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Forschungsgemeinschaft, Kennedyallee 40, 53175 Bonn

* E-Mail: A. Hartwig (andrea.hartwig@kit.edu), MAK Commission (arbeitsstoffkommission@dfg.de)

Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area has evaluated data for the genotoxicity of 2,4-toluenediamine
[95-80-7]. 2,4-Toluenediamine is clastogenic in vitro. In vivo, it is clastogenic in the liver,
the target organ of carcinogenicity, but not in the bone marrow or germ cells. DNA
adducts were induced in vitro and in vivo. 2,4-Toluenediamine demonstrates mutagen-
ic potential in vitro and in vivo. The latter is evident only in the liver, but not in the
kidneys. There are no data for the mutagenic potential of the substance in germ cells.
Although the germ cells may be reached, no evidence of the active form was found in
the germ cells. Therefore, 2,4-toluenediamine has been classified in Germ Cell Muta-

genicity Category 3 B.
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MAK-Begriindungen — 2,4-Toluylendiamin
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MAK-Wert

Spitzenbegrenzung

Hautresorption (2005)
Sensibilisierende Wirkung (2004)
Krebserzeugende Wirkung (1985)

H
Sh
Kategorie 2

Fruchtschidigende Wirkung -

Keimzellmutagene Wirkung (2020) Kategorie 3 B

BAR nicht festgelegt

EKA (1999) Luft Urin
2,4-Toluylendiamin 2,4-Toluylendiamin (nach
[mg/m3] Hydrolyse)

[ng/g Kreatinin]

0,0025 6
0,01 13
0,017 20
0,035 37
0,100 100

CAS-Nr. 95-80-7

Zu 24-Toluylendiamin liegen eine Begriindung (Henschler 1986) sowie Nachtrdge zur sensibilisierenden Wirkung
(Greim 2004) und zur Hautresorption (Greim 2006) vor. Im Jahr 1999 wurden EKA aufgestellt (Lewalter 2001), ein BAR
konnte jedoch nicht festgelegt werden (Nasterlack 2010). In dem vorliegenden Nachtrag erfolgt die Bewertung der
Keimzellmutagenitit von 24-Toluylendiamin. Anlass ist die Bearbeitung von 2,4-Toluylendiisocyanat (Hartwig und
MAK Commission 2021), aus dem 2,4-Toluylendiamin als Hydrolyseprodukt entsteht.

Dieser Nachtrag basiert im Wesentlichen auf dem Risk Assessment Report der EU (EU 2008). Neuere Studien, die noch
nicht darin enthalten sind und teilweise auch andere Endpunkte betreffen, werden detailliert dargestellt.

Toxikokinetik und Metabolismus

2,4-Toluylendiamin wird iiberwiegend am aromatischen Ring hydroxyliert, wobei 5-Hydroxy-2,4-diaminotoluol das
Hauptprodukt der gebildeten Aminophenole darstellt. Zusétzlich erfolgt eine N-Acetylierung oder Glucuronidierung
(Henschler 1986). Eine N-Oxidation zu Hydroxylaminverbindungen findet nur in geringem Umfang statt (Lewalter
2001).

In einer Studie wurde die Metabolisierung von 2,4-Toluylendiamin durch intakte Haut, verschiedene Hautmodelle
und kultivierte Hautzellen in vitro verglichen. Dazu wurden rekonstruierte humane Vollhaut, humane Hautproben,
primire epidermale Keratinozyten und dermale Fibroblasten sowie in vitro aus Monozyten differenzierte epidermale
Langerhans-Zellen und dermale dendritische Zellen eingesetzt. Der einzige nachweisbare Metabolit war das durch
N-Acetylierung entstehende N-(3-Amino-4-methylphenyl)acetamid. In der rekonstruierten humanen Vollhaut war
die Konzentration des Metaboliten am hochsten, gefolgt von humanen Hautproben. Bei den Zellkulturen waren die
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Keratinozyten am aktivsten, gefolgt von den Fibroblasten, Langerhans-Zellen und dendritischen Zellen, die ahnlich
hohe Konzentrationen des Metaboliten produzierten (Grohmann et al. 2017).

Genotoxizitat

Im Folgenden werden die Ergebnisse summarisch dargestellt. Die detaillierte Darstellung der Studien und deren Er-
gebnisse findet sich bei EU (2008). Neuere, noch nicht enthaltene Studien werden detailliert beschrieben.

In vitro

24-Toluylendiamin induzierte in Anwesenheit eines metabolischen Aktivierungssystems Mutationen in den Salmo-
nella-typhimurium-Stammen TA98, TA100, TA1537 und TA1538 in Konzentrationen ab 20 pg/Platte. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigten starke, konzentrationsabhingige Effekte, toxische Wirkungen wurden nicht beobachtet.
Ohne metabolisches Aktivierungssystem waren die Ergebnisse bis zu 10 000 pg/Platte negativ. Mit dem Salmonella-
Stamm TA1535 und E. coli WP2uvrA wurden unabhéngig von der An- oder Abwesenheit des metabolischen Akti-
vierungssystems bei bis zu 10 000 bzw. 5000 pg/Platte keine Mutationen induziert. Im Salmonella-Stamm TA97 war
2,4-Toluylendiamin bis 500 pg/Platte unter Einsatz eines metabolisierenden Systems ebenfalls negativ (Shahin et al.
1985). Die bakterielle Acetyltransferase spielt bei der Entstehung des ultimalen reaktiven Produktes offenbar eine
entscheidende Rolle, wie eine Studie mit dem Salmonella-Stamm TA98 (Wildtyp) und Acetyltransferase-defizienten
(TA98/1,8-DNP6) bzw. iiberexprimierenden Stimmen (TA98(pYG219)) zeigte. Verglichen mit dem Wildtyp-Stamm kam
es bei dem defizienten Stamm zur Reduktion der mutagenen Wirkung um 90 %, bei dem tiberexprimierenden Stamm
zu einer deutlichen Erhéhung (EU 2008). Eine neuere Studie bestitigt diese Beobachtung durch die Verwendung von
Salmonella typhimurium TA98 und YG1024, einem O-Acetyltransferase tiberexprimierenden Stamm, in Anwesenheit
eines metabolischen Aktivierungssystems (Toyoda-Hokaiwado et al. 2010).

2,4-Toluylendiamin induzierte Schwesterchromatidaustausche in CHO-Zellen und DNA-Strangbriiche in humanen
Hautfibroblasten und V79-Zellen, aber nicht in priméren Rattenhepatozyten. In priméren Rattenhepatozyten und ein-
strangiger Kalbsthymus-DNA kam es nach Inkubation mit 2,4-Toluylendiamin auch zur Bildung von DNA-Addukten.
UDS (DNA-Reparatursynthese)-Tests mit 2,4-Toluylendiamin in Priméarkulturen von Rattenhepatozyten und humanen
Hepatozyten waren ebenfalls positiv, jedoch fehlten Angaben zur Zytotoxizitat. Mit primaren Spermatozyten bzw.
Spermatiden der Ratte nach der S-Phase wurde keine UDS induziert, allerdings wurde der Test nur ohne Zugabe
eines metabolischen Aktivierungssystems durchgefiithrt. Eine klastogene Wirkung wurde durch die Induktion von
Chromosomenaberrationen in CHO- und CHL-Zellen belegt. Lediglich bei einem von vier Tests liegen Angaben zur
Zytotoxizitat vor: In CHO-Zellen wurden Chromosomenaberrationen bei Konzentrationen ab 2mM (246 pg/ml) in-
duziert, ab 4mM (490,8 pg/ml) trat Zytotoxizitit auf (EU 2008).

2,4-Toluylendiamin als bekanntes DNA-reaktives genotoxisches Kanzerogen wird als eine der Modellsubstanzen zur
Uberpriifung der Sensitivitit bzw. Spezifitit neuer Genotoxizititstests empfohlen (Kirkland et al. 2016). Da der Stoff
durch die Haut penetriert und in der Haut auch metabolisiert wird, wurde 2,4-Toluylendiamin zur Optimierung des

M yerwendet. Hierzu wurden Testreihen in drei ver-

Comet-Assays mit dem menschlichen Epidermismodell EpiDerm”
schiedenen Labors durchgefiihrt. Die Inkubationsdauer betrug jeweils drei Stunden. In allen Testlabors verliefen zwei

von drei Experimenten positiv (Reus et al. 2013).

2,4-Toluylendiamin induzierte in Sdugerzellen nur bei zytotoxischen Konzentrationen Mutationen. In Studien mit
L5178Y-Mauslymphomzellen und CHO-AT3-2-Zellen (tk- und hprt-Lokus) sowie V79-Zellen (hprt-Lokus) kam es ledig-
lich im TK*~-Test mit den Mauslymphomzellen bei stark zytotoxisch wirkenden Konzentrationen und nur ohne Zusatz
eines metabolischen Aktivierungssystems zu einem schwachen Anstieg der Mutationen. Die Positivkontrollen zeigten
funktionierende Testsysteme an (EU 2008).
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In vivo

Drosophila melanogaster

Tests auf X-chromosomale rezessive Letalmutationen verliefen mit ménnlichen adulten Drosophila melanogaster
positiv nach dreitdgiger Gabe von 2,4-Toluylendiamin iiber das Futter (bis 1857 pg/ml) bzw. nach einmaliger Gabe durch
Mikroinjektion (bis 2443 pg/ml) (EU 2008).

Sdugetiere

Indikatortests

Im Knochenmark von einmalig intraperitoneal behandelten Mausen wurde ein schwacher, nicht dosisabhingiger
Anstieg der Schwesterchromatidaustausch-Héufigkeiten beobachtet. Getestet wurden Dosierungen von 9 und 18 mg/
kg KG, hohere Dosierungen fiithrten zu starker lokaler Toxizitat (k. w. A.) (EU 2008).

Bei Méusen wurden nach einmaliger oraler Gabe von 60 mg/kg KG DNA-Strangbriiche in Leber, Nieren und Magen,
nicht jedoch in Lunge, Knochenmark, Kolon, Blase und Gehirn beobachtet. Nach intraperitonealer Gabe von 240 mg/
kg KG wurden DNA-Strangbriiche in Leber, Nieren und Lunge nachgewiesen, nicht jedoch in Knochenmark und
Milz. Bei Ratten kam es nach oraler Gabe von 130 mg/kg KG (50 % der LDs;) zur Induktion von DNA-Strangbriichen in
Magen, Kolon, Nieren und Gehirn. Negative Ergebnisse wurden fiir Leber, Blase, Lunge und Knochenmark erhalten.
Die Strangbriiche wurden mit Hilfe des Comet-Assays untersucht. Eine andere Methode, die sich die unterschied-
liche Viskositdt der DNA bzw. DNA-Fragmente zunutze macht, fithrte zum Nachweis von DNA-Strangbriichen in den
Hepatozyten von einmalig intraperitoneal behandelten Ratten. Die verwendeten Dosen reichten bis zur LDs, (147 mg/
kg KG). Auch in diesen Studien fehlen Angaben zur Toxizitat (EU 2008).

Jeweils fiinf ménnliche Sprague-Dawley-Ratten erhielten an drei aufeinanderfolgenden Tagen im Abstand von 24 und
21 Stunden 0, 37,5; 75 oder 150 mg 2,4-Toluylendiamin/kg KG und Tag per Schlundsonde. In Magen und Leber wurde
die Induktion von Strangbriichen mittels Comet-Assay untersucht. Zur Abklarung der erhaltenen Ergebnisse wurde
eine zweite Studie mit 0, 100, 150 oder 200 mg/kg KG und Tag durchgefiihrt. Im Magen wurden keine DNA-Schéden
induziert. In der Leber kam es in der ersten Studie nach Auswertung von 150 Zellen pro Tier in der hochsten Dosis-
gruppe zu einem geringen, statistisch signifikanten, Anstieg an DNA-Strangbriichen. In der zweiten Studie nahm der
prozentuale Anteil an DNA im Schweif ab der niedrigsten Dosis von 100 mg/kg KG und Tag statistisch signifikant
und dosisabhangig zu. Weder in Leber noch im Magen kam es zu einem Anstieg an Hedgehog-Zellen, einem Indikator
fur Zytotoxizitit bzw. schwere genotoxische Schadigung. Die Tiere zeigten ab 75 mg/kg KG und Tag hepatozellulare
Hypertrophie und Hypertrophie oder Hyperplasie der Gallenginge sowie Nekrosen. Im Magen wurden keine histo-
pathologischen Schadigungen beobachtet (De Boeck et al. 2015).

DNA-Addukte wurden in verschiedenen Organen von Ratten detektiert, die 2,4-Toluylendiamin einmalig i.p. oder bis
zu sechs Wochen lang iiber das Futter erhalten hatten. Die Erfassung der DNA-Addukte erfolgte tiberwiegend mit
32P-Postlabelling. In der Fiitterungsstudie war das Maximum der Adduktbildung in Leber und Brustdriisen bei der
hochsten Dosis von 22,1mg/kg KG und Tag nach sechs Wochen erreicht; der relative Adduktlevel betrug maximal
ca. 200 pro 107 Nukleotide. In den Studien mit intraperitonealer Verabreichung von bis zu 250 mg/kg KG wurden in
Nieren und Lunge in deutlich geringerem Ausmaf als in Leber und Brustdriise, beides Zielorgane der Kanzerogeni-
tat, DNA-Addukte gefunden. Alle vier Organe wiesen ein Hauptaddukt und zwei weitere Addukte in sehr viel gerin-
gerer Menge auf. Die Adduktbildung war in der Leber am starksten und dosisabhédngig. In T-Lymphozyten aus der
Milz ménnlicher Ratten wurden nach 32-wochiger Futtergabe keine DNA-Addukte nachgewiesen. Mit *H-markiertem
24-Toluylendiamin wurden keine DNA-Addukte in der Leber intraperitoneal behandelter Ratten festgestellt. In keiner
der Studien werden Angaben zur Toxizitat gemacht (EU 2008).
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In der Rattenleber fiihrte die einmalige orale Gabe von 150 mg/kg KG zu jeweils einem schwach und einem eindeutig
positiven Ergebnis im UDS-Test. Die Gabe von 300 mg/kg KG war negativ. Daten zur Lebertoxizitat fehlen in allen
Untersuchungen (EU 2008).

Mikronukleustests

Nach einmaliger intraperitonealer Gabe wurden bis zu einer Dosis von 240 mg/kg KG keine Mikronuklei im peri-
pheren Blut von ménnlichen BDF1-Mausen induziert. Mannlichen PVG-Ratten wurden einmalig oral 0, 150, 225 oder
300 mg 2,4-Toluylendiamin/kg KG verabreicht. Nur nach Behandlung mit der hohen Dosis, die der LDs, entspricht,
kam es zu einer Verdoppelung der Mikronukleushéufigkeit in polychromatischen Erythrozyten nach 24, nicht jedoch
nach 48 Stunden. Da die Hélfte der Tiere bis zu diesem Untersuchungszeitpunkt verendet war, ist das Ergebnis nur
von untergeordneter Relevanz fiir die Bewertung der genotoxischen Wirkung. In einer zweiten, negativ verlaufenen,
Studie der gleichen Arbeitsgruppe wurde bei mannlichen und weiblichen F344-Ratten nach einmaliger oraler Gabe
von 2,4-Toluylendiamin bei der héchsten Dosis von 150 mg/kg KG eine zytotoxische Wirkung auf das Knochenmark
durch die Abnahme der polychromatischen Erythrozyten im Verhéltnis zu den normochromatischen beobachtet. Die
Tiere wurden mit Dosierungen zwischen 50 und 150 mg/kg KG behandelt, die Kontrollen erhielten das Lésungsmittel
Wasser (EU 2008; George und Westmoreland 1991).

In den Retikulozyten des peripheren Blutes méannlicher transgener F344-gpt delta-Ratten, die 90 Tage lang 2,4-Tolu-
ylendiamin-haltiges Futter erhalten hatten, wurde ebenfalls keine Induktion von Mikronuklei beobachtet. Die Kon-
zentrationen im Futter betrugen 0, 125, 250 oder 500 mg/kg Futter, wobei die héchste Dosisgruppe aufgrund von
reduziertem Koérpergewicht ab der neunten Woche nur noch 400 mg/kg Futter erhielt (0; ca. 11,25; 22,5 oder 41,5mg/kg
KG, Umrechnungsfaktor 0,09 (subchronisch) nach EFSA (2012)) (Toyoda-Hokaiwado et al. 2010).

In der Leber ménnlicher Crl:CD (SD)-Ratten kam es nach bis zu 28-tégiger oraler Gabe von 0, 25 oder 50 mg/kg KG
und Tag zu einem signifikanten Anstieg mikronukleihaltiger Hepatozyten. Die Gruppen bestanden aus jeweils fiinf
adulten Tieren, pro Tier wurden 2000 parenchymale Hepatozyten ausgezahlt. Die niedrige Dosisgruppe wurde nach
28-tagiger Behandlung ausgewertet, die Tiere der hohen Dosisgruppe nach 5, 14 bzw. 28 Tagen; in dieser Dosisgruppe
verendeten zwei Tiere (nach 13 bzw. 24 Tagen). Das Kérpergewicht betrug in der 25-mg/kg-Gruppe 95% und in der
50-mg/kg-Gruppe 90 % im Vergleich zur Kontrolle. Signifikant erhohte Mikronukleushaufigkeiten zeigten sich bereits
nach 14-tagiger Behandlung (Narumi et al. 2012). Die Leber ist eines der Zielorgane der kanzerogenen Wirkung von
2,4-Toluylendiamin.

Dominant-Letal-Tests

Jeweils 20 mannliche DBA/2J-Mause pro Gruppe erhielten 0 oder 40 mg 2,4-Toluylendiamin/kg KG zweimalig im
Abstand von 24 Stunden oral bzw. intraperitoneal verabreicht. Die Paarungsdauer mit jeweils drei unbehandelten
weiblichen Tieren pro Woche betrug insgesamt sieben Wochen. Weder nach oraler noch nach intraperitonealer Gabe
wurden Dominant-Letalmutationen beobachtet. Die acht Wochen nach der Behandlung untersuchten Spermien zeig-
ten keine Auffilligkeiten in der Morphologie (EU 2008).

Mutagenitétstests

Die zehntigige Behandlung mannlicher und weiblicher BigBlue™-Miuse (C57BL/6) mit 80 mg 2,4-Toluylendiamin/
kg KG und Tag per Schlundsonde fiithrte 28 Tage nach der letzten Gabe zu einer Verdoppelung der spontanen Mu-
tationshaufigkeit im lacl-Gen der Leber (médnnliche Tiere: 8,46 x 1075, Kontrolle: 4,32 x 10~%; weibliche Tiere: 9,67 x 1075,
Kontrolle: 4,32 x 107°). Zehn Tage nach Behandlungsende war nur bei den weiblichen Tieren ein schwacher Anstieg
der Mutationsrate zu beobachten (7,48 x 107%, Kontrolle: 5,15 x 1075) und die Zellproliferation war bei beiden Geschlech-
tern erhoht. Bei der eingesetzten Dosierung handelt es sich laut einer Vorstudie an nicht-transgenen Mausen um die
maximal tolerierbare Dosis (MTD) (EU 2008).
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Nach 30-tdgiger Gabe von 123 mg/kg KG und Tag iiber das Futter wurde noch kein signifikanter Anstieg der Muta-
tionshaufigkeit im lacl-Gen der Leber von ménnlichen BigBlue™-Miusen (B6C3F1) beobachtet. Eine 90 Tage dauernde
Behandlung fithrte hingegen zu einem Anstieg von 5,7 x 107 in der Kontrolle auf 12,1 x 107, Die eingesetzte Dosierung
entsprach der hochsten nicht toxischen Dosis in einer 90-Tage-Studie (EU 2008).

Eine 28-tagige dermale Applikation der MTD von 200 mg/kg KG und Tag mit anschlieffender siebentdgiger Fixierungs-
zeit induzierte bei minnlichen transgenen Mausen (Muta™-Maus, CD,-lacZ80/HazfBR) Mutationen in der Leber,
jedoch nicht in der Haut. Die Mutationshaufigkeit in der Niere war marginal erhéht. Eine von sechs behandelten
Maéusen starb und drei zeigten ein vermindertes Korpergewicht wihrend des gesamten Studienverlaufs. Die MTD
wurde in einem Vorversuch mit drei- bis siebentégiger dermaler Applikation bestimmt (Kirkland und Beevers 2006).

In der bereits beschriebenen 90-Tage-Fiitterungsstudie an ménnlichen transgenen Ratten induzierte 2,4-Tolu-
ylendiamin (Reinheit 95 %) am gpt-Lokus in der Leber Genmutationen, nicht jedoch in der Niere. Die Konzentrationen
betrugen 0, 125, 250 oder 500 mg/kg Futter, wobei die hochste Dosisgruppe aufgrund von reduziertem Korpergewicht
ab der neunten Woche nur noch 400 mg/kg Futter erhielt (0; ca. 11,25; 22,5 oder 41,5 mg/kg KG, Umrechnungsfaktor 0,09
(subchronisch) nach EFSA (2012)). Die vorherrschenden Basensubstitutionen waren Transitionen von G:C zu AT sowie
Transversionen von G:C zu T:A und G:C zu C:G. Daneben wurden auch Basensubstitutionen an A:T-Basenpaaren be-
obachtet. Ferner kam es ab 22,5mg/kg KG in der Leber zu einer Induktion an Spi~-Deletionsmutationen. Die Sequen-
zierung der Plaques der Hochdosisgruppe zeigte, dass die meisten davon eine Leserasterverschiebung um eine Base
waren; die Anzahl an gréferen Deletionen hingegen war nicht erhéht. Hypertrophie und vakuoldre Degeneration
waren in den Hepatozyten ab der niedrigsten Dosis von 11,25 mg/kg KG und Tag erkennbar, erhohte Zellproliferation
wurde jedoch nur bei 22,5mg/kg KG und Tag induziert. Das parallel getestete 2,6-Toluylendiamin induzierte in Leber
und Niere weder histopathologische Verdnderungen noch Mutationen (Toyoda-Hokaiwado et al. 2010).

Erreichbarkeit der Keimzellen

Dominant-Letaltests mit oraler oder intraperitonealer Gabe verliefen negativ. Die acht Wochen nach der Behandlung
untersuchten Spermien der Méause zeigten keine morphologischen Auffalligkeiten.

Die intraperitoneale Applikation von 111 bis 375 mg/kg KG fiihrte bei ménnlichen C57BL/6xC3H (B6C3F1)-Mausen zu
einer dosisabhangigen Abnahme der DNA-Synthese in den Hoden bei gleichzeitiger dosisabhédngiger Abnahme der
Kérpertemperatur (EU 2008). Wegen dieses parallelen Verlaufs kann die Abnahme der DNA-Synthese nicht als Nach-
weis einer DNA-Reaktivitit in den Hoden angesehen werden.

Bewertung

Keimzellmutagene Wirkung. 24-Toluylendiamin besitzt eine klastogene Wirkung in vitro und Indikatortests
geben Hinweise auf eine klastogene Wirkung in vivo, die nur im Zielorgan Leber durch Induktion von Mikronuklei
bestatigt wird. Im Knochenmark und in den Keimzellen von Nagern sind die Klastogenitétstests negativ verlaufen.
Sowohl in vitro als auch in vivo kommt es zur Bildung von DNA-Addukten. 2,4-Toluylendiamin weist in vitro und
in vivo ein mutagenes Potenzial auf. Letzteres tritt nur in der Leber und zusammen mit verzogerter Induktion der
Zellproliferation auf. Die Abnahme der DNA-Synthese im Hoden von Méusen bei gleichzeitig vorliegender Hypothermie
ist kein Nachweis einer DNA-Reaktivitat, zumal andere Keimzelltests wie die beiden Dominant-Letaltests negativ
verliefen. Da der Endpunkt Mutagenitét in Keimzellen nicht getestet worden ist und die Erreichbarkeit der Keimzellen
moglich erscheint, aber kein Nachweis der aktiven Form in den Keimzellen vorliegt, erfolgt eine Einstufung von
24-Toluylendiamin in die Kategorie 3 B fiir Keimzellmutagene.
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Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (https://
www.dfg.de/dfg_profil/gremien/senat/arbeitsstoffe/interessenkonflikte/index.html) stellen sicher, dass die Inhalte und
Schlussfolgerungen der Publikation ausschliefllich wissenschaftliche Aspekte beriicksichtigen.
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