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Hydroxylamin und seine Salze

Hydroxylamine and its salts

1 Zusammenfassung und Bewertung

Hydroxylamin und seine Salze werden sowohl durch die Haut als auch
Uber die Atemwege und den Gastrointestinaltrakt bei entsprechender Ex-
position vom Korper aufgenommen. Uber die Verteilung im Organismus
und die Geschwindigkeit der Ausscheidung liegen keine verwertbaren Da-
ten vor. Hydroxylamin wird auch als Zwischenprodukt im Zellstoffwechsel
gebildet. Im Organismus verschiedener Saugetiere kann eine Hydroxyl-
amin-Reduktase, die Hydroxylamin zu Ammoniak reduziert, nachgewiesen
werden, deren Aktivitdt spezies- und altersabhéangig zu sein scheint. Auch
eine metabolische Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit und Nitrat ist be-
schrieben worden. Hydroxylamin und seine Abbauprodukte reagieren leicht
mit vielen korpereigenen Stoffen, wie Proteinen und Nukleinséuren.

Die oralen LDso-Werte von Hydroxylamin und seinen Salzen fiir Ratte und
Maus liegen Uberwiegend im Bereich zwischen 400 und 1000 mg/kg Kor-
pergewicht, in dem Stoffe als gesundheitsschadlich angesehen werden.
Auch die akuten Toxizitatsdaten nach dermaler und intraperitonealer Appli-
kation passen weitgehend in dieses Bild. Ein akutes Inhalationsrisiko durch
Hydroxylaminhydrochlorid und Hydroxylaminsulfat besteht nicht. Desglei-
chen wird die 1stiindige Inhalation des Nebels einer gesattigten walirigen
Hydroxylaminhydrochlorid- bzw. Hydroxylaminsulfat-Losung (ohne Konzen-
trationsangabe) von Ratten symptomlos vertragen. Zielorgan des Hydroxyl-
amins und seiner Salze ist bei allen gepriften Spezies das hamatopoeti-
sche System. Dosisabhangig kommt es nach einmaliger und wiederholter
Applikation unabhéngig vom Applikationsweg zu einer hamolytischen An-
amie und Methamoglobindmie mit allen ihren Folgeerscheinungen. In leta-
len und subletalen Dosen bewirken die Stoffe zentrale Erregung und
Krampfe. Eine hdmolytische Anamie ist beim Kaninchen bereits nach einer
einmaligen dermalen Dosis von 10 mg Hydroxylaminsulfat/kg Korperge-
wicht (okklusiv) beobachtet worden.

Die wiederholte subkutane Zufuhr von 5 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg
Korpergewicht Gber eine Woche an Kaninchen hat zu schweren Intoxika-
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tionserscheinungen mit Meth&moglobinspiegeln bis zu 60 % und Todesfal-
len gefiihrt, wahrend die Dosis von 1 mg/kg Kérpergewicht tber den glei-
chen Zeitraum keine Methamoglobinamie, jedoch eine mittelgradige An-
amie bewirkt hat. Die tagliche Gabe von Hydroxylaminsulfat mit dem Trink-
wasser an mannliche und weibliche Wistar-Ratten Uiber 4 Wochen fiihrt in
der héchsten Konzentration von 1600 ppm bei den Tieren zu einer schwe-
ren hamolytischen Anamie mit Methamoglobindmie, kompensatorisch ge-
steigerter Erythropoese und Zyanose. In niedrigeren Konzentrationen tre-
ten die Effekte in abgeschwachter Form auf. Der no effect level liegt in die-
ser Studie fiir die mannlichen Ratten bei 3 ppm und fir die weiblichen Rat-
ten bei 18 ppm. An mannlichen Kaninchen, die drei Wochen lang an 5 Ta-
gen/Woche Hydroxylaminnitrat auf die Haut appliziert erhielten, bewirken
Dosierungen von 0,7 bis 11,7 mg/kg Korpergewicht an der mit Mull abge-
deckten Applikationsstelle Hautnekrosen, die sich bereits nach der ersten
Behandlungswoche zu entwickeln beginnen. Alle Dosierungen ab 1,5
mg/kg Korpergewicht fiihren bereits nach einer Woche dosisabhangig zur
Anamie der Tiere mit erniedrigter Erythrozytenzahl und Hamoglobinkon-
zentration und starker Heinz-Korper-Bildung. Ab einer Dosierung von 2,9
mg/kg Korpergewicht ist das Milzgewicht deutlich erhéht. Sonstige toxische
Effekte des Hydroxylaminnitrats werden nicht beobachtet.

Die akute Hautreizwirkung von Hydroxylaminhydrochlorid und Hydroxyl-
aminsulfat ist nur gering. Die Augenreizwirkung von Hydroxylaminhydro-
chlorid ist jedoch stark und innerhalb von einer Woche nur langsam oder
Uberhaupt nicht reversibel. Hydroxylaminsulfat wirkt, wie Hydroxylamin
selbst, schwach bis méaRig reizend auf das Auge.

Hydroxylaminhydrochlorid und Hydroxylaminsulfat wirken nach den vorlie-
genden Untersuchungen sensibilisierend an der Haut.

Nach 3monatiger Gabe von Hydroxylaminsulfat tGber das Trinkwasser an
Ratten kommt es in Konzentrationen von 250 und 50 ppm (entsprechend
ca. 21 bzw. 4 mg/kg Koérpergewicht/Tag) dosisabhangig zu Anamie mit ent-
sprechenden hamatologischen Befunden und Hamosiderosis. Erythrozy-
tenzahl und Hamoglobinkonzentration sind erniedrigt, die Zahl der Retiku-
lozyten, der Heinz-Korper und der Jolly-Korper sowie die Bilirubinkonzen-
tration im Serum steigt an. Mit der hochsten Konzentration kommt es zu ei-
ner Erhéhung des Milzgewichtes sowie des Leber- und Nierengewichtes.
Hamosiderinspeicherungen werden in der Milz und der Leber beobachtet.

2 Nr. 62 Hydroxylamin und seine Salze 11/00



In der 50 ppm-Gruppe treten die Effekte in abgeschwachter Form auf. Die
Konzentration von 10 ppm (entsprechend ca. 1 mg/kg Kdorpergewicht/Tag)
bewirkt keine substanzbedingten Schadigungen. Bei etwa 5monatiger Zu-
fuhr von Hydroxylaminhydrochlorid an Ratten in Dosen von 333 his 380
mg/kg Korpergewicht tber Trinkmilch werden MilzvergréfRerungen um das
4- bis 5fache und Schilddriisenatrophie beschrieben. Kaninchen zeigen
nach intravendéser Injektion von 2,5 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Kor-
pergewicht Gber einen Zeitraum von bis zu 19 Monaten Methamoglobinbil-
dung, Anamie und Retikulozytose. Nach 12wd&chiger Verabreichung von
Hydroxylaminsulfat an Mause Uber das Trinkwasser (1640 bzw. 3280 mg/l)
kommt es zu Anadmie, Leukozytose und MilzvergréRerung. Diese Verande-
rungen erweisen sich nach 8 bzw. 18 Wochen als reversibel. Auch bei l&an-
gerfristiger Behandlung von Hunden (50 bis 70 mg/kg Korpergewicht tber
2 bis 4 Monaten), Meerschweinchen (300 bis 500 mg/kg Kérpergewicht bis
zu 235 Tagen) und Milchkiihen (40 bis 60 bzw. 22 und 44 mg/kg Korperge-
wicht Gber bis zu 112 Tage) mit Hydroxylaminhydrochlorid haben als toxi-
sche Effekte Methdmoglobinbildung und Schéadigung des hamatopoeti-
schen Systems im Vordergrund gestanden.

Zum gentoxischen Potential von Hydroxylamin und seinen Salzen liegt eine
Vielzahl von Ergebnissen vor. Die Versuche sind allerdings meist nicht
nach den heute tblichen Methoden durchgefiihrt worden und die Ergebnis-
se sind teilweise uneinheitlich. In vitro sind zahlreiche und verschiedene
Teste auf Genmutationen positiv, mit Ausnahme der durchgefihrten Sal-
monella/Mikrosomen-Teste, die mit und ohne metabolische Aktivierung fast
ausschlieBlich negative Ergebnisse gezeigt haben. Untersuchungen auf
klastogene Wirkung sind fast ausnahmslos positiv, desgleichen die Teste
auf DNA-Wechselwirkungen. In vivo sind die Untersuchungen an Drosophi-
la melanogaster fast ausnahmslos positiv, desgleichen ein Test an Heu-
schrecken. Hydroxylaminsulfat erweist sich im dominanten Letal-Test und
im Mikronukleustest, Hydroxylaminhydrochlorid im Chromosomenaberra-
tionstest im Knochenmark an Mausen als negativ. Dem steht ein positives
Ergebnis an Spermatozyten mit Hydroxylamin behandelter Mause gegen-
Uber. Insgesamt ist eine gentoxische Wirkung des Hydroxylamins und des-
sen Salzen in vitro als gesichert anzusehen, und zwar sowohl im Sinne von
Genmutationen als auch von Chromosomenmutationen. In vivo sind gento-
xische Effekte in Insekten (Fliegen, Heuschrecken) nachweisbar, in Sauge-
tieren kaum. Es entsteht der Eindruck, daR3 im letzteren Fall das hochreak-
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tive Hydroxylamin-Molekull die Wirkorte im Organismus nicht erreicht. Die
Maoglichkeit, daf3 Hydroxylamin und seine Salze am Applikationsort gentoxi-
sche Schaden bewirken, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Gezielte Untersuchungen zur Kanzerogenitat von Hydroxylamin und seinen
Salzen nach den heute ublichen Prufrichtlinien liegen nicht vor. Die vorlie-
genden Zelltransformationsteste sind teils positiv, teils negativ. In alteren
Untersuchungen werden nach lebenslanger Gabe von Hydroxylaminhydro-
chlorid im Futter oder Trinkwasser bei Mausen keine substanzbedingten
Tumoren gefunden. Bei weiblichen C3H/HeN-Mausen mit sehr hoher Rate
an spontanen Mammatumoren bewirkt die lebenslange Gabe von Hydro-
xylamin-Salzen im Futter oder Trinkwasser eine erhebliche Reduktion der
Zahl der Spontantumoren. Dieser Effekt wird auf die Beeinflussung hormo-
neller Faktoren zuriickgefuhrt. An Ratten, bei denen Mammatumoren durch
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen (DMBA) ausgeltst wurden, treten deutliche
Effekte auf die Ausbildung von Tumoren durch Gabe von Hydroxylaminsul-
fat im Trinkwasser nur dann auf, wenn die Hydroxylamin-Behandlung 14
Tage nach der Gabe von DMBA einsetzte und nicht, wenn schon 14 Tage
vor der DMBA-Behandlung mit der Applikation von Hydroxylaminsulfat be-
gonnen wurde. In einer neueren Studie an C3H/HeN- und C3H/HeJ(+)-
Méausen, die alle eine hohe Rate an spontanen Mammatumoren besitzen,
wird nur bei den C3H/HeN-Mausen eine deutliche Verringerung der Zahl
der gebildeten Mammatumoren durch die lebenslange Gabe von Hydroxyl-
aminsulfat im Trinkwasser bewirkt, nicht jedoch bei den C3H/HeJ(+)-Mau-
sen, bei denen die Tumoren durch das Milch-lUbertragene Virus (MIV) aus-
geldst werden. In beiden Mausestammen ist die Gesamtzahl aller auftre-
tenden neoplastischen Verdnderungen mit und ohne Behandlung durch
Hydroxylaminsulfat gleich, nur wird durch die Behandlung das Tumorspek-
trum verschoben. In beiden Mausestdmmen treten unter Hydroxylaminsul-
fat-Behandlung deutlich vermehrt Hamangiome der Milz bzw. der Lymph-
knoten auf. Die Autoren fiihren dieses auf die toxische Wirkung des Hydro-
xylamins auf die Milz und das hamatopoetische System zurtick.

Eine embryotoxische bzw. teratogene Wirkung von Hydroxylamin bzw. Hy-
droxylaminhydrochlorid wird meist nur unter auf3ergewoéhnlichen Versuchs-
bedingungen (Injektion in die embryonale Leibeshéhle oder intravendse In-
jektion bei Kaninchen, Injektion in die Luftkammer von Hihnereiern) beob-
achtet. Nach intraperitonealer Zufuhr treten bei Ratten selbst nach mater-
naltoxischen Dosen (bis 59,3 mg/kg Kérpergewicht) bei den Nachkommen
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keine MiRbildungen auf. Zwei weitere Untersuchung (nach OECD-Richtlinie
Nr. 414) an Ratten, die vom 6. bis 15. Tag der Trachtigkeit per os mit der
Schlundsonde bis in den maternaltoxischen Bereich mit Hydroxylaminsulfat
behandelt worden sind, haben keine Anzeichen fiir eine teratogene, em-
bryotoxische oder fetotoxische Wirkung des Stoffes gezeigt. Kalber von
Kihen, die vom 3. Monat der Trachtigkeit an bis zum Abschluf3 der Gravidi-
tat Uber das Futter mit Hydroxylaminhydrochlorid behandelt sind, zeigen
keine MiRbildungen. Eine 3monatige tagliche Behandlung von méannlichen
und weiblichen Ratten mit bis zu 21 mg Hydroxylaminsulfat’kg Kérperge-
wicht Uber das Trinkwasser hat keine Veranderungen der Gewichte der
Geschlechtsorgane oder der an ihnen erhobenen makroskopischen und
mikroskopischen Befunde erbracht.

Es besteht ein Hinweis auf neurotoxische Wirkungen von Hydroxylaminhy-
drochlorid und -sulfat in hoher Dosierung bei Ratten. Die nach letalen bzw.
subletalen Dosen auftretenden motorischen Erregungszustande und
Krampfe dirften Folge der durch die Methamoglobinbildung erzeugten Hy-
poxamie und somit sekundar sein.

Beim Umgang mit Hydroxylamin sollen am Ende eines Arbeitstages bei
Beschéftigten Methadmoglobinkonzentrationen von bis zu 25 % aufgetreten
sein. Nach versehentlicher oraler Aufnahme von ,zwei Schluck” einer Hy-
droxylamin-Losung ist es zu Ubelkeit, Erbrechen, Zyanose und nur lang-
sam reversibler hamolytischer Anamie gekommen. Beim Menschen sind
lokale Hautirritationen durch Hydroxylaminhydrochlorid beschrieben wor-
den. Diagnostische Teste auf Hautallergien gegen Hydroxylaminhydrochlo-
rid und Hydroxylaminsulfat sind positiv ausgefallen.

Hydroxylamin und seine Salze sind von der Senatskommission zur Priifung
gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (MAK-Kommission) in der MAK- und BAT-Werte-Liste 2000 mit ,Sh*
fur hautsensibilisierende Stoffe markiert worden. Im Anhang | der Richtlinie
67/548/EWG sind Hydroxylamin und seine Salze mit R43 als sensibilisie-
rend legal eingestuft und gekennzeichnet worden.

Zur Zeit wird gemal3 einer Empfehlung des wissenschaftlichen Beratergre-
miums der Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie eine Kanzero-
genitatsstudie von der BASF AG durchgefihrt.
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Summary and assessment

Hydroxylamine and its salts are absorbed by the body via both the skin, the
respiratory tract and the gastrointestinal tract when the appropriate routes
of exposure are chosen. There are no valid data on distribution in, and rate
of elimination from, the body. Hydroxylamine is also formed as an interme-
diate in cellular metabolism. In various mammals, a hydroxylamine reducta-
se has been detected, an enzyme which reduces hydroxylamine to ammo-
nia and appears to be dependent upon species and age as regards activi-
ty. Metabolic oxidation of hydroxylamine to nitrite and nitrate has also been
reported. Hydroxylamine and the products of its catabolism readily react
with many of the body’s own substances, such as proteins and nucleic
acids.

The oral LDsy values ascertained for hydroxylamine and its salts in the rat
and mouse are predominantly in the range from 400 to 1000 mg/kg body
weight, a criterion based upon which chemicals are considered harmful.
The acute toxicity data found after dermal application and intraperitoneal
administration largely are in good agreement with this perception. There is
no acute risk of inhalation from hydroxylamine hydrochloride or hydroxyl-
amine sulfate. Equally, 1-hour inhalation of aerosols prepared from satura-
ted aqueous solutions of hydroxylamine hydrochloride and hydroxylamine
sulfate (no details of the concentrations administered) was tolerated with-
out clinical signs by rats. In all species studied, the target organ for hydro-
xylamine and its salts is the haematopoietic system. Dose-dependently but
irrespective of the route of administration, single and repeated treatment
results in haemolytic anaemia and methaemoglobinaemia with all their se-
quelae. At lethal and sublethal dose levels, the substances cause central
excitation and convulsions. Haemolytic anaemia has been observed to oc-
cur in the rabbit after only a single occlusive dermal hydroxylamine sulfate
dose of 10 mg/kg body weight.

In rabbits, repeated subcutaneous injection of 5 mg hydroxylamine hydro-
chloride/kg body weight for one week resulted in severe signs of intoxica-
tion with blood methaemoglobin levels of up to 60%, and death, whereas a
dose of 1 mg/kg body weight administered over the same period of time
produced no methaemoglobinaemia, but did cause anaemia of intermedia-
te degree. In male and female Wistar rats, daily administration of the hi-
ghest hydroxylamine sulfate concentration of 1600 ppm in the drinking wa-
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ter for 4 weeks resulted in severe haemolytic anaemia with methaemoglo-
binaemia, compensatory increase in erythropoesis and cyanosis. At lower
concentration levels, the effects were observed in less pronounced form. In
this study, the no effect level for male and female rats was found to be 3
ppm and 18 ppm, respectively. When male rabbits had hydroxylamine ni-
trate applied to the skin 5 days/week for three weeks at dose levels ranging
from 0.7 to 11.7 mg/kg body weight, cutaneous necrosis began to develop
under the gauze dressing covering the application site after just one week
of treatment. After one week’s treatment, all doses from 1.5 mg/kg body
weight caused dose-dependent anaemia with decreased red blood cell
counts, lowered haemoglobin concentration and marked formation of Heinz
bodies. At and above 2.9 mg/kg body weight, there was a marked increase
in spleen weight. Other toxic effects of hydroxylamine nitrate were not ob-
served.

The acute skin irritancy of hydroxylamine hydrochloride and hydroxylamine
sulfate is low. In contrast, the eye irritation caused by hydroxylamine hydro-
chloride is severe and only slightly reversible, or irreversible, within one
week. Hydroxylamine sulfate is mildly to moderately irritating to the eye, as
is hydroxylamine itself.

According to the studies available, hydroxylamine hydrochloride and hy-
droxylamine sulfate have a sensitising effect on the skin.

Following 3-month administration of hydroxylamine sulfate in the drinking
water of rats at concentrations of 250 and 50 ppm (equivalent to approx. 21
and 4 mg/kg body weight/day, respectively) the animals dose-dependently
developed anaemia with corresponding haematological changes and hae-
mosiderosis. Red blood cell count and haemoglobin concentration were de-
creased, while the reticulocyte count, the numbers of Heinz bodies and Jol-
ly’s bodies and the serum bilirubin concentration increased. At the highest
concentration level, there was an increase in spleen and liver and kidney
weights. Haemosiderin storage in the spleen and liver was observed. In the
50 ppm group, the effects were observed in less pronounced form. The
10 ppm concentration (equivalent to approx. 1 mg/kg body weight/day)
caused no substance-related lesions. When rats were treated with hydro-
xylamine hydrochloride in milk at doses of 333 to 380 mg/kg body weight
for approximately 5 months, 4 to 5-fold enlargement of the spleen and atro-
phy of the thyroid gland were reported. When rabbits were given intrave-
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nous injections of hydroxylamine hydrochloride at 2.5 mg/kg body weight
for a period of up to 19 months, they showed methaemoglobin formation,
anaemia and reticulocytosis. Following 12-week administration of hydroxyl-
amine sulfate in the drinking water (1640 or 3280 mg/l) of mice, anaemia,
leukocytosis and enlargement of the spleen occurred. These changes were
found to be reversible after 8 and 18 weeks, respectively. Longer term
treatment of dogs (50 to 70 mg/kg body weight for 2 to 4 months), guinea
pigs (300 to 500 mg/kg body weight for up to 235 days) and milk cows (40
to 60 or 22 and 44 mg/kg body weight for up to 112 days) with hydroxylami-
ne hydrochloride produced toxic effects which primarily included methae-
moglobin formation and damage to the haematopoietic system.

The genotoxic potential of hydroxylamine and its salts has been investiga-
ted in numerous studies. In many cases, however, the studies were not
carried out according to the methods usual today, and the results are, in
part, inconsistent. In vitro numerous, different tests for gene mutations ga-
ve positive results, with the exception of the Salmonella/microsome assays,
nearly all of which gave negative results in the presence and absence of
metabolic activation. Tests for clastogenic activity were positive, almost
without exception, as were those for DNA interactions. In-vivo studies in
Drosophila melanogaster gave positive results almost without exception, as
did one test in grasshoppers. Results were negative with hydroxylamine
sulfate in the dominant lethal test and the micronucleus test and with hy-
droxylamine hydrochloride in the chromosome aberration test conducted in
the bone marrow of mice. This is in contrast with a positive result for sper-
matocytes from mice treated with hydroxylamine. Overall, the genotoxic ac-
tivity of hydroxylamine and its salts seen in vitro can be regarded as an
established fact, both with respect to gene mutations and chromosomal
mutations. In vivo, genotoxic effects are detectable in insects (flies, grass-
hoppers), but hardly in mammals. In the latter case, it appears as though
the highly reactive hydroxylamine molecule does not reach its sites of ac-
tion in the body. None the less, the possibility can not be excluded that hy-
droxylamine and its salts cause genotoxic damage at the site of administra-
tion.

There are no specific carcinogenicity studies on hydroxylamine and its
salts that comply with the current guidelines for testing. Of the cell transfor-
mation tests some are positive, others negative. In older studies, no sub-
stance-related tumours were found after lifelong administration of hydroxyl-
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amine hydrochloride in the feed or drinking water of mice. In female
C3H/HeN mice with a very high rate of spontaneous mammary tumours, li-
felong administration of hydroxylamine salts in the feed or drinking water
considerably reduced the number of spontaneous tumours. This effect was
attributed to interactions with hormonal factors. In rats with mammary tu-
mours induced by 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), clear effects
on tumour formation following administration of hydroxylamine sulfate in
the drinking water were only observed if hydroxylamine treatment was ini-
tiated 14 days after DMBA administration but not if hydroxylamine sulfate
administration commenced 14 days prior to treatment with DMBA. In a mo-
re recent study in C3H/HeN and C3H/HeJ(+) mice which all had a high inci-
dence of spontaneous mammary tumours, only the C3H/HeN mice showed
a marked decrease in the number of mammary neoplasms following life-
long administration of hydroxylamine sulfate in the drinking water, whereas
this was not observed in the C3H/HeJ(+) mice in which the tumours were
induced by the milk-transmitted murine mammary tumour virus (MMTV). In
both strains of mouse, the total number of neoplastic changes was the sa-
me in the presence and absence of hydroxylamine sulfate, the only diffe-
rence being that the treatment causes a shift in the tumour spectrum. Follo-
wing treatment with hydroxylamine sulfate, both strains of mouse showed a
marked increase in haemangiomas of the spleen and lymph nodes. The in-
vestigators attributed these findings to the toxic actions of hydroxylamine
on the spleen and the haematopoietic system.

Embryotoxic and teratogenic effects of hydroxylamine or hydroxylamine hy-
drochloride are mostly observed only under exceptional study conditions
(injection into the embryonal body cavity or intravenous injection into rab-
bits, injection into the air chamber of hen’s eggs). Intraperitoneal admini-
stration causes no malformation in the offspring of rats, even at maternally
toxic doses (up to 59.3 mg/kg body weight). Two additional studies which
were conducted (in accordance with OECD guideline No. 414) in rats trea-
ted by oral gavage with hydroxylamine sulfate at doses up to maternally to-
xic levels on days 6 to 15 of gestation gave no indications that the chemical
had a teratogenic, embryotoxic or foetotoxic potential. Calves from cows
treated with hydroxylamine hydrochloride in the feed from the 3™ month of
pregnancy until birth showed no malformations. Daily treatment of male
and female rats with hydroxylamine sulfate doses up to 21 mg/kg body
weight in the drinking water for 3 months produced no changes in the re-
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productive organs with regard to weight and results of microscopic and
macroscopic examination.

There is evidence that hydroxylamine hydrochloride and hydroxylamine
sulfate have a neurotoxic potential at high dose levels in rats. The motor
excitability and convulsions which occur after lethal or sublethal doses are
considered to be the result of hypoxaemia due to methaemoglobin forma-
tion, and are therefore likely to be secondary.

In workers dealing with hydroxylamine, methaemoglobin concentrations of
up to 25% reportedly occurred at the end of a working day. Unintentional
ingestion of ,two gulps” of a hydroxylamine solution caused nausea, vomi-
ting, cyanosis as well as haemolytic anaemia that was only slowly reversi-
ble. In humans, hydroxylamine hydrochloride is reported to have caused lo-
cal skin irritation. Diagnostic tests for skin allergy to hydroxylamine hydro-
chloride and hydroxylamine sulfate have given positive results.

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemi-
cal Compounds in the Work Area (“MAK-Kommission”) has designated hy-
droxylamine and its salts with “Sh” for skin-sensitising substances in the
2000 edition of the List of MAK and BAT Values. In Annex | to Directive
67/548/EEC, hydroxylamine and its salts have been legally classified and
assigned phrase R43 to indicate sensitising potential.

At present, a carcinogenicity study is being conducted by BASF AG on the
advice of the BG Chemie Advisory Committee.
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Stoffname

Gebrauchsname
IUPAC-Name
CAS-Nr.

EINECS-Nr.

Hydroxylamin und seine Salze
Hydroxylamin

7803-49-8 (Hydroxylamin)

5470-11-1 (Hydroxylaminhydrochlorid)
10039-54-0 (Hydroxylaminsulfat)
13465-08-2 (Hydroxylaminnitrat)
232-259-2 (Hydroxylamin)

226-798-2 (Hydroxylaminhydrochlorid)
233-118-8 (Hydroxylaminsulfat)
236-691-2 (Hydroxylaminnitrat)

Synonyme, Trivial- und Handelsnamen

Hydroxylamine
Hydroxylammonia
Hydroxylammoniak
Oxyammoniak

Hydroxylamine chloride
Hydroxylamin Hydrochlorid
Hydroxylamin-Hydrochlorid
Hydroxylammoniumchlorid
Hydroxylammonium chloride
Oxammonium hydrochloride

Bis(hydroxylamine)sulfate
Bis(hydroxylammonium)sulfat
Hydroxylaminsulfat
Hydroxylamin sulfate
Hydroxylammoniumsulfat
Hydroxylammonium sulfate

Hydroxylamin Nitrat
Hydroxylammonium nitrate

11

4 Struktur- und Summenformel

4.1 Strukturformel

4.2 Summenformel

12

H
\
N—OH
/
H

Hydroxylamin

2

Hydroxylaminsulfat

7
H—ITI—OH cr
H

Hydroxylaminhydrochlorid
+
I
H—I\ll—OH NO3
H

Hydroxylaminnitrat

HsNO (Hydroxylamin)

HgN,OgS (Hydroxylaminsulfat)
H4NOCI (Hydroxylaminhydrochlorid)
H4N,O, (Hydroxylaminnitrat)
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5.2

53

54

5.5
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Physikalisch-chemische Eigenschaften

Molekularmasse, g/mol

Schmelzpunkt, °C

Siedepunkt, °C

Dampfdruck, hPa

Dichte, g/cm3

33,03 (Hydroxylamin)

69,50 (Hydroxylaminhydrochlorid)
164,14 (Hydroxylaminsulfat)
96,05 (Hydroxylaminnitrat)

32,05 (Hydroxylamin)
(Malle, 1977; Ritz et al., 1989)

33,10 (Hydroxylamin)
(Falbe und Regitz, 1997)
152 (Zersetzung, Hydroxylaminhydro-

chlorid) (Malle, 1977)
> 120 (Zersetzung, Hydroxylaminhydro-
chlorid) (Ritz et al., 1989)

151 (Hydroxylaminhydrochlorid)
(Falbe und Regitz, 1997)
170 (Zersetzung, Hydroxylaminsulfat)
(Malle, 1977; Falbe und Regitz, 1997)
> 120 (Zersetzung, Hydroxylaminsulfat)
(Ritz et al., 1989)

56 - 57 (bei 29 hPa, Hydroxylamin)
(Malle, 1977; Ritz et al., 1989)
58 (bei 29 hPa, Hydroxylamin)
(Falbe und Regitz, 1997)
142 (auf 1013 hPa extrapoliert, Hydro-
xylamin) (Malle, 1977)

0,36 (bei 0 °C; Hydroxylamin)
7,1 (bei 32 °C; Hydroxylamin)
(Malle, 1977)

1,216 (Hydroxylamin) (Malle, 1977)
1,206 (Hydroxylamin)

(Falbe und Regitz, 1997)
1,676 (Hydroxylaminhydrochlorid)

(Ritz et al., 1989)

1,67 (Hydroxylaminhydrochlorid)

(Falbe und Regitz, 1997)
1,883 (Hydroxylaminsulfat)

(Ritz et al., 1989)

13

5.6

5.7

5.8

14

Loslichkeit in Wasser

Léslichkeit in organischen
Lésemitteln

Loslichkeit in Fett

leicht I6slich (Hydroxylamin)
(Malle, 1977; Ritz et al., 1989;
Falbe und Regitz, 1997)
94,5 ¢g/100 g (bei 25 °C, Hydroxylamin-
hydrochlorid) (Malle, 1977)
46,6 g/100 g (bei 20 °C, Hydroxylamin-

hydrochlorid) (Ritz et al., 1989)
sehr leicht I8slich (Hydroxylaminhydro-
chlorid) (Falbe und Regitz, 1997)
63,8 g/100 g (bei 25 °C, Hydroxylamin-
sulfat) (Malle, 1977)
37,0 g/100 g (bei 20 °C, Hydroxylamin-
sulfat) (Ritz et al., 1989)

sehr leicht 16slich in Methanol und Etha-
nol (Hydroxylamin)

(Malle, 1977; Ritz et al., 1989)
sehr wenig I6slich in Chloroform, Benzol,
Diethylether und Ethylacetat (Hydroxyl-
amin) (Malle, 1977)
leicht l6slich in  Alkohol, unloslich in
Chloroform und Benzol (Hydroxylamin)

(Falbe und Regitz, 1997)

17,5 g/100 g (bei 25 °C) in Methanol

(Hydroxylaminhydrochlorid) (Malle, 1977)

10,5 g/100 g (bei 25 °C) in 95prozenti-

gem Ethanol (Hydroxylaminhydrochlorid)

(Malle, 1977)

14 g/100 g (bei 20 °C) in Methanol (Hy-
droxylaminhydrochlorid)

(Ritz et al., 1989)
leicht 16slich in Alkohol (Hydroxylamin-
hydrochlorid)  (Falbe und Regitz, 1997)
0,1 g/100 g (bei 25 °C) in Methanol (Hy-
droxylaminsulfat) (Malle, 1977)
0,2 g/100 g (bei 25 °C) in 95prozentigem
Ethanol (Hydroxylaminsulfat)

(Malle, 1977)

keine Information vorhanden
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59 pH-Wern alkalisch (Hydroxylamin)
(Gross und Smith, 1985)
3,4 (bei 25 °C, Hydroxylaminhydrochlo-
rid, 0,1 M) (Malle, 1977)
3,2 (bei 20 °C, Hydroxylaminhydrochlo-
rid, 1 Gewichts-%) (Ritz et al., 1989)
3,7 (bei 25 °C, Hydroxylaminsulfat,

0,1 M) (Malle, 1977)

3,6 (bei 20 °C, Hydroxylaminsulfat,

1 Gewichts-%) (Ritz et al., 1989)
5.10 Umrechnungsfaktor Hydroxylamin

1 ml/m3 (ppm) 2 1,35 mg/m?3
1 mg/m3 2 0,74 ml/m3 (ppm)
Hydroxylaminhydrochlorid

1 ml/m3 (ppm) 2 2,84 mg/m?3
1 mg/mé £ 0,35 ml/m3 (ppm)
Hydroxylaminsulfat

1 ml/m3 (ppm) £ 6,70 mg/m3
1 mg/m3 £ 0,15 ml/m?3 (ppm)
Hydroxylaminnitrat

1 ml/m3 (ppm) 2 3,92 mg/m?3
1 mg/m3 £ 0,26 ml/m3 (ppm)
(bei 1013 hPa und 25 °C)

6 Herstellung, Produktionsmenge und Verwendung

6.1 Herstellung

Hydroxylamin wird durch katalytische Hydrierung von Stickstoffmonoxid
hergestellt (Malle, 1977).

6.2  Hergestellte oder eingefiihrte Menge

> 1000 t/Jahr (Hydroxylamin sowie Hydroxylaminsulfat; VCI, 1988).
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6.3 Verwendung

Zur Herstellung von Oximen und Lactamen, insbesondere von Caprolac-
tam; Polymerisationslenker in Butadien-Styrol-Gemischen; Reduktionsmit-
tel in fotographischen Entwicklerldsungen; Antioxidans; analytisches Rea-
gens; Farbvermittler bei der Farbung von Acrylnitril-Fasern und dem Be-
drucken von Wolle; Zwischenprodukt zur Herstellung von Schadlingsbe-
kampfungsmitteln und Pharmazeutika (Malle, 1977).

7 Experimentelle Befunde

7.1  Toxikokinetik und Metabolismus

Hydroxylamin und seine Salze werden sowohl durch die Haut als auch
Uber die Atemwege und den Gastrointestinaltrakt bei entsprechender Ex-
position vom Koérper aufgenommen. Uber die Verteilung im Organismus
und die Geschwindigkeit der Ausscheidung liegen keine Studien vor.

Hydroxylamin wird auch als Zwischenprodukt des normalen Zellstoffwech-
sels gebildet. Es entsteht bei der enzymatischen Reduktion von Nitrat und
Nitrit oder durch die Oxidation von Ammoniak, was von den Autoren als in-
trazellulare Detoxifizierungsreaktionen angesehen wurde (Budowsky,
1976; Gross und Smith, 1985).

In einer vergleichenden Studie mit Praparationen von Lebermitochondrien
wurde nachgewiesen, dal3 von verschiedenen Tierspezies Hydroxylamin-
hydrochlorid durch die an die Mitochondrienmembran gebundene Hydro-
xylamin-Reduktase in Gegenwart von NADH zu Ammoniak reduziert wird.
Die Aktivitat der Mitochondrien variiert stark zwischen den einzelnen Spe-
zies und Individuen, wobei Mause und Ratten die hochste Enzymaktivitat
aufwiesen. Bei Ratten stieg die Enzymaktivitdt mit zunehmendem Alter, bei
weiblichen Tieren starker als bei ménnlichen, an. Die Hydroxylamin-Reduk-
tase fand sich auch in geringer Aktivitat in den Nieren von Ratten und Kat-
zen, nicht jedoch im Gehirn oder im Serum. Rinderherzen-Mitochondrien
wiesen ebenfalls keine Enzymaktivitat auf (Bernheim, 1972).

In einer zusammenfassenden Darstellung Uber den Stoffwechsel des Hy-
droxylamins im Organismus von Tieren wird die Bedeutung der Reduktion
zu Ammoniak fur die Entgiftung hervorgehoben. Unter physiologischen Be-
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dingungen liegt freies oder gebundenes Hydroxylamin jedoch nur in sehr
geringer Konzentration im Organismus vor, da es in einer Reihe von un-
spezifischen Fermentreaktionen mit Molekiilen des Basisstoffwechsels um-
gesetzt wird. Die Hydroxylamin-Reduktasen zeigen eine starke Substrat-
hemmung, d. h. sie arbeiten nur bei sehr niedrigen Hydroxylamin-Konzen-
trationen. Bei hoheren Konzentrationen sind sie kaum wirksam. Dadurch
wird der Organismus weitgehend davor geschutzt, dal} die umgekehrte
Reaktion, ndmlich die Oxidation des Ammoniaks zu Hydroxylamin, in gro-
Berem MalRstab ablauft (Neunhoeffer, 1973).

Andererseits unterliegt Hydroxylaminhydrochlorid einer metabolischen Oxi-
dation zu Nitrat, wie bei Ratten gezeigt wurde. 4 Sprague-Dawley-Ratten
(194 + 7 g) erhielten einmal 20 pmol **N-Hydroxylaminhydrochlorid (ent-
sprechend ca. 7 mg/kg Korpergewicht) per Schlundsonde. Die Gesamtaus-
scheidung von *N-Nitrat im Harn lag bei 4,7 % der zugefiihrten Radioakti-
vitat. Der gréRte Anteil wurde am 4. Tag gefunden. Nach Induktion durch
Behandlung der Tiere mit 500 mg Aroclor 1254/kg Kérpergewicht war die
Nitrat-Ausscheidung nicht verstérkt (Saul und Archer, 1984).

7.2  Akute und subakute Toxizitat

Die ersten Beobachtungen uber die Blutgiftwirkung von Hydroxylamin bzw.
Hydroxylaminhydrochlorid wurden bereits vor tber 100 Jahren veréffent-
licht, sollen aber wegen ihres mehr historischen Interesses hier nicht weiter
abgehandelt werden (Raimondi und Bertoni, 1882; Binz, 1888; Lewin,
1889).

Akute Toxizitat

Die Ergebnisse der zahlreichen Studien zur akuten Toxizitat von Hydroxyl-
amin und seinen Salzen sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
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Anfang Tabelle 1

Tabelle 1. Daten zur akuten Toxizitat von Hydroxylamin und seinen Salzen

Spezies, Zufuhrweg | Dosis (mg/kg | Effekt Nachbeob- Literatur
Stamm, Korpergewicht achtungszeit-
Geschlecht* bzw. mg/m?3) raum
Hydroxylamin
Hund oral 200 LDso; keine Angaben Uiber | keine Angaben | Gross und
Erbrechen bei Hunden und Smith, 1985;
Uber autoptische Befunde CHIP, 1984
Ratte subkutan |29 LDso keine Angaben | Lewis und
Tatken, 1982
Ratte intraperi- |59 LDso keine Angaben | Lewis und
toneal Tatken, 1982
Maus intraperi- |60 LDso keine Angaben | Lewis und
toneal Tatken, 1982
Hydroxylaminhydrochlorid
Ratte oral 600 LDso; Dyspnoe, Kramp- |7 Tage BASF, 1975
fe, Exsikkose, Zyanose
Ratte oral 192 LDso keine Angaben | Gross und
Smith, 1985;
CHIP, 1984
Maus, weiblich | oral 419 LDsg keine Angaben | Riemann, 1950
Maus, mannlich | oral 408 LDso keine Angaben | Riemann, 1950
Maus oral 420 LDso keine Angaben | Lewis und
Tatken, 1982
Maus oral 400 LDso keine Angaben | Gross und
Smith, 1985;
CHIP, 1984
Hund subkutan |70 LDso keine Angaben | CHIP, 1984
Ratte inhalativ angereicherte | Inhalations-Risiko-Test; |keine Angaben | BASF, 1975
Atmosphare |alle 12 Tiere vertrugen
bei 20 °C ohne Symptome die
8stundige Inhalation
Ratte inhalativ atomisierter Inhalations-Risiko-Test; |keine Angaben | CHIP, 1984
Stoff, vernebelt, | keine Todesfalle, keine
eine Stunde | toxischen Effekte
Ratte intraperi- | 140 LDso; starke Krampfe keine Angaben | Gross und
toneal Smith, 1985;
CHIP, 1984
Maus intraperi- 180 LDso; Dyspnoe, Krampfe | 7 Tage BASF, 1975
toneal
Maus intraperi- | 100 LDso keine Angaben | Gross und
toneal Smith, 1985;
CHIP, 1984
Maus intraperi- | 250 LDso keine Angaben | Gross und
toneal Smith, 1985;
CHIP, 1984
Maus, CD1, intraperi- 127 LDsp; Methamoglobin- | 24 Stunden Smith und
weiblich toneal amie Layne, 1969
Meerschwein- |intraperi- |70 LDso keine Angaben | Gross und
chen toneal Smith, 1985;
CHIP, 1984
Hydroxylaminsulfat
Ratte oral 642 LDso; Dyspnoe, Kramp-|7 Tage BASF, 1969

fe, vergroRBerte und
blauviolett bis  blau-
schwarz verfarbte Milz
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Tabelle 1. Daten zur akuten Toxizitat von Hydroxylamin und seinen Salzen

Spezies, Zufuhrweg | Dosis (mg/kg | Effekt Nachbeob- Literatur
Stamm, Korpergewicht achtungszeit-
Geschlecht* bzw. mg/m3) raum
Ratte oral 545 LDso; Schadigung der | keine Angaben | Commercial
Leber, Milz und Nieren Solvents Cor-
(keine weiteren Anga- poration, 1960
ben), schwarz verfarbte
Milz
Ratte oral 500 - 1000 LDso keine Angaben | Allied  Corpo-
ration, 1983 a
Maus oral 1000 LDso keine Angaben | Litton Bionetics,
1980
Katze oral 200 von 3 ménnlichen und 3|1 - 9 Tage bis | BASF, 1981
weiblichen Tieren ein|zur Symptom-
Weibchen gestorben; | freiheit
Methamoglobinamie,
Apathie,  Speichelflu3,
vereinzelt Zyanose
Kaninchen dermal 400 24 Stunden  Einwir- | 8 Tage BASF, 1980
kungszeit ohne Todes-
falle, keinerlei Befunde
Ratte inhalativ angereicherte | Inhalations-Risiko-Test; |keine Angaben | BASF, 1969
Atmosphare |alle 12 Tiere vertrugen
bei 20 °C ohne Symptome eine
8stiindige Inhalation
Ratte inhalativ atomisierter Inhalations-Risiko-Test, |keine Angaben | CHIP, 1984
Stoff, vernebelt, | keine Todesfalle, keine
eine Stunde toxischen Effekte
Maus intraperi- | 142 LDso; Dyspnoe, Kramp-|7 Tage BASF, 1969
toneal fe; vergroRerte und
blauviolett  bis  blau-
schwarz verfarbte Milz
Kaninchen, dermal 1500 - 2000 | LDsp; starke Reizung mit | 14 Tage Allied  Corpo-
Weille nekrotischen  Veréande- ration, 1983 b
Neuseelander rungen der Haut, Zyano-
se, Hypothermie; Dun-
kelverfarbung und Ver-
groRerung der Milz; do-
sisabhangige Verminde-
rung der Erythrozyten-
und Leukozytenzahlen
Hydroxylaminnitrat
Ratte oral 882 LDso; Zyanose, Kramp- |keine Angaben | U.S. Army
fe, Dyspnoe Environmental
Hygiene
Agency, 1982
Kaninchen oral 100 LDso; Zyanose, Kramp- |keine Angaben | U.S. Army
fe, Dyspnoe Environmental
Hygiene
Agency, 1982
Kaninchen dermal 70 LDso; Zyanose, Kramp- |keine Angaben | U.S. Army
fe, Dyspnoe Environmental
Hygiene
Agency, 1982

* soweit angegeben

Ende Tabelle 1
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, fuhrt die akute orale Gabe hoher Dosen von
Salzen des Hydroxylamins (Hydrochlorid, Sulfat und Nitrat) an Ratten und
Mause zu zwar schwankenden, aber in der Tendenz einheitlichen Werten
fur die LDso. Danach besitzen die untersuchten Verbindungen eine mafige
akute Toxizitat, die sich in LDsg-Werten zwischen 400 und 1000 mg/kg Kor-
pergewicht ausdriickt und nach heutigen Gesichtspunkten eine Einstufung
als ,gesundheitsschadlich* erfordert. Ein deutlicher Unterschied der Wir-
kungsstarke zwischen den drei Salzen des Hydroxylamins kann aus den
vorliegenden Befunden nicht gefolgert werden, insbesondere wenn man
die LDso-Werte mit den entsprechenden Molekulargewichten auf die molare
Ebene, d. h. in mM/kg Koérpergewicht, umrechnet. Eine Ausnahme bildet
der Befund der oralen LDsg von 192 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Kor-
pergewicht an Ratten, der sich in das Bild der sonstigen Daten nicht ein-
fugt. Am Hund wurde mit Hydroxylamin eine orale LDsy von 200 mg/kg Kor-
pergewicht bestimmt, beim Kaninchen mit Hydroxylaminnitrat eine solche
von 100 mg/kg Koérpergewicht.

Zur akuten dermalen Toxizitat liegen Untersuchungen an Kaninchen mit
Hydroxylaminsulfat und Hydroxylaminnitrat vor. Wahrend fur Hydroxylamin-
sulfat der hohe LDso-Wert von 1500 bis 2000 mg/kg Kérpergewicht abgelei-
tet wird (Allied Corporation, 1983 b), liegt fir Hydroxylaminnitrat der nur als
Sekundarzitat belegte LDso-Wert von 70 mg/kg Koérpergewicht vor. Diese
grolRe Differenz kann nicht ohne weiteres erklart werden, es sei denn, man
nimmt an, daf3 bei den jeweils angewendeten Applikationsbedingungen Hy-
droxylaminsulfat wesentlich schlechter durch die Haut resorbiert wurde als
Hydroxylaminnitrat. Bei der subkutanen Injektion von Hydroxylamin an Rat-
ten und Hydroxylaminhydrochlorid an Hunden zeigten sich (bereinstim-
mend niedrige Werte von 29 bzw. 70 mg/kg Kérpergewicht.

In Inhalations-Risiko-Testen mit Hydroxylaminhydrochlorid und Hydroxyl-
aminsulfat traten keine Todesfalle auf, was bei dem geringen Dampfdruck
der zu prifenden Stoffe auch zu erwarten ist.

Die intraperitoneale Applikation von Hydroxylamin in hohen Dosen fihrt bei
Maus und Ratte zu gut Ubereinstimmenden Werten fiir die LDs, von 59
bzw. 60 mg/kg Kdorpergewicht (Lewis und Tatken, 1982). Fur Hydroxyl-
aminhydrochlorid streuen die LDso-Werte nach intraperitonealer Gabe bei
Méausen zwischen 100 und 250 mg/kg Korpergewicht. Fir Ratten liegt der
einzige berichtete Wert mit 140 mg/kg Kdrpergewicht im gleichen Bereich.
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Eine Untersuchung am Meerschweinchen zeigte einen deutlich niedrigeren
Wert von 70 mg/kg Korpergewicht. Mit Hydroxylaminsulfat liegt nur eine
Untersuchung an Mausen vor, die einen gut in das Gesamtbild passenden
LDso.Wert von 142 mg/kg Korpergewicht ergab.

Unabhangig vom Applikationsweg wurden bei der Zufuhr letaler Dosen von
Hydroxylamin und seinen Salzen als klinische Symptome Zyanose, Dys-
pnoe und Kradmpfe beobachtet. Schadigungen der Leber, der Nieren und
insbesondere der Milz wurden beschrieben. Bei der dermalen Verabrei-
chung hoher Dosen des Hydroxylaminsulfats kam es zu nekrotischen Ver-
anderungen der Haut, Zyanose und Hypothermie. Vielfach wurde eine Met-
hamoglobindmie beobachtet.

* Wirkungen auf das hamatopoetische System

Hydroxylaminhydrochlorid

Bei weiblichen CD1-Mausen stieg der Methamoglobingehalt nach intraperi-
tonealer Injektion von Hydroxylaminhydrochlorid innerhalb von 10 Minuten
nach der Gabe von 97 bhis 153 mg/kg Kérpergewicht auf ein Maximum von
13 bis 14 % an, kehrte jedoch anschlieRend rasch (innerhalb von 60 Minu-
ten) zum Normbereich zuriick. Der Tod der Tiere trat nach hohen Dosen
ebenfalls innerhalb von 10 Minuten ein (Smith und Layne, 1969).

76 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Kérpergewicht flihrten nach intraperi-
tonealer Injektion bei mannlichen CD1-M&ausen bereits nach 7 Minuten zur
Bildung eines maximalen Methamoglobingehaltes von ca. 35 %. Auch bei
diesen Untersuchungen trat der Tod der Tiere innerhalb der Zeit ein, in der
der Hochstgehalt an Methamoglobin erreicht war (7 bis 15 Minuten;
Kruszyna et al., 1982).

Die einmalige subkutane Gabe von 5 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Kér-
pergewicht bewirkte bei Kaninchen nach einer Stunde 18 % Methamoglo-
bin. Nach wiederholter téglicher Gabe dieser Dosis Uber eine Woche kam
es zu schwerer Allgemeinschadigung der Tiere mit Durchfall und Gewichts-
verlust. 5/7 Kaninchen verendeten wéhrend des Versuches. Der Methadmo-
globingehalt des Blutes erreichte nach 10tagiger Behandlung bis zu 60 %.
Bei einmaliger subkutaner Injektion von 20 mg/kg Kdrpergewicht an Kanin-
chen betrug der Methamoglobingehalt nach einer Stunde 23 bis 26 % und
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nach 24 Stunden noch 16 bis 22 %. Die tagliche subkutane Verabreichung
von 1 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Korpergewicht Giber eine Woche an
Kaninchen fuhrte zu mittelgradiger Anamie (Arnol'dova und Speranskii,
1963).

Hydroxylaminsulfat

Es wurde berichtet, daf? die einmalige orale Verabreichung von 250 mg Hy-
droxylaminsulfat’/kg Koérpergewicht in walriger Lésung an 5 Ratten zu
leichter vortibergehender Zyanose und Tragheit und die Gabe von 500
mg/kg Korpergewicht zu ausgepragter Zyanose fihrte. Tranenflu und
Krampfe fanden sich bei 2/5 Tieren, die innerhalb von einer Stunde nach
der Behandlung starben (Methamoglobin positiv). Die lberlebenden Tiere
waren 24 Stunden nach der Applikation ohne Befund (ICI, 1984).

Zur Prufung der Methdmoglobinbildung durch Hydroxylaminsulfat erhielten
3 mannliche und 3 weibliche Katzen 200 mg/kg Kdrpergewicht als 2prozen-
tige walrige Lésung einmal oral per Schlundsonde. Die Tiere erbrachen
wiederholt und 2 Katzen verendeten nach 2 Tagen. Die Methamoglobinge-
halte lagen 4 Stunden nach der Applikation zwischen 10 und 42 %. Die ein-
malige Gabe von 50 mg/kg Korpergewicht an 2 Katzen wurde mit Methé-
moglobinkonzentrationen von 12 bzw. 22 % Uberlebt. Es traten Speichel-
fluk und in einem Fall Zyanose und Erbrechen auf. Die Sektion der veren-
deten Tiere ergab uncharakteristische Befunde (BASF, 1981).

Hydroxylaminsulfat wurde sowohl nach subkutaner als auch nach epikuta-
ner Applikation auf seine methdmoglobinbildende Wirkung an Ratten ge-
pruft. Subkutan wurden 10 mg/kg Korpergewicht injiziert, bei epikutaner
Behandlung wurden Dosen von 10, 100 und 500 mg/kg Kdérpergewicht
(50prozentig in destilliertem Wasser) appliziert, die auf der Applikations-
stelle mit einer Plastikabdeckung fixiert wurden (okklusiv). Bei allen behan-
delten Ratten war der Methamoglobingehalt 48 Stunden nach der Exposi-
tion leicht, aber statistisch signifikant erhéht mit den héchsten Werten nach
subkutaner Injektion von 10 mg/kg Koérpergewicht (3,3 %) und nach epiku-
taner Applikation von 500 mg/kg Kérpergewicht (4,0 %). Bei diesen beiden
Gruppen wurde eine statistisch signifikante Verminderung der Erythrozyten
14 Tage nach der Behandlung festgestellt. Die Retikulozyten waren mit
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130000/ul nur nach epikutaner Applikation von 500 mg/kg Kdrpergewicht
statistisch signifikant erhoht (Kontrolle 70000/ul; Derelanko et al., 1987).

In weiteren Untersuchungen zum Speziesvergleich zu Ratten wurden weib-
lichen Neuseeland-Kaninchen einmalig subkutan 10 mg Hydroxylaminsul-
fat/kg Kdrpergewicht injiziert. Andere Gruppen erhielten epikutane Applika-
tionen von 1, 10, 100 und 500 mg/kg Kérpergewicht unter einer Plastikab-
deckung (okklusiv) sowie 100, 500 und 1000 mg/kg Kdrpergewicht unter ei-
ner Gaze-Abdeckung (semiokklusiv) Uber 24 Stunden. Wahrend nach Do-
sen von bis zu 1000 mg/kg Koérpergewicht unter der Gaze-Abdeckung kei-
ne Todesfalle beobachtet wurden, starben bei Verwendung der Plastikab-
deckung nach Applikation von 500 mg/kg Koérpergewicht 9/10 und nach Ap-
plikation von 100 mg/kg Korpergewicht 2/10 Kaninchen. Nach 24 Stunden
zeigten sich im Applikationsbereich Hautirritationen und Nekrosen, die sich
im Fall der Plastikabdeckung als schwerwiegender erwiesen. Zyanose wur-
de bei den Tieren beobachtet, denen 500 bzw. 100 mg/kg Kérpergewicht
unter der Plastikabdeckung appliziert worden waren und zu einem gerin-
gen Grad auch nach subkutaner Injektion von 10 mg/kg Korpergewicht.
Wahrend 500 mg/kg Korpergewicht unter der Plastikabdeckung 48 Stun-
den nach Applikation einen Methamoglobinspiegel von 61 % ausldsten,
fanden sich selbst bei 1000 mg/kg Kdrpergewicht unter Gaze-Abdeckung
zum gleichen Zeitpunkt nur 6,2 % Methamoglobin. Die Anzahl der Erythro-
zyten war nach epikutaner Applikation unter Plastikabdeckung dosisabhan-
gig (nach 4 Tagen 1,2 x 10° bis 4,4 x 10%/ul) sowie nach subkutaner Injek-
tion (ca. 3 x 10°ul) reduziert, nach epikutaner Applikation unter Gaze-Ab-
deckung dagegen nur nach 1000 mg/kg Koérpergewicht leicht vermindert
(4,4 x 10°/pl, Kontrolle 6 x 10°/pl). Entsprechend war die Retikulozytenzahl
erhéht. Heinz-Korper fanden sich 4 Tage nach der Exposition in den Ery-
throzyten der Tiere bei Verwendung der Plastikabdeckung oder nach sub-
kutaner Injektion ebenfalls mit erhohter Inzidenz. Nach 14 Tagen zeigten
die beobachteten Veranderungen einen Trend zur Reversibilitat. Die Sek-
tionsbefunde ergaben bei allen exponierten Kaninchen Vergréf3erung und
Dunkelverfarbung der Milz. Hydroxylaminsulfat erwies sich als toxischer fir
Kaninchen als fur Ratten nach dermaler Applikation aquivalenter Dosen,
die zu vergleichbaren hamatologischen Veranderungen fihrten (Derelanko
et al., 1987).
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» Mechanismus der Methamoglobinbildung

Der Mechanismus der toxischen Wirkung von Hydroxylamin und seinen
Salzen auf die Erythrozyten ist in vitro ausfuhrlich untersucht worden. Nach
den vorliegenden Befunden ist der primare Effekt die Methamoglobinbil-
dung, bei der durch Reaktion von Hydroxylamin mit Hamoglobin freie Radi-
kale gebildet werden, welche Lipidperoxidation, Hemmung reduktiver Enzy-
me und Glutathion-Verlust bewirken. Bei der Behandlung von menschli-
chem Blut mit Hydroxylamin in Konzentrationen von 0,033 und 0,23 mg/ml
Uber eine Stunde bei 37 °C wurde eine dosisabhangige Methamoglobinbil-
dung bis zu 54 % in der hohen Konzentration beobachtet. Die Freisetzung
von Lipidperoxid-Produkten stieg von der niedrigen zur hohen Konzentra-
tion auf das 7%fache an und die Verminderung des Glutathions war auf
mehr als das 10fache gesteigert. Gleichlaufend verhielten sich die Aktivita-
ten der NADPH-Methamoglobinreduktase und der Glutathion-S-Transfera-
se (Spooren und Evelo, 1997).

Eine weitere Untersuchung bestéatigt die vorstehenden Befunde. Es wurden
Erythrozyten und Hamolysat aus menschlichem Blut eingesetzt und eine
Stunde lang bei 37 °C mit Hydroxylamin (99prozentig) in Konzentrationen
von 1 bis 7 mM (0,033 bis 0,23 mg/ml) inkubiert. Die Methamoglobinbil-
dung im Hamolysat war konzentrationsabhéangig und betrug bei 7 mM uber
50 % des vorhandenen Hamoglobins. In der Erythrozytensuspension wur-
den mit 3 mM Hydroxylamin 88 % Methdmoglobinbildung erreicht. Parallel
dazu nahm konzentrationsabhéangig der Gehalt an Glutathion ab (0,47
pmol/g Hamoglobin/mmol Hydroxylamin in Hamolysat), die Aktivitat der
Glutathion-S-Transferase sank um bis zu 3,12 U/g Hamoglobin im Hamoly-
sat bei 7 mM Hydroxylamin und die Lipidperoxidbildung (gemessen als
Thiobartitursaure reaktive Substanz) stieg bis auf 240 nmol/l im Hamolysat
bei 2,5 mM Hydroxylamin an. In Suspensionen von Erythrozyten wurden
vergleichbare Werte gemessen. Die Inkubation von priméren Leberzellen,
isoliert aus Lebern von mannlichen Ratten (Stamm BN/M, etwa 250 g
schwer) mit gleichen Konzentrationen an Hydroxylamin ergab keinen An-
stieg der Lipidperoxidation und keine Absenkung des Glutathion-Gehaltes
und der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat, woraus die Autoren schlossen,
daf3 sich nur in den Erythrozyten mit Hydroxylamin Radikale bilden kénnen,
die fur die Lipidperoxidation notwendig sind (Palmen und Evelo, 1998).
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In einer dritten Studie wurden die bei der Einwirkung von Hydroxylaminhy-
drochlorid auf Erythrozyten entstehenden Reaktionsprodukte mit der Tech-
nik der Elektronenspinnresonanz (ESR) und spektrophotometrischen Me-
thoden in vitro untersucht. Bei der Vermischung einer Suspension von Rin-
dererythrozyten (13,5 mM an Ham) mit einer 150 mM Hydroxylaminhydro-
chlorid-Lésung (entsprechend 10,4 mg/ml) in einem DurchfluBsystem
konnte die Existenz des Dihydronitroxid-Radikals NH,O " nachgewiesen
und die Bildung eines nicht stabilen Peroxy-Zwischenproduktes des Hamo-
globins wahrscheinlich gemacht werden. Danach reagiert Hydroxylamin
primar mit dem Hamoglobin in den Erythrozyten unter Bildung sehr reakti-
ver Radikale, was letztlich zur Methamoglobinbildung fahrt. Weiterhin wird
Eisen aus dem Hamoglobin freigesetzt als Konsequenz der Offnung des
Prophyrinringes, wie durch Inkubation von Rindererythrozyten (2 mM an
Ham) mit 2 mM Hydroxylaminhydrochlorid (entsprechend 0,15 mg/ml)
nachgewiesen werden konnte. Der Gehalt an Gesamt-Thiol, im wesentli-
chen Glutathion, sinkt in den Erythrozyten um 45 % ab. Unter diesen Ver-
suchsbedingungen kam es zu keiner Hamolyse durch die Einwirkung von
Hydroxylaminhydrochlorid. Es wurde jedoch die Fluiditat der Erythrozyten-
membranen stark herabgesetzt als Konsequenz oxidativer Angriffe auf Be-
standteile dieser Membranen (Stolze et al., 1996).

Um festzustellen, ob noch niedrige Dosen von Hydroxylaminsulfat zu ha-
matologischen Veradnderungen bei Kaninchen nach dermaler Applikation
fuhren, wurde eine Studie durchgefiihrt, bei der je 2 weibliche Neuseeland-
Kaninchen 10, 50 und 100 mg/kg Korpergewicht auf die geschorene Ruk-
kenhaut unter Okklusivbedingungen erhielten. Um einen Verlust der klei-
nen Applikationsmenge zu verhindern, wurde die Applikationsstelle anstatt
mit Gaze mit einer Plastikabdeckung versehen. Die Expositionsdauer be-
trug 24 Stunden. Die Blutuntersuchung ergab 4 Tage nach der Behandlung
eine dosisabhangige hamolytische Andmie. Ein no effect level konnte nicht
erreicht werden (Allied Corporation, 1983 b).

Subakute Toxizitat

In einem Dosisfindungsversuch fiir eine subchronische Studie (siehe Kapi-
tel 7.5; BASF, 1989 b) erhielten je 5 ménnliche und 5 weibliche Wistar-Rat-
ten (mittleres Anfangsgewicht 164,8 bzw. 135,2 g) 4 Wochen lang 0 (Kon-
trollen), 25, 100, 400 bzw. 1600 ppm Hydroxylaminsulfat (Reinheitsgrad
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= 99 %) mit dem Trinkwasser. Die analytischen Werte lagen jedoch in den
unteren Dosierungen mit O bis 3 ppm, 18 bis 37 ppm bzw. 235 bis 325 ppm
deutlich niedriger. Die obere Dosis entsprach mit einem analytischen Wert
von 1530 bis 1760 ppm etwa dem Soll-Wert (1600 ppm). Bei den mannli-
chen und weiblichen Ratten der oberen Dosisgruppe kam es zu einer
schweren hamolytischen Anamie und Methamoglobindmie mit kompensa-
torisch gesteigerter Erythropoese sowie den damit in Zusammenhang ste-
henden klinischen (Zyanose) und pathologischen (Organgewichtsverande-
rungen, Splenomegalie, Hamosiderose, extramedullare Hamatopoese) Be-
funden. Sie traten in abgeschwachter Form auch bei den Ratten der 400
ppm-Gruppe (analytische Werte 235 bis 325 ppm) auf, aber nur vereinzelt
bei den Ratten der 100 ppm-Gruppe (Ist-Wert ca. 18 bis 37 ppm). Die Tiere
der 25 ppm-Gruppe (analytische Werte 0 bis 3 ppm) lieRen keine substanz-
bedingten Befunde erkennen. Unter Beriicksichtigung der analytischen Er-
gebnisse lag der no effect level in diesem Versuch fir die mannlichen Rat-
ten bei 3 ppm und fir die weiblichen Ratten bei 18 ppm (BASF, 1989 a).

Auf die geschorene Haut der Lendenregion von mannlichen weil3en Neu-
seeland-Kaninchen wurde an 5 Tagen/Woche 3 Wochen lang Hydroxyl-
aminnitrat in Dosierungen von 0 (Wasserkontrollen), 0,7, 1,5, 2,9, 5,9 und
11,7 mg/kg Korpergewicht mit einer Mikrospritze aufgetragen (80prozenti-
ge Ldsung in Wasser) und anschlieend mit Mull abgedeckt. Nach 3 Wo-
chen zeigten die Tiere aller Dosisgruppen Hautnekrosen an der Applika-
tionsstelle, die sich bereits nach 3 bis 5 Behandlungstagen zu entwickeln
begannen. Schon 24 Stunden nach Applikation wurden in der héchsten
Dosis Heinz-Korper in den Erythrozyten der behandelten Tiere gefunden.
Nach einer Woche waren sie dosisabhéngig bei allen Dosisgruppen nach-
weisbar, mit Ausnahme der niedrigsten. Die Tiere aller Dosisgruppen, aus-
genommen der niedrigsten, entwickelten dosisabhéngig eine Andmie mit
erniedrigten Erythrozytenzahlen, Hamoglobinkonzentrationen und Hamato-
kritwerten. In den 3 hochsten Dosisgruppen war das Milzgewicht deutlich
erhéht und es trat Hamatopoese und Dunkelfarbung auf. In den beiden
oberen Dosisgruppen wurde eine Hamatopoese der Leber beschrieben
und zusatzlich in der hdochsten Dosis eine HerzvergréRerung. Die klinisch-
chemischen Untersuchungen zeigten keine Veranderungen gegenuber der
Kontrolle. Die histopathologischen Untersuchungen bestétigten die oben
beschriebenen Veranderungen in den Hauptzielorganen und dem Applika-
tionsbereich. Weitere substanzbedingte histopathologische Veranderungen
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wurden nicht festgestellt (U.S. Army Environmental Hygiene Agency,
1982).

7.3  Haut- und Schleimhautvertraglichkeit

Hydroxylamin
Zur Hautreizwirkung von Hydroxylamin liegen keine Informationen vor.

Die Applikation einiger Tropfen einer 10prozentigen Hydroxylamin-Losung
in den Konjunktivalsack des Kaninchenauges rief eine maRige Rotung und
~Tranentraufeln hervor (Binz, 1888).

Hydroxylaminhydrochlorid

2 Kaninchen (weil3e Wiener) erhielten eine 80prozentige walrige Anrei-
bung von Hydroxylaminhydrochlorid fir 1, 5 und 15 Minuten bzw. 20 Stun-
den auf die geschorene Rickenhaut (1 bis 15 Minuten semiokklusiv, 20
Stunden okklusiv). Nach einer Einwirkungszeit von 1 und 5 Minuten traten
keine Reizungen auf, nach 15 Minuten kam es zu einer leichten fleckigen
Roétung, die nach einer Woche reversibel war. Auch nach 20stiindiger Ein-
wirkung war der gleiche, nach einer Woche ebenfalls reversible Befund zu
verzeichnen (BASF, 1975). Somit wirkte der Stoff leicht reizend an der
Haut.

In einer Untersuchung an Meerschweinchen wurde die gefettete Haut mit
einer 50prozentigen Anreibung von Hydroxylaminhydrochlorid behandelt,
mit einer Olschicht bedeckt und mit Plastikmaterial abgedeckt. Die Applika-
tion wurde alle 24 Stunden neu durchgefuhrt und Gber 5 bis 8 Tage fortge-
setzt. Im Applikationsbereich traten wahrend der Behandlung Erytheme
und Knoétchen sowie Infiltrationen und Hautschuppungen auf (keine weite-
ren Angaben; Arnol’dova und Speranskii, 1963).

Am Kaninchenauge (2 Tiere) waren nach Instillation von 50 mg Hydroxyl-
aminhydrochlorid in den Konjunktivalsack nach einer Stunde ein starkes
Odem zu beobachten sowie eine starke Trilbung der Hornhaut mit schmie-
riger Auflage. Nach 24 Stunden bestanden Odem, starke Triibung, ziliare
Injektion und Eiterung, nach 8 Tagen starkes Odem, starke Triibung, Iritis,
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einwachsende GefalRe und ein Staphylom. Uber den gesamten Zeitraum
war eine grau-weil3e Verfarbung der Konjunktiven und der Nickhaut zu ver-
zeichnen (BASF, 1975). Somit wirkte der Stoff am Kaninchenauge stark
reizend.

Wurde eine 8prozentige Lésung des Hydroxylaminhydrochlorids 5 Minuten
lang kontinuierlich in den Konjunktivalsack des Kaninchenauges getropft,
so kam es nicht zu Hornhautschadigung. Nach Tropfung der gleichen Lo-
sung Uber 30 Minuten wurde jedoch eine extreme Bindehautschwellung mit
Mydriasis beobachtet. Die Hornhaut war nicht getriibt, am néchsten Tag je-
doch zyanotisch und stark 6dematds (Grant, 1974).

Hydroxylaminsulfat

Eine kurz dauernde Einwirkungszeit (1, 5 und 15 Minuten) einer 40prozen-
tigen walrigen Lésung von Hydroxylaminsulfat auf die Riickenhaut fuhrte
bei weiBen Kaninchen zu keinerlei Zeichen einer primaren Reizwirkung.
Auch bei 20stlindiger Applikation einer geséattigten Lésung kam es am Ka-
ninchenriicken nur zu geringgradigen Roétungen, die innerhalb von 24
Stunden abgeklungen waren. Am Kaninchenohr fehlte jede Reizwirkung
(BASF, 19586).

2 Kaninchen (weil3e Wiener) bekamen eine 80prozentige walrige Anrei-
bung von Hydroxylaminsulfat auf die geschorene Riickenhaut. Die Einwir-
kungszeiten betrugen 1, 5 und 15 Minuten (semiokklusiv) sowie 20 Stun-
den (okklusiv). Nach 1- und 5mindtiger Applikation traten keine Reizer-
scheinungen auf, nach 15minitiger Applikation kam es zu einer leichten
Roétung und nach 20stiindiger Einwirkung zu einer starken Roétung. Die Be-
funde waren nach 8 Tagen reversibel (BASF, 1969). Der Stoff wirkte somit
in dieser Untersuchung schwach reizend an der Haut.

Die dermale Applikation einer 20prozentigen Hydroxylaminsulfat-Losung
auf die Innenseite des Kaninchenohres 2mal pro Tag an 3 aufeinanderfol-
genden Tagen fuhrte nicht zu Hautreizungen (ICI, 1984).

Die hautreizende Wirkung von Hydroxylaminsulfat wurde auch in vitro an
Haut-Organ-Kulturen von Kaninchen untersucht. Riickenhaut von 6 weil3en
Neuseeland-Kaninchen wurde in 2 cm2-Stiicken Gber 14 bis 16 Stunden in
Kultur gehalten und die epidermale Seite nach vorsichtiger Trocknung mit

28 Nr. 62 Hydroxylamin und seine Salze 11/00



100 pl einer Hydroxylaminsulfat-Losung (0,5 oder 5 %, entsprechend 5
oder 50 mg/ml) behandelt. Gemessen wurde der Austritt von Fettsauren
aus dem Gewebe, die Hemmung der Umwandlung des Tetrazoliumsalzes
MTT, die Hemmung der Zellproliferation und die histomorphologischen
Veranderungen. Die hodhere Konzentration an Hydroxylaminsulfat (50
mg/ml) zeigte in allen Testen signifikante Ergebnisse an der Kaninchen-
haut. Bei der niedrigeren Konzentration wurden keine Effekte gefunden
(van de Sandt und Rutten, 1995).

In einer weiteren in vitro-Prifung wurde 97prozentiges Hydroxylaminsulfat
in einem artifiziellen Hautmodell, das biomakromolekulare Proteine als 3
mm dicke Schicht auf einer Zellulosemembran verwendet, auf Hautreizung
getestet. Es wurde ein Effekt beobachtet, der einer schwachen Reizwir-
kung des Hydroxylamins zugeordnet wurde. Die Vorhersagesicherheit der
Methode ist bei schwach reizenden Stoffen noch nicht ausreichend belegt
(Gordon et al., 1994).

An den Schleimhauten des Kaninchenauges bewirkte ein Tropfen einer
40prozentigen walrigen Lésung von Hydroxylaminsulfat eine deutliche R6-
tung und geringe Schwellung der Bindeh&ute ohne sichtbare Schaden der
Hornhaut. Die Reizerscheinungen waren nach 24 bis 48 Stunden véllig ab-
geklungen (BASF, 1956). Hydroxylaminsulfat wirkte demnach in der einge-
setzten Konzentration leicht reizend am Kaninchenauge.

Die Instillation von 50 mg Hydroxylaminsulfat in den Konjunktivalsack des
Kaninchenauges (2 Tiere) bewirkte nach einer Stunde leichte R6tung und
leichtes Odem und nach 24 Stunden leichte Rétung und starkes Odem so-
wie starke Trubung der Cornea. Nach 8 Tagen waren diese Befunde bis
auf eine fragliche Hornhauttriibung reversibel (BASF, 1969). Hydroxylamin-
sulfat wirkte demnach am Auge deutlich reizend.

7.4  Sensibilisierende Wirkung
Hydroxylamin

Keine Information vorhanden.
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Hydroxylaminhydrochlorid

In einer Untersuchung zur sensibilisierenden Wirkung von Hydroxylaminhy-
drochlorid an Meerschweinchen, die bereits in der Studie zur Hautreizwir-
kung (siehe Kapitel 7.3; Arnol'dova und Speranskii, 1963) verwendet wor-
den waren, wurden 12 Tage nach dem Auftreten der Hautveranderungen
Bereiche der gesunden Haut mit Mull abgedeckt, der mit einer 25prozenti-
gen Anreibung von Hydroxylaminhydrochlorid getréankt war. 24 Stunden
spater wurden Veranderungen der Haut in Form von Erythemen und Knét-
chenbildung im Applikationsbereich als Zeichen einer hautsensibilisieren-
den Wirkung beobachtet. Kontrolltiere ohne Vorbehandlung mit 50prozenti-
ger Hydroxylaminhydrochlorid-Anreibung zeigten diese Effekte nicht
(Arnol'dova und Speranskii, 1963).

In einer weiteren Untersuchung wurde die sensibilisierende Wirkung von
Hydroxylaminhydrochlorid an Meerschweinchen mit subkutaner Vorbe-
handlung und intrakardialer Auslésung gepruft. Eine Gruppe von 6 Meer-
schweinchen erhielt in Intervallen von 12 Tagen 3mal subkutan je 7 mg/kg
Korpergewicht (entsprechend 1/10 der letalen Dosis). Eine zweite Gruppe
von 6 Meerschweinchen bekam in Intervallen von 6 Tagen 5mal subkutan
je 13,5 mg/kg Korpergewicht (entsprechend 1/4 der letalen Dosis). Die Be-
handlung wurde symptomlos vertragen. 12 Tage nach der letzten subkuta-
nen Injektion erhielt die erste Gruppe 3,5 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg
Korpergewicht (1/20 der letalen Dosis) intrakardial injiziert. Der zweiten
Gruppe wurden 6 Tage nach der letzten subkutanen Injektion ebenfalls 3,5
mg/kg Korpergewicht intrakardial verabreicht. 15 bis 20 Minuten nach der
Injektion verendeten 4 der insgesamt 12 Tiere. Die Ubrigen waren unruhig,
schiittelten die Kopfe, kratzten sich, hatten Atemnot und Zuckungen. 4
Meerschweinchen zeigten 1 bis 2 Minuten nach der Injektion Urin- und Kot-
abgang. Die gleiche intrakardiale Dosis von 3,5 mg Hydroxylaminhydro-
chlorid/kg Korpergewicht wurde von 2 Kontrolltieren symptomlos vertragen.
Die Autoren schlossen hieraus, da? Hydroxylaminhydrochlorid sensibilisie-
rend wirkt (Arnol’dova und Speranskii, 1963).

Hydroxylaminsulfat

Zur Prufung der hautsensibilisierenden Wirkung von Hydroxylaminsulfat
wurden 15 Meerschweinchen (Stamm Hartley) in der Testgruppe und 6 in
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der Kontrollgruppe dem Maximierungstest nach Magnusson und Kligman
unterzogen. Fir die intradermale Injektion wurde eine Konzentration von
5 %, fur die topische Induktion von 25 % und fir die Auslésung von 10 %
Hydroxylaminsulfat in Wasser verwendet. 100 % der behandelten Tiere
reagierten mit einer positiven allergischen Reaktion (keine weiteren Anga-
ben; Gad et al., 1986).

Zur Prufung der dermalen Sensibilisierung erhielten 10 Meerschweinchen
werktaglich ca. 0,1 ml einer 40prozentigen wafrigen Hydroxylaminsulfat-
Lésung auf die linke geschorene Flankenhaut in Kreuzform aufgepinselt.
Es kam bei allen Tieren zu deutlichen Hautreizungen, die nach 8 bis 10 Ta-
gen wieder abgeklungen waren. 12 Tage nach der letzten Applikation wur-
de die rechte, bisher unbehandelte Flankenhaut einmal mit ca. 0,1 ml einer
primar nicht reizenden 4prozentigen Hydroxylaminsulfat-Lésung bestrichen
und die Hautreaktionen nach 8, 12 und 24 Stunden registriert. Bei 8/10 Tie-
ren kam es zu lokalen Reaktionen mit Rétung, Odem und Knétchen. Hy-
droxylaminsulfat erwies sich also in diesem Versuch als hautsensibilisie-
rend (BASF, 1956).

Hydroxylaminsulfat wirkte auch im Mauseohr-Schwellungstest sensibilisie-
rend. An weiblichen CF-1-Mausen wurde die Induktion und Auslésung mit
10prozentigem Hydroxylaminsulfat in 25prozentigem Ethanol ausgefiihrt.
33 % der behandelten Tiere reagierten positiv (Gad et al., 1986). Die Be-
funde konnten aber spater im selben Laboratorium nicht bestatigt werden
(Dunn et al., 1990).

Im Patch-Test nach Buehler am Meerschweinchen konnte keine hautsensi-
bilisierende Wirkung fir Hydroxylaminsulfat nachgewiesen werden. Von 20
Tieren der Versuchsgruppe reagierte keines auf die Behandlung mit einer
0,2prozentigen Hydroxylaminsulfat-Losung (Griffith und Buehler, 1977).

In einer Studie wurde die hautsensibilisierende Wirkung eines Waschmit-
tels, das 2 % Hydroxylaminsulfat enthielt, getestet. Gruppen von 10 weil3en
Meerschweinchen wurde das Waschmittel mit und ohne Zusatz des Hydro-
xylaminsulfats in einer 10prozentigen walrigen Zubereitung 3mal hinterein-
ander in Kreuzform auf die enthaarte linke Flanke gepinselt (5mal wdchent-
lich, 2 Wochen lang). Nach einer Pause von 10 Tagen wurde zur Auslo-
sung einer moglichen Kontaktallergie die enthaarte rechte Flanke der Tiere
mit der gleichen 10prozentigen Zubereitung einmalig gepinselt. Es ergab
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sich kein Anhaltspunkt fir eine hautsensibilisierende Wirkung. Wurde die
wiederholte Pinselung der Haut in den ersten 2 Wochen mit einer geséttig-
ten Losung von Hydroxylaminsulfat (etwa 50prozentig) durchgefiihrt, so
zeigten bei der nachfolgenden einmaligen Pinselung nach 9 Tagen mit der
gleichen Lésung 8 von 10 Tieren eine deutliche Sensibilisierung der Haut.
Wurde nach weiteren 16 Tagen noch einmal mit einer 50prozentigen waf-
rigen Zubereitung des Waschmittels, das 2 % Hydroxylaminsulfat enthielt,
gepinselt, so zeigten alle 10 Tiere eine deutliche allergische Reaktion
(BASF, 1970).

7.5 Subchronische und chronische Toxizitat

Hydroxylamin

Keine Information vorhanden.

Hydroxylaminhydrochlorid

Gruppen von jeweils 10 weiblichen, 3 Monate alten Ratten wurden mit 100,
200, 300, 400 und 500 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Korperge-
wicht/Tag, formuliert in Milch, bis zu 16 Wochen oral behandelt. Jeweils 2
Tiere wurden nach 1, 2, 4, 8 und 16 Wochen getdtet und verschiedene Or-
gane makroskopisch und histopathologisch untersucht. Abhangig von der
Hohe der verabreichten Dosis und der Verabreichungszeit wurden folgen-
de Organschaden beschrieben: Magenschleimhautkeratinisierung, Enteritis
und Colitis mit leukozytarer Infiltration, VergrofRerung und dunkle Verfar-
bung der Leber, zentrilobulare Leberverfettung, Hypertrophie der Leberzel-
len, Koagulationsnekrose und mononukleare Infiltrate im Herzen, Milzhy-
perplasie und -hyperamie und Hamorrhagien in der Niere (keine weiteren
Angaben; Sami, 1980).

Bei Ratten, die 5 Monate lang an 6 Tagen/Woche mit 333 bis 380 mg Hy-
droxylaminhydrochlorid/kg Korpergewicht, formuliert in Milch, behandelt
wurden, zeigten sich keine behandlungsabhéngigen Effekte auf das
Wachstum und den Allgemeinzustand. Es wurden jedoch MilzvergréRerung
um das 4- bis 5fache und Atrophie der Schilddriisen um ca. 50 % beschrie-
ben (keine weiteren Angaben; Riemann, 1950).
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An Meerschweinchen wurde an bis zu 235 Tagen 0,02 bis 0,3 % Hydroxyl-
aminhydrochlorid im Trinkwasser verabreicht. Ab einer Dosis von 0,15 %
(entsprechend 447 mg/kg Korpergewicht, berechnet aus der Wasserauf-
nahme der Tiere) traten Korpergewichtsverluste auf. 5 von 8 Tieren star-
ben zwischen dem 17. und 60. Behandlungstag. Bei einer Dosis von
0,20 % (entsprechend 530 mg/kg Koérpergewicht) starben alle Tiere inner-
halb von 44 Tagen. Die mit einer Dosis bis zu 0,10 % (entsprechend 311
mg/kg Korpergewicht) behandelten Tiere tUberlebten ohne deutliche duliere
Symptome. Pathologische Veradnderungen, teilweise bis in die niedrigsten
Dosisgruppen, waren Hydrothorax, Hdmochromatose der Parenchymorga-
ne, starke Splenomegalie, Hyperplasie der hamatopoetischen Gewebe und
Veranderungen an Schilddriise, Nebennieren (Teilatrophie) sowie den Ge-
nitalien (Atallah, 1966).

4 Milchkihe, denen nach dem 2. Monat der Trachtigkeit Uber die gesamte
weitere Trachtigkeitsperiode taglich 40 bis 60 mg/kg Kérpergewicht im Fut-
ter verabreicht wurden, wiesen Methamoglobingehalte von 10 bis 15 % so-
wie einen Abfall der Erythrozytenzahl (im Mittel von 6,4 x 10° auf 3,4 x 10°)
und des Hamatokritwertes (im Mittel von 54,5 auf 31,8 %) auf (Winter und
Hokanson, 1964).

Zwei Gruppen von je 32 mannlichen Holstein-Kalbern wurden taglich 22
bzw. 44 mg Hydroxylaminhydrochlorid (Reinheitsgrad 90 %)/kg Kérperge-
wicht mit dem Futter Gber 95 bzw. 112 Tage verabreicht. Beide Dosierun-
gen fuihrten zu einer Verminderung der Futteraufnahme und der Gewichts-
zunahme. In der héheren Dosisgruppe war der Hamoglobingehalt des Blutes
signifikant erniedrigt und der Methdmoglobingehalt signifikant erhéht. Der
Allgemeinzustand der Tiere war nicht beeinfluf3t (Cunningham et al., 1968).

In einer Untersuchung wurden 172 Albino-Kaninchen 2,5 mg Hydroxyl-
aminhydrochlorid/kg Korpergewicht intravends 6mal pro Woche bis zu 19
Monaten injiziert. Diese Behandlung fuhrte bei den Tieren zu Methamoglo-
binbildung, Andmie und Retikulozytose. Eine Stérung des erythropoeti-
schen Systems wurde nicht festgestellt (Jacobsen et al., 1939).

Die tagliche Verabreichung von Hydroxylaminhydrochlorid in einer Dosis
von 5 mg/kg Korpergewicht, die progressiv im Lauf der Zeit bis auf 50 bis
70 mg/kg Korpergewicht gesteigert wurde, uber 2 bis 4 Monate fihrte bei
Hunden zu einer starken Methamoglobinurie und zur Steigerung des Am-
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monium-Gehaltes im Blut bis zu 140 pg/100 ml gegeniiber 20 bis 30 ug/100
ml im gesunden Tier (keine weiteren Angaben; Valdiguié et al., 1965).

Hydroxylaminsulfat

In einem subchronischen Trinkwasserversuch in Anlehnung an die OECD-
Richtlinie Nr. 408 erhielten Gruppen zu je 10 mannlichen und 10 weiblichen
Wistar-Ratten (mittleres Anfangsgewicht 177 bzw. 136 g) 0 (Kontrollen),
10, 50 bzw. 250 ppm Hydroxylaminsulfat (Reinheitsgrad = 99 %) 3 Monate
lang mit dem Trinkwasser (,Milli-Q-Reinstwasser”, entspricht vollentsalz-
tem, bidestilliertem, Gber Feinstfilter und Aktivkohle filtriertem Wasser). Die
analytische Uberpriifung zu Versuchsbeginn sowie nach 6 und 12 Ver-
suchswochen ergab fiir die untere Konzentration (10 ppm) 9,9, 9,3 bzw.
10,7 ppm, fur die mittlere Konzentration (50 ppm) 48, 46 bzw. 53 ppm und
fur die obere Konzentration (250 ppm) 233, 223 bzw. 274 ppm. Die Stabili-
tat der Prifsubstanz in ,Milli-Q-Reinstwasser” Uber 4 Tage wurde bereits
vor Versuchsbeginn ermittelt. Die verabreichten Dosierungen entsprachen
einer durchschnittlichen taglichen Substanzaufnahme von ca. 0,9, 4 und 21
mg Hydroxylaminsulfat/kg Kérpergewicht. In der 250 ppm-Gruppe kam es
bei beiden Geschlechtern zu einer Dunkelférbung des Harns und zu einer
Erniedrigung der Erythrozyten- und Hamoglobin-Werte. Die weiblichen Rat-
ten hatten erniedrigte Hamatokritwerte und die mannlichen Tiere eine Re-
duktion der MCHC-Werte (mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration).
Bei beiden Geschlechtern war ein Anstieg der MCV- und MCH-Werte (mitt-
leres korpuskulares Volumen und mittlerer Hamoglobingehalt des Einzel-
erythrozyten), der Retikulozyten, der Heinz-Kdrper, der Jolly-Kérper und Bi-
lirubin-Konzentration im Serum zu verzeichnen sowie eine verstarkte Poly-
chromasie. Die Sektion ergab bei beiden Geschlechtern eine Erhéhung der
absoluten und relativen Milzgewichte, bei den mannlichen Tieren aul3er-
dem eine Erhéhung der relativen Lebergewichte sowie eine Erhdhung der
absoluten und relativen Nebennierengewichte. Mikroskopisch lieBen sich
bei beiden Geschlechtern in der Milz erhéhte Hamosiderin-Ablagerungen
und Sinuserweiterung mit Blutfulle nachweisen sowie eine Hamosiderin-
Speicherung in der Leber. 50 ppm bewirkten bei beiden Geschlechtern ei-
nen leichten Retikulozyten-Anstieg und bei den weiblichen Ratten ernied-
rigte Hamoglobin- und Erythrozytenwerte sowie einen marginalen Anstieg
der MCV-Werte und eine geringfligig verstarkte Polychromasie. Histopa-
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thologisch fand sich bei beiden Geschlechtern eine maRig verstarkte Ha-
mosiderosis in der Milz. Die Gabe von 10 ppm bewirkte keine substanzbe-
dingten Veranderungen. Somit fihrte bei den mannlichen und weiblichen
Tieren der 50 und 250 ppm-Gruppe die Gabe von Hydroxylammoniumsul-
fat zu einer hamolytischen Anamie, zur Methdmoglobindmie sowie zu Or-
gangewichtserh6hung in Milz und Leber sowie zu den entsprechenden hi-
stopathologischen Verédnderungen in Milz und Leber. Der no effect level
lag in diesem Versuch fir beide Geschlechter bei 10 ppm (entsprechend
ca. 1 mg/kg Koérpergewicht/Tag; BASF, 1989 b).

4 Wochen alte méannliche Swiss-Webster-Mause erhielten 10 oder 20
mmol Hydroxylaminsulfat/l (entsprechend ca. 1640 oder 3280 mg/l) im
Trinkwasser verabreicht. Eine Gruppe wurde 12 Wochen, zwei weitere
Gruppen wurden ebenfalls 12 Wochen mit der Substanz behandelt und da-
nach 8 bzw. 18 Wochen auf reines Trinkwasser umgestellt. Nach 12 Wo-
chen Behandlung fanden sich bei den Mausen bei beiden Dosierungen
gleichermal3en MilzvergréRerung, eine Verminderung der Erythrozyten und
ein Anstieg der Leukozyten. Diese Veradnderungen erwiesen sich jedoch
als reversibel. Bei den nach 12 Wochen Behandlung fur 8 bzw. 18 Wochen
auf reines Trinkwasser umgestellten Mausen lagen die untersuchten Para-
meter bei Versuchsende wieder im Normbereich (Yamamoto et al., 1967).

7.6 Gentoxizitat

7.6.1 In vitro

Genmutagenitat

Zur genmutagenen Wirkung von Hydroxylamin und Hydroxylaminhydro-
chlorid in vitro liegt eine grof3e Zahl von Ergebnissen vor, die in der Tabelle
2 zusammengefal3t sind. Die Versuche sind allerdings meist nicht nach den
heute Ublichen Prifmethoden durchgefiihrt worden und die Ergebnisse
sind teilweise sehr uneinheitlich. Aus der Vielzahl der in den Jahren 1960
bis 1980 publizierten Untersuchungen zur Mutationsforschung unter Ver-
wendung von Hydroxylamin sind nur die toxikologisch relevanten und eini-
ge beispielhafte Befunde ausgewahlt und hier mitgeteilt worden. Eine gute
Zusammenstellung aller Arbeiten findet sich bei Marfey und Robinson
(1981).
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Anfang Tabelle 2

Tabelle 2. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen (Genmutationen)?

Testsystem Geprufter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur
zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne
reich? metabolischer | metabolische
Aktivierung Aktivierung
1. Salmonella/Mikrosomen-Testsysteme
Salmonella typhimurium | keine Angaben | keine nicht gepriift | negativ  (TA | Mitchell,
G46, D3052, TA 1534, 1532), fraglich | 1974
TA 1532 (G46), positiv
(TA 1534,
D3052)
Salmonella typhimurium | 10 - 5000 S9-Mix aus Aro- | negativ negativ McCann et
TA 98, TA 100, TA| pg/Platte clor-induzierter al., 1975
1535, TA 1537 Rattenleber
Salmonella typhimurium | 70 - 350 - nicht gepriift | negativ Wang,
TA 98, TA 100 pg/Platte 1977
Salmonella typhimurium | bis 1000 S9-Mix aus Aro- | negativ negativ Simmon,
TA 98, TA 100, TA|ug/Platte clor-induzierter 1979 b
1535, TA 1536, TA Rattenleber
1537, TA 1538
Salmonella typhimurium | 25 - 250 S9-Mix aus | negativ negativ Rosenkranz
TA 1535, TA 1538 Hg/Platte nicht induzierter und Poirier,
Rattenleber 1979
Salmonella typhimurium | 0,3 - 333 S9-Mix aus Aro- | negativ (iden- | negativ (iden- | Dunkel et
TA 98, TA 100, TA | ug/Platte, clor-induzierter |tische Ergeb- |tische Ergeb-|al., 1984
1535, TA 1537, TA 1538 | > 95 % rein Rattenleber nisse in 4 La- | nisse in 4 La-
boratorien) boratorien)
Salmonella typhimurium | 0,1 - 10 pg/ml | keine nicht gepruft | positiv Menevse
TA 104 (Hydroxylamin) et al., 1984
Englische Zusammenfassung einer tirkischen Arbeit; mit steigender Wirkstoffkonzentration Abnahme
der Wirkung.
Salmonella typhimurium | bis 83 pg/ml S9-Mix aus | negativ negativ Nakamura
TA  1535/pSK 1002 | (Hydroxylamin) | Phenobarbital- etal,
(umu-Test) induzierter Rat- 1987
tenleber
Salmonella typhimurium | 10 - 333 S9-Mix aus Aro- | schwach posi- | negativ Zeiger et
TA 97, TA 98, TA 100, | ug/Platte, clor-induzierter |tiv (nur Stamm al., 1992
TA 1535 > 99 % rein, ab | Leber von Rat-|TA 100)
500 pg/Platte {ten und  Syri-
toxisch schen Hamstern
Salmonella typhimurium | bis 5000 S9-Mix aus Aro- | negativ (iden- | nicht gepruft | Jung et al.,
TA 102 Ho/Platte clor-induzierter |tische Ergeb- 1992;
(Hydroxylamin) | Rattenleber nisse in 3 La- Miiller et
boratorien) al., 1993
2. Escherichia coli-Testsysteme
Escherichia coli WP2uvrA | keine Angaben | - nicht gepriift | negativ Mitchell,
(Tryptophan-abhangig im 1974
Wachstum), Ruckmuta-
tion zur Tryptophan-Un-
abhangigkeit
Escherichia coli  B/r|{49500 pg/ml, |- nicht gepruft | positiv Sweet und
(strahlensensible  Mu-|{90 %  Bakte- Moseley,
tante mit DNA-Repair- | rientoxizitat 1976
Defizienz), Mutation zur
Trimethoprin-Resistenz
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Tabelle 2. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen (Genmutationen)”

Testsystem Geprifter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur

zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne

reich? metabolischer | metabolische

Aktivierung Aktivierung

Escherichia coli PQ35 | keine Angaben | S9-Mix aus Aro- | negativ negativ Quillardet
(SOS-Chromo-Test), (Hydroxylamin) | clor-induzierter etal,
sfiA-Expression gemes- Rattenleber 1985
sen als P-Galaktosida-
se-Aktivitat
Escherichia coli | keine Angaben |- nicht geprift | positiv Soyfer et
K12uvr/K12uvr, Muta- al., 1976
tion zur Unfahigkeit, Glu-
kose zu verstoffwechseln
Nur sehr kurze Zusammenfassung einer russischen Arbeit.
Escherichia coli AB2500, | keine Angaben |- nicht gepriift | positiv Pekhov und
Rickmutation von 2| (Hydroxylamin) Reshetni-
temperatursensiblen kova, 1977
Mutanten
Escherichia coli polA”|500 ug/Platte - nicht gepriift | positiv Rosenkranz
und polA” (DNA-Polyme- und Poirier,
rase |-Mangelmutante), 1979
Wachstumsunterschie-
de zwischen polA* und
polA”
Escherichia coli WP2uvrA | keine Angaben |- nicht geprift | positiv Hemminki
(Tryptophan-abhéngig | (Hydroxylamin) etal., 1980
im  Wachstum), Ruck-
mutation zur  Trypto-
phan-Unabhéangigkeit
Escherichia coli WP2uwrA | 0,3 - 333,3 keine Angaben | nicht geprift |negativ (iden- | Dunkel et
(Tryptophan-abhéngig | pg/Platte tische Ergeb-|al., 1984
im  Wachstum), Rick- nisse in 4 La-
mutation zur  Trypto- boratorien)
phan-Unabhéangigkeit
Escherichia coli K12 mit | ca. 70 mg/ml - nicht gepruft | positiv Freese et
rll-Mutante  von  T,4- al., 1961
Phagen, Rickmutation
zu Phagen, die im Bak-
terium wachsen kénnen
Escherichia coli C mit|ca. 1,4 -1,75 - nicht gepriift | positiv Tessman
Mutanten von S13-Pha- | mg/ml etal., 1965
gen, Ruckmutation zu
Phagen, die im Bakte-
rium wachsen kénnen
Escherichia coli W1709 | 2,5 pg/ml - nicht gepruft | positiv Heinemann,
(lambda), Streptomycin- | (Hydroxylamin- 1971
abhangig, Induktion von | sulfat)
Bakteriophagen (lambda),
die Plagues bilden
Escherichia coli Lysoge- | 100 pg/ml S9-Mix aus Aro- | negativ nicht geprift | Ho und
ne K12 envAuvrB lamb- clor-induzierter Ho, 1981
da und lambda clts857, Rattenleber
Induktion ~ von  Pro-
phagen, die mit dem En-
dolysin-Test  bestimmt
werden
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Testsystem

Salzen (Genmutationen)”

Gepriifter Kon-
zentrationsbe-
reich?

Metabolische
Aktivierung

Ergebnisse

mit
metabolischer
Aktivierung

ohne
metabolische
Aktivierung

Literatur

Escherichia coli K12, fir
Bakteriophagen unemp-
findlicher und empfindli-
cher Stamm, Induktion
von Mu-Prophagen, Be-
stimmung der Verstéar-
kung der Phagenbildung

keine Angaben
(Hydroxylamin)

S9-Mix aus Aro-
clor-induzierter
Rattenleber

negativ

negativ

Shinder et
al., 1984

3. Bacillus subtilis-Testsysteme

Bacillus subtilis 60087
(Tryptophan-Mangelmu-
tante), behandelt mit
DNA des Stammes
60009, die mit dem
Agens behandelt wurde,
Messung des Wachs-
tums auf Tryptophan-
freiem Né&hrboden und
Bildung einer fluoreszie-
renden Mutante

35 - 140 mg/ml

nicht gepruft

positiv in bei-
den Testen

Bautz
Freese
und
Freese,
1964

Bacillus  subtilis  var,
amyloliquefaciens  und
T4-Phagen, Mutanten
der Phagen fihren zu
einer besonderen Mor-
phologie der Koloniebil-
dung des Bacillus subtilis

keine Angaben
(Hydroxylamin)

nicht gepruft

positiv

Yamafuji,
1964

Bacillus subtilis SHgw-
DNA behandelt mit Agens
und Mutationen nach-
gewiesen, wie bei Bautz
Freese und Freese, 1964

70 mg/ml

nicht gepruft

positiv

Bresler et
al., 1968

Bacillus subtilis BG7044-
DNA (Mutante mit Sto-
rung des Isoleucin-Valin-
Stoffwechsels), wird mit
Agens behandelt und mit
dieser DNA wird durch
Transformation in dem
Ausgangsstamm die Stoff-
wechselstérung behoben

70 mg/ml

nicht geprift

positiv

Phillips et
al., 1980

Bacillus subtilis 168WT-
DNA behandelt  mit
Agens und durch Trans-
formation in Bacillus
subtilis Stamm T3 ge-
bracht, fuhrt zur Aufhe-
bung der Tryptophan-
Abhéangigkeit dieses
Stammes, der jetzt Indol
verwertet, Mutante fluo-
resziert

keine Angaben

nicht gepraft

positiv

Heard und
Matney,
1980
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Tabelle 2. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Testsystem

Salzen (Genmutationen)”

Geprifter Kon-
zentrationsbe-
reich?

Metabolische
Aktivierung

Ergebnisse

mit
metabolischer
Aktivierung

ohne
metabolische
Aktivierung

Literatur

Bacillus subtilis 168,
Stamm BR95 und des-
sen Phagen epsylon
105, Phagen-DNA wird
mit Agens behandelt
und durch Transformati-
on in das Bacillus einge-
baut, Mutanten erkenn-
bar durch Anderung der
Morphologie der Kolo-
niebildung

33 mg/ml
(Hydroxylamin)

nicht gepriift

positiv

Mahna,
1984

Tabelle 2. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen (Genmutationen)”

4. Sonstige Mikroorg

al

nismen als Testsysteme

Neurospora crassa,
Sporen von dem hetero-
karyotischen Stamm #12
mit Agens behandelt,
unterschiedliches Wach-
stum auf verschiedenen
Mangeln&hrbdden

33 mg/ml
(Hydroxylamin)

nicht gepriift

positiv

Malling
und

de Serres,
1971

Haemophilus influenzae,
Bestimmung der durch
Mutation entstandenen
Resistenz gegen Novo-
biocin

0,7 - 87 mg/ml

nicht gepriift

positiv

Kimball
und
Hirsch,
1975

Proteus mirabilis, Wild-
typ PG273 und Repara-
turmangelmutante
PG713, unterschiedliche
Wachstumshemmung
nach Behandlung mit
dem Agens

10,4 mg/Platte
(Hydroxylamin)

nicht gepriift

negativ

Adler et
al., 1976

Hefestamme S2614C,
TD13-22, TD114, erhal-
ten durch Rickmutation
die Fahigkeit, bestimmte
Aminosauren wieder zu
synthetisieren,  Wachs-
tumstest auf Mangel-
nahrboden

70 - 115 mg/ml,
2 - 30 % uber-
lebende Zellen

nicht gepriift

positiv (mit
mehreren diploi-
den Stammen
wurde nach-
gewiesen,

da die Re-
version  we-
sentlich  auf
Rekombina-

tion beruht)

Putrament
und

Bara-
nowska,
1971

Saccharomyces cerevisiae
ad,i/ad;,, trPs.12/trPs 27
und ad,, can, verlieren
durch Mutation ihre Ab-
héngigkeit fur Adenin
und Tryptophan bzw.
Tryptophan alleine,
Wachstumstest auf Man-
gelndhrboden

keine Angaben

nicht gepriift

negativ

Mitchell,
1974

Testsystem Gepriifter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur

zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne

reich? metabolischer | metabolische

Aktivierung Aktivierung
Saccharomyces cerevi- |2 mg/ml, 27 % | S9-Mix aus Aro- | positiv nicht geprift | Simmon,
siae D3, Rekombination | Giberlebende clor-induzierter 1979 a
zu  Adenin-abhéngiger | Zellen Rattenleber
Mutante, Bestimmung
rotgefarbter Kolonien
Schizosaccharomyces | 69 mg/ml - nicht gepruft | positiv Nasim und
pombe (rad3) und Wild- Hannan,
typ, Farbanderung der 1977
Kolonien
Schizosaccharomyces | 3,3 mg/ml - - nicht gepruft | positiv Dow
pombe SPadeG-60/rad, | 0,1 pg/ml Chemical,
purpurgefarbte Kolonien 1982
werden durch Vorwarts-
mutation zur Bildung un-
gefarbter Kolonien ver-
andert
5. Saugetierzellen-Testsysteme
Zellen des Chinesi- | 150 pg/ml, - nicht gepriift | negativ Kao und
schen Hamsters, CHO |20 % uberle- Puck,
und CHO-K1, nach Be-|bende Zellen 1969
handlung mit Agens be- | (Hydroxylamin)
nétigen mutierte Zellen
Glycin, Hypoxanthin,
Thymin oder Inosithol
zum Wachstum
Zellen des Chinesi- | keine Angaben |- nicht gepruft | negativ Taylor et
schen Hamsters, V79, | (Hydroxylamin) al., 1985
nach Behandlung mit
Agens sind mutierte
Zellen gegen Thiogua-
nin resistent, Wach-
stumstest (HPRT-Test)
Maus-Lymphomzellen | 31,3 - 100 S9-Mix aus Aro- | Toxizitat  und | positiv Myhr und
L5178Y, nach Behand- | pg/ml, > 90 % | clor-induzierter | Mutagenitat Caspary,
lung mit Agens sind mu- | Toxizitat bei | Rattenleber deutlich herab- 1988
tierte Zellen gegen Tri- | 120 pg/ml gesetzt, positiv
fluorthymidin resistent bei 220-300
pg/ml

Maus-Lymphomzellen | 67 - 205 pg/ml | S9-Mix aus Aro- | positiv positiv Mitchell et
L5178Y, nach Behand- clor-induzierter al., 1988
lung mit Agens sind mu- Rattenleber
tierte Zellen gegen Tri-
fluorthymidin resistent

)

ist der verwendete Stoff in der Spalte ,geprifter Konzentrationsbereich“ angegeben

2)

in den Uberwiegenden Fallen wurde mit Hydroxylaminhydrochlorid gearbeitet; war dies nicht der Fall,

sofern nicht anders angegeben, finden sich in den Publikationen keine quantifizierbaren Angaben zur

zytotoxischen bzw. bakteriotoxischen Wirkung sowie zur Reinheit der verwendeten Priifsubstanzen
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Obgleich Hydroxylamin und sein Hydrochlorid in einer Reihe von Testsy-
stemen in der Lage sind, Genmutationen zu erzeugen, werden im Salmo-
nella/Mikrosomen-Test nach Ames fast ausschlief3lich negative Ergebnisse
berichtet. Von zahlreichen Verdéffentlichungen, in denen alle gebrauchli-
chen Teststamme insgesamt eingesetzt wurden und mit und ohne metabo-
lische Aktivierung gearbeitet wurde, konnte nur in einem Fall bei dem
Stamm TA 104 und in einem weiteren Fall bei den Stammen TA 1534 und
D3052 eine genmutagene Wirkung nachgewiesen werden. Im ersteren Fall
handelte es sich um eine nicht nachvollziehbare Untersuchung (Menevse
et al., 1984), im zweiten Fall wurden neben den positiven Ergebnissen an
den Stammen TA 1534 und D3052 auch negative (TA 1532) und fragliche
(G46) Ergebnisse mit anderen Stammen berichtet (Mitchell, 1974). Insge-
samt kann davon ausgegangen werden, dal3 Hydroxylamin und seine Sal-
ze im Salmonella/Mikrosomen-Test keine genmutagene Wirkung zeigten.

Die Untersuchungen mit Escherichia coli als Testorganismus sind in ihren
Ergebnissen wesentlich uneinheitlicher. Die Riickmutation des Tryptophan-
abhéngigen Stammes Escherichia coli WP2uvrA zur Tryptophan-Unabhéan-
gigkeit wurde in zwei Testen durch Hydroxylaminhydrochlorid nicht beein-
flukt (Mitchell, 1974; Dunkel et al., 1984), in einem Test mit Hydroxylamin
trat ein deutlicher mutagener Effekt auf (Hemminki et al., 1980). Positiv im
Sinn einer mutagenen Wirkung waren auch Teste mit Escherichia coli B/r,
K12uvr und polA (Sweet und Moseley, 1976; Soyfer et al.,, 1976;
Rosenkranz und Poirier, 1979). Hier I6ste Hydroxylaminhydrochlorid Vor-
wartsmutationen aus. Negativ verlief dagegen ein weiterer Riickmutations-
test an Escherichia coli PQ35 (SOS-Chromo-Test), bei dem sich Hydroxyl-
amin als wirkungslos erwies (Quillardet et al., 1985). Demgegenuber zeigte
ein weiterer Test mit Escherichia coli AB2500, daR Hydroxylamin hier
Rickmutationen ausldsen konnte (Pekhov und Reshetnikova, 1977). Ins-
gesamt entsteht der Eindruck, daf3 in der Uberwiegenden Zahl der Félle in
Escherichia coli durch Hydroxylamin bzw. sein Hydrochlorid Genmutatio-
nen ausgeltdst werden kdnnen. Es gibt aber eine Reihe von ernstzuneh-
menden negativen Ergebnissen. Eine Erklarung fir diese Diskrepanz findet
sich in der Literatur nicht.

Hydroxylamin und seine Salze reagieren mit der DNA von Bakteriophagen
und erzeugen Mutationen. Als Wirtszellen fiir die Phagen wurden haufig
Stadmme von Escherichia coli und Bacillus subtilis verwendet. An der gro-
Ben Zahl der bis in die Gegenwart vorliegenden Veréffentlichungen mit

Nr. 62 Hydroxylamin und seine Salze 11/00 41

durchweg positiven Ergebnissen, die weniger toxikologischen als wissen-
schaftlichen Fragestellungen der Genetik dienen sollen, sind in Tabelle 2
nur einige wenige beispielhaft zusammengestellt worden. Sie sind fast
durchweg positiv. Bei den beiden einzigen negativen Befunden, die bei der
Durchsicht der Literatur gefunden wurden (Ho und Ho, 1981; Shinder et al.,
1984), fallt auf, dal3 sie als einzige mit metabolischer Aktivierung erhalten
wurden. Nur in einem der Félle ergab auch die Nachprifung ohne metabo-
lische Aktivierung ein negatives Ergebnis. Die aufgefiihrten Testergebnisse
mit Escherichia coli als Wirtszellen zeigen, dal sowohl Rickmutationen
von Phagen, die innerhalb oder auf3erhalb der Wirtszellen mit Hydroxyl-
amin behandelt wurden, méglich sind (Freese et al., 1961; Tessman et al.,
1965) als auch die Induktion von Bakteriophagen in mit Hydroxylaminsulfat
behandelten Wirtszellen.

Mit Bacillus subtilis als Wirtszellen konnten ebenfalls Transformationen der
Phagen-DNA nachgewiesen werden, die mit Hydroxylamin oder dessen
Hydrochlorid behandelt wurden (Yamafuji, 1964; Mahna, 1984). Der Ein-
bau von vorbehandelter DNA in die Wirtszellen fuhrt in allen bekannten
Fallen zu nachweisbaren Mutationen (Bautz Freese und Freese, 1964;
Bresler et al., 1968; Phillips et al., 1980; Heard und Matney, 1980).

Diese Wirkung von Hydroxylamin auf die DNA von Bakteriophagen wurde
bereits Anfang der 60er Jahre entdeckt (Freese et al., 1961) und seither
vielfach in der Genforschung eingesetzt (Zusammenfassungen bei
Budowsky, 1976, und Marfey und Robinson, 1981). Hydroxylamin reagiert
mit Basenbausteinen der DNA und erzeugt dadurch gezielte Genmutatio-
nen. Bevorzugter Angriffspunkt ist Cytosin und damit eine Wirkung auf das
Cytosin-Guanin-Basenpaar des DNA-Molekils (Freese, 1963). Phagen
werden durch niedrigere Konzentrationen von Hydroxylamin inaktiviert, ho-
he Konzentrationen erzeugen Mutationen (Freese et al., 1961). Die Inakti-
vierung bei niedrigen Hydroxylamin-Konzentrationen ist Sauerstoff-abhan-
gig und erfolgt Giber die Bildung von Nitroxyl (HNO), H,O, und intermittie-
renden Radikalen, die bei der Reaktion von Hydroxylamin mit Sauerstoff
entstehen und die bei hohen Konzentrationen von Hydroxylamin durch Re-
aktion mit diesem abgefangen werden (Freese und Bautz Freese, 1965;
Tessman et al., 1965). Neben Cytosin kann auch Uracil von der DNA in ge-
ringem Umfang mit Hydroxylamin reagieren. Neben diesen direkten Einwir-
kungen des Hydroxylamin-Molekils auf Basenbausteine der DNA und
RNA, die bestimmte Bedingungen der Versuchsdurchfihrung (pH- und
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Salzgehalt des Mediums, Hydroxylamin-Konzentration) voraussetzen, kann
dieser Stoff auch indirekt Uber seine Oxidationsprodukte und gebildetes
Wasserstoffperoxid (H,O,) auf die DNA und RNA einwirken und Mutatio-
nen erzeugen (Tessman et al., 1965; Yamafuji, 1964). In diesem Fall kon-
nen alle Basenbausteine angegriffen werden.

Eine Untersuchung an Neurospora crassa zeigt, dal’ die Hydroxylamin-Be-
handlung hier Mutationen erzeugt, die ebenfalls auf den Angriff am Cytosin
und die Wirkung auf das Basenpaar Cytosin-Guanin der DNA zurtickzufiih-
ren sind (Malling und de Serres, 1971). Negativ verlief ein Rekombinations-
test mit Proteus mirabilis (Adler et al., 1976). Bei Hamophilus influenzae
trat nach Behandlung mit Hydroxylaminhydrochlorid eine Mutation auf, die
zur Resistenz gegen Novobiocin fiihrte (Kimball und Hirsch, 1975).

Mit Hefen liegen insgesamt 5 Untersuchungen vor, von denen 4 ein positi-
ves Ergebnis zeigten. In diesen Fallen handelt es sich um 4 Rekombina-
tionsteste und einen Vorwartsmutationstest. Von den 4 positiv verlaufen-
den Testen wurden 3 (Putrament und Baranowska, 1971; Nasim und
Hannan, 1977; Dow Chemical, 1982) ohne metabolische Aktivierung
durchgefuhrt. Ein Test erfolgte mit metabolischer Aktivierung (Simmon,
1979 a). Der negative Befund, der ohne metabolische Aktivierung erhalten
wurde, stammt aus einer Testreihe, in der mehrere verschiedene Mutage-
nitatsteste an verschiedenen mutagen wirkenden Stoffen erprobt wurden
(Mitchell, 1974).

Untersuchungen zur Auslésung von Genmutationen durch Hydroxylamin
und sein Hydrochlorid unter Verwendung von Saugerzellkulturen sind nur
vereinzelt durchgefiuhrt worden. 2 negativ verlaufenen Testen (Kao und
Puck, 1969; Taylor et al., 1985) stehen zwei Teste mit positivem Ergebnis
gegenuber (Myhr und Caspary, 1988; Mitchell et al., 1988). Es fallt auf, dal
die negativ verlaufenden Teste ohne metabolische Aktivierung durchge-
fuhrt wurden und fir alle Teste sehr hohe Konzentrationen an Hydroxyl-
amin bzw. Hydroxylaminhydrochlorid eingesetzt wurden.

In der Zusammenschau aller Ergebnisse, die in Tabelle 2 zusammenge-
stellt sind, kann festgestellt werden, dafd Hydroxylamin und seine Salze in
der Lage sind, an unterschiedlichen Testsystemen Genmutationen zu er-
zeugen. Eindeutige Ausnahme ist der Salmonella/Mikrosomen-Test nach
Ames.
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Chromosomenschadigende Wirkung

In Tabelle 3 sind die Untersuchungen zur Erzeugung von Chromosomen-
mutationen durch Hydroxylamin und seine Salze zusammengestellt, die an
Saugetierzellkulturen alle ohne zusatzliche metabolische Aktivierung
durchgefiihrt wurden.

Anfang Tabelle 3

Tabelle 3. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen Chromosomen-Mutationenl)

Behandlung mit dem
Agens.

gebnissen gefuhrt haben

koénnten

Testsystem Geprufter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur

zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne

reich? metabolischer | metabolische

Aktivierung Aktivierung

Zellen des Chinesischen |5 und 25 pug/ml |- nicht gepriift | positiv (Chro- | Somers
Hamsters, 11dFAF28, matid- und | und Hsu,
Bestimmung der Chromo- Chromoso- 1962
somenschéadigung nach menbriiche)
Behandlung mit dem
Agens
Zellen des Chinesischen |2 - 20 pg/ml, ab | - nicht gepriift | positiv (Chro- | Borenfreund
Hamsters, mit Methyl- | 7 pg/ml toxisch mosomenab- |etal., 1964
cholanthren induziertem normalitaten
Tumor, Bestimmung der und -briiche)
Chromosomenschadigung
nach Behandlung mit
dem Agens
Méauseembryozellen 2 -20 pg/ml, ab |- nicht gepruft | positiv Borenfreund
(keine weiteren Anga- |7 pug/ml toxisch etal., 1964
ben), Bestimmung der
Chromosomenschadigung
nach Behandlung mit
dem Agens
menschliche Leukozy- |5 - 35 ug/ml - nicht gepriift | negativ Oppenheim
ten der Autoren, Bestim- und
mung der Chromoso- Fishbein,
menschadigung  nach 1965

Die Autoren raumten technische Fehler ein, Kontaminierung mit Hdmoglobin, die zu den negativen Er-

der Chromosomenscha-
digung nach Behand-
lung mit dem Agens

bei der hohen
Dosis

(Hydroxylamin)

menschliche  Fibrobla- | 10 pg/ml - nicht gepriift | positiv (Chro- | Engel et
sten, Bestimmung der | (Hydroxylamin) mosomenbri- | al., 1967
Chromosomenschadigung che)

nach Behandlung mit

dem Agens

Zellen des Chinesischen |80 - 130 ug/ml, |- nicht gepriift | positiv (Chro- | Kao und
Hamsters, CHO und|25 % Uberle- matidenbri- | Puck,
CHO-K1, Bestimmung|bende  Zellen che) 1969
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Tabelle 3. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen (Chromosomen-Mutationen)”

Testsystem Geprifter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur
zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne
reich? metabolischer | metabolische
Aktivierung Aktivierung
Dauerkultur einer Nie-|6,25 - 100 - nicht gepriift | positiv (azen- | Mironescu
renzellinie, R-1CA, von|pug/ml, ab 25 tische Chro- |etal., 1969
Affen (Cercopithecus | pg/ml  dosisab- mosomenfrag-
aetiops), Bestimmung | héngig toxisch mente, Mikro-
der ZellkerngréRe und nuklei)
Chromosomenschadigung
nach Behandlung mit
dem Agens
Nieren- und Lungen- |10 und 25 - nicht gepruft | negativ Sokova et
zellen sowie embryo- | pg/ml, 50 pg/ml al., 1970
nale Zellen des Ham-|waren toxisch
sters Phodopus sungo- | (Hydroxylamin)
rus, Bestimmung der
Chromosomenschadigung
nach Behandlung mit
dem Agens
menschliche Leukozy-|25 - 100 pg/ml, |- nicht gepruft | positiv (Briiche | Bragger,
ten, Bestimmung der|ab 50 pg/ml to- und Bildung| 1971
Chromosomenschadigung | xisch von Gaps,
nach Behandlung mit kein  Schwe-
dem Agens ster-Chroma-
tid-Austausch)
Lymphozytenkulturen 50 pug/ml - nicht gepriift | positiv (Chro- | Gupta und
vom Muntjak (indisches matidenbriiche | Sharma,
Rotwild, Muntiacus und Gaps be-| 1981
muntjak), Bestimmung vorzugt in der
der Chromosomensché- Zentromeren-
digung nach Behand- region der
lung mit dem Agens Chromosomen-
paare 1, 2
und X)
Lymphozytenkulturen 25 und 50 pg/ml | - nicht gepriift | positiv (die | Gupta und
vom Muntjak (indisches Behandlung in | Sharma,
Rotwild, Muntiacus spateren Pha-|1982 a
muntjak), Bestimmung sen des Tei-
der Chromosomenscha- lungszyklus
digung nach Behand- war wirksamer
lung mit dem Agens als in frihen
Phasen; Gaps
und Chromo-
somenbriiche)

1)

verwendete Stoff in der Spalte ,geprifter Konzentrationsbereich* angegeben

in den Uberwiegenden Fallen wurde Hydroxylaminhydrochlorid gepruft; war dies nicht der Fall, ist der

sofern nicht anders angegeben, finden sich in den Publikationen keine quantifizierbaren Angaben zur
zytotoxischen Wirkung sowie zur Reinheit der verwendeten Priifsubstanz

Ende Tabelle 3

Uberwiegend erbrachten die Untersuchungen auf Chromosomenmutationen
positive Ergebnisse. So zeigten sich in 4 Féllen Chromosomenschaden bei
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Zellen des Chinesischen Hamsters nach der Behandlung mit Hydroxylamin
bzw. Hydroxylaminhydrochlorid (Somers und Hsu, 1962; Kao und Puck, 1969;
Speit et al., 1980). Auch mit Mauseembryozellen, Affennierenzellen, mensch-
lichen Fibroblasten und Leukozyten wurden positive Ergebnisse erhalten
(Borenfreund et al., 1964; Mironescu et al., 1969; Engel et al., 1967; Bragger,
1971). SchlieB3lich konnte in mehreren Untersuchungen nachgewiesen und
reproduziert werden, daf3 Hydroxylaminhydrochlorid in Lymphozytenkulturen
vom Muntjak, einer indischen Rotwildart, Chromosomenschéadigungen hervor-
ruft (Gupta und Sharma, 1981, 1982 a). Demgegeniber stehen zwei negative
Befunde. Eine Untersuchung mit menschlichen Leukozyten und Hydroxyl-
aminhydrochlorid, bei der die Autoren technische Fehler einrdumten und dar-
auf hinwiesen, daf3 das Ergebnis durch starke Kontaminierung mit Hamoglobin
verfalscht sein konnte, kann nur bedingt gewertet werden (Oppenheim und
Fishbein, 1965). Die zweite Arbeit wurde mit Zellen des Hamsters Phodopus
sungorus und Hydroxylamin durchgefiihrt (Sokova et al., 1970). Uber dieses
Versuchstier liegen keine vergleichenden Ergebnisse vor. Insgesamt kann
festgestellt werden, dal} eine klastogene Wirkung von Hydroxylamin und sei-
nen Salzen in in vitro-Testen mit grof3er Sicherheit angenommen werden kann.

Die in Tabelle 4 zusammengestellten Untersuchungsergebnisse zeigen,
daf’ Hydroxylamin und Hydroxylaminhydrochlorid den Einbau von 3H-Thy-
midin in die DNA als Maf} fir die Synthesegeschwindigkeit der DNA in Zell-
kulturen nur in wenigen Fallen hemmte, in der Gberwiegenden Zahl der Fal-
le aber wirkungslos blieb. Positive Ergebnisse wurden nur in einer &lteren
Studie von Young und Hodas (1964) mit HeLa-Zellen berichtet. Positiv ver-
lief auch ein Test an menschlichen Lymphozyten (MacKinney und Vyas,
1975), allerdings nur in einem Konzentrationsbereich, in dem auch die Pro-
teinsynthese der Zellen gehemmt war. In einer dritten Studie an der
menschlichen Zellinie EUE konnte eine Hemmung des 3H-Thymidin-Ein-
baus durch Hydroxylamin nur autoradiographisch, nicht aber durch Szintil-
lationsmessung nachgewiesen werden (Abbondandolo et al., 1978). Dem-
gegeniber stehen 5 eindeutig negative Priifergebnisse an menschlichen
Zellen und Zellkulturen von Ratten und Mausen.

In zwei Testen zum Schwester-Chromatid-Austausch in Zellen des Chine-
sischen Hamsters (V79) sowie Lymphozytenkulturen vom Muntjak wurden
positive Ergebnisse erhalten.
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SchliefZlich sind in Tabelle 4 noch 3 Untersuchungen aufgenommen wor-
den, die belegen, daf? Hydroxylamin und Hydroxylaminhydrochlorid mit iso-
lierter DNA in Suspension reagierte und diese chemisch veranderte
(Bendich et al., 1963; Chu et al., 1979; Premaratne et al., 1995). Die DNA
wurde fast ausschlielich aus Viren und Phagen isoliert, so daR sich die
Ergebnisse eng an die in Tabelle 2, Punkt 2 und 3, dargestellten, an Bakte-
riophagen erhobenen Befunde anschlie3en und diese bestatigen.

Anfang Tabelle 4

Tabelle 4. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen - DNA-schadigende Wirkung®

Testsystem Gepriifter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur
zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne
reich? metabolischer | metabolische
Aktivierung Aktivierung
1. Teste mit Sdugerzellen
HelLa-Zellen (perma- | 3 - 200 pg/ml - nicht geprift | positiv (auch | Young und
nente menschliche der Einbau | Hodas,
Krebszellinie), Einbau von *H-Uridin | 1964
von °H-Thymidin in die in die RNA
DNA wird ge-
hemmt)
Humanleukozyten und |25 und 100 - nicht gepriift | negativ Bragger,
HeLa-Zellkulturen, Ein- | pg/ml 1971
bau von 3H-Thymidin | (Hydroxylamin)
(UDS-Test)
Humanlymphozyten, 1,2 und 12 - nicht gepriift | positiv  (nur | MacKinney
Einbau von *H-Thymidin | pg/ml bei der ho-{und Vyas,
hen Dosis, | 1975
hier auch
Proteinsyn-
these ge-
hemmt)
Hodenzellen von Mau- | 100 mg/kg Kér- | durch in vivo- | negativ, keine | nicht gepruft | Seiler, 1977
sen, die intraperitoneal | pergewicht Behandlung Hemmung der
behandelt wurden, Ein- | (Hydroxylamin) DNA-Synthe-
bau von *H-Thymidin se
Heteroploide = Human- | keine Angaben |- nicht gepriift | negativ  bei | Abbondan-
zellinie EUE, Einbau | (Hydroxylamin) Szintillations- | dolo et al.,
von 3H—Thymidin in Hy- messung, 1978
droxyharnstoff-behan- positiv bei
delte Zellen (UDS-Test) Autoradiogra-
phie
Nur kurzer Abstract ohne genaue Angaben.
Heteroploide  Human- | 3,3 - 330 pg/ml |- nicht gepriift | negativ (nur | Bianchi
zellinie EUE, Einbau | (Hydroxylamin) Szintillations- | et al., 1982
von 3H—Thymidin in Hy- messung)
droxyharnstoff-behan-
delte Zellen (UDS-Test)
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Tabelle 4. In vitro-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen

Salzen - DNA-schadigende Wirkung®

Testsystem Gepriifter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur
zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne
reich? metabolischer | metabolische
Aktivierung Aktivierung
Primére Hepatozytenkul- | 1000 und 2000 | - nicht gepriift | negativ Williams
turen von F344-Ratten, | pg/ml, Toxizitat etal., 1982
Einbau von 3H—Thymidin bei 2000 pg/ml
als MaR fir die DNA-Re-
paratur (DNA-Repair-Test)
Humanfibroblasten YH1 |26 pg/ml S9-Mix aus | negativ nicht geprift | Yanagisawa
mit SV40-Viren transfor- | (Hydroxylamin) | PCB-induzierter etal., 1987
mierte Zellkultur, Hem- Rattenleber
mung der DNA-Synthe-
se, gemessen als °H-
Thymidin-Einbau
Zellen des Chinesischen | 0,7 - 350 ug/ml, | - nicht gepriift | positiv  (nur | Speit et
Hamsters, V79, Schwe- |ab 35 pg/ml to- leicht, dosis-|al., 1980
ster-Chromatid-Aus- xisch abhéangig)
tausch-Test
Lymphozytenkulturen 25 und 50 pg/ml | - nicht gepriift | positiv  (nur | Gupta und
vom Muntjak (indisches schwach bei | Sharma,
Rotwild, Muntiacus Behandlung ei- | 1982 b
muntjak), Bestimmung ne Stunde nach
des Schwester-Chroma- Einsatz der Zel-
tid-Austausches nach Be- len, Zellzyklus
handlung mit dem Agens verlangsamt)
2. Teste mitisolierter DNA
DNA isoliert aus Sé&u-|keine Angaben |- nicht gepriift | positiv  (deutli- | Bendich et
gerzellen und Phagen che  Emiedri- | al., 1963
(keine weiteren Anga- gung der Visko-
ben) sitdt und des
Sedimentations-
koeffizienten,
doppelstrangi-
ge Fragmente
mit 5 x 10° Mo-
lekulargewicht)
DNA, isoliert aus Herpes | 8 mg/ml - nicht gepriift | positiv (nur | Chu et al.,
simplex-Viren  (HSV1, | (Hydroxylamin) sehr schwache | 1979
Stamm KOS), Bestim- Effekte auf die
mung von temperatur- intakten Viren
empfindlichen Mutanten bis 60 mg/ml)
Virale M13mp18 Einzel- | 25 - 250 pg/ml |- nicht gepruft | positiv Premaratne
strang-DNA, Identifizie- etal., 1995
rung von Addukten mit
dem Agens durch Se-
guenzierung

1)

2)

in den Uberwiegenden Fallen wurde Hydroxylaminhydrochlorid geprift; war dies nicht der Fall, ist der
verwendete Stoff in der Spalte ,geprifter Konzentrationsbereich* angegeben
sofern nicht anders angegeben, finden sich in den Publikationen keine quantifizierbaren Angaben zur
zytotoxischen Wirkung sowie zur Reinheit der verwendeten Prifsubstanz

Ende Tabelle 4
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7.6.2 Invivo
Untersuchungen zur Gentoxizitat von Hydroxylamin und seinen Salzen in
vivo sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
Anfang Tabelle 5
abelle 0-Gento 2 e o[fe a d seine alze

Testsystem Dosis/Behand- | Toxizitét Ergebnis Literatur

lungsschema?
1. Untersuchungen an Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Injektion  von | 88 % bei 2 | negativ, keine | Fahmy
Stamm, mannliche Tiere und Eier in der|0,25 pl/Tier in|ug/Tier Veranderung |und Fahmy,
Embryonalentwicklung; untersucht wurden | das Hamocoel, der Chromo-| 1970
Eier von unbehandelten Weibchen, die mit | entsprechend somenstruktu-
behandelten Méannchen verpaart wurden, 0,08 bis 2 ren
auf dominante Letalmutationen und die Te- | pg/Tier
stes der behandelten Méannchen auf Gen-
mutationen im X- und 2. Chromosom sowie
auf Chromosomenaberrationen; die erwach-
senen Tiere aus den behandelten Eiern und
der 2. und 3. Generation wurden auf muta-
gene Effekte untersucht
Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Verabreichung |keine An- | positiv, v- und | Shukla,
Stamm, mannliche Tiere und Larven (70 bis | mit dem Futter, | gaben m-Mutationen | 1972
80 Stunden nach der Eiablage), wurden be- | 1 ug/mi am  X-Chro-
handelt; nach dem Auswachsen der Larven | (Hydroxylamin) mosom
wurden die ménnlichen Tiere mit unbehan-
delten Weibchen verschiedener genetischer
Konfiguration verpaart und die Nachkom-
men auf Mutationen untersucht
Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Verabreichung |keine An- | positiv bei 7|Jain und
Stamm, Larven (am 3. Tag nach der Eiabla- | mit dem Futter, | gaben von 12 unter- | Shukla,
ge), wurden behandelt; die ausgewachse- | 0,33 - 1,32 pg/ml suchten Loci|1972
nen Mannchen wurden mit unbehandelten | (Hydroxylamin) am  X-Chro-
Weibchen bestimmter genetischer Konfigu- mosom
ration verpaart und die Nachkommen auf
Mutationen untersucht
Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Verabreichung | keine An- | positiv, hdufige | Parkash
Stamm, Larven, wurden behandelt; unter- | mit dem Futter, | gaben Inversionen und Miglani,
sucht wurden die Chromosomen von Zellen | 500 pug/ml (35) und eine| 1978
der Speicheldriise von Larven des Stadiums | (Hydroxylamin- Deletion  von
1] sulfat) 84 untersuch-

ten Larven

Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Tiere wurden fiir | keine  An- | positiv, nur | Shukla und
Stamm, Mannchen, wurden behandelt; Test | 48 Stunden auf | gaben sehr schwach | Auerbach,
auf geschlechtsgebundene rezessive Letal- | Papier gehalten, in der F,-, ein-| 1979
mutationen in der F,- und Fs-Generation das mit 0,1 mo- deutig in der

lar  Hydroxyl- Fs-Generation

amin (entspre-

chend 3300

pg/ml) im Phos-

phatpuffer ge-

trankt war
Nr. 62 Hydroxylamin und seine Salze 11/00 49

Tabelle 5. In vivo-Gentoxizitatsteste mit Hydroxylamin und seinen Salzen?

Testsystem Dosis/Behand- | Toxizitat Ergebnis Literatur
lungsschema?
Drosophila melanogaster, Oregon-K- | Verabreichung |20 % Toxi- | positiv bei 8 | Vijaykumar
Stamm, Larven (75 bis 80 Stunden nach Ei- | mit dem Futter, | zitat von 13 unter- [ und Jain,
ablage), wurden behandelt; die geschlipf- | 2000 pg/ml suchten Muta- | 1979
ten Méannchen wurden mit unbehandelten tionsmaoglich-
Weibchen verpaart und die Mannchen der keiten
nachsten Generation auf geschlechtsgebun-
dene rezessive Mutationen untersucht
Drosophila melanogaster, die heterozygot | Verabreichung |keine An- | positiv fur gro- | Graf et al.,
fur 2 vererbbare Veréanderungen der Flugel- | mit dem Futter | gaben RBe Flecken,|1983
haare sind, Larven, wurden 72 Stunden alt | fir 48 Stunden, negativ far
behandelt; in den ausgewachsenen Tieren | 0,045 molar kleine und
wurden die Mutationen (mwh) und (fIr) beo- | (entsprechend Doppelflecken
bachtet 1500 pg/ml)
(Hydroxylamin)
2. Untersuchungen an Mausen
Mannliche Mause, 2,5 bis 4 Monate alt, wur- |50 und 100 | keine An- | positiv, dosis- | Ramaiya,
den behandelt; Spermatogonien und Sper- | mg/kg Korper- | gaben abhangig 1969
matozyten wurden zu verschiedenen Zeit- | gewicht intra- hauptsachlich
punkten (21, 123, 312 Stunden) auf Chro- | peritoneal in Translokatio-
mosomenanomalien zu Beginn der Meta-|0,5 ml physio- nen in Sper-
phase | untersucht logischer  L6- matozyten
sung, einmalig (bis zu 20 %)
(Hydroxylamin)
Mannliche Mause, Stamm ICR/Ha Swiss, 8|102 und 112|1 Tier von | negativ Epstein et
bis 10 Wochen alt, wurden behandelt und | mg/kg Korper-|16 gestor- al., 1972
mit unbehandelten Weibchen des gleichen | gewicht intra- | ben
Stammes verpaart; 13 Tage spater wurden | peritoneal  in
die Weibchen getétet und auf die Gesamt- | Wasser, ein-
zahl an Implantationen und den friihen feta- | malig  (Hydro-
len Tod untersucht (Dominant-Letal-Test) xylaminsulfat)
Erwachsene méannliche und weibliche Mau- [ 1,0, 15,6 und |keine An-|negativ (Aus-|Brusick und
se, Stamm CD-1, wurden behandelt und 6 | 125 mg/kg Kor- | gaben wertung  nur | Stetka,
Stunden danach getétet; das Knochenmark | pergewicht  in zu einem To-|1984;
aus den Oberschenkelknochen wurde auf | Wasser oral mit tungszeitpunkt) | Litton
Erythrozyten mit Mikrokernen untersucht|der Schlundson- Bionetics,
(Mikronukleustest) de tber 30 Stun- 1980
den in zwei Do-
sierungen  ge-
splittet  verab-
reicht (Hydroxyl-
aminsulfat)
Méuse, Stamm C57BL/6J, wurden behan- (6,7 und 67 |die hoch-|negativ Volgareva,
delt und Chromosomenaberrationen in Kno- | mg/kg Korperge- | ste  Dosis 1991
chenmarkzellen untersucht (keine weiteren | wicht in physio- [ist 1/3 der
Angaben) logischer Koch- | LDsg
salzlésung in-
traperitoneal
Mannliche und weibliche Mé&use, Stamm|300, 600 und|keine To-|negativ BASF,
NMRI, von etwa 27 g Gewicht wurden be- | 1200 mg/kg | desfalle, 1992 a
handelt und 16, 24 und 48 Stunden danach | Kérpergewicht, |aber deut-
getdtet; das Knochenmark aus den Ober- | geldst in Was-|liche Zei-
schenkelknochen wurde auf Erythrozyten |ser, oral mit der|chen von
mit Mikrokernen untersucht (Mikronukleus- | Schlundsonde, | Toxizitat
test) einmalig (Hydro-
xylaminsulfat)
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abelle 0-Gento atsteste dro a d seine alze
Testsystem Dosis/Behand- | Toxizitét Ergebnis Literatur
lungsschema?

3. Sonstiges

Mannliche Heuschrecken (Spathosternum [350 pg/Tier in |keine An- | positiv, Briiche, | Bhattacharya
prasiniferum) wurden behandelt und 36 |0,05 ml Salzlo- | gaben Fragmentierun- | et al., 1986
Stunden spater die Spermatozyten auf|sung in das gen und Briik-
Chromosomenaberrationen untersucht Abdomen inji- kenbildung der
ziert Chromosomen

Y wenn nicht anders angegeben, wurde Hydroxylaminhydrochlorid geprift

Angaben zur Reinheit der verwendeten Testsubstanzen liegen nicht vor

Ende Tabelle 5

Einer alteren umfassenden Priifung mit Hydroxylaminhydrochlorid an Dro-
sophila melanogaster, die ein negatives Ergebnis erbrachte (Fahmy und
Fahmy, 1970), stehen mehrere spater durchgefiihrte Untersuchungen mit
positiven Ergebnissen gegeniber (siehe Tabelle 5). Dabei wurde mit ver-
schiedenen Versuchsanordnungen gearbeitet. In einer Studie, in der
Méannchen von Drosophila mit Hydroxylamin behandelt und die Nachkom-
men auf geschlechtsgebundene rezessive Letalmutationen untersucht wur-
den, zeigten sich in der F,-Generation nur schwache Effekte, in der Fs-Ge-
neration aber eindeutige. Die Autoren leiteten daraus die Annahme ab, daf3
Hydroxylamin bevorzugt mit einstrangiger DNA und kaum mit zweistrangi-
ger DNA reagiert (Shukla und Auerbach, 1979).

Die an Mausen erhobenen Befunde (siehe Tabelle 5) sind mit einer Aus-
nahme negativ. Es handelt sich um einen Dominant-Letal-Test (Epstein et
al.,, 1972) und zwei Mikronukleusteste (Brusick und Stetka, 1984; BASF,
1992 a) mit Hydroxylaminsulfat und eine Untersuchung, bei der an Mausen
nach Behandlung mit Hydroxylaminhydrochlorid Chromosomenaberratio-
nen in Knochenmarkzellen untersucht wurden (Volgareva, 1991). Die einzi-
ge Untersuchung mit positivem Ergebnis zeigte an Mausen, die intraperito-
neal mit Hydroxylamin im Dosisbereich der LDs, behandelt worden waren,
Chromosomenaberrationen an Spermatozyten (Ramaiya, 1969). Insge-
samt machen die Befunde deutlich, dal? es nicht wahrscheinlich ist, daR3 die
Gabe von Hydroxylamin oder seinen Salzen im S&ugetierorganismus zu
manifesten Schadigungen der Erbsubstanz fuhrt oder an weit vom Applika-
tionsort liegenden Stellen Mutationen in Somazellen auslost. Letzteres ware
auch mit der hohen Reaktivitat des Hydroxylamin-Molekils nicht vereinbar.

In diesem Zusammenhang ist der Befund interessant, der unter Punkt 3 in
Tabelle 5 aufgefihrt wird. An méannlichen, mit Hydroxylaminhydrochlorid
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behandelten Heuschrecken wurden 36 Stunden spéter in den Spermatozy-
ten deutliche Chromosomenschaden gefunden (siehe Tabelle 5; Bhatta-
charya et al., 1986). Dieser Befund schlie3t an die mit Drosophila me-
lanogaster erhaltenen Ergebnisse an und zeigt, dal3 an niedrigeren Tierar-

ten mit Hydroxylamin mutagene Effekte ausgeldst werden kénnen.

7.7 Kanzerogenitat

In vitro

Zum zelltransformierenden Potential von Hydroxylaminhydrochlorid und
Hydroxylaminsulfat wurden einige Untersuchungen durchgefuhrt. Die in Ta-
belle 6 zusammengefaldten Zelltransformationsteste sind in ihren Ergebnis-
sen widerspruchlich.

Tabelle 6. Zelltransformationsteste” mit Hydroxylamin und seinen Salzen

Testsystem Geprufter Kon- | Metabolische Ergebnisse Literatur
zentrationsbe- | Aktivierung mit ohne
reich metabolischer | metabolische
Aktivierung Aktivierung
Primare Zellen von Em-| 0,01 - 100 S9-Mix aus Ham- | negativ  (bis | negativ Pienta,
bryonen des Syrischen |pg/ml, sehr to- | sterleberhomo- |10 pg/ml ge- 1980
Hamsters, Veranderung | xisch bei 100 | genat testet)
der Morphologie der ge- | pg/ml
bildeten Zellkolonien
Rauscher-Leukamie-Vi- | 24 pg/ml - nicht gepruft | positiv Traul et
rus-infizierte Rattenem- al., 1981
bryozellkultur 2FR450,
Zellwachstumsbeschleu-
nigung als Mal fur das
Fehlen von Kontaktinhi-
bition bei den transfor-
mierten Zellen
Méuseembryozellkulturen, | 0,2 - 25 pg/ml, |- nicht gepriift | negativ Dunkel et
BALB/3T3, Bestimmung |10 - 20 % uber- al., 1981
der morphologisch ver- | lebende Zellen
anderten Foci (Zellkolo- | bei der héch-
nien) auf der Monolayer | sten Dosis
Jnormaler” Zellen
Méuseembryozellkulturen, | 3 - 30 pg/ml, S9-Mix aus | positiv.  (nur | positiv Microbio-
BALB/3T3, Bestimmung | 17 - 77 % Toxizi- | Aroclor-indu- bei 30 pg/ml) logical
der morphologisch ver- | tét, keine Toxizi- | zierter Rattenle- Associates,
anderten Foci (Zellkolo- | téat beim Zusatz | ber 1981 a,b

nien)

von S9-Mix (Hy-
droxylaminsulfat)

1

der verwendete Stoff in der Spalte ,geprifter Konzentrationsbereich“ angegeben

2)

zytotoxischen Wirkung sowie zur Reinheit der verwendeten Priifsubstanz

in den Uberwiegenden Féllen wurde Hydroxylaminhydrochlorid gepruft; war dies nicht der Fall, ist

sofern nicht anders angegeben, finden sich in der Publikation keine gquantifizierbaren Angaben zur
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Jeweils ein Test an BALB/3T3-Mausezellen verlief negativ und positiv
(Dunkel et al., 1981; Microbiological Associates, 1981 a, b). Ein weiterer
Zelltransformationstest an SHE-Zellen zeigte mit und ohne metabolische
Aktivierung ein negatives Ergebnis (Pienta, 1980) und eine Untersuchung
an Rattenembryozellen mit Rauscher-Leukamie-Infektion hatte ohne meta-
bolische Aktivierung ein positives Ergebnis (Traul et al., 1981). Auch eine
kirzlich verdéffentlichte Untersuchung weist mit ihnrem Ergebnis in die glei-
che Richtung. Danach hemmte die Zugabe von Hydroxylamin zu einem
Kulturrasen von Leberzellen die interzellulare Kommunikation, gemessen
als Ausbreitung eines Farbstoffes bestimmter MolekilgréRe, dosisabhan-
gig bis zu 90 % (siehe Kapitel 7.11; Na et al., 1995).

Untersucht wurde ebenfalls in vitro der Einflufd von Hydroxylamin auf die in-
terzellulare Kommunikation in Zellkulturen von normalen Rattenlebern
(Clon-9-Zellen). Die Interaktionen von Zelle zu Zelle werden wéahrend des
Prozesses der Karzinogenese verandert. Maf3 flir den Austausch von Ma-
terial zwischen den Zellen (Gap Junctional Communication) ist die Ausbrei-
tung eines fluoreszierenden Farbstoffes (Luzifer-Gelb) bestimmter Molekdl-
grof3e in einem Zellrasen, in den er in einer Linie ,eingekratzt* wird. Zellen
mit intakter Membran nehmen den Farbstoff aus dem Medium nicht auf,
geben ihn aber von Zelle zu Zelle weiter. Hydroxylamin in einer Konzentra-
tion von 1,5 mg/ml hemmte die Zellkommunikation zu 27 %, in einer Kon-
zentration von 3 mg/ml zu 90 %. Der Effekt war dem bekannter Karzinoge-
ne vergleichbar, wie Benzo(a)pyren oder N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguani-
din (Na et al., 1995).

In vivo

Hydroxylamin

Keine Information vorhanden.

Hydroxylaminhydrochlorid

In einer Langzeitstudie erhielten weibliche C3H- und mannliche Swiss-
Méause Uber ihre Lebensdauer pelletiertes Futter, dem 1 bzw. 2 Ge-
wichts-% Hydroxylaminhydrochlorid zugesetzt worden war. Gemessen
wurde die Anzahl tberlebender Tiere Uber 21 bzw. 29 Monate und die Zahl
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der Tiere, die durch Palpation erkennbare Tumoren aufwiesen (keine Au-
topsien). Als Kontrollen dienten Mause beider Stamme, die mit dem glei-
chen Futter ohne Zusatz von Hydroxylaminhydrochlorid gehalten wurden.
In Tabelle 7 sind die Ergebnisse zusammengestellt:

apbelle O 0, aro a aro Ora a ale periepe
e d die A ollfe g VO oren a a e
Alter Untersuchung an C3H-M&usen Untersuchung an Swiss-M&ausen
(Monate) Kontrolle Hydroxylaminhydrochlorid Kontrolle Hydroxylaminhydrochlorid
1% 2% 1% 2%
Zahl der | Tiere mit | Zahl der | Tiere mit | Zahl der | Tiere mit | Zahl der | Tiere mit | Zahl der | Tiere mit | Zahl der | Tiere mit
Tiere |Tumoren| Tiere |[Tumoren| Tiere |Tumoren| Tiere |Tumoren| Tiere |Tumoren| Tiere |Tumoren

4 83 0 36 0 24 0 51 0 37 0 37 0
9 78 1 32 0 20 0 47 0 34 0 35 0
10 77 5 32 0 16 0 47 0 34 0 35 0
11 76 8 30 2 14 0 46 0 34 0 34 0
12 72 11 29 1 14 0 46 0 34 0 30 0
13 61 11 28 1 12 0 46 0 34 0 29 0
14 43 7 23 1 11 0 38 1 32 0 27 0
15 40 8 20 1 10 0 37 0 31 0 27 0
16 27 4 16 2 9 0 37 0 30 0 25 0
17 22 3 12 1 5 0 36 0 29 0 23 0
18 21 3 12 1 3 1 35 2 27 1 22 0
19 17 3 9 0 0 - 32 1 26 1 22 0
20 14 3 8 0 - 30 1 19 1 19 0
21 13 2 7 1 29 2 19 1 17 0
24 19 1 9 2 8 1
25 16 0 6 1 7 1
26 14 0 5 1 4 0
27 11 0 5 0 4 0
28 9 0 4 0 3 0
29 7 0 4 0 2 0

* 14,5 Monate 15,5 Monate 13,0 Monate 22 Monate 21 Monate 21 Monate

* Halbwertsiiberlebenszeit

Auf die Uberlebenszeit der Mause hatte die Gabe von Hydroxylaminhydro-
chlorid in keinem Fall einen deutlichen Einflu3. In der Gruppe der weibli-
chen C3H-Méause wurde die Bildung von spontanen Tumoren (keine Anga-
be zur Tumorart) durch 1 % Hydroxylaminhydrochlorid im Futter sehr deut-
lich gehemmt und durch 2 % fast vollstandig unterbunden. Bei den mannli-
chen Swiss-Mausen war dieser Effekt nicht so deutlich ausgepréagt, aber
auch unverkennbar vorhanden. Eine Interpretation dieser Befunde wurde
vom Autor nicht vorgenommen (Harman, 1961). Es mul3 jedoch davon aus-
gegangen werden, dal3 es sich trotz der zu kleinen Tierzahlen und der feh-
lenden Dokumentation der beobachteten Tumoren (spontane Mammatu-
moren bei den C3H-Mausen) um eine tatsachliche Wirkung des Hydroxyl-
aminhydrochlorids handelt.
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Hydroxylaminsulfat

In einer weiteren Studie erhielten méannliche Swiss-Webster-Mause 52 Wo-
chen lang Hydroxylaminsulfat in Konzentrationen von 0 (Wasserkontrolle),
10 bzw. 20 mmol/l (entsprechend 1640 bzw. 3280 mg/l) im Trinkwasser
verabreicht. Autopsien erfolgten nach 12, 20, 36 und 52 Wochen Behand-
lungszeit in Gruppen von je 8 Tieren (nach 52 Wochen noch 5 Tiere). Am
Ende der Behandlungszeit waren die Milzgewichte gegeniiber den Kontrol-
len etwa 10fach erhoht und nahezu 50 % der Mause wiesen Bezirke von
Knochenbildung in der Milz auf. Behandlungsabhéngige Tumoren wurden
zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Bei je 10 weiblichen C3H/HeN-Mausen,
die mit den gleichen Dosierungen an Hydroxylaminsulfat behandelt wur-
den, fanden sich nach 52 Wochen keine spontanen Mammatumoren im
Vergleich zu einer 100prozentigen Inzidenz bei 10 unbehandelten Weib-
chen. Selbst 2 Jahre Uberlebende behandelte Mause zeigten keine Tumo-
ren (Yamamoto et al., 1967). Schon aufgrund der geringen Tierzahlen ist
diese Studie zur Bewertung des kanzerogenen Potentials von Hydroxyl-
aminsulfat nicht geeignet.

Weiterhin wurde an 218 weiblichen C3H/HeN-Mausen, die mit groR3er Hau-
figkeit virusbedingte spontane Mammatumoren entwickeln, der Einfluf3 von
Hydroxylaminsulfat nach Gabe einer 10 mM Ldsung im Trinkwasser (ent-
sprechend 1640 mg/l) Gber 50 bis 70 Wochen auf Mamma, Ovarien und
Hypophyse untersucht. In verschiedenen Experimenten wurde mit der Be-
handlung zu unterschiedlichen Alterszeitpunkten (6, 13, 18, 24 und 28 Wo-
chen) begonnen. Bei Behandlungsbeginn im Alter von 6 Wochen (98 M&u-
se) und Zwischentdtungen alle 3 Wochen fand sich eine deutliche Entwick-
lungsverzégerung der Mamma und der Ovarien. Die Haufigkeit spontaner
Mammatumoren war nach 2 Wochen Behandlung in den Kontrollen und in
der behandelten Gruppe gleich (40 %), am Ende der Untersuchung mit
31 % in der behandelten Gruppe im Vergleich zu 100 % bei den Kontrollen
signifikant verringert. Wurde mit der Behandlung im Alter von 13 Wochen
begonnen (30 Tiere), war die Mammatumorrate nach 19 Wochen Behand-
lung in den Kontrollen und in der behandelten Gruppe gleich (20 %), am
Ende der Untersuchung waren es 40 % in der behandelten Gruppe im Ver-
gleich zu den Kontrollen (100 %). Bis zum Alter von 32 Wochen zeigte sich
in Zwischentdtungen (je 5 Tiere) durch die Verminderung der Corpora lutea
und durch den Anstieg der Anzahl reifer Follikel ein deutlicher Effekt auf die
Ovarien. Bei Behandlungsbeginn im Alter von 18 Wochen (30 Tiere) fand
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sich bei Versuchsende noch eine schwache Erniedrigung der Mammatu-
morrate durch Hydroxylaminsulfat (80 % bei den behandelten Tieren ge-
geniber 100 % in der Kontrolle). Wurde die Behandlung in einem Lebens-
alter der Mause von 24 bzw. 28 Wochen begonnen, kehrte sich der Effekt
nach der 19. Behandlungswoche um. Die Tumorhaufigkeit bei den Kontrol-
len betrug jeweils 60 % am Ende der Untersuchung, wahrend 100 % der
behandelten Tiere Tumoren trugen (Gruppe von 5 Tieren). Bei den behan-
delten Mausen ohne Tumoren war der Prolactingehalt in der Hypophyse
gegeniber der Kontrolle signifikant erhdht, wogegen sich bei den Mausen
mit Tumoren kein Unterschied beobachten lieR. Bei einem Alter von 20
Wochen war das Brustdriisengewebe voll entwickelt und Hydroxylaminsul-
fat hatte keinen hemmenden Effekt mehr auf die Ausbildung spontaner
Mammatumoren. Diese Befunde lassen nach Aussage der Autoren vermu-
ten, dafl3 beim Ausbleiben der Entwicklung von Mammatumoren hormonelle
Faktoren eine Rolle gespielt haben (Evarts und Brown, 1977). Diese Studie
ist nicht geeignet, das allgemeine Potential von Hydroxylaminsulfat in Be-
zug auf eine kanzerogene Wirkung zu bewerten.

In einer neueren Studie wurde der Einflu? von Hydroxylaminsulfat auf die
Tumorinzidenz und die Lebenszeit von Mausen der Stamme C3H/HeN und
C3H/HeJ(+), die beide mit groRer Haufigkeit virusbedingte spontane Tumo-
ren jedoch unterschiedlicher Genese entwickeln, noch einmal geprift. 6
Wochen alte weibliche C3H/HeN-M&ause, die das Provirus des Murin-Mam-
ma-Tumor-Virus (MMTV) tragen, erhielten 123 Wochen lang Hydroxylamin-
sulfat mit dem Trinkwasser (10 mM, entsprechend 1640 mg/l) verabreicht.
Verglichen wurde mit einer Gruppe von Tieren, die ohne jede Behandlung
blieben. Die Beobachtung auf palpierbare Tumoren wurde regelmaRig
durchgefiihrt, moribunde Tiere wurden wahrend der Behandlungszeit get6-
tet, wie auch alle Tiere am Ende der Untersuchung und alle bei der Autop-
sie als verandert gefundenen Organe wurden histopathologisch untersucht.
Die Befunde sind in Tabelle 8 zusammengefal3t.
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abelle 8 0 dro a at a das A ete O
pontane ore a da orspe pe a s

Mause- | Anzahl der Tiere | Tiere |Be- Haufigkeit des Auftretens verschiedener Tumoren
stamm zu ausge- | mit hand- |Mam- |Leber- | Hamangiome |Lungen-|Lym- |Son-
und Ge- |Beginn |wertet | Tumo- |lung |makar- |karzi- |Milz Lymph- | adeno- | phome | stige
schlecht ren zinome | nome knoten | me
C3H/Hen |60 58 33 keine |14* 6 0 0 7 4 18
Q
C3H/Hen |40 36 27 HAS |3 8 10 |0 3 5 11
C3H/HeJ |56 44 39 keine |32 4% 1 1 3 0 16
e
C3H/HeJ |50 50 42 HAS 42 0 0 1 3 3 16
®e
C3H/HeJ |50 44 25 keine |- 19 2 5 6 0 7
(Gl
C3H/HeJ |50 48 41 HAS - 21 1 13* 2 5* 12
Ho

HAS Hydroxylaminsulfat
* signifikant mit p < 0,05

** signifikant mit p < 0,01

Die Entstehung von Mammakarzinomen war signifikant vermindert (14 in
der Kontrolle, 3 in der behandelten Gruppe). Die Zahl aller beobachteten
neoplastischen Verénderungen war in der Kontrollgruppe und unter Be-
handlung nicht deutlich unterschiedlich, wohl aber das Spektrum der ent-
standenen Tumoren. So wurden nach Hydroxylaminsulfat-Behandlung bei
36 beobachteten Mausen 10 Hamangiome der Milz beobachtet, wahrend
bei den 58 Kontrolltieren keine derartigen Veranderungen auftraten. Das
wurde jedoch durch eine héhere Zahl an Lungenadenomen und Mamma-
karzinomen in den Kontrollen aufgehoben. Bei 6 Wochen alten weiblichen
und mannlichen Mausen des Stammes C3H/HeJ, die das exogene Milch-
Ubertragene Virus (MIV) tragen und ebenfalls Uber die ganze Lebenszeit
(105 Wochen) mit 10 mM Hydroxylaminsulfat im Trinkwasser (entspre-
chend 1640 mg/l) behandelt und wie die C3H/HeN-Mause untersucht wur-
den, war eine Verlangerung der Uberlebenszeit oder eine Verringerung der
Inzidenz an Mammatumoren nicht zu beobachten. Bei insgesamt hohen
Zahlen an Spontantumoren bei Mannchen und Weibchen ergaben sich
auch hier Verschiebungen im Spektrum aller beobachteten neoplastischen
Veranderungen bei den Tieren. So war bei den Weibchen die Zahl der hepa-
tozellularen Karzinome in den Kontrollen erhdht sowie die Zahl der Lympho-
me bei den mit Hydroxylaminsulfat behandelten Tieren (nicht signifikant). Bei
den Mannchen traten signifikante Erhéhungen der Zahl der Lymphome und
Hamangiome der Lymphknoten unter der Behandlung mit Hydroxylaminsul-

Nr. 62 Hydroxylamin und seine Salze 11/00 57

fat auf. Das verstarkte Auftreten von Hamangiomen in beiden Mausestam-
men nach Behandlung mit Hydroxylaminsulfat fihren die Autoren auf die
toxischen Wirkungen dieses Stoffes auf die Milz und das hdmatopoetische
System zurlick, die von verschiedenen Autoren belegt worden sind (Sten-
back et al., 1987). Es wurden in der vorliegenden Untersuchung allerdings
nur minimale toxische Effekte durch die lebenslange Gabe des Hydroxyl-
aminsulfats beobachtet, so dal’ eine schliissige Erklarung fiur die hier be-
obachteten Wirkungen des Stoffes daraus nicht abgeleitet werden kann.

An weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurde der Einflu@ von Hydroxyl-
aminsulfat auf die durch 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen (DMBA) induzierte
Mammatumorentwicklung untersucht. Die 36 Tage alten Tiere wurden in 5
Gruppen aufgeteilt, von denen Gruppe Il und 11l 10 mM Hydroxylaminsulfat
(entsprechend 1640 mg/l) im Trinkwasser verabreicht erhielten. Gruppe I,
IV und V erhielt Trinkwasser ohne Hydroxylaminsulfat. An ihrem 50. Lebens-
tag erhielten die Tiere der Gruppen Ill, IV und V 11 mg DMBA je Tier gelost
in Maiskeimél mit der Schlundsonde verabreicht. Bei den Tieren der Grup-
pe IV wurde dann 14 Tage spéater das Trinkwasser ebenfalls mit 10 mM Hy-
droxylaminsulfat versetzt. Die Behandlung mit Hydroxylaminsulfat wurde in
den Gruppen I, Il und IV bis zum 210. Lebenstag fortgesetzt. Zwischento-
tungen am 50., 69. und 85. Tag von je 3 bis 5 Tieren wurden in allen Grup-
pen durchgefihrt und das Brustdriisengewebe wurde, wie auch am Ende
der Behandlung, histopathologisch untersucht. In Gruppe I, IV und V wur-
den die Tiere nach der Applikation von DMBA einmal wdchentlich auf Tu-
moren durch Palpation untersucht. In Tabelle 9 sind das Behandlungssche-
ma der 5 Gruppen sowie die Daten zur Tumorbildung nach DMBA-Applika-
tion und deren Beeinflussung durch Hydroxylaminsulfat aufgezeigt.

Anfang Tabelle 9
Tabelle 9. Wirkung von Hydroxylaminsulfat auf die durch DMBA in-

duzierte Bildung von Mammatumoren an Ratten
Behandlungsschema

Gruppe | |15 Tiere, 36 Tage alt, reines Wasser bis zum 210. Tag (Kontrolle)

Gruppe Il |15 Tiere, 36 Tage alt, 10 mM Hydroxylaminsulfat bis zum 210. Tag

Gruppe Ill_| 25 Tiere, 36 Tage alt, 10 mM Hydroxylaminsulfat, 50 Tage alt, 11 mg DMBA
Gruppe IV |25 Tiere, 50 Tage alt, 11 mg DMBA, 64 Tage alt, 10 mM Hydroxylaminsulfat
Gruppe V| 25 Tiere, 36 Tage alt, reines Wasser, 50 Tage alt, 11 mg DMBA
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Tabelle 9. Wirkung von Hydroxylaminsulfat auf die durch DMBA in-

duzierte Bildung von Mammatumoren an Ratten

Befunde* Tumorinzidenz mittlere Latenzzeit | mittlere Anzahl von | mittleres Gewicht
(%) (Tage) Tumoren/tumor- | der Tumoren/tumor-
tragendem Tier tragendem Tier
Gruppe IlI 73 63,1 3,6 7,0
Gruppe IV 71 102,4 2,0 2,1
Gruppe V 94 62,9 4,9 5,3
* in Gruppe | und Il traten keine Tumoren auf

Ende Tabelle 9

Die Tumorinzidenz am Ende der Untersuchung war in den drei Gruppen,
die mit DMBA behandelt worden waren, nicht deutlich unterschiedlich. Die
Latenzzeit der Tumorbildung konnte durch die Behandlung mit Hydroxyl-
aminsulfat deutlich verlangert werden, wenn diese Behandlung 14 Tage
nach der DMBA-Gabe einsetzte. Dann wurde auch die Zahl der Tumoren
und das Tumorgewicht/tumortragendem Tier deutlich herabgesetzt. Eine
Hydroxylaminsulfat-Behandlung, die 14 Tage vor der DMBA-Gabe einsetz-
te, hatte keine Wirkung auf die Tumorbildung. Die histopathologischen Un-
tersuchungen zeigten eine durch die Hydroxylaminsulfat-Behandlung her-
vorgerufene Hypertrophie und Steigerung der sekretorischen Aktivitaten
des Brustdriisengewebes und eine durch DMBA bewirkte Atrophie der Dri-
senkanéle. Die Autoren sahen eine Wirkung des Hydroxylaminsulfats auf
den Hormonhaushalt des Brustdriisengewebes in der vorliegenden Unter-
suchung als gegeben an, versuchten aber keine Erklarung, warum die Hy-
droxylaminsulfat-Behandlung nur dann wirksam war, wenn sie 14 Tage
nach der Gabe von DMBA erfolgte und nicht bei Behandlungsbeginn 14
Tage vor Gabe des Kanzerogens (Evarts et al., 1979). Auch diese Untersu-
chung, die im wesentlichen dem Studium des Entwicklungsmechanismus
von durch Chemikalien erzeugten Mammatumoren diente, gibt kaum Auf-
schluf3 Uber eine moégliche kanzerogene Potenz von Hydroxylaminsulfat.

7.8  Reproduktionstoxizitat

Hydroxylamin

Bei der Untersuchung embryotoxischer Wirkungen von Hydroxylamin an
Neuseeland-Kaninchen wurden zur Vermeidung der Methéamoglobinédmie
bei den Muttertieren 50 bis 200 pg/Applikationsstelle am 12. Tag der Gravi-
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ditat direkt in die sekundare embryonale Leibeshohle (Z6lom) injiziert
(wahrscheinlich nach Laparotomie (DeSesso und Goeringer, 1990). Hohe-
re Dosen flihrten in hohem Mal3e zu fetalen Resorptionen. Bei den mit den
niedrigeren Dosen behandelten Feten wurden craniofaciale und Extremita-
tenanomalien beobachtet. Histopathologisch fanden sich Nekrosen im
Mesenchym des Neuralrohres, der Extremitaten und der Gesichtsregion,
die sich innerhalb von 2 Stunden entwickelten. Aus diesen Ergebnissen
zog der Autor die Schluf3folgerung, da? Hydroxylamin eine potente em-
bryotoxische Wirkung besitzt (DeSesso, 1980). Die Bedeutung dieser Be-
funde mulR aber wegen des aullergewdhnlichen Zufuhrweges erheblich
eingeschrankt werden.

Nach einer nur im Referat vorliegenden Untersuchung erhielten Kaninchen
am 12. Trachtigkeitstag Hydroxylamin (ohne Dosisangaben) subkutan oder
intrauterin injiziert. 4 Stunden spéater wurden die Embryonen lichtmikrosko-
pisch untersucht. Hydroxylamin verursachte Zelltod in den Extremitaten-
knospen. Gleichzeitige Injektion von Propylgallat (ebenfalls ohne Dosisan-
gabe) verhinderte diese Wirkung (keine weiteren Angaben; DeSesso,
1987). Auch diese Ergebnisse haben nur begrenzten Aussagewert.

Hydroxylaminhydrochlorid

Trachtigen Wistar-Ratten wurden 50 bis 2000 mg Hydroxylaminhydrochlo-
rid/kg Korpergewicht in 2 molarem Phosphatpuffer entweder am 9., 10., 11.
oder 12. Tag der Graviditat intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am
21. Tag getotet. Trotz maternaltoxischer und embryotoxischer Wirkungen,
die von den Autoren jedoch nicht néher beschrieben wurden, wiesen die
Feten keine MiRbildungen auf (Murphy und Chaube, 1964).

In einer weiteren Studie erhielten trachtige, 6 bis 8 Wochen alte Wistar-
Ratten Einzelinjektionen von 3 bis 15, 29 bis 35 und 47 bis 59,3 mg Hydro-
xylaminhydrochlorid/kg Kérpergewicht intraperitoneal am Tag 11 oder 12
der Graviditat. Die Feten wurden am 21. Tag p.c. entbunden und auf Mif3-
bildungen untersucht. Die Resorptionsstellen und die Anzahl toter Feten
wurden ebenfalls ausgewertet. Dosen von 47 bis 59,3 mg/kg Koérperge-
wicht, verabreicht am 11. Tag der Graviditat, waren fir 8/12 Muttertieren
todlich. Die hier geschatzte LDy, flr die tréchtige Ratte wurde mit 59,3
mg/kg Korpergewicht angegeben. Bei den lebenden Feten aller tiberleben-
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den Muttertiere fanden sich keine Anomalien (nicht teratogen). Nach Appli-
kation von 47 mg/kg Korpergewicht am 12. Tag der Graviditat wurden am
Tag 21 p.c. jedoch 32 % Resoptionsstellen beobachtet. Die embryotoxi-
sche Wirkung wurde von den Auoren auf die Maternaltoxizitat zuriickge-
fuhrt (Chaube und Murphy, 1966).

Andere Autoren fanden, dafl3 Hydroxylaminhydrochlorid nach intravendser
Injektion von 10 mg/kg Korpergewicht am 3. oder 8. Tag p.c. bei Misch-
lingskaninchen unterschiedlicher GréRe und Abstammung (keine Angaben
zur Zahl der verwendeten Tiere) teratogene Effekte induzierte. Eine makro-
skopische Untersuchung der Feten sowie Bestimmung der Korperlange er-
folgte entweder am 11. oder 17. Tag p.c.. Die Corpora lutea jedes Weib-
chens wurden gezéhlt und die Anzahl lebender normaler, lebender mif3ge-
bildeter und toter sowie resorbierter Embryonen bzw. Feten ermittelt. Am
17. Tag waren 90 % der Feten der am 3. Tag behandelten Muttertiere ent-
weder mi3gebildet oder tot. Die Feten, deren Mitter am 8. Tag behandelt
wurden, waren am 17. Tag tot oder resorbiert. Unter den Muttertieren, die
am 3. Tag behandelt und am 11. Tag getttet wurden, wiesen tber 50 %
der Feten keine Anomalien auf. Bei den Feten der am 8. Tag behandelten
und am 11. Tag getoteten Muttertiere waren die Verhaltnisse &hnlich. Die
beobachteten Anomalien traten vorwiegend in der Kopfregion auf
(Zimmermann und Gottschewski, 1966). Die Arbeit von Zimmermann und
Gottschewski ist jedoch mit erheblichen methodischen Mangeln behaftet
(z. B. inhomogene Versuchstierpopulation, nur einmalige und intravendse
Verabreichung, keine Aussage zur Maternaltoxizitat) und hat daher nur ge-
ringe Aussagekraft.

Trachtige Neuseeland-Kaninchen erhielten am 12. Tag der Gestation 50
mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Korpergewicht intravenés (2 Tiere) oder
600, 450, 300 oder 200 mg/kg Korpergewicht (je ein Tier) bzw. 50 mg/kg
Korpergewicht (7 Tiere) subkutan verabreicht. Kontrollen wurden nicht mit-
gefihrt. Die mit 50 mg/kg Korpergewicht intravends behandelten Kanin-
chen wurden zyanotisch und verendeten innerhalb von 10 Minuten. Nach
subkutaner Injektion von 200 bis 600 mg/kg Kérpergewicht trat der Tod der
Muttertiere 5 bis 26 Minuten nach der Injektion ein und von den Tieren, die
50 mg/kg Koérpergewicht subkutan erhielten, starb eines innerhalb von 4
Stunden und ein zweites wahrend der folgenden Nacht. Die verbliebenen 5
Kaninchen wurden nach 5 Stunden (3 Tiere) oder 8 Stunden (2 Tiere) geto-
tet und ihre Uteri untersucht. Letztere waren zyanotisch. Alle Embryonen
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der nach 5 Stunden getdteten Muttertiere lebten, wiesen aber Erweiterun-
gen der vorderen und hinteren Kardialvenen auf. Aulerdem wurden bei 20
von 21 Embryonen petechiale Hamorrhagien in der Schadelgegend und
bei 7 von 21 Embryonen rote Flussigkeitsansammlungen in der Perikard-
hohle beobachtet. Die 16 Embryonen der nach 8 Stunden untersuchten
Muttertiere waren abgestorben. Diese Effekte wurden von den Autoren als
Folge der Maternaltoxizitat von Hydroxylaminhydrochlorid gedeutet. Um
diese zu vermeiden, wurde in einem weiteren Versuch das Produkt nach
Laparotomie der Muttertiere direkt in das Zélom der Embryonen injiziert.
Die Dosierungen betrugen 200 ug (4 Muttertiere), 100 bis 175 ug (4 Mutter-
tiere), 75 ug (6 Muttertiere), 50 ug (6 Muttertiere) bzw. 25 ug (5 Muttertiere)
pro Embryo. Die kontralateralen Embryonen erhielten als Kontrolle Koch-
salzlésung. Dosen von 75 pg und hoher erwiesen sich mit einer Resorp-
tionsrate von 84 bis 100 % als embryoletal. Die hier Uberlebenden insge-
samt 5 Feten hatten ein statistisch signifikant erniedrigtes Kérpergewicht
und 2 dariiber hinaus Schadel- und Sternummif3bildungen. Nach 25 und 50
Hg/Embryo betrug die Resorptionsrate etwa 60 %, doch zeigten die Uberle-
benden Feten weder vermindertes Korpergewicht noch strukturelle Mif3bil-
dungen. Auch hier kam es, ahnlich wie nach Applikation von Hydroxylamin
(siehe DeSesso, 1980), mikroskopisch zu Nekrosen der Extremitatenknos-
pen. Somit erwies sich Hydroxylaminhydrochlorid bei direkter Injektion in
das Zo6lom bereits in Dosen von 25 pg/Embryo als embryotoxisch. Die Ver-
anderungen der Extremitatenknospen deuten auf ein teratogenes Potential
hin, wenn der Stoff den Wirkungsort, wie bei der oben beschriebenen Ver-
suchsanordnung, erreicht (DeSesso und Goeringer, 1990). Die Aussage-
kraft dieser Befunde fir die Verhaltnisse der Praxis ist auch hier zweifel-
haft.

Die wiederholte Gabe von 0,1 % Hydroxylaminhydrochlorid im Trinkwasser
an Meerschweinchen fiihrte bei einem trachtigen Tier zu Spataborten. Ab
0,15 % kam keine Tréachtigkeit mehr zustande (3 Tiere). 2 Meerschwein-
chen, die 0,03 % Hydroxylaminhydrochlorid im Trinkwasser erhielten, hat-
ten normale Nachkommen. Bei Gabe von 0,02 bis 0,05 % wurden bei den
Tieren Veradnderungen der Geschlechtsorgane, wie Atrophie der Leydig-
Zellen, partielle Aspermie, Atrophie der Samenblasen sowie nicht ausrei-
fende Follikel, abnorme Gelbkdrper und Nekrosen der Plazenta, beobach-
tet (keine weiteren Angaben; Atallah, 1966).
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Hydroxylaminhydrochlorid wurde an 4 trachtige Milchkihe in Dosen von 40
bis 60 mg/kg Korpergewicht mit Getreide verfittert, wobei jeweils 1/4 der
Dosis 4mal taglich verabfolgt wurde. Die Behandlung begann nach dem 2.
Monat der Trachtigkeit und dauerte bis zu deren Ende. Die Kélber wurden
innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt seziert. Bei den Muttertieren
waren neben einem erhéhten Methamoglobingehalt von 10 bis 15 % Ery-
throzytenzahl und Hamatokrit reduziert, der Trachtigkeitsverlauf blieb den-
noch unbeeinflu3t. Keines der Kalber wies Mi3bildungen auf (Winter und
Hokanson, 1964).

Weiterhin wurde Uber die Wirkung von Hydroxylaminhydrochlorid auf die
embryonale Entwicklung von Kiken berichtet. Am 3. Tag der Inkubation
wurde ein Fenster in die Eier gebohrt und dieses mit einem durchsichtigen
Klebestreifen verschlossen. Am 3., 6., 7., 10., 12. oder 13. Tag der Inkuba-
tion erfolgte die Injektion von 0,1 ml einer Hydroxylaminhydrochlorid-L&-
sung in die Luftkammer. Drei verschiedene Dosen wurden am 3. Tag appli-
ziert: 0,25 bis 1,0 mg, 0,012 bis 0,1 mg und 0,001 bis 0,006 mg. Am 6., 7.,
10. und 12. Tag wurden 0,006 mg und am 13. Tag 0,012 mg injiziert. Am
14. Tag der Inkubation wurden alle Embryonen getdtet und makroskopisch
auf MiRbildungen untersucht. Die Kontrollen wiesen insgesamt 10,6 % Mif3-
bildungen auf im Vergleich zu 15 % in den mit dem Hydrochlorid behandel-
ten Gruppen. Aus diesen Ergebnissen schlossen die Autoren, dal3 Hydro-
xylaminhydrochlorid einen sehr schwachen teratogenen Effekt nach Appli-
kation an Huhnerembryonen am 6. bis 13. Tag der Inkubation induzierte,
der sich in einer erhdhten Haufigkeit an Kurzfligeligkeit (,Brachymelia®) in
den mit dem Hydroxylaminhydrochlorid behandelten Gruppen im Vergleich
zu den Kontrollen darstellte. Hinsichtlich weiterer MiRbildungen zeigten
sich praktisch keine Unterschiede zwischen der Kontrolle und den behan-
delten Gruppen (Stoll et al., 1967 a, b). Eine Ubertragung dieser Befunde
auf Saugersysteme ist jedoch kaum mdoglich, da die bei Saugern vorhande-
nen Resorptionsschranken und Entgiftungsmechanismen unbericksichtigt
bleiben. Weiterhin ist dieses Versuchssystem tberhdht empfindlich und es
kann nicht zwischen teratogenen und embryoletalen Wirkungen unter-
schieden werden (Skofitsch, 1988; Neubert et al., 1992; Neubert, 1993;
Heinrich-Hirsch, 1992).
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Hydroxylaminsulfat

In einer Dosisfindungsstudie zu einer umfassenden Untersuchung zur préa-
natalen Toxizitat von Hydroxylaminsulfat wurden Gruppen von je 10 trachti-
gen Wistar-Ratten mit Dosierungen von 5, 15 und 30 mg/kg Kérpergewicht
vom 6. bis 15. Tag der Trachtigkeit taglich oral mit der Schlundsonde be-
handelt. Das Hydroxylaminsulfat (98,6 % rein) war jeweils in 5 ml Was-
ser/kg Korpergewicht gelost. Eine Kontrollgruppe erhielt nur Wasser. Der
Futterverbrauch, die Entwicklung des Korpergewichtes und auftretende kli-
nische Symptome wurden von allen Tieren bis zum Versuchsende beob-
achtet. Am 16. Tag der Trachtigkeit wurden alle Tiere getétet, Untersu-
chungen des Blutes durchgefihrt, die Gewichte von Leber, Nieren und Milz
bestimmt sowie der Uterus und die vorhandenen Feten untersucht. An den
Muttertieren wurde eine Reihe von Reproduktionsparametern, wie die Zahl
der Gelbkorper, der Implantationsstellen und der Préa- und Postimplanta-
tionsverluste, bestimmt. An den Feten wurde das Gewicht gemessen, le-
bende und tote Feten gezahlt und eine aulRerliche Examination der Feten
vorgenommen. Histopathologische Untersuchungen wurden in keinem Fall
durchgefuihrt. Alle Tiere Uberlebten bis zum Versuchsende und zeigten kei-
ne substanzbedingten Abweichungen des Futterverbrauches, der Koérper-
gewichtsentwicklung oder klinische Symptome bis zur hdchsten Dosis von
30 mg/kg Korpergewicht. In den beiden oberen Dosisgruppen traten signifi-
kante Veréanderungen des roten Blutbildes und der Zahl der Leukozyten
auf, die Ausdruck einer schweren Andmie mit Heinz-Korper-Bildung waren.
Der Anstieg der Leukozyten war deutlich dosisabhangig, ebenso wie der
Anstieg der Retikulozyten und die massive Vermehrung der Heinz-Kérper.
Hamoglobin und Hamatokrit waren signifikant erniedrigt. Der Sauerstoffge-
halt und die Sauerstoffkapazitat im peripheren Blut der mit 15 und 30 mg
Hydroxylaminsulfat/kg Kérpergewicht behandelten Tiere war signifikant er-
niedrigt. Die Blutgerinnung wurde durch die Gabe der Priufsubstanz nicht
verandert, die blutchemischen und klinisch-chemischen Parameter zeigten
keine Abweichungen von der Norm, bis auf das Gesamthilirubin, das in
Korrelation zum erhdhten Zerfall roter Blutzellen in den beiden hohen Do-
sisgruppen erhoht war. Das absolute und relative Milzgewicht war in diesen
Dosisgruppen (15 und 30 mg/kg Kdorpergewicht) deutlich erhéht, in der
niedrigsten Gruppe (5 mg/kg Kérpergewicht) nur schwach, aber signifikant.
Die Gewichte von Leber, Nieren und Uterus der Tiere waren durch die
Substanzgabe nicht beeinfluf3t. Alle untersuchten Reproduktionsparameter
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der Muttertiere sowie die Zahl und das Gewicht der Feten waren durch die
Behandlung mit Hydroxylaminsulfat mit keiner der eingesetzten Dosierun-
gen verandert. Die auRerliche Begutachtung der Feten zeigte in keinem
Fall eine Wirkung des Stoffes (BASF, 1992 b).

In der anschlieBenden umfassenden Studie (entsprechend OECD-Richtli-
nie Nr. 414) wurden Gruppen von 22 bis 24 trachtigen Wistar-Ratten mit
Hydroxylaminsulfat (98,4 % rein) in Dosierungen von O (Kontrollen), 1, 3,
10 und 20 mg/kg Korpergewicht mit der Schlundsonde per os vom 6. bis
15. Tag post coitum behandelt. Die Testsubstanz wurde in einer wafrigen
Lésung in einem Volumen von 5 mi/kg Kérpergewicht verabreicht. Am 20.
Tag p.c. wurden alle Tiere getdtet und wie in der Dosisfindungsstudie un-
tersucht, einschlie3lich der Bestimmung der Milzgewichte. Die Feten wur-
den herausgenommen, Geschlecht und Gewicht bestimmt und auf auf3erli-
che MiRbildungen sowie auf etwaige Befunde am Skelett und an den
Weichteilen untersucht. Mit keiner der verabreichten Dosierungen an Hy-
droxylaminsulfat wurden substanzbedingte teratogene Wirkungen beob-
achtet. Auch Anzeichen flr eine Embryo- oder Fetotoxizitat fehlten. Bei den
mit 10 und 20 mg/kg Korpergewicht behandelten Muttertieren zeigten sich
toxische Effekte, die sich als statistisch signifikante Vergréf3erung der Milz
um 100 bzw. 60 % manifestierten, als Ursache einer schweren hamolyti-
schen Anamie mit den entsprechenden Veréanderungen des Blutbildes, wie
auch in der vorstehend beschriebenen Dosisfindungsstudie mit Dosierun-
gen von 5, 15 und 30 mg Hydroxylaminsulfat/kg Kérpergewicht an trachti-
gen Wistar-Ratten gezeigt wurde. Sonstige, durch Hydroxylaminsulfat be-
wirkte toxische Veranderungen wurden an den Muttertieren nicht beobach-
tet (BASF, 1994).

Im Rahmen einer Studie zur subchronischen Toxizitat von Hydroxylamin-
sulfat, bei der mannliche und weibliche Wistar-Ratten 3 Monate lang mit
Dosierungen von téaglich bis zu 21 mg/kg Korpergewicht tUber das Trink-
wasser behandelt wurden (siehe Kapitel 7.5), erfolgte auch eine Befundung
makroskopischer und mikroskopischer Veranderungen der Geschlechtsor-
gane. Prufsubstanzbedingte Veranderungen wurden weder bei den Hoden-
gewichten noch bei der lichtmikroskopischen Untersuchung der Ovarien,
des Uterus und der Hoden gefunden (BASF, 1989 b).
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7.9  Wirkungen auf das Immunsystem

Keine Information vorhanden.

7.10 Neurotoxizitat

Bereits 1889 wurden bei einem Kaninchen, dem subkutan 55 mg Hydroxyl-
aminhydrochlorid/kg Kérpergewicht appliziert wurden, 10 Minuten nach der
Behandlung Unruhe, klonische Zuckungen, Strychnin-artige Streckung,
Nystagmus und erhdhte Respirationsfrequenz beobachtet. Die Symptome
hielten bis zu 7 Stunden nach der Applikation an (Lewin, 1889).

Nach Verabreichung von 10 ml einer 2prozentigen Hydroxylaminhydrochlo-
rid-Lésung oder einer 3prozentigen Hydroxylaminsulfat-Losung/kg Korper-
gewicht an Ratten (entsprechend 200 bzw. 300 mg/kg Kdorpergewicht) mit
der Schlundsonde an jedem zweiten Tag Uber 2 Monate wurde bei klinisch
nicht sicher diagnostizierbaren motorischen Ldhmungen an den Extremita-
ten lichtmikroskopisch ein massiver Markscheidenabbau am Nervus ischia-
dicus beobachtet, der vergleichbar mit der nervenfaserschadigenden Wir-
kung von Isoniazid war (keine weiteren Angaben; Klinghardt, 1961).

In einer Untersuchung an Schafen, die Dosierungen an Hydroxylaminhy-
drochlorid in einer Héhe erhielten, die ihr Uberleben fiir mehr als einige Ta-
ge ermdglichte, wurde eine deutliche Methamoglobindmie, aber keine Ab-
normalitdten des zentralen Nervensystems beobachtet. Die Angaben zu
den verabreichten Dosierungen sind unklar. Es heilt: ,Einzeldosierungen
betrugen zwischen 25 und 50 mg/kg. 6 Schafe erhielten von 150 bis 3225
mg/kg in 6 bis 184 Tagen“ (keine weiteren Angaben; Hurst, 1942).

7.11 Sonstige Wirkungen

Hydroxylamin

Es wurde berichtet, dal’ die Inkubation von Ochsen- oder Schweineleber-
Carboxylesterasen (in vitro) mit einer 0,25 M Konzentration von Hydroxyl-
amin (entsprechend 8,25 mg/ml) eine rasche Inaktivierung dieser Enzyme
bewirkte (Runnegar et al., 1968).
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Beschrieben wurde auch eine Steigerung der Aromatase-Aktivitat des mi-
krosomalen Cytochrom P-450 der menschlichen Plazenta in vitro durch ei-
ne 5 x 10% M Konzentration (entsprechend 16,5 mg/ml) von Hydroxylamin.
Die Aktivitat betrug 140 % derjenigen der Kontrolle (Zachariah et al., 1976).

In der Mitochondrienfraktion eines Hirnrindenhomogenates von mannlichen
Wistar-Ratten stimulierte Hydroxylamin in einer Konzentration von 2 mM
(entsprechend 66 pg/ml) die Guanylat-Cyclase bis zum 25fachen der nor-
malen Aktivitat. Eine Aufspaltung der rohen Mitochondrienfraktion durch
fraktionierte Zentrifugation zeigte, daf3 sich die Guanylat-Cyclase selbst in
der l6slichen Fraktion befand, der sie aktivierende Faktor aber in den Mito-
chondrien lokalisiert war, auf die das Hydroxylamin einwirkte (Deguchi,
1977).

Hydroxylaminhydrochlorid

Die subkutane Injektion von 0,015 mmol/Maus (entsprechend ca. 50 mg/kg
Korpergewicht) an 4 aufeinanderfolgenden Tagen fiihrte zu einer voriber-
gehenden Inhibierung der Katalaseaktivitat in Blut und Leber, die jedoch
nach 6 Tagen reversibel war (Adams und Roe, 1953).

Bei der Untersuchung der Wirkung von Hydroxylaminhydrochlorid auf Rin-
derherz-Zytochromoxidase in vitro wurde eine dosisabhangige Hemmung
in einem Konzentrationsbereich von 1,6 x 10 bis 4,6 x 10° M (entspre-
chend 1,1 bis 320 pg/ml) festgestellt (Yoshikawa und Orii, 1970).

Hydroxylaminhydrochlorid wurde auf seine therapeutische Wirkung bei
Cyanid-Vergiftung an mannlichen CD-Mausen untersucht. Nach intraperito-
nealer Injektion von Natriumcyanid betrug die LDsy, 6 mg/kg Kdrpergewicht.
Die intraperitoneale Injektion von 76 mg Hydroxylaminhydrochlorid/kg Koér-
pergewicht 10 Minuten vor der Cyanid-Injektion resultierte in einer Cyanid-
LDsy von 8,8 mg/kg Korpergewicht. Die Schutzwirkung war damit nur
schwach ausgepragt und nur etwa halb so stark wie die von Natriumnitrit
(Kruszyna et al., 1982).

20 mannliche Wistar-Ratten (248 + 20 g) erhielten 1 bis 63 Tage lang 0,3 g
Hydroxylaminhydrochlorid/l Trinkwasser (4,3 mM). Am Ende des Versu-
ches betrug die kumulierte Menge 755 + 121 umol/kg Koérpergewicht (ent-
sprechend 53 £ 8 mg/kg Kdrpergewicht). Gemessen wurden einige bioche-
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mische Parameter nach 1, 49 und 63 Behandlungstagen im Gesamthirnho-
mogenat, im Gliazellhomogenat und im Muskelhomogenat (je 5 Ratten).
Von den untersuchten Enzymaktivitdten der Acetylcholinesterase, Succi-
nat-Dehydrogenase, Kreatinkinase und zyklische Nukleotid-Phosphohydro-
lase war nach 62 Behandlungstagen nur die Aktivitat der Kreatinkinase im
Muskelgewebe schwach erhéht (Savolainen, 1984). Die Bedeutung dieser
Befunde ist unklar.

An anésthesierten Hunden und Katzen bewirkte die intravendse Injektion
von Hydroxylaminhydrochlorid eine dosisabhangige Blutdrucksenkung. Bei
Katzen sank der Blutdruck nach 2, 4, 6 bzw. 8 mg/kg Kérpergewicht auf 57,
61, 63 bzw. 53 % der Ausgangswerte. Die Effekte waren langsamer rever-
sibel als nach 6 mg Natriumnitrit/kg Kérpergewicht (Kruszyna et al., 1984).

Hydroxylaminhydrochlorid hemmte die Insulinsekretion von isolierten Lan-
gerhans’schen Inseln und von Insulin-ausscheidenden Zellen der Linien
HIT-T15 und RINmS5F in vitro. Die Langerhans’schen Inseln wurden aus er-
wachsenen weiblichen Ratten (Sprague-Dawley) isoliert und nach 30 Minu-
ten Vorinkubation fur weitere 30 Minuten mit einer Konzentration von 1 mM
Hydroxylaminhydrochlorid (entsprechend 70 pg/ml) inkubiert. Die gleiche
Versuchsanordnung wurde fiir Glukose-induzierte HIT-T15-Zellen (Passa-
ge 76-80) und Glycerinaldehyd-induzierte RINm5F-Zellen (Passage 101-
102) angewendet. In allen Fallen wurde die Insulinsekretion stark und si-
gnifikant bis zu 75 % gehemmt. Der Gehalt an zyklischem GMP (Guanosin-
monophosphat) wurde in den Langerhans’schen Inseln erhdht, in den Zell-
kulturen nicht. Eine Erhéhung des Gehaltes an zyklischem AMP (Adeno-
sinmonophosphat) war nur in der RINm5F-Kultur nachweisbar. Die Autoren
fuhrten die Wirkung des Hydroxylaminhydrochlorids auf die Bildung von
NO als Zwischenprodukt bei der Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit und
Nitrat zuriick (Cunningham et al., 1994).

Hydroxylaminsulfat

Keine Information vorhanden.
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8 Erfahrungen beim Menschen

Hydroxylamin

Es wurde berichtet, dal am Ende eines Arbeitstages bei Beschéaftigten
nach dem Umgang mit Hydroxylamin im Blut Methdmoglobinkonzentratio-
nen von bis zu 25 % gefunden wurden (keine weiteren Angaben; CHIP,
1984).

Hydroxylaminhydrochlorid

Es liegt ein Bericht Gber eine akute Vergiftung durch Hydroxylaminhydro-
chlorid beim Menschen nach oraler Aufnahme vor, in dem die Befunde bei
einer Frau beschrieben wurden, die angeblich etwa ,2 Schluck® einer L6-
sung des Hydroxylaminhydrochlorids versehentlich getrunken hatte. Unmit-
telbar nach der Aufnahme fanden sich keine Beschwerden, jedoch 2 Stun-
den spater stellten sich Ubelkeit, Erbrechen und Zyanose der N&gel ein.
Des weiteren entwickelte sich eine progressive hamolytische Andmie mitt-
leren Grades mit Leukozytose und erhohter Blutsenkungsgeschwindigkeit.
Die Rekonvaleszenz dauerte 5 Wochen. Thrombozytenzahl, Blutungszeit
und Gerinnungszeit waren normal (Makotcenko und Rutstejn, 1974).

Nach einem kasuistischen Beitrag fuhrte die dermale Exposition gegenliber
Hydroxylaminhydrochlorid bei 5 von 13 Beschéftigten zu einer ekzemato-
sen Dermatose, die an den oberen Extremitéaten, im Gesicht und am Hals
lokalisiert war. Nach diagnostischer Testung wiesen alle 5 Personen eine
positive Hautreaktion als Zeichen einer Kontaktallergie gegen Hydroxyl-
aminhydrochlorid auf (Gobbi, 1970).

Es wurde weiterhin berichtet, dal} der Kontakt der Haut mit Hydroxylamin-
hydrochlorid zu Irritationen mit Juckreiz fuhrte, der sich wahrend der Nacht
verstarkte. Nach langerer Exposition kam es in einigen Fallen zur Entwick-
lung einer allergischer Dermatitis vom erythematds-squamésem Typ, wo-
bei hauptsachlich Rumpf und unteres Drittel der Unterarme betroffen wa-
ren. Diese trat meist 1 bis 2 Wochen nach Arbeitsbeginn, manchmal jedoch
auch erst nach langerer Dauer (bis zu 3 bis 5 Jahren) auf (Parmeggiani,
1983).
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Bei 7 von 20 in der Produktion von Hydroxylaminhydrochlorid Beschéftig-
ten entwickelte sich innerhalb von 2 bis 60 Tagen eine Kontaktdermatitis.
Alle Personen zeigten bei der diagnostischen Epikutantestung mit einer
0,1- bzw. 1prozentigen Hydroxylaminhydrochlorid-Lésung eine positive
Hautreaktion (Folesky et al., 1971).

In einer weiteren Kasuistik wurde tiber 11 Personen berichtet, die alle aus
dem gleichen Betrieb stammten und mit Hydroxylaminhydrochlorid und
-sulfat gearbeitet hatten. 4 hatten ekzematdse Hautveranderungen an den
Handen mit Nagelveranderungen, 6 klagten nur Uber subjektive Empfin-
dungen, wie Kribbeln und Juckreiz. 6 der 11 Patienten reagierten auf eine
Testung mit 2- und 1prozentiger wafriger Lésung von Hydroxylaminsulfat
positiv, 3 von 11 auch auf eine 0,1prozentige Lésung. Von 34 Kontrollper-
sonen reagierten allerdings ebenfalls 14 auf eine Testung mit 2- und 1pro-
zentiger Lésung positiv (Pellerat und Chabeau, 1975).

Auch bei einer nicht atopischen, vorher gesunden 32jahrigen Frau, die als
Laborantin in einem Wasserlabor 0,5 bis 2 Stunden taglich mit einer L6-
sung von Hydroxylaminhydrochlorid in Beriihrung kam, stellte sich eine
Dermatitis an den Handen ein, die sich spéater auf ihre Arme und ihr Ge-
sicht ausbreitete. Im Patch-Test wurde nachgewiesen, dal3 es sich um eine
Kontaktallergie gegen Hydroxylamin handelte. Bei Vermeidung des Kon-
taktes verschwand die Erkrankung (Estlander et al., 1997).

Hydroxylaminsulfat

Es wurde Uber einen Arbeiter berichtet, der beruflich mit Farbenentwick-
lungschemikalien beschéftigt war. Er hatte mit verschiedenen Farbentwick-
lern zu tun, von denen einer u. a. Hydroxylaminsulfat enthielt. 5 Monate
nach Beginn seiner Beschaftigung entwickelte sich ein chronisches Hand-
ekzem mit teilweiser Abldsung der Fingernégel. Pilzinfektionen konnten
ausgeschlossen werden. Im Patch-Test erwies sich nur der Hydroxylamin-
sulfat-haltige Entwickler und von dessen Komponenten nur Hydroxylamin-
sulfat (2- und 5prozentig in Wasser) nach 24 Stunden als positiv und nach
96 Stunden als stark positiv (Goh, 1990).

In einer Untersuchung an freiwilligen Probanden wurden alle Testpersonen
an 3 Tagen/Woche fur 24 Stunden okklusiv mit einer L6sung von 0,05 %
Hydroxylaminsulfat in Wasser tber 3 Wochen an der gleichen Hautstelle
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behandelt. Nach einer Wartezeit von weiteren 2 Wochen erfolgte die Auslo-
sung in einem Patch-Test an einer unbehandelten Hautstelle. Probanden
mit auf ein allergisches Hautekzem hinweisendem Befund wurden zur Be-
statigung einer zweiten Auslosung 3 Wochen spater unterzogen. Von 76
Testpersonen reagierten 3 eindeutig positiv (Griffith und Buehler, 1977).

9 Einstufungen und Grenzwerte

Hydroxylamin und seine Salze sind von der Senatskommission zur Priifung
gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (MAK-Kommission) in der MAK- und BAT-Werte-Liste 2000 mit ,Sh*
fur hautsensibilisierende Stoffe markiert worden (DFG 2000; Greim, 2000).

Im Anhang | der Richtlinie 67/548/EWG sind Hydroxylamin und seine Salze
mit R43 als sensibilisierend legal eingestuft und gekennzeichnet worden.

10 Arbeitsmedizinische Empfehlungen

Im Hinblick auf die Methamoglobinbildung - auch nach dermaler Aufnahme
- sind arbeitsmedizinische Vorsorgeuntersuchungen, angelehnt an den Be-
rufsgenossenschaftlichen Grundsatz G33 (aromatische Nitro- und Amino-
verbindungen), angezeigt, obwohl es sich um ein nicht aromatisches Amin
handelt.
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