auch bei Miausen ist eine Nitroreduktase-Aktivitit in der
Lunge nachweisbar, die durch PAKs induzierbar ist (Wang et al. 1992).

Fiir 4-Nitrophenol, einem Metaboliten von Nitrobenzol, hat sich in Rattenlebermi-
krosomen eine enzymatische Umsetzung zum 4-Nitrocatechol gezeigt. Die Anwe-
senheit einer hochaktiven 4-Nitrophenolhydroxylase, die fiir diesen Schritt verant-
wortlich ist, kann auch in Mikrosomen der Schaflunge nachgewiesen werden. Die
Bildung von Catecholen aus Benzol oder Nitrobenzol konnte eine Ursache fiir deren
mogliche kanzerogene Wirkung sein, da Catechole chemisch reaktiv sind und an
zellulare Makromolekiile binden konnen (WHO 2003).

Maéuse reagieren vermutlich beziiglich der Entwicklung von Lungentumoren emp-
findlicher als andere Spezies, da eine minimale Bronchiolarisierung héufig schon bei
unbehandelten Méusen vorliegt (Hedrich 2012). Bei der Bronchiolarisierung befin-
den sich an der Alveolarwand kubische bis hohe sdulenartige Zellen mit einer bron-
chioldren epithelialen Zelldifferenzierung, wie Zilien-tragende Zellen, Clara-Zellen
und Schleimzellen. Dieser Befund tritt bei Méusen oft nach Exposition gegen Reiz-
stoffe auf (Hedrich 2012).

Die Bronchiolarisierung von Alveolarrdaumen gibt es auch beim Menschen beim
Krankheitsbild der idiopathischen Lungenfibrose — im Sinne einer Epithelialisie-
rung honigwabiger Zysten in Bereichen fibrotischen Umbaus (DePianto et al. 2014).
Sie ist als prdmaligner Befund anzusehen (Wang et al. 2009).

Da auch beim Menschen aus Fibrosen Lungenkarzinome entstehen, ist dieser
Befund bei der Maus per se als humanrelevant zu sehen. In einer Untersuchung
an Ratten wird eine Bronchiolarisierung nach inhalativer Exposition gegen Ozon
festgestellt (Stockstill et al. 1995), was die These unterstiitzten wiirde, dass dieser
Befund durch reaktive Sauerstoffspezies ausgelost werden kann.

Nach Inhalation von Nitrobenzol zeigt sich eine deutliche Wirkung auf die Zahl
der Tiere mit Bronchiolarisierung, wihrend der Befund bei den Kontrolltieren nicht
auftritt. Dieser Befund ist bei weiblichen Tieren genauso hoch ausgeprigt wie bei
maénnlichen, wobei ausschliefilich letztere die Tumoren entwickeln. Es fehlt jedoch
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eine Graduierung der Effektschwere, so dass keine Konzentrations-Wirkungs-Be-
ziehung abgeleitet werden kann.

Eine bessere Ubereinstimmung mit der Geschlechtsspezifitit der Lungentumoren
hat die bronchio-alveoldre Hyperplasie. Letztere liegt hdufig schon bei unbehandel-
ten Méausen vor, die Inzidenz steigt mit dem Alter und korreliert gewchnlich mit den
bronchio-alveoliaren Tumoren (Hedrich 2012).

Bei den bei Mausen auftretenden Lungentumoren handelt es sich meist um die
mit hoher Spontaninzidenz auftretenden alveoldren Typ-2-Zell-Adenome (Hedrich
2012). Dieser Tumortyp ist beim Menschen frither nur sehr selten aufgetreten, je-
doch nehmen in den letzten Jahren die Fallzahlen zu, z. B. auch bei Rauchern von Fil-
terzigaretten. Deshalb wird die Humanrelevanz der in der Mauslunge auftretenden
Adenome derzeit kontrovers diskutiert. Hingegen sind es bei der Bronchiolarisierung
nicht die alveoldren Typ-2-Zellen, welche proliferieren, sondern epitheliale Zellen
der terminalen Bronchiolen, die in das angrenzende Lungenparenchym hinein pro-
liferieren (s.0.). Daher wire es bei den erhohten Tumorinzidenzen der bronchio-al-
veoldren Tumoren wichtig zu wissen, ob es sich um alveolére Typ-2-Zell-Adenome/
Adenokarzinome (beim Menschen seltener) oder um bronchioldre Adenome/Ade-
nokarzinome der terminalen Atemwegszellen handelt (hdufige Tumorausgangszellen
beim Menschen). Diese Informationen sind jedoch nicht vorhanden.

Fazit: Die Lungentumoren bei méinnlichen Miusen liegen im Bereich der histo-
rischen Kontrolle, wenn auch ein dosisabhédngiger Anstieg zu beobachten ist. Auch
zeigen die Méuse eine Bronchiolarisierung, die als Reaktion auf die Reizwirkung
eines Stoffes und auch als prikanzerogener Effekt angesehen werden kann, wobei
dieser Befund bei den weiblichen, keine Tumoren entwickelnden Tieren genauso
stark ausgepragt ist wie bei den ménnlichen Tieren.

Eine bessere Ubereinstimmung mit den Tumorbefunden, die nur bei den ménnli-
chen Tieren auftreten, hat die bronchio-alveoldre Hyperplasie. Bei den bei der Maus
auftretenden Lungentumoren handelt es sich meist um die mit hoher Spontaninzi-
denz auftretenden alveoldren Typ-2-Zell-Adenome deren Humanrelevanz derzeit
kontrovers diskutiert wird.

Die erhohte Tumorinduktion ist vermutlich auf oxidativen Stress (reaktive Sauer-
stoffspezies), kombiniert mit einer moglicherweise spezies- und geschlechtsspezi-
fischen toxischen Wirkung, zuriickzufiihren. Oxidativer Stress kann auch zu einer
Reizwirkung fithren. Die Humanrelevanz dieser Vorgénge ist unklar.

Brustdriise

Adenokarzinome der Brustdriise bei der Maus haben eine hohe Spontaninzidenz
(Haseman et al. 1998), die moglicherweise durch die Toxizitéit von Nitrobenzol bei
hohen Konzentrationen verstirkt wird. Andere Informationen zum Entstehungs-
mechanismus liegen nicht vor.

Reproduktionstoxizitat

Die durch Nitrobenzol hervorgerufene Storung der ménnlichen Reproduktionsor-
gane scheint von einer Wirkung auf die Sertolizellen auszugehen. Andere Unter-
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suchungen zeigen, dass Apoptose die Ursache des durch Nitrobenzol verursachten
Verlustes der Keimzellen ist. Es wird spekuliert, dass von den Sertolizellen freige-
setzte Faktoren dies stimulieren. Auch der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies kann
nicht ausgeschlossen werden (US EPA 2009).

Toxikokinetik und Metabolismus

Nitrobenzol wird bei Mensch und Tier rasch inhalativ, oral und dermal aufgenom-
men, jedoch nur langsam vor allem mit dem Urin ausgeschieden (Begriindung 1998).

An der Reduktion von Nitrobenzol zu Nitrosobenzol sind vor allem nach oraler
Aufnahme auch Darmbakterien beteiligt. Die in Lunge, Leber und Niere nachgewie-
senen Nitroreduktasen spielen vorwiegend nach inhalativer Exposition eine Rolle
bei der Reduktion von Nitrosobenzol zu Phenylhydroxylamin.

Wie schon in der Begriindung von 1998 dargestellt, gibt es deutliche Unterschiede
im Metabolismus zwischen den Spezies und auch den einzelnen Ratten-Stimmen
(siehe Abbildung 2).

So konnten beispielweise p-Aminophenol und seine Konjugate nach oraler Expo-
sition als Hauptmetaboliten im Urin von Kaninchen, Mausen und auch beim Men-
schen nachgewiesen werden, jedoch nicht bei F344- oder CD-Ratten (US EPA 1985).

Bei sechsstiindiger inhalativer Exposition von Freiwilligen gegen 1 bis 6 ml Nitro-
benzol/m? fand sich 6 bis 37% als 4-Nitrophenol im Urin. 4-Aminophenol wurde
nicht gefunden. Die initiale Halbwertszeit der Ausscheidung von 4-Nitrophenol mit
dem Urin betrug fiinf Stunden, die terminale 60 Stunden, was auf eine Akkumulati-
on wihrend der Arbeitswoche hindeutet. Bei intravendser Gabe von *C-Nitroben-
zol an Freiwillige wurden 60% der Dosis mit einer Halbwertszeit von 20 Stunden
mit dem Urin ausgeschieden (IARC 1996). Die Halbwertszeit der Ausscheidung von
p-Nitrophenol und p-Aminophenol im Urin von Ratten, die acht Stunden lang in-
halativ gegen 25 ml/m?exponiert wurden, liegt auch im Bereich von 20 Stunden (aus
Grafik abgelesen) (Ikeda und Kita 1964).

Erfahrungen beim Menschen

Zur Wirkung von Nitrobenzol auf Haut und Schleimhéute, zur allergenen Wirkung
und zu Reproduktionstoxizitit liegen keine Daten beim Menschen vor.

Einmalige Exposition

Symptome der Nitrobenzolvergiftung sind Brennen in Mund und Rachen, Ubelkeit,
Erbrechen, Schwindelgefiihl, Koordinationsstérungen, Zyanose, Bittermandelgeruch
der Ausatemluft, Unruhe, Tachykardie, Blutdruckabfall, Kollaps, Lihmungserschei-
nungen, Bewusstlosigkeit und Koma. Die durch Nitrobenzol hervorgerufene Methé-
moglobinbildung setzt innerhalb einer Stunde ein und kann tagelang anhalten. In der
Folge kommt es zu hamolytischer Anidmie, Ikterus und hypoxischen Schidigungen
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Abb. 2 Metabolisierung von Nitrobenzol bei F344-, CD-Ratten und Mausen. Angegeben ist der

Glucuronsdure

prozentuale Anteil einer Dosis von 225 mg/kg KG im 72-Stunden-Urin. GI

(Begriindung 1998).
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der inneren Organe. Todesfille sind nach Einnahme von 5 bis 16 ml Nitrobenzol und
nach dermaler Einwirkung beschrieben worden (Begriindung 1998).

Neuere, nicht in der Begriindung von 1998 aufgefiihrte Fallbeschreibungen mit
den typischen Symptomen einer Nitrobenzolvergiftung gibt es aus Indien von einem
fiinfjahrigen Jungen, der Nitrobenzol-haltige Siebdruckmaterialien (k.w.A.) ver-
schluckt hatte (keine Angabe zum Methdmoglobinspiegel) (Gupta et al. 2000), von
einem 32-jdhrigen Mann der nach unfallbedingter Aufnahme eines Farbemittels ein
kardiales Lungenddem, Leberschadigungen und einen Methdamoglobinspiegel von
65% entwickelte (Agrawal et al. 2011) und von einer 24-jihrigen Frau, die nach Auf-
nahme einer unbekannten Menge Nitrobenzol einen Methdmoglobinspiegel von
56,5% aufwies (Chongtham et al. 1999). Bei einem 82-jdhrigen Mann aus Spanien
ergaben sich nach Aufnahme einer Nitrobenzol-haltigen Fliissigkeit ein Methdmo-
globinspiegel von 70% und eine Nitrobenzolkonzentration im Blut von 3,2 pg/ml.
Als Symptome traten Koma, Nierenversagen und ischdmische Enzephalopathie auf.
Er starb drei Tage nach der Nitrobenzolaufnahme (Martinez et al. 2003).

Wiederholte Exposition

Die Symptome bei chronischer Exposition entsprechen denen nach akuter Vergif-
tung. Bei Exponierten wurden als LOAEC fiir die Vergiftungssymptome 40 ml/m?
und als NOAEC 6 ml Nitrobenzol/m? beschrieben (Begriindung 1998).

In einer Nachfolgestudie an gegen o-Toluidin, Anilin und Nitrobenzol exponierten
Arbeitern einer Kautschuk herstellenden Fabrik ergaben sich auch spéter signifikant
erhohte Inzidenzen an Harnblasenkrebs. Die Haufigkeit von Harnblasenkrebs war sig-
nifikant mit der kalkulierten kumulativen Exposition korreliert. Die Autoren fithrten
die Tumorentstehung auf die Exposition gegen o-Toluidin zuriick (Carredn et al. 2014).
Da Angaben zur Héhe der Expositionskonzentrationen fehlen und eine Mischexpo-
sition vorlag, konnen diese und auch die Vorlduferstudien nicht zur Bewertung der
kanzerogenen Wirkung von Nitrobenzol beim Menschen herangezogen werden.

Fir die Bewertung der Kanzerogenitit beim Menschen geeignete Studien gibt es
nicht.

Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

Subakute, subchronische und chronische Toxizitat
Inhalative Aufnahme

Zielorgane der Nitrobenzolwirkung waren nach wiederholter Inhalation bei Ratten
und Méusen vor allem Milz, Leber, Nieren, Testes, Nase, Gehirn und Lunge. Diese
Wirkungen sind in Tabelle 1 dargestellt. Neue Untersuchungen seit der Begriindung
von 1998 liegen nicht vor.

Wiahrend die Zwei-Jahrestudie an Sprague-Dawley-Ratten eine NOAEC von
1 ml/m? erbringt, tritt bei F344-Ratten bei 1 ml/m? im Riechepithel eine Pigmen-
tierung auf. Bei den ménnlichen F344-Tieren finden sich bei dieser Konzentration
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Tab.1 Bewertungsrelevante Studien mit wiederholter inhalativer Verabreichung von Nitrobenzol

Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,
Anzahl pro
Gruppe
Ratten, 90 Tage, keine NOAEC; CIIT 1984
F344, 0,5, 16, ab 5 ml/m?: 3, @: Milz: akute sinusoidale Konge-
jel0 g, Q 50 ml/m?, stion (alle behandelten Tiere); erhéhte Himoside-
6h/d,5d/w,  rin-Pigmentierung,
Ganzkorper- &: Blut: MetHb u. Ca?* 1, Niere: minimale
exposition toxische Nephrose;

ab 16 ml/m3: 3: Gesamtbilirubin 1, Milz: extra-
medulldre Himatopoese; fokale Akkumulation
von Lymphozyten u. Makrophagen u. Hyperpla-
sie im Stroma, sich erstreckend bis ins Milzparen-
chym bei 1 8, Knochenmark: Hyperplasie,

Q: MetHb 1, Leber- und Milzgewicht 1;

50 ml/m3; 3, Q: Milz: Grofle u. Gew. 1,
Milzkapsel: Fibroblasten-Hyperplasie (10 @, 10 &),
an Serosa-Oberfliche Mesenchymzell-Proliferati-
on umschlossen von einzelliger Schicht differen-
zierter Mesothelzellen, fokale Akkumulation von
Lymphozyten u. Makrophagen u. Hyperplasie

im Stroma u. bis ins Milzparenchym (6 ¢, 10 3),
Leber: Gew. 1, blassbraune (Nekrosen) u. rote

ca. 1 mm? grof3e Foci auf Oberfliche, verianderte
Lappchenstruktur, Nieren: méaflige bis schwere
toxische Nephrose bei allen Tieren; Nebennie-

re: Basophilie in Markzellen, Testes: Grofie u.
Gew. |, méflige bis schwere Degenerationen der
Epithelzellen der Hodenkanilchen, Reifungsstopp
bei priméren u. sekundiren Spermatozyten,
Nebenhoden: Leydigzell-Hyperplasie, keine reifen
Spermien, proteinhaltiges Material im Lumen

der Samenleiter; Lymphknoten: Proliferationen
von Plasma- u. Mastzellen, Akkumulation von
Makrophagen, mehrkernige Riesenzellen,

Q: Milz: extramedulldre Himatopoese;
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Tab.1 (Fortsetzung)

Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,

Anzahl pro

Gruppe

Ratten, 90 Tage, keine NOAEC; CIIT 1984
Sprague 0,5, 16, ab 5 ml/m?: 3, @: Nieren: toxische Nephrose

Dawley, 50 ml/m?, (8:0/4/7/10, @: 0/0/2/5 bei 0, 5, 16, 50 ml/m?),

je103, 9 6 h/d, 5d/w, Lunge: interstitielle Pneumonitis mit Emphy-

Ganzkorper-  sem ohne klare Dosisabhéngigkeit (3: 1/6/5/5,

exposition Q:1/5/2/4 bei 0, 5, 16, 50 ml/m?), Infiltration von
Makrophagen und Lymphozyten in perivasku-
lare Bereiche (8: 2/5/4/7, Q: 2/3/5/6 bei 0, 5, 16,
50 ml/m?), Nase: Rhinitis (3: 0/0/3/5, @: 0/0/0/1
bei 0, 5, 16, 50 ml/m?), Hyperplasie oder Meta-
plasie von Epithelzellen der vorderen Turbinalien
(8:0/0/3/6, 2:0/0/1/1 bei 0, 5, 16, 50 ml/m?),
Becherzellhyperplasie des vorderen Septums
(8:0/2/3/6, 2: 0/0/0/5 bei 0, 5, 16, 50 ml/m?),
Q: Lunge: reaktive lymphoide Hyperplasie der
mes. Lymphknoten: (: 2/6/9/9 bei 0, 5, 16,
50 ml/m3);
ab 16 ml/m?: 3, @: Gew. von Milz u. Leber 1,
Milz: Stauung in den kleinen Blutgefifien, extra-
medullidre Himatopoese, Leber: zentrilobulire
Hypertrophie, vergrofierte Zellkerne, Knochen-
mark: Hyperplasie der Erythrozyten-bildenden
Zellen,
3: MetHb 1, Milz: Himosiderin-Pigmentierung 1,
Nebenniere: Basophilie der medulldren Zellen;
50 ml/m?: 3, Q: Milz: Anzahl von Lymphozyten
u. Makrophagen |, Dicke der Milzkapsel 1, Leber:
verstirkte Lappchenzeichnung, Pigmentierung
der Kupffer-Zellen 1, Schilddriise: Hypertrophie
der Kolloid-gefiillten Follikel,
3: Testes: Grof3e |, Atrophie, Hyperplasie der
interstitiellen Zellen, Odeme, Verlust des Sa-
menepithels (beginnend bei 5 ml/m? 0/1/2/10 bei
0, 5, 16, 50 ml/m?), Nebenhoden: volliges Fehlen
reifer Spermien (beginnend bei 5 ml/m?®: 0/1/0/10
bei 0, 5, 16, 50 ml/m?),
Q: MetHb 1, Gesamtbilirubin 1, Alanin-Amino-
Transferase 1, Howell-Jolly-Kérperchen (Zell-
kernfragmente in Erythrozyten), Nase: hyperplas-
tische Verdnderungen (s.o0.)
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Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,
Anzahl pro
Gruppe
Ratten, 2 Jahre, keine NOAEC; Cattley et al.
F344, 0,1,5,25ml/ ab 1 ml/m? 3, Q: Nase: Riechepithel mit Pigmen- 1994
je703,? m?, tierung,
6 h/d, 5d/w, 3: Milz: Pigmentierung u. extramedullire
jel0du @ Hamatopoese 1;
bereits nach ab 5 ml/m?: 3: Leber: eosinophile Foci u. zentri-
15 Monaten lobulére Leberzellvergrofierung;
untersucht, 25 ml/m? MetHb 1, Erythrozytenzahl |,
Ganzkorper-  Hamatokritwert u. Himoglobingehalt |,
exposition Q: Milz: Pigmentierung, 3: Leber: Spongiose,
Nieren: Hyperplasie im Tubulusepithel;
die Inzidenzen der Organveranderungen finden
sich in Tabelle 2;
chronische Nephropathie (mit Akkumulation von
hyalinen/eosinophilen Tropfchen im Cytoplasma
der prox. Tubuluszellen) bei allen Tieren (auch
in der Kontrolle), Schweregrad dosisabhéngig
zunehmend
Ratten, 2 Jahre, 1 ml/m3; 3: NOAEC; Cattley et al.
Sprague 0,1,5,25ml/ ab 5 ml/m?3: 3: Leber: zentrilobulire Leberzellver- 1994
Dawley, m?, groflerung, positiver Trend fiir eosinophile Foci,
703 6 h/d, 5 d/w, Nase: Riechepithel mit Pigmentierung;

10 & bereits
nach 15 Mona-
ten untersucht,
Ganzkorper-
exposition

Mause, 90 Tage,
B6C3F1, 0, 5, 16, 50 ml/
jel103,Q m?,
6 h/d, 5d/w,
Ganzkorper-
exposition

25 ml/m?: 3: MetHb 1, Leber: Spongiose, Testes:
bilaterale Atrophie u. Hypospermie;

die Inzidenzen der Organveranderungen finden
sich in Tabelle 2;

chronische Nephropathie bei allen Tieren (auch
in der Kontrolle)

keine NOAEC; CIIT 1984
ab 5 ml/m?: 3, @: Milz: Himosiderin Pigmentie-
rung, extramedullire Himatopoese 1,

3: Milz: lymphoide Atrophie oder Degeneration,
Q: Milz: akute sinusoidale Stauung, Nebenniere:
Vakuolenzahl in Zellen der Zona reticularis
deutlich 1;

ab 16 ml/m?: 3: Milz: akute sinusoidale Stauung;
50 ml/m?: 3, Q: MetHb 1, Milz: Hypertrophie,
Knochenmark: Hyperplasie, Lunge: Hyperplasie
der bronchialen Mucosa (3: 0/0/1/7; @ 0/2/2/6
bei 0, 5, 16, 50 ml/m?),

3: Leber: basophile Hepatozyten mit vergro-
erten hypochromatischen, teils vielkernigen
Zellkernen,

Q: Leber: zentrilobuldre Hypertrophie, Milz:
lymphoide Atrophie oder Degeneration
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Tab.1 (Fortsetzung)

Spezies, Exposition Befunde Literatur
Stamm,

Anzahl pro

Gruppe

Mause, 2 Jahre, keine NOAEC; Cattley et al.
B6C3F1, 0,5,25,50 ml/ ab 5 ml/m? 3, Q: Lunge: Bronchiolarisierung, 1994
je703, % m? Nase: Riechepithel: Pigmentierung,

6 h/d, 5d/w, 3: Leber: zentrilobulédre Leberzellvergrofierung,
jel0du. @ vielkernige Leberzellen,

bereits nach Q: Nase: Degeneration des olfaktorischen Epi-
15 Monaten thels;

untersucht, 25 ml/m? 3, Q: Lunge: bronchio-alveolire
Ganzkorper-  Hyperplasie,
exposition 3: MetHb?, Hamatokritwert |, Nase: Degene-

ration des olfaktorischen Epithels, Schilddriise:
Follikelzellhyperplasie. Testes: bilaterale Atrophie
u. Hypospermie,

Q: Nase: erhohte Ausscheidung aus respir. Epithel;
50 ml/m?: 3, @: Nase: Glandularisierung des
respir. Epithels,

3: Nase: erhohte Ausscheidung aus respir. Epi-
thel, Testes: Hypospermie, Niere: Zysten,

Q: Thymus: Involution, Pankreas: mononukledre
Zellinfiltration;

die Inzidenzen der Organveranderungen finden
sich in Tabelle 3

MetHb: Methdmoglobin
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eine Pigmentierung sowie eine extramedullire Himatopoese auch in der Milz.
Beide Effekte weisen schon eine hohe Spontaninzidenz auf, werden aber durch die
Nitrobenzol-Exposition zumindest bei den méannlichen Tieren konzentrationsab-
hingig verstéarkt. Tabelle 2 fiihrt die Inzidenzen der Organbefunde auf und zeigt
zudem einen signifikant positiven Trend fiir die Befunde. Es ergeben sich in der
Leber von F344- und Sprague-Dawley-Ratten eosinophile Foci, zentrilobuldre Le-
berzellvergrofierung (nur mannliche Tiere) und Spongiose sowie in der Schilddri-
se bei den minnlichen F344-Ratten Follikelzell-Hyperplasie und in den Testes bei
Sprague-Dawley-Ratten eine bilaterale Atrophie und Hypospermie (Cattley et al.
1994; siehe auch Begriindung 1998).

Nitrobenzol verursachte konzentrationsabhingig eine erh6hte Methdmoglobinbil-
dung (siehe Tabelle 4).

In der chronischen Studie an Miusen treten ab der niedrigsten Konzentration von
5 ml/m? Bronchiolarisierung in der Lunge, zentrilobuldre Leberzellvergroflerung
und vielkernige Leberzellen, Pigmentierung des olfaktorischen Epithels und bei
den weiblichen Tieren Degeneration des olfaktorischen Epithels auf. Tabelle 3 fiithrt
die Inzidenzen der Organbefunde auf und zeigt zudem einen signifikant positiven
Trend fiir die Follikelzellhyperplasie in der Schilddriise und die Degeneration des
olfaktorischen Epithels bei den ménnlichen Tieren (Cattley et al. 1994, siehe auch
Begriindung 1998).

Der fiir die Ableitung eines Grenzwertes kritische Effekt aus den chronischen Stu-
dien an Nagern ist die Bronchiolarisierung bei Mausen. Da die Bronchiolarisierung
bei der niedrigsten Konzentration schon eine sehr hohe Inzidenz (87-92% im Ge-
gensatz zu 0% in der Kontrolle) aufweist, ist keine Benchmark-Berechnung maglich.

Zusammengefasst kann keine Konzentration ohne Effekt abgeleitet werden. Die
niedrigste LOAEC von 1 ml/m? resultiert aus der chronischen Studie an F344-Rat-
ten mit einer verstarkten Pigmentierung des Riechepithels sowie bei den ménnlichen
Tieren einer vermehrten Pigmentierung und extramedulldren Himatopoese der Milz.

Orale Aufnahme

Eine toxikologische Bewertung der US EPA (2009) gibt eine Ubersicht iiber die Stu-
dien mit wiederholter oraler Aufnahme, die fiir die Ableitung eines Grenzwertes in
Frage kommen. Neue bewertungsrelevante Untersuchungen sind seitdem nicht hin-
zugekommen. Die Studien zur Toxizitdt nach oraler Verabreichung sind in Tabelle
5 zusammengefasst.

Aus den 90-Tage-Studien an Ratten und Miusen, die im Rahmen des NTP (Na-
tional Toxicology Program) durchgefithrt wurden, konnte kein NOAEL abgeleitet
werden. Der LOAEL betrigt fiir die Ratte 9,38 mg/kg KG und Tag und fiir die Maus
18,8 mg/kg KG und Tag. Die systemischen Zielorgane Leber, Niere und hamatologi-
sches System entsprechen denen nach inhalativer Exposition.
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Tab.2 Haufigkeit chronisch-toxischer Effekte bei Ratten (Cattley et al. 1994, siehe auch Begriin-

dung 1998)
Expositionskonzentration (ml/m?)
Befund Stamm/ 0 1 5 25
Geschlecht
Leber CD @ 11/63( 17)*D  3/67( 4) 8/70 ( 11)  19/65 ( 29)
eosinophile Herde F344 3  26/69 ( 42)" 25/69 (36) 44/70 ( 63)* 57/70 ( 81)*
(Foci) Q 6/70 ( 9"V 9/66 (14) 13/66 ( 20) 16/70 ( 23)*
zentrilobuldre Leber- CD @ 3/63( 5"  1/67( 1) 14/70 ( 20)* 39/65 ( 60)*
zellvergréflerung F344 g 0/69( 0"  0/69( 0) 8/70 ( 11)* 57/70( 81)*
Q 0/70 ( 0) 0/66 ( 0) 0/66 ( 0) 0/70 ( 0)*
Spongiose CD @ 25/63( 40)" 25/67 (37) 25/70 ( 36) 37/65( 57)*
F344 g 25/69 ( 36)""  24/69 (35) 33/70 ( 47) 58/70( 83)*
Q 0/70( 0)""  0/66 ( 0) 0/66 ( 0) 6/70 ( 9)*
Niere CD 3 54/63( 86) 60/67 (90) 63/70 ( 90)  59/65 ( 91)
chronische Nephro- F344 g 69/69 (100) 64/68 (94) 70/70 (100)  70/70 (100)
pathie Q 58/70 ( 83) 51/66 (77) 60/66 ( 91)  67/70 ( 96)
Tubulusepithel- CD g 3/63( 5) 1/67 ( 1) 5/70 ( 7) 6/65( 9)
Hyperplasie F344 @ 2/69 ( 3)*D  2/68( 3) 2/70( 3) 13/70( 19)*
Q 0/70( 0) 0/66 ( 0) 2/66 ( 3) 2/70 ( 3)
Schilddriise CD g 2/63 ( 3) 2/64 ( 3) 1/68 ( 1) 4/64( 6)
Follikelzell-Hyper- F344 g 0/69( 0"  1/69( 1) 2/70( 3) 4/70( 6)
plasie Q 1/69( 1) - - 0/68( 0)
Nase CD 3 42/63 ( 67)""  49/64 (77) 60/66 ( 91)* 58/61 ( 95)*
Pigmentierung F344 3  40/67 ( 60)*D 53/67 (79)"  67/70 ( 96)" 68/69 ( 99)*
Riechepithel Q 37/67 ( 55)*D 54/65(83)"  60/65 ( 92)° 66/66 (100)*
Testes Ch g 11/62 ( 18)*"  17/66 (26) 22/70 ( 31) 35/61( 57)*
bilaterale Atrophie F344 & 61/69 ( 88) 50/56 (89) 51/61( 97) 61/70( 87)
bilaterale Hypo- CD 3 8/60 ( 13)*D  12/65 (20) 15/67 ( 22)  32/59 ( 54)*
spermie F344 3  15/69( 22)  21/54(39)  12/59( 20) 12/70( 17)
Milz CD 3 58/63( 92) 56/67 (84) 61/69 ( 88) 60/65 ( 95)
extramedulldre F344 @& 53/69 ( 77) 62/69 (90)* 65/70 ( 93)* 61/70 ( 87)
Hématopoese Q 60/69 ( 87) 62/66 (94) 60/66 ( 91)  65/69 ( 94)
Pigmenteinlagerung CD @& 59/63 ( 94)* 58/67 (87) 67/69 ( 97)  65/65 (100)
F344 @  55/69 ( 80)" 63/69 (91)"  64/70 ( 91)* 70/70 (100)*
Q 62/69 ( 90)*"  61/66 (92) 60/66 ( 91) 68/69 ( 99)*

£

*signifikant, p <0,05; *7 signifikanter positiv korrelierter Trend, p <0,05
 Zahlen in Klammern sind Prozentangaben der Inzidenzen
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Tab.3 Haufigkeit chronisch-toxischer Effekte bei B6C3F1-Mausen (Cattley et al. 1994, siehe auch
Begriindung 1998)

Expositionskonzentration (ml/m?)

Befund Geschlecht 0 5 25 50

Lunge 3 1/68 ( 1)*D  2/67 ( 3) 8/65 (12)*  13/66 ( 20)*

bronchio-alveolire @ 9/53 ( 0) 2/60 ( 3) 5/64 ( 8)* 1/62 ( 2)

Hyperplasie

Bronchiolarisierung & 0/68 ( 0)*"  58/67 (87)°  58/65(89)"  62/66 ( 94)*
Q 0/53 ( 0)*"  55/60 (92)* 63/64(98)"  62/62 (100)"

Schilddriise 3 1/65 ( 2)*D 4/65 ( 6) 7/65 (11)* 12/64 ( 19)*

Follikelzell-Hyper- Q 2/49 ( 4)™ 1/59( 2) 1/61( 2) 8/61 ( 13)

plasie

Leber 3 1/68 ( 1)*V  15/65 (23)* 44/65 (68)*  57/64 ( 89)*

zentrilobulédre Leber- @ 0/51 ( 0)*P  0/61( 0) 0/64 ( 0) 7/62 ( 11)*

zellvergroflerung

vielkernige Leber- 3 2/68 ( 3)'"  14/65 (22)*  45/65(69)"  56/64 ( 88)"

zellen Q 0/51( 0) 0/61 ( 0) 0/64 ( 0) 2/62( 3)

Nase 3 10/67 (15" 0/66 ( 0) 0/65( 0)  27/66 ( 41)*

Glandularisierung Q 0/52 ( )"  0/61( 0) 0/63 ( 0) 7/61 ( 11)*

des respiratorischen

Epithels

Erhohung der 3 0/67 ( 0)*P  0/66 ( 0) 3/65( 5) 6/66 ( 9)*

Ausscheidung aus Q 2/52 ( 4)™ 7/60 (12) 19/63 (30)*  32/61 ( 52)*

dem respiratorischen

Epithel

Degeneration des ol- & 1/67 ( 1)*V 1/66 ( 2) 31/65 (49)*  41/66 ( 62)*
faktorischen Epithels @ 0/52 ( 0)*P  19/60 (32)*  47/63 (75)"*  42/61 ( 69)*
Pigmentierung 3 0/67 ( )Y 7/66 (11)*  46/65 (71)"  49/66 ( 74)*
des olfaktorischen Q 0/52 ( 0)*V 6/60 (10)* 37/63 (59)*  29/61 ( 48)*
Epithels

Testes

diffuse Atrophie, 3 1/68 ( 1) - - 6/66 ( 9)
Hypospermie

Knochen 3 3/68 ( 4)*"  10/67 (15)* 4/64 ( 6) 13/66 ( 20)*
Hyperzellularitat Q 4/52 ( 8) - - 9/62 ( 15)
Thymus ) 10/48 (21) - - 10/44 ( 23)
Involution Q 7/41 (17) - - 22/57 ( 39)*
Niere 3 2/68 ( 3) - - 12/65 ( 18)*
Zysten Q 0/51( 0) - - 0/62( 0)
Pankreas 3 3/65( 5) - - 3/64( 5)
mononukleire Q 1/46 ( 2) - - 8/62 ( 13)*
Zellinfiltration

*signifikant, p <0,05; *T signifikanter positiv korrelierter Trend, p <0,05
® Zahlen in Klammern sind Prozentangaben der Inzidenzen
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Tab.4 Methamoglobinbildung nach verschieden langer inhalativer Aufnahme von Nitrobenzol

Dosis [ml/m?]

Methdamoglobin [%]

F344-Ratten

Sprague-Dawley-Ratten B6C3F1-Méuse

3 Q 3 ? 3 Q
14 Tage Medinsky und Irons (1985)
o o 36122 69+13 48107 nu nu
10 1,9+0,7 4,8+0,8 6,1+0,5 6,310,6 n.u n.u
35 6,60,2 6,60,8 8,7+1,0 7,3+1,4 n.u. n.u.
125 11,7£1,2 13,4+2,1 14,0+1,0 31,3+2,5 n.u. n.u.
90 Tage CIIT (1984)
o 12608  1,6:08  06£02  21+12 0706 1309
5 3,0+1,0 3,2+0,9 0,9+0,6 2,3+0,6 1,6+0,4 0,8+0,5
16 4,4+1,3" 3,9+1,3* 3,2+0,7* 3,7+0,2 2,1+1,3 2,0+0,6
50 10,1£1,2°  10,5¢1,5° 10,1£2,0°  9,6+25° 58+1,7" 5,1+0,8"
15 Monate Cattley et al. (1994)
o 29:03  24+04 1234 nu nu nu
1 3,2+0,2 3,3+0,4 4,1£0,8" n.u n.u. n.u.
5 3,2+0,4 3,2+0,4 6,2+1,6" n.u. n.u. n.u
25 4,7+0,5™  59+1,0™  59+0,8" n.u n.u n.u
24 Monate Cattley et al. (1994)
o 39:03 27104  28:05 nu 20£02 14102
1 3,3+0,3 2,1£0,2 2,9+0,3 n.u. n.u. n.u.
5 4,2+0,5 2,5+0,3 2,4+0,3 n.u. 1,9+0,3 1,4+0,2
25 53+0,3"  50+0,5"  4,6+0,5° n.u. 3,0+£0,4 2,2+0,3
50 nu nu nu nu 4,0£0,5" 2,8+0,2"

*p <0,05; **p <0,01; n.u. = nicht untersucht
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Allergene Wirkung

In einem validen modifizierten Local Lymph Node Assay (LLNA/IMDS (Integrated
Model for the Differentiation of Skin reactions)) an weiblichen NMRI-Méausen wur-
de Nitrobenzol in 2%-, 10%- und 50%iger Konzentration in Aceton/Olivendl (4:1;
Applikationsmenge 25 pl/Ohr) getestet. Die untersuchten Parameter waren Lymph-
knotengewicht, Lymphozytenzahl im Lymphknoten, Ohrschwellung und Ohrge-
wicht. Keiner der Parameter zeigte gegeniiber den Kontrollen einen erhéhten Wert.
Der Indexwert fiir die Lymphozytenzahl betrug fiir die drei Konzentrationen 0,96;
0,82 bzw. 0,86; ab einem Wert von 1,4 gilt der Test als positiv (ECHA 2014).

Eine dltere Untersuchung zur hautsensibilisierenden Wirkung ist nicht eindeutig
zu bewerten. In dieser erhielten sechs Meerschweinchen drei Tage lang, taglich ein-
mal 0,1 ml 10%iges Nitrobenzol in Dimethylformamid auf die Auf3enseite der Oh-
ren aufgetragen. Am siebten Tag nach Testbeginn wurden 0,2 ml der Zubereitungen
in verschiedenen Konzentrationen (keine weiteren Angaben) auf die geschorenen
Flanken der Tiere appliziert, ohne dass 24 Stunden spéter eine Hautreaktion auftrat
(Stevens 1967).

Ein weiterer negativer Test mit offener epikutaner Applikation einer 3%igen Zube-
reitung der Testsubstanz in Aceton zur Induktion und einer 0,3%igen Zubereitung
zur Auslosung (Sziza und Magos 1959) ist wegen der unvollstindigen Dokumenta-
tion nicht zu bewerten.

Reproduktionstoxizitat
Fertilitat

Inhalative Aufnahme

Nach inhalativer Exposition fiihrte Nitrobenzol in einer Zwei-Generationenstudie
an Sprague-Dawley-Ratten bei Konzentrationen ab 40 ml/m? zu einem verminder-
ten Testes- und Nebenhodengewicht, einer Tubulusatrophie in den Testes sowie
Spermatozyten-Degeneration und Vorkommen von Riesenspermatozyten, was eine
Verringerung der Fertilitét zur Folge hatte. Die NOAEL betragt 10 ml/m? (Sammel-
kapitel ,MAK-Werte und Schwangerschaft“ 1991; Begriindung 1998).

Orale Aufnahme

Auch nach oraler Gabe erweist sich Nitrobenzol als toxisch fiir die Reproduktions-
organe. So zeigte sich in einer 90-Tage-Schlundsondenstudie an F344-Ratten und
B6C3F1-Miusen eine Atrophie der Testes (siehe Tabelle 5). Aber auch bei Einzelga-
be von 300 mg/kg KG und Tag an F344-Ratten verursachte Nitrobenzol zahlreiche
histopathologische Befunde, wie Nekrose des Keimepithels, vielkernige Riesenzel-
len, Abnahme der Spermien und voriibergehend eingestellte Spermatogenese (US
EPA 2009).

Es liegen zwei Untersuchungen zur Fertilitdt nach oraler Applikation vor.

In der neueren Untersuchung wurden Gruppen von jeweils zehn ménnlichen
Sprague-Dawley-Ratten 60 mg Nitrobenzol/kg KG und Tag mit der Schlundsonde
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verabreicht und nach 7, 14, 21, 28, 42, 56 oder 70 Tagen Behandlung erfolgte die
Verpaarung mit weiblichen, unbehandelten Tieren. Am Tag nach der Verpaarung
wurden Gewicht der Reproduktionsorgane, Spermienmotilitit, progressive Sper-
mienmotilitidt, Spermienzahl und —morphologie untersucht. Erst nach 14 Behand-
lungstagen waren Testes- und Epididymisgewicht, Spermienzahl, Spermienmotilitat
und progressive Motilitdt und nach 21 Tagen auch die Indizes fiir Spermienlebens-
fahigkeit und Fertilitat signifikant reduziert. Nach 21 Tagen war zudem die Rate
abnormaler Spermien erhoht und teils keine Spermienmotilitit mehr vorhanden.
Der Verpaarungsindex war nur nach 70 Tagen vermindert. Die Autoren schlossen,
dass Spermienzahl und —motilitit die sensitivsten Parameter fiir die Toxizitit durch
Nitrobenzol sind und eine wenigstens 14-tdgige Exposition erfolgen muss, bevor
Effekte auf die mannliche Fertilitit der Ratten zu beobachten sind (Kawashima et
al. 1995).

In einer nach OECD-Priifrichtlinie 421 durchgefiihrten Screeningstudie erhiel-
ten zehn minnliche und zehn weibliche SD-Ratten pro Dosisgruppe 0, 20, 60 oder
100 mg Nitrobenzol/kg KG und Tag mit der Schlundsonde 14 Tage lang vor der
Verpaarung, wihrend der Verpaarung und bis zum vierten Postnataltag, insgesamt
54 Tage lang. Ab 60 mg/kg KG und Tag trat ein signifikant vermindertes Gewicht
der Testes und der Epididymis auf. Histopathologisch war eine dosisabhidngige At-
rophie der Testes (0/10, 1/10, 10/10 und 10/10 bei 0, 20, 60 bzw. 100 mg/kg KG und
Tag) sowie ab 60 mg/kg KG und Tag Leydigzellhyperplasie und Verlust der intralu-
minalen Spermien in den Epididymis zu beobachten. Effekte auf die Nachkommen
zeigten sich am 4. Postnataltag ab 20 mg/kg KG und Tag in Form eines verringerten
Korpergewichts bei den ménnlichen Nachkommen, in der mittleren Dosisgruppe
war bei beiden Geschlechtern bei der Geburt und am 4. Postnataltag sowie in der
hohen Dosisgruppe ebenfalls am 4. Postnataltag ein reduzierter Uberlebensindex
zu beobachten. Bei sechs Muttertieren der mittleren Dosisgruppe traten am 19. Ge-
stationstag Andmie und bei einem Muttertier wiahrend der Laktation neurologische
Auffalligkeiten wie abnormaler Gang und Schiefhaltung des Kopfes auf. Der Futter-
konsum und die Kérpergewichtszunahme waren bei den Muttertieren der mittleren
Dosisgruppe wihrend der Laktation verringert. Bei der hohen Dosisgruppe zeigten
die Tiere ab dem 13. Behandlungstag gestraubtes Fell, Speichelfluss und Anémie,
und einige Tiere wiesen neurologische Auffilligkeiten wie Schiethaltung des Kopfes,
kreisende Bewegungen und abnormaler Gang auf. Der Futterkonsum und die Kor-
pergewichtszunahme waren bei beiden Geschlechtern in der hohen Dosisgruppe
reduziert. Zwei ménnliche und sieben weibliche Tiere starben bis zum Ende der
Trachtigkeit und zwei weitere weibliche Tiere wihrend der Laktation (Mitsumori
et al. 1994). Es ergibt sich ein LOAEL fiir Fetotoxizitit und Toxizitdt der Elterntiere
von 20 mg/kg KG und Tag.

Die Spermatotoxizitit von Nitrobenzol wurde zudem in zahlreichen weiteren Stu-
dien gezeigt, in denen die Substanz als Positivkontrolle eingesetzt wurde (US EPA
2009).

Zusammengefasst zeigt eine Vielzahl von Studien, dass Nitrobenzol toxisch auf die
Testes wirkt. Der empfindlichste Endpunkt ist hierbei die Spermienzahl und -moti-
litat. Letztendlich fiihrt die Exposition gegen Nitrobenzol zum vollstéindigen Verlust
des Keimepithels. Effekte auf die Fertilitit werden erst nach mehr als zweiwdchi-
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ger Expositionszeit beobachtet, wihrend die Schidigung der Reproduktionsorgane
schon nach akuter Exposition nachzuweisen ist. Die aus einer inhalativen Zwei-Ge-
nerationenstudie stammende NOAEC fiir ménnliche Reproduktionstoxizitit bei
Ratten betragt 10 ml/m?.

Entwicklungstoxizitat

Inhalative Aufnahme

Zum fruchtschédigenden Potenzial von Nitrobenzol liegen zwei Inhalationsunter-
suchungen an Ratten vor, eine Zwei-Generationenstudie und ein Teratogenitats-
versuch, die im Sammelkapitel ,MAK-Werte und Schwangerschaft® 1991 bewer-
tet wurden. In der Teratogenitétsstudie kam es selbst nach Inhalation der deutlich
maternaltoxischen Konzentration von 40 ml/m? zu keiner embryotoxischen, feto-
toxischen oder teratogenen Wirkung. In der Zwei-Generationenstudie fiihrte die-
se hohe Konzentration zu reversiblen Schadigungen der Testes der Vatertiere, aber
fruchtschiadigend war sie allenfalls insofern, als die Jungtiere der F1-Generation et-
was weniger an Gewicht zunahmen als die Kontrollen. Es ergibt sich fiir die Ratte
eine NOAEC fiir Entwicklungstoxizitit von 40 ml/m? bei gleichzeitiger ausgeprég-
ter Maternaltoxizitdt und eine NOAEC fiir Fetotoxizitdt von 10 ml/m?® ohne Mater-
naltoxizitit.

Eine weitere unveroffentlichte Firmenstudie aus den 1980er Jahren ist in dieser Be-
wertung noch nicht enthalten. Im hierzu durchgefiihrten Dosisfindungsexperiment
wurden jeweils zw6lf Neuseelinder-Kaninchen vom 7. bis zum 19. Trichtigkeitstag
gegen Nitrobenzol in Konzentrationen von 0, 10, 40 oder 80 ml/m? Ganzkérper-ex-
poniert. Am 20. Trachtigkeitstag erfolgten die Untersuchungen von Leber- und Nie-
rengewicht sowie die Auszéhlung der Gelbkérper, lebender und toter Feten, frither
und spéter Resorptionen und Implantationen. Es traten keine substanzbedingten
Befunde auf. Auch lagen keine klinischen Symptome oder Effekte auf das Korper-
gewicht der Muttertiere vor. Einziger Effekt war eine erhohte Methdmoglobinkon-
zentration im Blut am 13. und 19. Tréichtigkeitstag (Biodynamics Inc 1984; US EPA
2009).

Die Hauptstudie umfasste Gruppen von jeweils 22 Neuseelander-Kaninchen,
die vom 7. bis zum 19. Tréchtigkeitstag an sechs Stunden téglich gegen Nitroben-
zol Ganzkorper-exponiert wurden. Die Konzentrationen betrugen 0, 10, 40 oder
100 ml/m? Am 30. Tréchtigkeitstag wurden die Anzahl der Gelbkorper, der le-
benden und toten Feten, der frithen und spiten Resorptionen und Implantationen
bestimmt sowie auch eine vollstindige Untersuchung der Feten auf entwicklungs-
toxische Effekte durchgefiihrt. Bis auf eine leicht erhohte Anzahl von Resorptionen
und betroffenen Wiirfen der 100-ml/m3-Gruppe (11 Wiirfe im Gegensatz zu 7 bei
Kontrolltieren) traten keine Effekte auf. Die Resorptionen in der hohen Konzentra-
tionsgruppe lagen in diesem Testlabor nahe denen der historischen Kontrollwerte.
Maternale Toxizitét zeigte sich in einem Anstieg des relativen Lebergewichts (bis zu
12%) und einem Anstieg des Methdmoglobinspiegels um 40 bzw. 60% in den beiden
hochsten Konzentrationsgruppen. Es ergab sich fiir Kaninchen eine NOAEC fiir
Entwicklungstoxizitit von 40 ml/m? (Biodynamics Inc 1984; US EPA 2009).
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Orale Aufnahme

In einer Screeningstudie nach OECD-Priifrichtlinie 421 erhielten zehn ménnliche
und zehn weibliche Sprague-Dawley-Ratten pro Gruppe 0, 20, 60 oder 100 mg Nitro-
benzol/kg KG und Tag per Schlundsonde jeweils 14 Tage lang vor der Verpaarung,
wihrend der Verpaarung und bis zum vierten Postnataltag (insgesamt 53 Tage lang;
siehe Abschnitt ,Fertilitat). Effekte auf die Nachkommen zeigten sich am 4. Post-
nataltag in der niedrigen Dosisgruppe in Form eines verringerten Korpergewichtes
der ménnlichen Nachkommen, ab der mittleren Dosisgruppe bei beiden Geschlech-
tern und in der hohen Dosisgruppe bei der Geburt und am 4. Postnataltag, an dem
auch ein reduzierter Uberlebensindex festgestellt wurde. Die Teratogenitit wurde
nicht untersucht. In der unteren und mittleren Dosisgruppe verstarb jeweils ein
Muttertier (Mitsumori et al. 1994). Es ergibt sich ein LOAEL fiir Fetotoxizitit und
Maternaltoxizitdt von 20 mg/kg KG und Tag.

Genotoxizitat
In vitro

Nitrobenzol wirkte nur mit metabolischer Aktivierung und nach Zugabe von Nor-
harman im Salmonella-Mutagenitétstest mutagen (Begriindung 1998).

Im Folgenden sind die neuen Daten zur Genotoxizitat beschrieben und in Tabelle 6
dargestellt.

Untersuchungen mit Zellen aus den Zielorganen der Nitrobenzolwirkung ergaben
im Comet-Assay ab 7,6 pg/ml DNA-Schidden in Nieren- und Schilddriisenzellen
(Mattioli et al. 2006; Robbiano et al. 2004;).

Im UDS-Test (DNA-Reparatur-Synthese) mit Schilddriisenzellen vom Menschen
oder Hepatozyten von Mensch und Ratte rief Nitrobenzol keine DNA-Repara-
tur-Synthese hervor (Butterworth et al. 1989; Mattioli et al. 2006).

In Blutlymphozyten von Menschen wurden Chromosomenaberrationen beschrie-
ben, die aufgrund unzureichender und widerspriichlicher Beschreibung der Ergeb-
nisse nicht zur Bewertung herangezogen werden kénnen (Huang et al. 1995, 1996).

In priméren Nierenzellen von Mensch und Ratte verursachte Nitrobenzol in ho-
hen Konzentrationen ab 250 bzw. bei 125 pM (31 bzw. 15 pg/ml) die Bildung von
Mikronuklei (Robbiano et al. 2004).

In V79-Zellen wurden Mikronuklei ab 0,1 uM (ca. 0,012 pg/ml) induziert, die sich
zu ca. 72% als CREST-positiv erwiesen (Bonacker et al. 2004), was ein Hinweis auf
aneugene Wirkung ist.

In vivo

Bei Ratten wurden nach Inhalation von bis zu 50 ml/m? weder Schwesterchroma-
tidaustausche noch Chromosomenaberrationen im Knochenmark (Kligerman et al.
1983) und nach oraler Aufnahme von bis zu 500 mg/kg KG keine DNA-Reparatur-
synthese in der Leber (UDS-Test) (Mirsalis et al. 1982) nachgewiesen.
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Nach intraperitonealer Gabe von bis zu 250 mg/kg KG trat keine Zunahme an
Mikronuklei im Knochenmark der Maus auf. Das PCE/NCE-Verhiltnis war nicht
verdndert. Ab der niedrigsten Dosis wurde gestrdaubtes Fell, ab der mittleren unre-
gelmiflige Atmung und bei der hochsten Dosis Apathie beobachtet. In einem Vor-
versuch trat ab 300 mg/kg KG Mortalitiat auf (BASF AG 1996) (siehe auch Begriin-
dung 1998).

Seitdem sind Studien an Ratten zur Induktion von DNA-Schiden in Leber, Nieren
und Schilddriise, zur Induktion von Mikronuklei in Nieren sowie eine Untersuchung
zur Bindung von Nitrobenzol an die DNA in der Leber von Méusen erschienen.

Bei Médusen war bereits bei Dosierungen im pg-Bereich eine Bindung von Nitro-
benzol an die DNA in Leberzellen und an Himoglobin in Erythrozyten nachweis-
bar. Es wurde "C-markiertes Nitrobenzol intraperitoneal verabreicht und nach zwei
Stunden die DNA und das Hamoglobin auf *C-Markierung untersucht. Die Dosis
von 0,1 pg/kg KG diente als Kontrolle, da sie ungefihr der Nitrobenzol-Konzen-
tration in der Umweltluft entsprach (Li et al. 2003). Eine nihere Spezifizierung der
DNA-Bindung erfolgte nicht. Als Expositionsmarker zeigt dieser Befund, dass be-
reits bei sehr niedrigen Konzentrationen eine Bindung an die DNA erfolgt. Ob dies
jedoch zu Mutationen fiihrt ist ungeklart.

Bei Ratten fiithrte eine einmalige orale Gabe von % der LD;, zu DNA-Schiden im
Comet-Assay in den Zielorganen Leber, Nieren und Schilddriise sowie zu Mikro-
nuklei in den Nieren (Mattioli et al. 2006; Robbiano et al. 2004). Niedrigere Dosie-
rungen wurden nicht untersucht.

Die Studien zur Genotoxizitét in vivo sind in Tabelle 7 dargestellt.

Genotoxizitit der Metaboliten

Der Nitrobenzol-Metabolit Phenylhydroxylamin war nach metabolischer Akti-
vierung mutagen im Salmonella-typhimurium-Stamm TA100 und verursachte in
menschlichen Fibroblasten Schwesterchromatidaustausche (Begriindung 1998).
Der Metabolit Nitrosobenzol fithrte in Gegenwart von NADH und Kupfer(II) zu
DNA-Strangbriichen in Kalbsthymus-DNA (Ohkuma und Kawanishi 1999).

Zusammengefasst zeigt Nitrobenzol in vitro in Séugerzellen bei Konzentrationen
>7 pg/ml ein klastogenes Potenzial und ist bei deutlich niedrigeren Konzentrationen
(ca. 20,012 pg/ml) aneugen. Im Mutagenitatstest mit Salmonella typhimurium wirkt
Nitrobenzol alleine nicht mutagen.

In vivo zeigt sich bei der Ratte vor allem in hohen, toxischen Dosierungen nach
oraler Gabe eine klastogene Wirkung, wéahrend bei Ratten und Miusen nach intra-
peritonealer Gabe bzw. Inhalation in niedrigen Dosierungen keine klastogene Wir-
kung im Knochenmark induziert wird.

Insgesamt deuten die Studien zur Genotoxizitat von Nitrobenzol auf ein eher ge-
ringes genotoxisches Potenzial hin, dhnlich wie beim Anilin, bei dem als Ursache die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies belegt ist (siehe auch Abschnitt ,Wirkungsme-
chanismus®).
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Kanzerogenitat
Kurzzeitstudien

In menschlichen Tumorzellen aus der Lunge (WI-38) oder der Leber (Chang-Zel-
len) wurden von bis zu 250 pg Nitrobenzol/ml keine Zelltransformationen induziert
(Styles 1978).

Langzeitstudien

Die bereits in der Begriindung von 1998 aufgefithrten Untersuchungen zur Kan-
zerogenitdt an ménnlichen und weiblichen Fischer-344-Ratten, ménnlichen Spra-
gue-Dawley-Ratten sowie an mannlichen und weiblichen B6C3F1-Miusen (Cattley
et al. 1994; CIIT 1993) wiesen zwar Méngel in der Tierhaltung auf (Verlust von Tie-
ren am Anfang der Studie, Zuordnungsprobleme der Tiernummerierung innerhalb
einer Expositionsgruppe), die sich jedoch nicht auf die Auswertung der Tumorin-
zidenzen des Versuches auswirkten (CIIT 1993). Somit wird die Studie trotz dieser
Mingel fiir die Bewertung der kanzerogenen Wirkung herangezogen.

Nur die ménnlichen Ratten wiesen Tumoren in Leber, Nieren und Schilddriise auf.
Bei allen drei Organen waren die Gesamtinzidenzen von Adenomen und Karzino-
men statistisch signifikant erhoht, nicht aber die von Karzinomen alleine. Ein posi-
tiver Trendtest ergab sich bei Karzinomen von Leber und Nieren bei F344-Ratten,
nicht aber bei Sprague-Dawley-Ratten (siehe Begriindung von 1998 und Tabelle 8).

Bei ménnlichen B6C3F1-Méusen trat in der Lunge eine statistisch signifikant er-
hohte Gesamtinzidenz von Adenomen und Karzinomen auf, nicht aber von Kar-
zinomen alleine. Nur in der hochsten Konzentrationsgruppe war ein signifikanter
Anstieg von Schilddriisenadenomen zu beobachten. In der Brustdriise der weibli-
chen B6C3F1-Méuse war in der hochsten Konzentrationsgruppe die Inzidenz der
Adenokarzinome erhoht, die Inzidenzen der anderen beiden exponierten Gruppen
wurden nicht bestimmt (siehe Begriindung von 1998 und Tabelle 8).

Zusammenfassung und Bewertung der Tumoren

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genotoxizitit weisen auf eine sekundire
genotoxische Wirkung hin, die bei der Tumorentstehung jedoch nicht im Vorder-
grund steht.

Die Tumorentstehung wird vor allem als Folge einer chronischen/zytotoxischen
Schiddigung angesehen, da in den die Tumoren entwickelnden Geweben meistens
auch chronisch entziindliche, degenerative oder proliferative Verinderungen vor-
handen sind (Begriindung von 1998 und siehe Tabelle 1, 2 und 3 sowie Abschnitt
»Wirkungsmechanismus®).

Leber

Die Lebertumoren bei der ménnlichen Ratte, bei der die Karzinome nicht signifikant
erhoht waren, treten bei der hochsten Konzentration von 25 ml/m? auf, wobei ein
signifikant positiver Trend berechnet wurde. Auch treten Spongiosis hepatis und
eosinophile Foci sowie zentrilobuldre Hypertrophie auf.
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Tab.8 Studien zur Kanzerogenitdt von Nitrobenzol, siehe auch Begriindung von 1998

Autor: Cattley et al. 1994; CIIT 1993
Stoff: Nitrobenzol (>99,8% rein)
Spezies: Ratte, F344/N,703/70 Q,
Ratte, Sprague Dawley, 70 &
Applikation: Inhalation
Konzentration: 0,1, 5,25 ml/m?
Dauer: 2 Jahre, 5 Tage/Woche, 6 Stunden/Tag
Expositionskonzentration (ml/m?)
0 1 5 25
Leber, Toxizitit und Prianeoplasien
zentrilobuldre SD & 3/63  (5%)T 1/67 (1%) 14/70 (20%)* 39/65 (60%)*
EZEE;Z;“V“gré‘ F344 & 0/69  (0%)T 0/69 (0% 870 (11%)° 57/70 (81%)°
Q 0/70  (0%) 0/66  (0%) 0/66  (0%)  0/70  (0%)
Spongiose SD & 25/63 (40%)*T 25/67 (37%) 25/70 (36%) 37/65 (57%)*
F344 @ 25/69 (36%)*" 24/69 (35%)*" 33/70 (47%) 58/70 (83%)"
Q 0/70  (0%)T 0/66  (0%) 0/66  (0%)  6/70  (9%)"
eosinophile Foci SD @ 11/63  (17%)*" 3/67  (4%) 8/70 (11%) 19/65 (29%)
F344 & 26/69 (42%)" 25/69 (36%) 44/70 (63%)* 57/70 (81%)"
Q 6/70  (9%)"T 9/66 (14%) 13/66 (20%) 16/70 (23%)*
Leber, Tumoren (nur bei minnlichen Tieren)
hepatozelluldre
Adenome SD & 1/63 (1,6%) 1/67 (1,5%) 2/70  (2,9%)  7/67 (10,4%)*
Karzinome 3 2/63 (3,2%) 0/67  (0%) 2/70  (2,9%)  2/65 (3,1%)
Adenome u. 3 2/63 (3,2%) 1/67 (1,5%) 4/70 (57%)  9/65 (13,8%)"
Karzinome
Adenome F344 3 1/69 (1,4%) 3/69  (4,3%) 3/70 (4,3%) 15/70 (21,4%)"
Karzinome 3 0/69  (0%)T 1/69 (1,4%) 2/70 (29%)  4/70 (5,7%)
Adenome u. 3 1/69 (L4%)™" 4/69 (6,0%) 5/70 (7,1%) 16/70 (22,9%)"
Karzinome
Schilddriise, Prineoplasien
Follikelzell- SD 3 2/63 (3%) 2/64  (3%) 1/68  (1%)  4/64  (6%)
Hyperplasie
F344 ¢ 0/69 (0%)" 1/69  (1%) 2/70  (3%)  4/70  (6%)
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Nitrobenzol 765

Expositionskonzentration (ml/m?3)

0 1 5 25
Schilddriise, Tumoren (nur bei midnnlichen Tieren)
follikulédre F344 3 0/69  (0%) 0/69  (0%) 2/70  (2,9%) 2/70  (2,9%)
Adenome
Adenokarzinome 3 2/69 (2,9%) 1/69 (1,4%) 3/70 (4,3%)  6/70 (8,7%)
Adenome u. 3 2/69 (2,9%)T 1/69 (1,4%) 5/70 (7,1%) 8/70 (11,4%)”
Karzinome
Niere, Toxizitit und Prianeoplasien
chronische SD 3 54/63 (86%) 60/67 (90%) 63/70 (90%) 59/65 (91%)
Nephropathie
F344 3 69/69 (100%) 64/68 (94%) 70/70 (100%) 70/70 (100%)
Q 58/70 (83%) 51/66 (77%) 60/66 (91%) 67/70 (96%)
Tubulusepithel SD & 3/63  (5%) 1/67  (1%) 5/70  (7%)  6/65  (9%)
Hyperplasie
F344 g 2/69  (3%)"T 2/68  (3%) 2/70  (3%) 13/70 (19%)*
Q 0/70  (0%) 0/66  (0%) 2/66  (3%) 2/70  (3%)
Niere, Tumoren (nur bei minnlichen Tieren)
tubuldre
Adenome F344 3 0/69  (0%) 0/68  (0%) 0/70  (0%) 5/70  (7,1%)* 9
Karzinome 3 0/69  (0%)*T 0/68  (0%) 0/70  (0%) 1/70  (1,4%) 9
Adenome u. 3 0/69 (0%)T 0/68  (0%) 0/70  (0%)  6/70 (8,7%)"
Karzinome

* p <0,05; *T signifikanter positiv korrelierter Trend, p <0,05
Historische Kontrollen: Inzidenz, Mittelwert, Bereich (Haseman et al. 1998):

935/903, 3,9%, 0-9%
»9/892, 1,0%, 0-4%
99/902, 1,0%, 0-4%
91/902, 0,1%, 0-2%
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Tab.8 (Fortsetzung)

Autor: Cattley et al. 1994; CIIT 1993

Stoff: Nitrobenzol (>99,8% rein)

Spezies: Maus, B6C3F1,703/70 Q,
Applikation: Inhalation

Konzentration: 0, 5, 25, 50 ml/m?

Dauer: 2 Jahre, 5 Tage/Woche, 6 Stunden/Tag
Toxizitét: ab 50 ml/m* KG |

Expositionskonzentration (ml/m?)

0 5 25 50

Lunge, Toxizitit und Prianeoplasien

bronchio-alveolire @ 1/68 (1%)*T 2/67 (3%) 8/65 (12%)* 13/66 (20%)*
Hyperplasie o 0/53 (0% 2/60 (3%) 5/64 (8%)" 1/62 (2%)

Bronchiolarisierung & 0/68  (0%)*T 58/67 (87%)" 58/65 (89%)" 62/66 (94%)*

Q 0/53  (0%)'T 55/60 (92%)° 63/64 (98%)" 62/62 (100%)*

Lunge, Tumoren

bronchio-alveolare

Adenome 3  7/68(10,3%)*T 12/67 (17,9%) 15/65 (23,1%) 18/66 (27,3%)"

Karzinome 3 4/68 (59%) 10/67 (150%)  8/65(12,3%)  8/66 (12,1%)

Adenome u. 3 9/68 (13,2%)'T 21/67 (31%)* 21/65(32,3%)* 23/66 (34,4%)* ¥
Karzinome
Schilddriise, Toxizitit und Prineoplasien

Follikelzell- 3 1/65 (2%)" 4/65 (6%) 7/65 (11%)" 12/64 (19%)*
Hyperplasie 9 2/49  (4%)T 1/59 (2%) 1/61 (2%)  8/61 (13%)
Schilddriise, Tumoren

Adenome é& 0/65 (0%)T 4/65 (6%) 1/65  (2%) 7/64 (11%)*
Mamma, Tumoren

Adenokarzinome Q@ 0/48  (0%) n.u n.u 5/60 (8,3%)"

* p <0,05; *T signifikanter positiv korrelierter Trend, p <0,05; n.u. = nicht untersucht
Historische Kontrollen: Inzidenz, Mittelwert, Bereich (Haseman et al. 1998):
4251/1097, 22,9%, 10-42% (Haseman et al. 1998)
»31/1902, 2,8%, 0-8% (Haseman et al. 1998); bis zu 12% (CIIT 1993)
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Wie im Abschnitt ,Wirkungsmechanismus“ erldutert sind die Lebertumoren bei
der ménnlichen Ratte vermutlich ein Resultat aus der Entstehung reaktiver Sauer-
stoffspezies und der zentrilobuldren Hypertrophie. Beide Effekte haben sowohl eine
Geschlechts- als auch Speziesspezifitit, die vermutlich auf dem unterschiedlichen
Metabolismus beruht. F344-Ratte und Sprague-Dawley-Ratte zeigen sowohl Unter-
schiede im Metabolismus als auch in der Tumorinzidenz. Da beim Menschen dhn-
lich wie bei der Maus p-Aminophenol sowie seine Konjugate im Urin identifiziert
werden (US EPA 2009), konnte der humane Metabolismus dem der Maus dhneln,
bei der keine erhohten Inzidenzen von Lebertumoren auftreten. Bei der Ratte kann
p-Aminophenol nicht im Urin nachgewiesen werden (siehe auch Abbildung 2, Ab-
schnitt ,Toxikokinetik und Metabolismus®). Die Humanrelevanz der Lebertumoren
ist unklar, die Leber aber in jedem Fall auch beim Menschen Zielorgan der toxischen
Wirkung des Nitrobenzols.

Nieren

Nierenadenome und eine nicht signifikante Erhohung von Karzinomen treten nur in
der hochsten Konzentrationsgruppe von 25 ml/m? bei der ménnlichen F344-Ratten
auf, nicht jedoch bei Sprague-Dawley-Ratten. Auch fiir die Nierentumoren werden
degenerative Verdnderungen und damit eine chronische Toxizitit als Ursache ange-
nommen (Begriindung von 1998 und Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®). Anzei-
chen von Nierentoxizitét (Tubulusepithelhyperplasie) und Adenome treten nur in
der Zwei-Jahrestudie (Cattley et al. 1994) und nur bei der héchsten Konzentration
von 25 ml/m? auf, wobei die Tiere beider Geschlechter eine chronische Nephropa-
thie aufweisen. Jedoch werden in einer 90-Tagestudie schon bei 5 ml/m?® minimale
Verdnderungen an den Nieren von F344-Ratten beschrieben (CIIT 1984). Die be-
sondere Empfindlichkeit der F344-Ratte ist vermutlich ein Resultat der chronischen
progressiven Nephropathie, die keine Humanrelevanz hat, und eventuell auf einer
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies oder anderer toxischer Metaboliten beruht,
die spezies-, geschlechts- und auch stammspezifisch sehr verschieden verlaufen
(siehe Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®).

Schilddriise

In der Schilddriise sind bei mannlichen F344-Ratten bei der hochsten Konzentra-
tion nur Adenome zusammen mit Karzinomen nicht signifikant erhoht (11,4%),
Adenome alleine betragen 2,9%, Karzinome 8,7%. Bei méannlichen B6C3F1-Miusen
tritt nur bei der hochsten Konzentration ein signifikanter Anstieg von Schilddriisen-
adenomen (11%), jedoch nicht von Karzinomen auf. Follikelzell-Hyperplasien liegen
bei ménnlichen, nicht aber bei weiblichen Ratten vor, aber auch bei minnlichen und
weiblichen Méusen, wobei hier die ménnlichen Tiere die hohere Inzidenz aufweisen
(Cattley et al. 1994; CIIT 1993).

Die Tumoren der Schilddriise werden auf die Induktion von fremdstoffmetabo-
lisierenden Enzymen in der Leber und die sich daraus ergebenden Stérungen im
Metabolismus der Schilddriisenhormone zuriickgefiithrt (siehe Abschnitt ,Wir-
kungsmechanismus®). Beziiglich Stérungen in diesem hormonellen Mechanismus
ist der Mensch weitaus weniger empfindlich als die Ratte, so dass die Tumoren kaum
Humanrelevanz haben.
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Lunge

Die Lungentumoren der mdnnlichen B6C3F1-Maus, die sich nur als signifikant er-
weisen, wenn Adenome und Karzinome addiert werden, liegen mit bis zu 34,4%
innerhalb der Inzidenz historischer Kontrollen (10-42%, siehe Tabelle 8). Die Tie-
re haben ab 25 ml/m? erhohte Inzidenzen bronchio-alveoldrer Hyperplasien und
ab der niedrigsten Dosis eine dosisabhéngig erh6hte Bronchiolarisierung (87-92%
bei 5 ml/m?® im Gegensatz zu 0% in der Kontrolle). Die Bronchiolarisierung, die als
prikanzerogener Effekt angesehen werden kann, tritt im Gegensatz zu den Tumor-
befunden auch bei den weiblichen Tieren identisch hoch ausgepréigt wie bei den
minnlichen Tieren auf. Eine bessere Ubereinstimmung mit den Tumorbefunden,
die nur bei den ménnlichen Tieren auftreten, hat die bronchio-alveoldre Hyperplasie
(Cattley et al. 1994; CIIT 1993).

Untersuchungen einer moglichen genotoxischen Wirkung an der Lunge liegen
nicht vor. In einer Zusammenstellung zeigt sich, dass hdufig nur die Maus von
Lungentumoren betroffen ist, nicht aber die Ratte. So treten nur bei zwei von 23
Chemikalien Tumoren in diesem Organ in beiden Spezies auf (Haseman und Lock-
hart 1993). Geschlechtsspezifische Unterschiede fiir Tumoren in der Lunge von
B6C3F1-Méusen werden in den NTP-Kontrollgruppen gezeigt, in denen die mann-
lichen Tiere eine etwas hohere Spontaninzidenz aufweisen als die weiblichen. Je-
doch ist der Anstieg bei Chemikalien-induzierten Tumoren im Verhiltnis zur Kon-
trolle bei den weiblichen Tieren grofier als bei den méinnlichen (Moore et al. 2013).
Die einzige Substanz, die in einer NTP-Inhalationsstudie auch nur bei mannlichen,
nicht jedoch bei weiblichen Médusen Lungentumoren induziert (,some evidence®),
ist Ethylbenzol. Hier wird weder eine Erklarung fiir die geschlechtsspezifische Wir-
kung noch fiir die unterschiedliche Organspezifitat bei Ratte und Maus gegeben.

Die durch Nitrobenzol erhéhte Tumorinduktion an der Mauslunge ist vermut-
lich auf oxidativen Stress (hierdurch vermutlich auch die induzierte Reizwirkung),
kombiniert mit einer toxischen Wirkung — eventuell spezies- und geschlechtsspezi-
fisch — zuriickzufithren. Wie auch im Abschnitt ,Wirkungsmechanismus“ beschrie-
ben, ist die Humanrelevanz dieser Tumoren unklar.

Brustdriise

Die Inzidenz der Adenokarzinome der Brustdriise weiblicher Mause wurde nur in
der hochsten Konzentration von 50 ml/m? bestimmt. Hier waren es 8,3% und da-
mit im Bereich der historischen Kontrolle von bis zu 12% (siehe Tabelle 8). Da die
Adenokarzinome der Brustdriise bei der Maus eine hohe Spontaninzidenz haben,
die moglicherweise durch die Toxizitédt bei hohen Konzentrationen verstarkt wird,
die Inzidenz aber dennoch im Bereich der historischen Kontrollinzidenzen liegt, ist
nicht von einer Humanrelevanz dieses Befundes auszugehen.

Bewertung

Nitrobenzol verursacht bei Ratten nach inhalativer Exposition Tumoren in Leber,
Nieren und Schilddriise und bei Mdusen in Lunge und Mamma. Nitrobenzol hat
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ein geringes genotoxisches Potenzial. Kritische grenzwertrelevante Effekte sind die
Bronchiolarisierung bei Mausen und die Pigmentierung der Milz (Hdmosiderose)
bei Ratten.

Krebserzeugende Wirkung. Nitrobenzol verursacht nach inhalativer Verab-
reichung bei hohen Konzentrationen Adenome und teils auch Karzinome, die bei
Ratten in Leber, Nieren und Schilddriise und bei Méusen in Lunge und Mamma
auftreten. Der Stoff ist allenfalls bei hohen Dosen genotoxisch. Wie im Abschnitt
»Kanzerogenitat“ und im Abschnitt ,Wirkungsmechanismus® im Detail diskutiert,
werden die durch Nitrobenzol induzierten Tumoren primér durch chronisch-toxi-
sche Mechanismen verursacht, wobei auch eine — vermutlich sekundére — genotoxi-
sche bzw. DNA-schéidigende Wirkung in hohen Dosierungen auftritt.

Nitrobenzol hat mit Phenylhydroxylamin den gleichen Metaboliten wie Anilin,
der fiir die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies verantwortlich ist. Auch eine
Methidmoglobinbildung (MetHb) wird durch Nitrobenzol induziert, jedoch in deut-
lich stirkerem Ausmaf als bei Anilin, und es werden auch die entsprechenden Ef-
fekte an der Milz beobachtet. Die Tumoren entstehen bei Nitrobenzol im Gegensatz
zu Anilin aber nicht in der Milz, sondern in verschiedenen anderen Geweben. Es ist
nach wie vor schwierig, eine Ursachenkette von der MetHb-Bildung, der Milztoxizi-
tat bis zur Tumorinduktion herzustellen. Die Tumoren entstehen vermutlich an den
Orten mit der gréfiten Zytotoxizitit. Dies gilt generell fiir alle aromatischen Amine,
bei denen die akut und chronisch toxischen Effekte vor allem im Sinne einer Tumor-
promotion eine wesentliche Rolle spielen. Unter anderem ergibt sich eine prolifera-
tionssteigernde Wirkung als Folge der toxischen Wirkung in den typischen Zielorga-
nen, die mit Entziindungen und erhéhten Proliferationsraten einhergeht. Ungeklart
ist dabei, inwieweit dies Folge einer unspezifischen Zytotoxizitit ist, z. B. durch den
vermehrten Abbau von Erythrozyten, oder ob dabei spezifische, biochemische Me-
chanismen, wie Hemmung oder Steigerung der Apoptose, eine Rolle spielen. Gegen
die Vorstellung von der ,Uberforderung der Milz“ durch den Erythrozyten-Abbau
spricht die Tatsache, dass die Tumorbildung nicht mit dem Ausmaf3 der MetHb-Bil-
dung korreliert (Begriindung ,Monozyklische aromatische Amino- und Nitrover-
bindungen” 2003).

Eingruppiert in die Reihe der aromatischen Amine und der Bildung gleicher Meta-
boliten wie bei Anilin, welches in Kanzerogenitits-Kategorie 4 eingestuft ist (Nach-
trag Anilin 2007), stellt sich Nitrobenzol bei einer Gesamtbetrachtung der Tumoren
als Kanzerogen dar.

Aufgrund der untergeordneten Bedeutung der Genotoxizitit und der nichtline-
aren Dosis-Wirkungs-Beziehung der Tumorinzidenzen wird Nitrobenzol in Kan-
zerogenitits-Kategorie 4 eingestuft.

Keimzellmutagene Wirkung. Bei Ratten zeigt sich nach oraler Gabe vor allem
in toxischen Dosierungen eine klastogene Wirkung in Leber, Nieren und Schild-
driise. Bei Miusen bzw. Ratten wird nach intraperitonealer Gabe bzw. Inhalation
bei niedrigen Dosierungen keine klastogene Wirkung im Knochenmark induziert.
In vitro tritt bei niedrigen Konzentrationen eine aneugene Wirkung auf, die in vivo
nicht untersucht ist. Die beobachtete testikuldre Atrophie belegt die Erreichbarkeit
der Keimzellen. Untersuchungen zur Genotoxizitat an Keimzellen fehlen. Insgesamt
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deuten die Studien zur Genotoxizitdt von Nitrobenzol auf ein geringes genotoxi-
sches Potenzial hin, dhnlich wie beim Anilin, bei dem als Ursache die Bildung reak-
tiver Sauerstoffspezies belegt ist (siehe auch Abschnitt ,Wirkungsmechanismus®).
Daher wird Nitrobenzol nicht in eine Kategorie fiir Keimzellmutagene eingestuft.

MAK-Wert. Die Reizwirkung auf Haut und Augen ist gering (siehe Begriindung
1998). Aus den oralen 90-Tage-Studien an Ratte und Maus, die im Rahmen des NTP
durchgefithrt wurden, konnte kein NOAEL abgeleitet werden. Der LOAEL betréigt
fiir die Ratte 9,38 mg/kg KG und Tag und fiir die Maus 18,75 mg/kg KG und Tag. Die
systemischen Zielorgane Leber, Niere und Blut entsprechen denen nach inhalativer
Exposition. Zur toxikokinetischen Ubertragung dieser LOAEL in eine Konzentra-
tion in der Luft am Arbeitsplatz werden berticksichtigt: die den toxikokinetischen
Unterschieden zwischen der Ratte bzw. der Maus und dem Menschen entsprechen-
den speziesspezifischen Korrekturwerte (1:4; 1:7), die angenommene orale Resorpti-
on (100%), das Korpergewicht (70 kg) und das Atemvolumen (10 m®) des Menschen
sowie die angenommene 100%ige inhalative Resorption. Damit errechnen sich ent-
sprechende Konzentrationen (LAEC) von 16,4 mg/m? bzw. 18,8 mg/m® (3,2 bzw.
3,7 ml/m?).

In der chronischen Inhalationsstudie an B6C3F1-Mé&usen treten ab der niedrigsten
Konzentration von 5 ml/m? in der Lunge Bronchiolarisierung, Leberzellvergrofie-
rung (zentrilobuldr) und vielkernige Leberzellen, eine Pigmentierung des olfakto-
rischen Epithels und bei weiblichen Tieren eine Degeneration des olfaktorischen
Epithels auf (Cattley et al. 1994). Der kritische Effekt fiir die Ableitung eines Gren-
zwertes ist die Bronchiolarisierung bei der Maus, die bei der niedrigsten Konzen-
tration von 5 ml/m? schon in hoher Inzidenz bei 87 bis 92% der Tiere im Gegensatz
zu 0% in der Kontrolle auftritt. Eine Bronchiolarisierung tritt bei Mausen oft nach
Exposition gegen Reizstoffe auf (Hedrich 2012) und ist humanrelevant (dePianto et
al 2014; Wang et al. 2009). Da die Bronchiolarisierung bei der niedrigsten Konzen-
tration schon eine sehr hohe Inzidenz aufweist, ist keine Benchmark-Berechnung
moglich. Die Studie kann deshalb nicht zur Ableitung eines Grenzwertes herange-
zogen werden.

Aus der chronischen Inhalationsstudie an Sprague-Dawley-Ratten resultiert eine
NOAEC von 1 ml/m? und wie bei der Maus eine LOAEC von 5 ml/m?.

Bei F344-Ratten tritt bei 1 ml/m?® eine Pigmentierung im Riechepithel und bei den
ménnlichen Tieren eine Pigmentierung sowie eine extramedulldre Himatopoese in
der Milz auf (Cattley et al. 1994). Alle drei Effekte weisen eine hohe Spontaninzi-
denz auf und zeigen nur eine geringe konzentrationsabhidngige Verstarkung, wobei
jedoch von den Autoren keine Angabe des Schweregrades der Befunde erfolgte, so
dass trotzdem eine eindeutige Konzentrations-Wirkungs-Beziehung bestanden ha-
ben konnte. Bei der Zunahme der Pigmentierung im Riechepithel konnte es sich um
eine im Alter erh6hte Empfindlichkeit der Tiere handeln, deren Adversitit unklar ist.

Da Effekte an der Milz aufgrund der durch Nitrobenzol verursachten Methdmoglo-
binbildung zu erwarten sind, werden diese bei ménnlichen F344-Ratten bei 1 ml/ m?
auftretenden Effekte als Ausgangspunkt fiir die Ableitung eines MAK-Wertes he-
rangezogen. Dieser Wert schiitzt auch vor dem kritischen Effekt, der Bronchiolari-
sierung bei der Maus, der ab 5 ml/m? auftritt.
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Da die Effekte auf die Milz der méinnlichen F344-Ratte jedoch nur minimal und
allenfalls als beginnender Effekt zu werten sind, eine hohe Spontaninzidenz haben
und bei der weiblichen F344-Ratte, der mdnnlichen CD-Ratte und der Maus durch
Nitrobenzol bis mindestens 5 ml/m? nicht signifikant verstarkt werden, kann eine
NAEC von 0,33 ml/m?® extrapoliert werden. Da Effekte auf die Milz bei Ratten stér-
ker ausgeprigt sind als beim Menschen, wie Studien mit dem MetHb-Bildner Anilin
zeigen (Nachtrag ,Anilin“ 2007) wird eine NAEL der systemischen Toxizitét fiir den
Menschen in gleicher Hohe angenommen. Da dieser Wert aus einem Tierversuch
stammt, wird die entsprechende Konzentration fiir den Menschen nach dem tibli-
chen Vorgehen der Kommission bei der Hilfte der NAEC festgesetzt. Da sich aus der
Molmasse von 123,6 g/mol, dem Dampfdruck von 0,2 hPa und dem logK,, von 1,86
(ECHA 2014) nach der Formel von Buist et al. (2012) ein Blut:Luft-Verteilungskoef-
fizient >5 ergibt, ist die Berticksichtigung des erhohten Atemvolumens am Arbeits-
platz im Vergleich zum Tierversuch fiir die Extrapolation der systemischen Effekte
auf die Milz gerechtfertigt. Unter Beriicksichtigung des Preferred Value Approach
wird damit ein MAK-Wert von 0,1 ml/m? festgesetzt. Dieser Wert liegt weit unter
der LOAEC von 5 ml/m? aus der chronischen Inhalationsstudie an B6C3F1-Méusen.

Spitzenbegrenzung. Der MAK-Wert wird von der LOAEC von 1 ml/m? bei
F344-Ratten abgeleitet. Den prozentual stirksten Anstieg von denbei 1 ml/m? signi-
fikanten Effekten bei F344-Ratten hat die Pigmentierung des olfaktorischen Epithels
bei weiblichen Tieren. Da bereits bei den Kontrolltieren eine Inzidenz von 55% be-
obachtet wird, scheint es sich um die Verstirkung eines altersbedingten Effekts zu
handeln, der dariiber hinaus in der 90-Tage-Inhalationsstudie nicht gesehen wurde.
Somit handelt es sich um keinen akuten Effekt. Die Himosiderinpigmentierung der
Milz ist eine Folge der geschidigten Erythrozyten und auch nicht als akuter Effekt
durch Spitzenkonzentrationen aufzufassen, solange diese nicht zur Methdmoglobin
(MetHb)-Bildung fithren. Nitrobenzol wird deshalb der Spitzenbegrenzungs-Kate-
gorie II zugeordnet. Die toxischen Wirkungen gehen von der reduktiven Metaboli-
sierung aus. Nach inhalativer und intravenéser Applikation beim Menschen ist eine
eher langsame Ausscheidung von Metaboliten gezeigt worden. Wegen der initia-
len Halbwertszeit von fiinf Stunden wird ein Uberschreitungsfaktor von 4 festge-
legt (siehe Nachtrag Spitzenbegrenzung 2011). Von Probanden werden 1 bis 6 ml/
m?® (IARC 1996) offenbar ohne Reizung sechs Stunden lang vertragen, so dass bei
0,4 ml/m? auch nicht mit einer Reizwirkung zu rechnen ist. Bei der zulédssigen Spit-
zenkonzentration von 0,4 ml/m? ist nicht mit einer MetHb-Bildung zu rechnen, da
bei 5 ml/m? bei F344-Ratten der MetHb-Spiegel nur 3% betragt.

Fruchtschidigende Wirkung. In Entwicklungstoxizitatsstudien nach Inhalation
zeigen sich bei Ratten bis zur hochsten getesteten Konzentration von 40 ml/m? kei-
ne Effekte auf die Nachkommen bei gleichzeitig vorliegender Maternaltoxizitit. Bei
Kaninchen tritt bei der hochsten Konzentration von 100 ml/m? eine vermehrte An-
zahl an Resorptionen auf, die nahe der der historischen Kontrolle liegt. Die NOAEC
betriagt 40 ml/m?. In einer Zwei-Generationenstudie nach Inhalation sind bei den
mainnlichen F1-Nachkommen bei 40 ml/m? der Fertilititsindex, die Testes- und Ne-
benhodengewichte und die Zahl der Spermien reduziert. Der NOAEL fiir entwick-
lungstoxische Effekte auf die ménnlichen Reproduktionsorgane betragt 10 ml/m?.
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Nach oraler Gabe sind bei Ratten ab der niedrigsten Dosis von 20 mg/kg KG und
Tag am 4. Lebenstag Effekte in Form von reduziertem Korpergewicht der Nachkom-
men festzustellen. Der Effekt auf das Gewicht der Nachkommen konnte sich auch
postnatal iiber die Muttermilch ergeben haben. Auch eine Auswirkung der Bolusga-
be im Vergleich zur Inhalation ist eine mogliche Erklarung. Bei Inhalation werden
bei Ratten und Kaninchen keine solchen Befunde festgestellt, so dass die Ergebnisse
nach oraler Gabe nicht weiter zur Bewertung der Entwicklungstoxizitit am Arbeits-
platz herangezogen werden.

Da die 400- bzw. 100-fachen Absténde aus den NOAEC fiir Entwicklungstoxizitét
fiir Ratte und Kaninchen bzw. fiir entwicklungstoxische Effekte auf die minnlichen
Reproduktionsorgane zum MAK-Wert von 0,1 ml/m? ausreichend grof} sind, kei-
ne teratogenen Effekte aufgetreten sind, und anzunehmen ist, dass bei Nitrobenzol,
wie bei Anilin gezeigt, die Nachkommen hinsichtlich der Methdmoglobinbildung
nicht empfindlicher reagieren als die adulten Tiere, wird Nitrobenzol der Schwan-
gerschaftsgruppe C zugeordnet.

Hautresorption. Bei inhalativer Ganzkorperexposition von Probanden in Ruhe
werden zwei Drittel iber die Lunge und ein Drittel der Gesamtaufnahme aus der
Gasphase tiber die Haut aufgenommen (Begriindung 1998). Daher kann die innere
Nitrobenzol-Belastung durch die Hautaufnahme um mehr als 25% erhoht werden
und die ,H“-Markierung von Nitrobenzol wird bestitigt.

Sensibilisierende Wirkung. Da keine Befunde zur haut- und atemwegssensibi-
lisierenden Wirkung beim Menschen vorliegen und ein valider Local Lymph Node
Assay an der Maus ein negatives Ergebnis liefert, erfolgt weiterhin weder eine Mar-
kierung mit ,,Sh* noch mit ,Sa“
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