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o-Chlornitrobenzol

o-Chloronitrobenzene

Zu m-Chlornitrobenzol (Nr. 74) liegt ebenfalls eine TOXIKOLOGISCHE BE-
WERTUNG vor, die zum Vergleich herangezogen werden kann.

1 Zusammenfassung und Bewertung

o-Chlornitrobenzol wird bei entsprechender Exposition sowohl Uber die
Haut und den Magen-Darm-Trakt als auch tber die Atemwege vom Korper
aufgenommen. In Untersuchungen mit dem **C-markierten Stoff an Ratten
konnte gezeigt werden, dass o-Chlornitrobenzol nach oraler Verabreichung
bis zu 80 % und nach offener dermaler Verabreichung zu mindestens 40 %
aufgenommen wird. Der wesentliche Teil des Stoffes wird in Form von Me-
taboliten innerhalb der ersten 24 Stunden mit dem Urin (60 bis 80 % der
aufgenommenen Menge) und mit den Faeces (20 bis 30 % der aufgenom-
menen Menge) wieder ausgeschieden. Bei sehr hohen Dosierungen, wie
z. B. 200 mg/kg Korpergewicht oral, erfolgt die Ausscheidung Uber den
Urin verzogert und die Ausscheidung Uber die Faeces ist stark unterdrickt.
Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung des enterohepatischen Kreislaufes,
aber keinerlei Anzeichen fur eine Kumulation von o-Chlornitrobenzol oder
von einem seiner Metaboliten. Im Gewebe wird nur ein sehr kleiner Teil der
verabreichten Radioaktivitdt gefunden. Hauptwege des Metabolismus von
0-Chlornitrobenzol im Kdrper sind die Reduktion der Nitro-Gruppe zur Ami-
no-Gruppe und die Hydroxylierung am Benzol-Ring. Gebildet werden ne-
ben o-Chloranilin die entsprechenden Nitro- und Aminophenole, die als
Konjugate mit Glukuronséaure und Schwefelsaure ausgeschieden werden.
0-Chloranilin tritt auch unkonjugiert in Urin und Faeces auf. Bei der Reduk-
tion der Nitro-Gruppe zur Amino-Gruppe entsteht als sehr reaktives Zwi-
schenprodukt die Hydroxylamin-Verbindung, die sowohl in vivo an Ratten
als auch in vitro nachgewiesen worden ist.

Bei oraler bzw. dermaler akuter Applikation erweist sich o-Chlornitrobenzol
als gesundheitsschadlich bis giftig. Als orale LDsg, fir Ratten liegen Werte
zwischen 144 und 560 mg/kg Korpergewicht vor, fir Mause zwischen 135
und 440 mg/kg Korpergewicht. Fur Kaninchen betragt die orale LDg, 280
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mg/kg Kdrpergewicht und die dermale LDsoy 355 bis 445 mg/kg Kdrperge-
wicht. Mannliche Ratten zeigen eine dermale LDsy von 655 mg/kg Korper-
gewicht und weibliche Ratten von 1320 und 1796 mg/kg Koérpergewicht.
Als typisches Vergiftungssymptom tritt Zyanose auf. Bei der einmaligen Be-
handlung mit niedrigen o-Chlornitrobenzol-Dosierungen wird an Ratten und
Katzen Methamoglobindmie festgestellt. Die Bestimmung der akuten Toxi-
zitat nach Inhalation ist wegen des geringen Dampfdruckes von o-Chlornit-
robenzol bei 31,8 °C Umgebungstemperatur durchgefiihrt worden und er-
gab eine approximative LCsq flr Ratten von 3200 mg/m3.

Bei Untersuchungen an Kaninchen zeigt o-Chlornitrobenzol keine haut-
und augenreizenden Wirkungen. An Ratten und Meerschweinchen durch-
gefuhrte Untersuchungen, die nur unvollstandig dokumentiert sind und in
denen heute nicht mehr gebrauchliche Methoden benutzt worden sind, ge-
ben einen Hinweis auf eine sensibilisierende Wirkung, lassen aber eine ab-
schlieRende Bewertung nicht zu.

In einer Reihe von Untersuchungen, in denen o-Chlornitrobenzol tber 14
Tage, 4 Wochen, 3 bzw. 7 Monate oral oder durch Inhalation an Ratten
oder Mause verabreicht wurde, erweist sich das hdmatopoetische System
aufgrund der starken Methamoglobinbildung, die zu einer hamolytischen
Anamie fihrt, als Hauptzielorgan der toxischen Wirkung des Stoffes. In al-
len Untersuchungen wird unabhangig von Spezies und Verabreichungsweg
durch die Gabe von o-Chlornitrobenzol der Methamoglobingehalt im Blut
stark erhoht und der Hamoglobingehalt gesenkt. Weitere Veranderungen
sind Senkung der Zahl der Erythrozyten und Leukozyten sowie des Hama-
tokrits, Erhohung der Zahl der Lymphozyten, Thrombozyten und Retikulo-
zyten und eine starke Erh6hung der Bildung von Heinz-Kdorpern. Soweit un-
tersucht ist die Milz dunkel gefarbt, vergroRert und das Milzgewicht erhoht.
In der Milz zeigt sich eine Hamosiderinablagerung, eine leichte bis mittlere
Hamatopoese und eine minimale Hyperplasie der roten Pulpa. Schwacher
sind die Einwirkungen auf die Leber. Das Lebergewicht ist nach langerer
Behandlung erhdht, die Leberfunktion leicht gestort und histologisch ist ei-
ne zentrilobuldre Hypertrophie festzustellen. Die Nierengewichte sind et-
was erhoht, ohne dass Funktionsstdrungen beobachtet werden. Andere
Organe sind nicht betroffen. Fir die toxischen Effekte des o-Chlornitroben-
zols nach langerer Exposition kénnen aus den vorliegenden Befunden Do-
sierungen ohne Wirkung nicht abgeleitet werden. In den inhalativen Stu-
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dien Uber 13 Wochen an Maus und Ratte sind die niedrigsten Dosierungen
von 7 mg/m3 noch wirksam.

Zahlreiche Untersuchungen zur Gentoxizitat von o-Chlornitrobenzol in vitro
ergeben widersprichliche Befunde. In Testen mit Salmonella typhimurium
werden mit den meisten eingesetzten Stammen eindeutig negative Ergeb-
nisse erhalten. Die Stamme TA 98 und TA 100 reagieren in 12 bzw. 13
durchgefiihrten Testen mit metabolischer Aktivierung durch Zusatz von S9-
Mix in der Halfte der Falle positiv (5 bzw. 7 Untersuchungen), in der ande-
ren Halfte negativ (7 bzw. 6 Untersuchungen). Ohne metabolische Aktivie-
rung werden fast nur negative Ergebnisse berichtet. Nur in zwei Fallen wer-
den mit dem Salmonella typhimurium-Stamm TA 1538 positive Testergeb-
nisse erhalten. Dem stehen zwei negative Ergebnisse aus vergleichbaren
Testen entgegen. Negativ verlaufen sind auch mehrere Teste mit Escheri-
chia coli und ein umu-Test mit Salmonella typhimurium auf DNA-schadi-
gende Wirkung. Widersprtchlich sind auch die Ergebnisse der Teste an
Saugerzellen. Von zwei berichteten Untersuchungen zur Chromosomen-
aberration an CHO-Zellen verlauft eine eindeutig negativ, die andere
schwach positiv. An den gleichen Zellen ist auch ein Test auf Schwester-
Chromatid-Austausch schwach positiv. Ein Genmutationstest an V79-Zel-
len und ein UDS-Test an primadren Rattenhepatozyten sind eindeutig nega-
tiv. Zur Gentoxizitat von o-Chlornitrobenzol in vivo liegen nur wenige Daten
vor. In zwei geschlechtsgebundenen rezessiven Letal-Testen an Drosophi-
la melanogaster erweist sich der Stoff als nicht gentoxisch. Die einmalige
intraperitoneale Gabe von 60 mg o-Chlornitrobenzol/kg Korpergewicht an
Mausen fuhrt zum vermehrten Auftreten von DNA-Bruchstticken nach Iso-
lierung der Zellkerne aus Leber und Niere der Tiere und Eluierung der DNA
daraus. Nach den vorliegenden Untersuchungen ist o-Chlornitrobenzol
nicht als gentoxisch zu bewerten und ist auch nicht legal eingestuft worden.

Fur die Bewertung der kanzerogenen Wirkung von o-Chlornitrobenzol steht
nur das Ergebnis einer Langzeitstudie mit 18-monatiger Behandlung von
Ratten und Mausen zur Verfigung und eine 4-Wochen-Studie an Mausen
zur Ausbildung praneoplastischer Leberfoci und Beeinflussung des Leber-
zellstoffwechsels durch o-Chlornitrobenzol. In der den heutigen Anforde-
rungen in Durchfihrung und Dokumentation nicht entsprechenden Lang-
zeitstudie ist nach Gabe von 100 mg o-Chlornitrobenzol/kg Koérpergewicht
(spater 50 mg/kg Korpergewicht) im Futter Gber 18 Monate und einer wei-
teren Wartezeit von 6 Monaten bei Ratten eine erhéhte Tumorinzidenz ge-
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genuber den Kontrollen beobachtet worden. Es handelt sich um sehr unter-
schiedliche Tumoren in verschiedenen Organen. Bei der Behandlung mit
einer hoheren Dosierung an o-Chlornitrobenzol (200 mg und spater 100
mg/kg Korpergewicht) sind keine erhdhten Tumorzahlen gegenuber den
Kontrollen aufgetreten. Bei Mausen, die 18 Monate mit o-Chlornitrobenzol
behandelt (zunachst 300 mg und spater 150 mg/kg Korpergewicht) und die
noch weitere 3 Monate mit Normalfutter gehalten worden sind, ist die An-
zahl an Hepatomen gegentber den Kontrollen erh6ht gewesen. Auch hier
hat sich der Befund bei Mannchen nach Gabe einer héheren Dosierung
von 600 mg und spater 300 mg/kg Korpergewicht nicht bestatigt. Nur die
weiblichen Mause haben auch bei dieser hohen Dosierung den gleichen
Effekt wie bei der niedrigen Dosierung gezeigt. In der 4-Wochen-Studie an
Mausen hat o-Chlornitrobenzol bei Gabe von 5, 50 und 500 mg/kg Korper-
gewicht mit dem Futter nicht zur Ausbildung der typischen Leberfoci ge-
fuhrt. Es ist jedoch nachgewiesen worden, dass in den Hepatozyten dosis-
abhangig Veranderungen des Kohlenhydratstoffwechsels stattfinden. Ins-
besondere bei der mittleren und der héchsten Dosis ist es zu einer starken
Abnahme der Glukoneogenese und des Glykogengehaltes in den Leber-
zellen sowie zu einer Steigerung der Glykolyse und des Pentosephosphat-
Weges gekommen. Damit wird in den Hepatozyten eine Stoffwechsellage
induziert, die nach Interpretation der Autoren dieser Studie die Entstehung
von Tumoren moglicherweise begulinstigen kbnnte. Die aufgeftihrten Unter-
suchungen geben Hinweise auf ein mogliches kanzerogenes Potential des
Stoffes.

Werden weibliche Ratten vom 6. bis 15. Tag der Trachtigkeit taglich mit bis
zu 100 mg o-Chlornitrobenzol/kg Korpergewicht oral mit der Schlundsonde
behandelt, so ergibt sich gegeniber den mitgeftihrten Kontrollen keine Ab-
weichung der Rate der Fruchtbarkeit, der mittleren Zahl der lebenden und
toten Feten, der gesamten Implantationen, der spaten Resorptionen und
der Corpora lutea oder der Praimplantationsverluste, obgleich es bei dieser
hohen Dosierung zu Korpergewichtsverlust und reduzierter Futteraufnah-
me der Muttertiere kommt. Es werden auch keine biologisch relevanten
Unterschiede zur Kontrolle in der Zahl der Jungtiere festgestellt, die eine
Missbildung an Organen oder dem Skelett aufweisen. Somit besteht hier
weder eine teratogene Wirkung des o-Chlornitrobenzols noch sind embryo-
oder fetotoxische Effekte nachweisbar. In einer Studie, in der Ratten und
Mausen uber 13 Wochen o-Chlornitrobenzol mit der Atemluft verabreicht
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worden ist (Konzentration bis zu 115,2 mg/m3), wird bei Weibchen kein Un-
terschied des durch Vaginalzytologie bestimmten Ostruszyklus gegeniiber
den Kontrollen festgestellt. Bei den mannlichen Ratten kommt es bei der
hochsten Konzentration von 115,2 mg/m3 zu einer verminderten Spermato-
genese und einer Verringerung des Hodengewichtes. Das Gewicht des Ne-
benhodens ist gesenkt und die Spermatidkopfe/Hoden sowie die Anzahl
der Spermatiden ist gegenuber der Kontrolle vermindert. Konzentrationen
von 57,6 mg/m3 haben bei den Ratten keinen Einfluss auf die mannlichen
Geschlechtsorgane, obwohl auch bei dieser Konzentration noch erhebliche
toxische Effekte auf das hamatopoetische System auftreten. Bei den
mannlichen Mausen ist nur eine Verminderung der Spermienbeweglichkeit
zu beobachten. Diese Befunde kénnen in Untersuchungen mit ktrzerfristi-
gen o-Chlornitrobenzol-Behandlungen nicht bestétigt werden: Bei der ein-
maligen oralen Gabe von 150 mg o-Chlornitrobenzol/kg Kérpergewicht an
mannliche Ratten werden keinerlei Effekte auf den Hoden beobachtet und
4 Wochen lang mit 1120 mg o-Chlornitrobenzol/kg Korpergewicht tUber das
Futter behandelte mannliche Mause reagieren nur mit einer leichten Sen-
kung des Hodengewichtes ohne histopathologisches Korrelat. Eine umfas-
sende Studie zur Reproduktionstoxizitdt an Mausen utber zwei Generatio-
nen, die mit oralen Dosierungen von bis zu 160 mg o-Chlornitrobenzol/kg
Korpergewicht durchgeftihrt worden ist, erbringt schliel3lich keinen Hinweis
auf eine Beeintrachtigung der Fortpflanzung der Tiere, obwohl bei der
hochsten Dosierung deutliche toxische Effekte (Methamoglobindmie, Milz-
vergrofRerung) auftreten. Weder die Zahl der Paare mit Nachkommen noch
die Zahl der Wurfe/Paar, der lebenden Nachkommen, ihrer Geschlechts-
verteilung und ihres Gewichtes sind durch die Behandlung mit o-Chlornitro-
benzol gegentber unbehandelten Kontrollen in der ersten oder zweiten
Generation beeinflusst. Am Ende der Untersuchung werden an den behan-
delten Mannchen keine Effekte auf die Zahl der Spermien, abnormer Sper-
mien und auf die Spermienbeweglichkeit gefunden.

Die Gefahrlichkeit von o-Chlornitrobenzol fiir den Menschen ist seit langem
bekannt, es wird jedoch immer Uber Mischexpositionen, haufig mit p-Chlor-
nitrobenzol und/oder Nitrobenzol, berichtet. Kritisch ist die schnelle Aufnah-
me des Stoffes Uber die Haut und die Atemwege. Akute Vergiftungser-
scheinungen sind Methamoglobindmie, Zyanose, Erbrechen, Kopfschmer-
zen und in schweren Fallen Kollaps.
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Die Senatskommission zur Prifung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (MAK-Kommission) hat o-Chlor-
nitrobenzol in die Kategorie 3 der Krebs erzeugenden Arbeitsstoffe ,Stoffe,
die wegen erwiesener oder moglicher Krebs erzeugender Wirkung Anlass
zur Besorgnis geben, aber aufgrund unzureichender Informationen nicht
endgultig beurteilt werden kénnen“ der MAK- und BAT-Werte-Liste einge-
stuft und wegen der Gefahr der Hautresorption mit ,H“ markiert. o-Chlornit-
robenzol ist aul3erdem in die Kanzerogenitatskategorie K3 ,Stoffe, die we-
gen maoglicher Krebs erregender Wirkung beim Menschen Anlass zur Be-
sorgnis geben, Uber die jedoch nicht gentigend Informationen flr eine be-
friedigende Beurteilung vorliegen“ sowie in die Kategorie Rg3 der fortpflan-
zungsgefahrdenden Stoffe ,Stoffe, die wegen maoglicher Beeintrachtigung
der Fortpflanzungsfahigkeit (Fruchtbarkeit) des Menschen zur Besorgnis
Anlass geben® gemall den EU-Einstufungskriterien in der TRGS 905 legal
eingestuft worden.
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A Toxicological Evaluation on m-chloronitrobenzene (No. 74) is also avai-
lable and can be consulted for comparison.

Summary and assessment

o-Chloronitrobenzene, under appropriate conditions of exposure, is absor-
bed by the body both via the skin and the gastrointestinal tract as well as
via the respiratory tract. Rat studies with the **C-labelled chemical show
that o-chloronitrobenzene absorption is 80% following oral administration
and at least 40% after open dermal application. Essentially, most of the
compound is excreted within the first 24 hours in the form of metabolites
which are found in the urine and faeces (60 to 80% and 20 to 30% of the
absorbed amount, respectively). At very high doses, e.g. 200 mg/kg body
weight given orally, urinary excretion is delayed and faecal excretion is
markedly suppressed. There is evidence to suggest involvement of the en-
terohepatic cycle, but there are no signs of accumulation of o-chloronitro-
benzene or one of its metabolites. In tissue, only a very small fraction of
the administered radioactivity is recovered. The main metabolic routes for
o-chloronitrobenzene in the body consist in reduction of the nitro group to
an amino group and hydroxylation of the benzene ring. Apart from o-chlo-
roaniline, the corresponding nitrophenols and aminophenols are formed,
which are excreted as conjugates of glucuronic acid and sulfuric acid.
o-Chloroaniline also appears in the urine and faeces in the unconjugated
form. During reduction of the nitro group to the amino group, the hydroxyl-
amine compound forms as a highly reactive intermediate which has been
detected both in vivo in rats, and in vitro.

Upon acute oral administration and dermal application, o-chloronitrobenze-
ne proves to be harmful to toxic. The oral LDsy ranges for the rat and the
mouse are 144 to 560 mg/kg body weight and 135 to 440 mg/kg body
weight, respectively. For rabbits, the oral LDs, is 280 mg/kg body weight
and the dermal LDsy is in the range between 355 and 445 mg/kg body
weight. In male rats, the dermal LDsg is 655 mg/kg body weight and in fe-
males it is in the range between 1320 and 1796 mg/kg body weight. A typi-
cal sign of intoxication is cyanosis. Following single treatment with low do-
ses of o-chloronitrobenzene, rats and cats are observed to develop met-
haemoglobinaemia. The inhalation toxicity of o-chloronitrobenzene was de-
termined at an ambient temperature of 31.8 °C because of the chemical’s
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low vapour pressure, and the resulting LCs, was found to be approximately
3200 mg/ms for rats.

In rabbit studies, o-chloronitrobenzene has no irritant effect on the skin or
eye. Studies conducted in rats and guinea pigs indicate a sensitising po-
tential but because study documentation is incomplete and the methodolo-
gy employed is no longer in use, they can not serve as a basis for final
evaluation of the chemical in this respect.

A series of studies in which rats or mice were exposed to o-chloronitroben-
zene by oral administration or inhalation for 14 days, 4 weeks, 3 months
and 7 months shows that because of the marked methaemoglobin forma-
tion which leads to haemolytic anaemia, the haematopoietic system is the
main target organ for the chemical’s toxicity. Independently of species and
route of administration, o-chloronitrobenzene administration resulted in
markedly increased blood methaemoglobin levels and reduced haemoglo-
bin levels in all of the studies. Further changes included decreased red and
white blood cell counts and haematocrit, increased lymphocyte, platelet
and reticulocyte counts and a marked increase in the formation of Heinz
bodies. Where investigated, the spleen showed dark discoloration, enlarge-
ment and increased organ weight. Haemosiderin deposits were found in
the spleen, as were slight to moderate haematopoiesis and minimal hyper-
plasia of the red pulp. The effects on the liver were weaker. Liver weight
was increased after treatment, hepatic function was slightly impaired and
histologically, centrilobular hypertrophy was noted. Kidney weights were
slightly increased but no dysfunction was observed. No other organs were
affected. It is not possible on the basis of the available data to predict the
toxic effects of o-chloronitrobenzene after longer periods of exposure. In
the 13-week inhalation studies carried out in the mouse and the rat, even
the lowest dose of 7 mg/m3 was effective.

Numerous studies on the in-vitro genotoxicity of o-chloronitrobenzene have
produced contradictory results. In tests on Salmonella typhimurium, most of
the strains investigated gave clearly negative results. Out of 12 assays and
13 assays carried out in strains TA 98 and TA 100, respectively, with meta-
bolic activation by addition of S9 mix, half of the tests were positive (5 and
7 tests, respectively), the other half negative (7 and 6 tests, respectively).
In the absence of metabolic activation, the results are practically all repor-
ted to be negative. Only in two cases were positive test results obtained
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with Salmonella typhimurium strain TA 1538. These are counterbalanced
by two negative results from comparable tests. With regard to DNA-dama-
ging activity, negative results were also obtained with several tests on
Escherichia coli and one umu test on Salmonella typhimurium. Contradicto-
ry results were also obtained with tests on mammalian cells. Of two repor-
ted studies on chromosome aberrations in CHO cells, one gave clearly ne-
gative, the other weakly positive results. A test for sister chromatid exchan-
ge which was conducted in the same cells was also weakly positive. A ge-
ne mutation test on V79 cells and a UDS test on primary rat hepatocytes
were clearly negative. Only few data are available on the in-vivo genotoxi-
city of o-chloronitrobenzene. Two sex-linked recessive lethal tests in Dro-
sophila melanogaster show that the chemical is not genotoxic. Single intra-
peritoneal administration of 60 mg o-chloronitrobenzene/kg body weight to
mice leads to an increase in the frequency of DNA fragments upon isola-
tion of hepatic and renal cell nuclei from the mice and subsequent elution
of the DNA. According to the studies available, o-chloronitrobenzene can
not be evaluated as genotoxic nor has it been legally classified.

For the assessment of the carcinogenicity of o-chloronitrobenzene, the only
available results are those from a long-term study involving 18-month treat-
ment of rats and mice, and a 4-week mouse study investigating the forma-
tion of preneoplastic liver foci and the effects of o-chloronitrobenzene on
hepatocellular metabolism. In the long-term study, which was not conduc-
ted according to current requirements for study conduct and documenta-
tion, administration of 100 mg o-chloronitrobenzene/kg body weight (later
on, 50 mg/kg body weight) in the feed of rats for 18 months, followed by a
rest period of 6 months, resulted in an increase in tumour incidence, com-
pared with controls. A great variety of different tumours were found in diffe-
rent tissues. Following treatment at a higher dose level of o-chloronitroben-
zene (200 mg and, later on, 100 mg/kg body weight), the numbers of tu-
mours were not increased over controls. Mice receiving 18-month treat-
ment with o-chloronitrobenzene (initially 300 mg and, later on, 150 mg/kg
body weight) followed by another 3 months on a diet of normal feed sho-
wed an increase in the number of hepatomas relative to controls. In this ca-
se too, the findings in males treated with a higher dose of 600 mg and, la-
ter on, 300 mg/kg body weight were not confirmed. Only the female mice
showed the same effect at the high dose level as they did at the lower dose
level. In the 4-week study in mice, o-chloronitrobenzene administrations of
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5, 50 and 500 mg/kg body weight in the feed did not result in the develop-
ment of typical liver foci. It was demonstrated, however, that the carbo-
hydrate metabolism of hepatocytes was altered in a dose-dependent man-
ner. Particularly at the mid and high doses, there was a marked decrease
In hepatocyte gluconeogenesis and glycogen content and an increase in
glycolysis and pentose phosphate pathway activity. Thus, a metabolic si-
tuation was induced in hepatocytes which, according to the authors of the
study, may have contributed to tumorigenesis. The studies referred to abo-
ve suggest that the chemical may have a carcinogenic potential.

When female rats were treated with daily o-chloronitrobenzene doses of up
to 100 mg/kg body weight by oral gavage on days 6 to 15 of gestation, the-
re was no change, compared with controls, in fertility rate, mean numbers
of live and dead foetuses, total implantations, late resorptions and corpora
lutea or preimplantation losses, despite the body weight loss and reduced
food consumption seen in the dams of the high dose group. Similarly, there
were no biologically relevant differences from the controls with respect to
the number of pups with visceral or skeletal malformations. Hence, in this
study o-chloronitrobenzene was found not to cause teratogenicity, nor were
embryotoxic or foetotoxic effects detectable. In a study in which rats and
mice inhaled o-chloronitrobenzene with the air they breathed (at concentra-
tions up to 115.2 mg/ms3) for 13 weeks, no differences were noted relative
to controls in the females’ oestrus cycles as determined by vaginal cytolo-
gy. In the male rats, reduced spermatogenesis and testicular weight occur-
red at the highest concentration of 115.2 mg/ms3. Epididymal weight as well
as the number of spermatid heads/testis and the number of spermatids we-
re lower than controls. Concentration levels of 57.6 mg/m3 have no effect
on the genitals of male rats, however, even at this concentration level, the-
re are considerable toxic effects on the haematopoietic system. In male mi-
ce, reduced sperm motility was the only observation to be made. These fin-
dings could not be confirmed in studies with o-chloronitrobenzene treat-
ment of shorter duration as summarised in the following. Upon single oral
administration of 150 mg o-chloronitrobenzene/kg body weight to male rats,
no effects whatsoever were seen on the testes, and 4-week treatment with
1120 mg o-chloronitrobenzene/kg body weight administered in feed gave
no other result in male mice than a slight reduction in testicular weight
without any histopathological correlate. From a comprehensive, two-gene-
ration reproductive toxicity study in mice treated with oral doses of up to
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160 mg o-chloronitrobenzene/kg body weight, there is, finally, no indication
that reproduction in these mice was impaired, even though at the highest
dose level marked toxic effects (methaemoglobinaemia, enlargement of the
spleen) were noted. Neither the number of pairs with offspring nor the num-
ber of litters/pair and viable offspring, nor their sex ratio or body weight we-
re affected in the first or second generation by the o-chloronitrobenzene
treatment in comparison with untreated controls. At the end of the study,
the treated males were found to be unaffected in terms of sperm numbers,
abnormal sperm cells and sperm motility.

It has long since been known that o-chloronitrobenzene is dangerous to
humans; however, all reports relate to mixed exposure, frequently in combi-
nation with p-chloronitrobenzene and/or nitrobenzene. A critical aspect in
this context is that the chemical is rapidly absorbed via the skin and the
respiratory tract. The signs of acute intoxication include methaemoglobin-
aemia, cyanosis, vomiting, headache and, in severe cases, collapse.

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemi-
cal Compounds in the Work Area (“MAK-Kommission”) has assigned
o-chloronitrobenzene to category 3 of carcinogenic substances of the List
of MAK and BAT Values, i.e. the category of “substances that cause con-
cern that they could be carcinogenic for man but cannot be assessed con-
clusively because of lack of data”, and the chemical has been designated
with “H” because of the danger of cutaneous absorption. Furthermore,
o-chloronitrobenzene has been legally classified in the TRGS 905 and pla-
ced into carcinogenicity category C3 of “substances which cause concern
for man owing to possible carcinogenic effects but in respect of which the
available information is not adequate for making a satisfactory assess-
ment” and in category Rg3 of substances toxic to reproduction, the catego-
ry comprising “substances which cause concern for human fertility”, in ac-
cordance with the EU classification criteria.
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2.1
2.2
2.3
2.4

12

Stoffname

Gebrauchsname
IUPAC-Name
CAS-Nr.
EINECS-NTr.

0-Chlornitrobenzol
1-Chlor-2-nitrobenzol
88-73-3

201-854-9

Synonyme, Trivial- und Handelsnamen

Benzene, 1-chloro-2-nitro-
1,2-Chlornitrobenzol
2-Chlornitrobenzol
Chlor-o-nitrobenzol
2-Chlor-1-nitrobenzol
2-Chloronitrobenzene
o-Chloronitrobenzene
Chloro-o-nitrobenzene
1-Chloro-2-nitrobenzene
2-Chloro-1-nitrobenzene
o-Nitrochlorbenzol
1,2-Nitrochlorbenzol
2-Nitrochlorbenzol
o-Nitrochlorbenzoyl TTR
1-Nitro-2-chlorbenzol
2-Nitro-1-chlorbenzol
o-Nitrochlorobenzene
2-Nitrochlorobenzene
1-Nitro-2-chlorobenzene
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4.1

4.2

5.1
5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

Struktur- und Summenformel

Strukturformel

Summenformel

NO>
Cl

CsH4CINO,

Physikalisch-chemische Eigenschaften

Molekularmasse, g/mol

Schmelzpunkt, °C

Siedepunkt, °C

Dampfdruck, hPa

Dichte, g/cm3

Loslichkeit in Wasser

157,56

31,8 (Monsanto, 1990)
32 (Bayer, 1998)

32,5 (Lide und Frederikse, 1996)
32-33 (Budavari et al., 1989)
33 (Booth, 1991)
33-35 (Falbe und Regitz, 1996)
243 (Bayer, 1998)
245,5 (Booth, 1991;

Lide und Frederikse, 1996)
245 - 246 (Budavari et al., 1989)

246 (Monsanto, 1990;
Falbe und Regitz, 1996)

0,0575 (bei 20 °C) (Bayer, 1998)
0,532 (bei 25 °C) (Monsanto, 1990)
49,8 (bei 150 °C) (Hoechst, 1997)

1,35 (bei 40 °C) (Bayer, 1998)
1,368 (bei 22 °C) (Booth, 1991;

Lide und Frederikse, 1996)
1,49 (bei 15 °C) (Bayer, 1998)

nicht 16slich (Budavari et al., 1989;
Booth, 1991; Lide und Frederikse, 1996)
280 mg/l (bei 20 °C)  (Monsanto, 1990)
580 mg/l (Bayer, 1998)
590 mg/I (bei 20 °C) (BUA, 1985)
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5.7  Loslichkeit in organischen 16slich in Alkohol, Benzol und Ether

Losemitteln (Budavari et al., 1989; Booth, 1991)
l6slich in Ethanol, Diethylether und
Aceton (Lide und Frederikse, 1996)
5.8  Loslichkeit in Fett keine Information vorhanden
59 pH-Wert ca. 6 (bei 400 mg/l Wasser) (Bayer, 1998)
5.10 Umrechnungsfaktor 1 ml/m3 (ppm) 2 6,54 mg/m3

1 mg/m3 £ 0,153 ml/m3 (ppm)
(bei 1013 hPa und 25 °C)

6 Herstellung, Produktionsmenge und Verwendung

6.1 Herstellung

Durch Nitrierung - gelinde Einwirkung eines Salpetersaure-Schwefelsaure-
Gemisches - von Chlorbenzol. Es entsteht ein Gemisch von o- und
p-Chlornitrobenzol, das durch fraktionierte Kristallisation und Destillation
getrennt wird (Booth, 1991).

6.2 Hergestellte oder eingefihrte Menge

Jahrlich werden ca. 25000 t hergestellt (BUA, 1985).

6.3 Verwendung

Weiterverarbeitung in der chemischen Grof3industrie zur Herstellung von
Vorprodukten fiur Farbstoffe, Pflanzenschutzmittel, Kautschukchemikalien
und Pharmazeutika (BUA, 1985).

7 Experimentelle Befunde

7.1 Toxikokinetik und Metabolismus

In einer Studie zur Aufnahme und Verteilung sowie zum Metabolismus von
0-Chlornitrobenzol wurde der Stoff in Dosierungen von 2, 20 und 200
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mg/kg Korpergewicht einmalig mit der Schlundsonde an Gruppen von je 8
mannlichen Ratten (Fischer 344, 11 Wochen alt) verabreicht. o-Chlornitro-
benzol war *C-markiert (51,17 mCi/mmol). Von 4 Tieren jeder Gruppe wur-
den Urin und Faeces von 0 bis 24 Stunden nach der o-Chlornitrobenzol-
Gabe gesammelt. Die Tiere wurden dann getotet und es wurden Leber,
Niere, Herz, Lunge, Gehirn und Proben von Muskel- und Fettgewebe sowie
Blut entnommen. In allen Gewebeproben, in Urin, Blut und Faeces wurde
die Radioaktivitat bestimmt. Mit den verbliebenen 4 Tieren jeder Gruppe
wurde in gleicher Weise verfahren, nur wurden Urin und Faeces von 0O bis
72 Stunden gesammelt und dann die T6tung vorgenommen. Die radioakti-
ven Metaboliten im Urin wurden mit HPLC-Analyse quantitativ bestimmit.
Es konnten insgesamt 23 Metaboliten nachgewiesen werden, deren Struk-
tur jedoch nicht aufgeklart wurde. Von diesen sind nur 3 Metaboliten, die
von den Autoren mit XXI, XIX und XI bezeichnet wurden, mengenmalig
von Bedeutung. Die Ergebnisse dieser Studie sind in Tabelle 1 dargestellt
und werden gemeinsam mit den Ergebnissen von zwei weiteren Untersu-
chungen aus dem selben Laboratorium, die in Tabelle 2 dargestellt sind,
diskutiert (Arthur D. Little, 1989 a).

Tabelle 1. Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung und Metabolisierung
von o-Chlornitrobenzol in % der wiedergefundenen Radioaktivitat

nach einmaliger oraler Aufnahme von **C-markierter Priifsubstanz
bei der Ratte

Parameter Dosis (mg/kg Kérpergewicht)
2 20 200
Ausscheidung im Urin 0 bis 24 Stunden 56,4 53,0 39,2
0 bis 72 Stunden 59,6 57,7 73,5
Ausscheidung mit den 0 bis 24 Stunden 21,9 19,8 0,0
Faeces 0 bis 72 Stunden 28,2 26,3 6,9
im Gewebe insgesamt nach 24 Stunden 5,42 6,08 20,85
nach 72 Stunden 2,64 2,75 3,90
Mindestresorption in 72 Stunden 62 61 77
mengenmalig wichtigste 0 bis 48 Stunden
Metaboliten im Urin
Xl 2,9 3,2 21,1
XIX 8,2 8,4 59
XXI 27,3 26,4 23,2
Alle anderen Metaboliten mit jeweiligem Gehalt 20,1 21,5 23,6
<6 %
Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte von 4, in einzelnen Fallen auch von 3 behan-
delten Tieren
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In einer Untersuchung wurde o-Chlornitrobenzol in einer Dosierung von 65
mg/kg Korpergewicht an 4 méannliche Ratten (Fischer 344, 9 Wochen alt)
Uber 11 Tage taglich mit der Schlundsonde verabreicht. Am Tag 1, 5 und 9
war das o-Chlornitrobenzol **C-markiert (51,17 mCi/mmol). Nach jeder Ga-
be von markiertem o-Chlornitrobenzol wurden Urin und Faeces wie in der
ersten Studie gesammelt, beginnend am 1. und 5. Tag auch bis zu 96
Stunden. Einen Tag vor Beginn der Applikation und am 4., 8. und 12. Tag
wurde den Tieren retroorbital Blut entnommen, in dem der Gehalt an Met-
hamoglobin bestimmt wurde (siehe auch Kapitel 7.2). Danach wurden am
12. Tag die Tiere getdtet und Blut und Gewebe wie oben angegeben ge-
wonnen. Die Metaboliten im Urin wurden wie in der voranstehenden Studie
bestimmt. Die Ergebnisse werden gemeinsam mit den Ergebnissen der
nachsten Studie in Tabelle 2 dargestellt (Arthur D. Little, 1989 b).

In einer dritten Studie, in der die Kinetik und der Metabolismus der Verbin-
dung an alteren Tieren untersucht werden sollten, wurden mit der gleichen
Versuchsanordnung und -durchfiihrung 4 mannliche, ungefahr 19 Monate
alte Ratten (Fischer 344) ebenfalls Uber 11 Tage taglich mit einer Dosis
von 65 mg/kg Koérpergewicht mit der Schlundsonde behandelt. Die Gaben
des radioaktiv markierten Stoffes, die Sammlung und Analyse von Urin und
Faeces sowie die Entnahme und Aufarbeitung von Blut und Geweben er-
folgte in der oben beschriebenen Weise (siehe Arthur D. Little, 1989 b). Die
Ergebnisse werden in der folgenden Tabelle 2 gemeinsam mit der vorste-
henden Studie dargestellt und diskutiert (Arthur D. Little, 1990).
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Tabelle 2. Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung und Metabolismus von
o0-Chlornitrobenzol in % der wiedergefundenen Radioaktivitat nach oraler

Aufnahme von *C-markierter Priifsubstanz (65 mg/kg Kérpergewicht)
bei der Ratte

Parameter Alter der Tiere
9 Wochen | 19 Monate
Ausscheidung im Urin nach einmaliger Appli- | O bis 24 Stunden 60,6 63,5
kation 0 bis 96 Stunden 70,9 85,1
Ausscheidung im Urin nach 5-maliger Appli- | O bis 24 Stunden 70,8 61,3
kation 0 bis 96 Stunden 74,4 75,1
Ausscheidung im Urin nach 9-maliger Appli- | 0 bis 24 Stunden 69,6 52,2
kation 0 bis 72 Stunden 73,5 70,8
Ausscheidung mit den Faeces nach einmali- | 0 bis 24 Stunden 54 14
ger Applikation 0 bis 96 Stunden 19,9 22,4
Ausscheidung mit den Faeces nach 5-mali- | 0 bis 24 Stunden 18,1 7,0
ger Applikation 0 bis 96 Stunden 23,0 21,7
Ausscheidung mit den Faeces nach 9-mali- | 0 bis 24 Stunden 21,4 7,5
ger Applikation 0 bis 72 Stunden 26,6 18,9
im Gewebe insgesamt nach 9-maliger Applikation 4,67 8,21
Mindestresorption in 72 Stunden nach einmaliger Applikation 70,9 85,1
Mindestresorption in 72 Stunden nach 5-maliger Applikation 74,4 75,1
Mindestresorption in 72 Stunden nach 9-maliger Applikation 78,2 79,0
Metaboliten im Urin nach einmaliger Appli- |0 bis 72 Stunden
kation
Xl 12,6 5,6
XIX 6,4 7,3
XXI 21,1 24,8
alle anderen Metaboliten mit jeweiligem 30,8 46,0
Gehalt <6 %
Metaboliten im Urin nach 5-maliger Applikation | O bis 72 Stunden
Xl 10,7 8,7
XIX 4,2 3,5
XXI 18,1 12,8
alle anderen Metaboliten mit jeweiligem Ge- 40,8 48,4
halt <6 %
Metaboliten im Urin nach 9-maliger Applikation | 0 bis 72 Stunden
Xl 8,0 10,1
XIX 4,7 2,6
XXI 20,1 10,6
alle anderen Metaboliten mit jeweiligem Ge- 40,7 47,5
halt <6 %
Methamoglobingehalt im Blut der Tiere (%) |einen Tag vor 0,9 0,7
Applikationsbeginn
am 4. Tag 6,4 -*
am 8. Tag 5,8 6,1
am 12. Tag 4,6 6,2

* keine Daten vorhanden

Tieren

Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte von 4, in einzelnen Fallen auch von 3 behandelten
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Die in Tabelle 1 und 2 zusammengetragenen Daten zeigen, dass oral ver-
abreichtes o-Chlornitrobenzol zu mindestens 60 % bis tber 80 % vom Kor-
per aufgenommen wurde. Die Resorption war wahrscheinlich aber noch
groRer, da bei ihrer Berechnung die in den Faeces wiedergefundene Ra-
dioaktivitat nicht bertcksichtigt wurde, man aber annehmen kann, dass
auch die hier enthaltene Radioaktivitdt nicht ausschlief3lich unresorbiertes
o-Chlornitrobenzol war, sondern Metaboliten desselben und den Stoff
selbst nach Resorption und Wiederausscheidung in den Darm darstellten.

Die mit dem **C-markierten o-Chlornitrobenzol verabreichte Radioaktivitét
wurde hauptsachlich mit dem Urin wieder ausgeschieden und reprasentier-
te Metaboliten des eingesetzten Stoffes. Bei den niedrigeren Dosierungen
bis zu 65 mg/kg Korpergewicht erfolgte die Ausscheidung im Wesentlichen
innerhalb der ersten 24 Stunden. Bei einer Dosierung von 200 mg/kg Kor-
pergewicht war die Urinausscheidung verzogert und wurde erst nach 72
Stunden abgeschlossen. Die Menge der mit dem Urin ausgeschiedenen
Metaboliten stieg bei den jungen Tieren mit der Dosis von ca. 60 % auf
Uber 70 % der verabreichten Radioaktivitat an. Menge und Geschwindig-
keit der mit den Faeces ausgeschiedenen Radioaktivitat war deutlich dosis-
abhangig. Bei kleineren Dosierungen von 2 und 20 mg/kg Koérpergewicht
erfolgte eine Ausscheidung von ca. 20 % der verabreichten Radioaktivitat
innerhalb der ersten 24 Stunden, die in weiteren 48 Stunden nur noch um
einige Prozent zunahm. Die Dosierung von 65 mg/kg Korpergewicht fihrte
dazu, dass in den ersten 24 Stunden nur wenige Prozent der eingesetzten
Radioaktivitdt mit den Faeces ausgeschieden wurden. Nach weiteren 48
Stunden wurden ca. 20 % erreicht, was aber eine geringere Ausscheidung
gegeniber den niedrigeren Dosierungen bedeutete. Bei 200 mg/kg Korper-
gewicht wurde in den ersten 24 Stunden keine Radioaktivitat in den Faeces
ausgeschieden und in weiteren 48 Stunden nur 7 % der eingesetzten Ra-
dioaktivitat. Aufgrund dieser Verschiebung der Ausscheidung im Urin und
in den Faeces bei hbheren Dosierungen vermuteten die Autoren, dass die
aus dem *C-markierten o-Chlornitrobenzol stammenden radioaktiven Ver-
bindungen in den Faeces hier lGber Gallensekretion in den Intestinaltrakt
gelangt waren (Arthur D. Little, 1989 a).

Nach der einmaligen Verabreichung von radioaktiv markiertem o-Chlornit-
robenzol wurden in allen untersuchten Geweben der jungen Tiere nur ge-
ringe Mengen an radioaktivem Material gefunden, die nach 72 Stunden
noch deutlich gegentber dem 24-Stunden-Wert zurickgegangen waren.
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Lediglich in der hochsten Dosisgruppe war der Wert nach 24 Stunden mit
21 % der verabreichten Radioaktivitdt hoch, ging aber nach weiteren 48
Stunden auch auf 3,9 % zurtick. Zudem war die Radioaktivitat in den Ge-
weben weit verstreut und erreichte nur in der Leber und bei der hochsten
Dosierung im Fettgewebe (in den ersten 24 Stunden) hohere Werte (Arthur
D. Little, 1989 a).

Die nach Gabe von **C-markiertem o-Chlornitrobenzol im Urin innerhalb
von 72 Stunden ausgeschiedene Radioaktivitdt konnte durch HPLC-Analy-
se auf 23 Metaboliten der Ausgangsverbindung aufgeteilt werden. Davon
spielten 20 Metaboliten mit bis zu je 6 % der verabreichten Radioaktivitat
eine untergeordnete Rolle. Hauptmetabolit mit tGber 20 % der Radioaktivitat
war XXI. Daneben spielten XIX und Xl eine Rolle. Besonders XI wurde mit
steigender Dosierung von o-Chlornitrobenzol bei den jungen Tieren in ho-
herem Mald ausgeschieden, bis zu 21 % der eingesetzten Radioaktivitat
bei 200 mg/kg Korpergewicht. Diese Beobachtung kdnnte nach Ansicht der
Autoren auf eine Sattigung der bei niedrigeren Dosierungen bevorzugten
Stoffwechselwege oder auf Gallensekretion von Metaboliten des o-Chlor-
nitrobenzols zurtickgefihrt werden (Arthur D. Little, 1989 a).

Wurde o-Chlornitrobenzol Gber 11 Tage taglich einmal an 9 Wochen alte
Ratten mit einer Dosierung von 65 mg/kg Korpergewicht verabreicht und
nach Gabe des **C-markierten Stoffes am 9. Tag Urin und Faeces bis zum
11. Tag gesammelt sowie das Gewebe am 12. Tag untersucht, so waren
keine wesentlichen Abweichungen gegeniiber der einmaligen Verabrei-
chung zu beobachten. In Bezug auf die Dosisabhangigkeit der Ausschei-
dungsparameter fugte sich die Dosierung von 65 mg/kg Koérpergewicht
(siehe Tabelle 2) gut in die Daten der Tabelle 1 ein. Erhdht gegeniber der
einmaligen Applikation von 65 mg/kg Korpergewicht war die Geschwindig-
keit der Ausscheidung durch die Faeces nach mehrfacher Applikation, die
bereits nach 24 Stunden Beobachtungszeit hohe Werte zeigte. Etwas ver-
schoben war hier auch das Metabolitenmuster, da mehr Radioaktivitat in
verschiedenen Nebenmetaboliten (I: 5,7 %, XVI. 5,7 %) erschien (Arthur
D. Little, 1989 b).

Wurden fiur die gleichen Untersuchungen wie obenstehend statt 9 bis 11
Wochen alte 19 Monate alte mannliche Ratten eingesetzt, so waren keine
wesentlichen Unterschiede in den untersuchten Parametern gegentber
den mit der gleichen Dosierung behandelten jungen Ratten festzustellen.
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Das galt sowonhl fiir die einmalige Behandlung als auch ftir eine Behand-
lung von bis zu 11 Tagen. Letztere flhrte bei den alten Ratten zu einer et-
was erniedrigten Ausscheidung im Urin und in den Faeces verglichen mit
der einmaligen Behandlung. Nach 9-tagiger Behandlung war wie bei den
jungen Tieren das Metabolitenmuster verandert, allerdings nicht ganz in
der gleichen Weise. Es fallt auf, dass der Hauptmetabolit XXI nur noch mit
10 % ausgeschieden wurde (nach einmaliger Behandlung 25 %), ein Ef-
fekt, der bei den jungen Tieren nicht auftrat. Daneben waren mengenmalig
unbedeutende Metaboliten erhoht (I: 5,2 %, VI: 5,1 %, VII: 4,8 %, XIlI:
4,3 %). Die insgesamt im Gewebe gefundene Radioaktivitat, gemessen am
Ende der Behandlungszeit, stieg bei alten Ratten auf 8 % an, auch hier mit
den hdchsten Werten in der Leber (Arthur D. Little, 1990).

Die dermale Resorption von o-Chlornitrobenzol wurde an 10 bis 12 Wo-
chen alten mannlichen Ratten (Fischer 344, 200 bis 225 g schwer) unter-
sucht. Gruppen von je 3 Tieren erhielten **C-ringmarkiertes o-Chlornitro-
benzol, geldst in Aceton, auf eine 4 cm? grol3e rasierte Flache der Ricken-
haut in Dosierungen von 0,65, 6,5 und 65 mg/kg Koérpergewicht aufgetra-
gen. Um praxisnahe Applikationsbedingungen zu simulieren, wurde auf ei-
nen okklusiven Verband verzichtet und die behandelte Hautpartie nur leicht
abgedeckt. Urin und Faeces der Tiere wurden im 4-Stunden-Intervall bis zu
72 Stunden nach der Applikation gesammelt und die ausgeschiedene Ra-
dioaktivitat bestimmt. Unabhéngig von der aufgetragenen Dosis wurden
unter den beschriebenen Versuchsbedingungen mindestens 33 bis 40 %
des o-Chlornitrobenzols aufgenommen (berechnet aus Urin- und Faeces-
ausscheidung innerhalb von 72 Stunden ohne Berlcksichtigung der im
Korper verbliebenen Stoffmenge, die nicht gemessen wurde). Die Aus-
scheidung, gemessen als Gesamtradioaktivitat ohne Bestimmung der che-
mischen Konstitution von Metaboliten, erfolgte zu etwa 2/3 Gber den Urin
(21 bis 28 % der eingesetzten Menge) und zu etwa 1/3 Uber die Faeces
(11 bis 15 % der eingesetzten Menge). Ein gro3er Teil der Ausscheidung
erfolgte innerhalb der ersten 24 Stunden, jedoch liel3 sich wegen der tber
die ganze Versuchszeit andauernden Applikation keine Kinetik ableiten
(Nomeir et al., 1992).

Wurde 6 mannlichen Wistar-Ratten (150 bis 220 g schwer) o-Chlornitro-
benzol, suspendiert in Propylenglykol, intraperitoneal in einer Dosis von
100 pumol/kg Korpergewicht (entsprechend 15,8 mg/kg Korpergewicht) ver-
abreicht und der Urin danach 5 Stunden lang gesammelt, so konnte eine
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deutliche Menge eines oder mehrerer Metaboliten identifiziert werden, die
als Diazo-positiv mit der Bratton-Marshall-Reaktion nachgewiesen wurden
(keine Angaben zur Konstitution und zur absoluten Menge der Metaboliten;
Watanabe et al., 1976).

In einer Studie zum Metabolismus von o-Chlornitrobenzol wurde weiblichen
Kaninchen (2 bis 3 kg schwer, keine Angabe zur Anzahl) der Stoff einmalig
In einer Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht oral verabreicht. Urin und
Faeces wurden in den ersten 24 Stunden und in weiteren 24 Stunden ge-
sammelt und analytisch auf Nitro- und Amino-Verbindungen untersucht.
Nach 48 Stunden war die Ausscheidung beendet. Als Kontrollen wurden
weibliche Kaninchen verwendet, die nur Wasser erhielten. Von dem einge-
setzten o-Chlornitrobenzol wurden als Metaboliten im Urin 42 % als Gluku-
ronid, 24 % als Sulfat, 7 % als Nitrophenylmercaptursaure und 9 % als frei-
es 0-Chloranilin wiedergefunden. Nur 0,3 % des verabreichten o-Chlornit-
robenzols wurde mit den Faeces in Form von o-Chloranilin ausgeschieden.
Die detaillierte Analyse der im Urin aufgefundenen Metaboliten zeigte, dass
0-Chlornitrobenzol zu phenolischen Verbindungen hydroxyliert und zum
anderen zu Amino-Verbindungen reduziert wurde. In deutlichen Mengen im
Urin nachweisbar waren o-Chloranilin, 3-Amino-4-chlorphenol, 4-Amino-3-
chlorphenol und 3-Chlor-4-nitrophenol. Die Phenole lagen zum Uberwie-
genden Teil als Konjugate mit Glukuronsaure oder Schwefelsdure vor. Die
Bildung von Nitrophenylmercaptursdure schien nach Ansicht der Autoren
nur einen Stoffwechselweg von geringerer Bedeutung darzustellen (Bray et
al., 1956).

Die Bildung von o-Chloranilin aus verabreichtem o-Chlornitrobenzol im Or-
ganismus konnte auch in einer Arbeit an Ratten nachgewiesen werden.
Dabei wurde in einer ersten Reduktionsstufe N-Hydroxy-o-chloranilin gebil-
det, das als Hamoglobinaddukt aus dem Blut der behandelten Tiere isoliert
wurde. Das gleiche Hamoglobinaddukt wurde auch gefunden, wenn man
o-Chloranilin den Tieren verabreichte, das im Korper zu N-Hydroxy-o-chlor-
anilin oxidiert wurde. Im Experiment wurden je 2 weibliche Wistar-Ratten
(200 bis 225 g schwer) einmalig mit der Schlundsonde mit 0,5 mmol
o-Chlornitrobenzol/kg Koérpergewicht (entsprechend 78,8 mg/kg Korperge-
wicht) oder mit 0,5 mmol o-Chloranilin/kg Korpergewicht (entsprechend
63,8 mg/kg Korpergewicht) behandelt. Beide Stoffe waren 99 % rein und in
Tricaprylin (1 ml/kg Kérpergewicht) geldst. Nach 24 Stunden wurden die
Tiere getotet, das Blut durch Herzpunktion entnommen und die roten Blut-
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zellen isoliert. Daraus wurde das Hamoglobin isoliert, durch Behandlung
mit 0,1 M Natronlauge das Addukt gespalten und das N-Hydroxy-o-chlor-
anilin als o-Chloranilin freigesetzt. Die Behandlung der Ratten mit o-Chlor-
nitrobenzol ergab eine Menge von etwa 4 mmol des Hamoglobinadduk-
tes/mol Hamoglobin, wahrend unter gleichen Bedingungen mit o-Chlorani-
lin nur etwa 1,6 mmol/mol gebildet wurden. Der Autor schloss daraus, dass
N-Hydroxy-o-chloranilin im Korper verfiugbar war und dass mehr
N-Hydroxy-o-chloranilin aus o-Chlornitrobenzol gebildet wurde, als aus
o-Chloranilin. Die sehr reaktive N-Hydroxyl-Verbindung konnte nach Dis-
kussion des Autors mdglicherweise flr zytotoxische, mutagene und kanze-
rogene Wirkungen des o-Chlornitrobenzols verantwortlich sein. Allerdings
waren die hier nachgewiesenen Konzentrationen im Vergleich zu anderen
untersuchten Verbindungen (p-Chlornitrobenzol, Nitrobenzol) nur sehr ge-
ring (Sabbioni, 1994).

Zur Untersuchung des Metabolismus von o-Chlornitrobenzol in vitro wur-
den primadre Hepatozyten von Lebern mannlicher Fischer-Ratten
(CDF[F-344]CrIBR, 200 bis 250 g schwer) sowie aus diesen Zellen isolierte
Mikrosomen und Zytosol eingesetzt. Die Hepatozyten (6 x 10°) wurden 90
Minuten lang in 3 ml Krebs’ Bicarbonatpuffer bei 37 °C mit **C-markiertem
0-Chlornitrobenzol (1 pCi, 100 umol in 3 ml, entsprechend 5,3 mg/ml) inku-
biert. Danach wurden die Reaktionen durch Zugabe von kaltem Methanol
gestoppt, die gebildeten Metaboliten und nicht umgesetztes o-Chlornitro-
benzol mit HPLC isoliert, die Radioaktivitat in den einzelnen Fraktionen be-
stimmt und die Konstitution der gefundenen radioaktiven Stoffe mit GC/MS
aufgeklart. Nach der 90-minutigen Inkubation waren 46,7 % der eingesetz-
ten Radioaktivitat in drei wesentlichen Metaboliten nachzuweisen: 19,2 %
waren o-Chloranilin, 14,2 % waren das N-Glukuronid des o-Chloranilins
und 13,3 % waren S-(2-Nitrophenyl)-glutathion. Bei der Inkubation von ra-
dioaktivem o-Chlornitrobenzol (0,33 uCi/ml und 100 pumol/ml, entsprechend
15,8 mg/ml) mit isolierten Mikrosomen (2 mg Protein/ml) in Phosphatpuffer
pH 7,4 unter Zusatz von NADPH wurde o-Chloranilin gebildet. Wurde das
NADPH durch NADH ersetzt, die Inkubation unter einer Kohlenmonoxid-At-
mosphare durchgefiihrt oder die als Hemmer von Cytochrom P450-abhéan-
gigen Reaktionen bekannten Stoffe SKF 525-A und Metyrapon zugesetzt,
war die Bildung von o-Chloranilin weitgehend gehemmt, sodass man da-
von ausgehen kann, dass die Reduktion der Nitro-Gruppe zur Amino-Grup-
pe P450-abhéngig ist. Allerdings konnten auch gewisse Mengen (etwa
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14 % des normalen Umsatzes) Uber die Cytochrom b5-Reduktase von der
Nitro-Verbindung zur Amino-Verbindung umgesetzt werden, wie der Ver-
such mit NADH statt NADPH zeigte. Die Inkubation von markiertem
o-Chlornitrobenzol (0,33 pCi/ml, 50 umol/ml, entsprechend 7,9 mg/ml) mit
aus den Leberzellen isoliertem Zytosol (2 mg Protein/ml) in Phosphatpuffer
pH 7,4 unter Zusatz von Glutathion fuhrte zur Bildung von S-(2-Nitrophe-
nyl)-glutathion. Das Chloratom war durch die Glutathion-Gruppe ersetzt
worden. Die Autoren schrieben auch dieser Umsetzung eine Rolle beim
Stoffwechsel des o-Chlornitrobenzols zu (Rickert und Held, 1990).

Die Reduktion von o-Chlornitrobenzol wurde ebenfalls in vitro in dem En-
zymsystem Xanthin-Oxydase-Xanthin untersucht. Gemessen wurde die
Menge an Harnsaure, die aus dem Xanthin/mg Enzymprotein und Minute
gebildet wurde. Ohne den Zusatz von o-Chlornitrobenzol wurde in dem
System keine Harnsaure gebildet, da der Elektronenakzeptor fehlte. Das
Reduktionsprodukt wurde durch Dunnschichtchromatographie und UV-
Spektrophotometrie bestimmt. o-Chlornitrobenzol wurde in diesem System
bis zur Hydroxylamin-Verbindung reduziert, wobei als Zwischenprodukt die
Nitroso-Verbindung angenommen wurde. Die Reduktion der o-Verbindung
war deutlich langsamer als die der p-Verbindung, wofir sterische Hinde-
rung verantwortlich gemacht wurde (Tatsumi et al., 1978).

7.2 Akute und subakute Toxizitat
Akute Toxizitat

Die Daten zur akuten oralen und dermalen Toxizitat von o-Chlornitrobenzol
sind in Tabelle 3 zusammengefasst:

Anfang Tabelle 3
Tabelle 3. Daten zur akuten oralen und dermalen Toxizitat

von o-Chlornitrobenzol

Spezies, Stamm, | Zufuhr- | Dosis Effekt Nachbe- |Literatur
Geschlecht* weg (mg/kg Kor- obach-
pergewicht) tungszeit
Ratte oral 350 LDso, keine weiteren |keine Davydova,
Angaben Angaben | 1967
Ratte oral 268 LDso, keine weiteren |keine Back et al.,
Angaben Angaben | 1972
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Tabelle 3. Daten zur akuten oralen und dermalen Toxizitat

von o-Chlornitrobenzol

Spezies, Stamm, | Zufuhr- | Dosis Effekt Nachbe- |Literatur
Geschlecht* weg (mg/kg Kor- obach-
pergewicht) tungszeit

Ratte, Sprague- |oral 560 LDso; Reduktion von|7 Tage |Younger
Dawley, mann- Appetit und Aktivitat, Laboratories,
lich und weiblich Schwache, Augenaus- 1973

fluss, Kollaps; Sek-

tionsbefund der ver-

endeten Tiere: gastro-

enterale Entziindung,

dunkle Nieren und

Milz, ikterische Le-

ber, Lungenblutungen
Ratte, Wistar, oral 144 LDso; Gleichgewichts-|14 Tage |Hoechst,
mannlich stbérungen, leichtes 1975 a

Zittern, Durchfall
Ratte, Wistar II, |oral 219 LDso; Zyanose, her-|14 Tage |Bayer, 1976
mannlich abgesetztes  Allge-

meinbefinden
Ratte, Wistar Il, |oral 457 LDso; Zyanose, her-|14 Tage |Bayer, 1976
weiblich abgesetztes  Allge-

meinbefinden
Ratte, Sprague- |oral 270 LDso, keine weiteren |keine Vernot et al.,
Dawley, mannlich Angaben Angaben | 1977
Ratte oral 510 LDso, keine weiteren | keine Vasilenko

Angaben Angaben |und Zvezdai,

1981

Ratte oral 339 LDso, keine weiteren |keine Izmerov et

Angaben Angaben |al., 1982
Ratte, Wistar oral 263 LDso; Narkose, Seda-|14 Tage |Bayer,
TNO W74, tion, struppiges Fell, 1982 a
weiblich Zyanose, Herabset-

zung des Allgemein-

befindens, Lahmung

der hinteren Extremi-

taten; keine Befunde

bei der Sektion
Ratte, Wistar oral 251 LDsp; Sedation, Nar-|14 Tage |Bayer,
TNO W74, kose, Herabsetzung 1982 b
mannlich des Allgemeinbefin-

dens, Zyanose, strup-

piges Fell; keine Be-

funde bei der Sektion
Maus oral 135 LDso, keine weiteren | keine Back et al.,

Angaben Angaben | 1972
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Tabelle 3. Daten zur akuten oralen und dermalen Toxizitat

von o-Chlornitrobenzol

der verendeten Tie-
re: Verfarbung von
Leber, Nieren und
Milz, gastrointestina-
le Entziindung

Spezies, Stamm, | Zufuhr- | Dosis Effekt Nachbe- |Literatur
Geschlecht* weg (mg/kg Kor- obach-
pergewicht) tungszeit
Maus, CF-1, oral 140 LDso, keine weiteren |keine Vernot et al.,
mannlich Angaben Angaben | 1977
Maus oral 340 LDso, keine weiteren |keine Vasilenko
Angaben Angaben |und Zvezdali,
1981
Maus oral 440 LDsp, keine weiteren |keine Izmerov et
Angaben Angaben |al., 1982
Kaninchen oral 280 LDso, keine weiteren |keine Izmerov et
Angaben Angaben |al., 1982
Ratte, Wistar, dermal |1796 LDso; keine erkenn-|14 Tage |Hoechst,
weiblich (24 baren  Vergiftungs- 1975 Db
Stunden symptome
okklusiv)
Ratte, Wistar Il, [dermal |1320 LDso;  Atemstorun-|14 Tage |Bayer, 1976
weiblich (24 gen, Zyanose, her-
Stunden abgesetztes  Allge-
okklusiv) meinbefinden
Ratte, Wistar Il, |dermal |655 LDso;  Atemstorun-|14 Tage |Bayer, 1976
mannlich (24 gen, Zyanose, her-
Stunden abgesetztes  Allge-
okklusiv) meinbefinden
Kaninchen, dermal |450 LDso; Lethargie, | 14 Tage |Harton und
Neuseelander (24 Verlust der motori- Rawl, 1976
Stunden schen Koordination;
okKlusiv) Meth&moglobinamie
Kaninchen, dermal | 355 LDso; Lethargie, zu-|14 Tage |Younger
Neuseelander, nehmende  Schwéa- Laboratories,
weiblich che; Sektionsbefund 1983
der verendeten Tie-
re: Blutungen in der
Lunge, Verfarbung
von Leber, Nieren
und Milz, gastroin-
testinale Entziindung
Kaninchen, dermal |445 LDsp; Lethargie, zu-|14 Tage |Younger
Neuseelander, nehmende Schwéa- Laboratories,
mannlich che; Sektionsbefund 1983

*

sofern angegeben

Ende Tabelle 3
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Die LDso-Werte zeigen unabhangig vom Zufuhrweg und der untersuchten
Spezies erhebliche Schwankungen. Flr die Ratte bei oraler Verabreichung
lagen sie zwischen 144 und 560 mg/kg Korpergewicht und fur die Maus
zwischen 135 und 440 mg/kg Koérpergewicht. Der LDso-Wert oral fur das
Kaninchen passte mit 280 mg/kg Korpergewicht in diesen Bereich. Fir die
dermale Verabreichung lagen die LDgsy-Werte beim Kaninchen zwischen
355 und 458 mg/kg Korpergewicht, bei der Ratte mit grofRer Schwankung
zwischen 655 und 1796 mg/kg Koérpergewicht. Als typisches Vergiftungs-
symptom trat bei der akuten Behandlung mit o-Chlornitrobenzol Zyanose
auf. Damit ist o-Chlornitrobenzol sowohl nach oraler als auch nach derma-
ler Applikation als gesundheitsschéadlich bis giftig zu bezeichnen.

In einer Studie zur Methamoglobinbildung wurden 6 mannliche Wistar-Rat-
ten einmalig mit einer Dosis von 100 umol o-Chlornitrobenzol/kg Korperge-
wicht (entsprechend 15,8 mg/kg Kdrpergewicht), geldst in Propylenglykol,
intraperitoneal behandelt. Das Blut der 5 Stunden nach der Applikation ge-
toteten Tiere enthielt 20,6 % Methamoglobin. Wurde Hamolysat von Rat-
tenblut, das in Phosphatpuffer mit o-Chlornitrobenzol in Propylenglykol ver-
setzt war (0,5 umol o-Chlornitrobenzol, 0,1 pmol Hamoglobin in 5 ml), Gber
5 Stunden bei 37 °C inkubiert, so wurde kein Methamoglobin gebildet. Die
Autoren schlossen daraus, dass nicht das o-Chlornitrobenzol selbst, son-
dern das durch Reduktion im Kdrper entstehende o-Chloranilin ftr die Met-
hamoglobinbildung verantwortlich war (Watanabe et al., 1976).

Die einmalige orale Verabreichung von 10 mg o-Chlornitrobenzol/kg Kor-
pergewicht an 2 Katzen fuhrte innerhalb von 7 Stunden bei einer Katze zu
einer ganz leichten, bei der anderen Katze zu einer leichten Methamoglo-
binbildung, die nach 48 Stunden nicht mehr nachweisbar war. Das Blutbild
war im Sinn einer Neutrophilie, Leukozytose und Lymphozytopenie veran-
dert. Heinz-Kdrper konnten bis zu 14,5 % nachgewiesen werden. Auch die-
se Effekte waren nach 48 Stunden reversibel (Hoechst, 1975 c).

Zur akuten inhalativen Toxizitat von o-Chlornitrobenzol liegt das Ergebnis
einer Studie vor, bei der Ratten in einer Apparatur so behandelt wurden,
dass nur der Kopf dem mit der Prifsubstanz versetzten Luftstrom ausge-
setzt wurde. Dieser und die gesamte Umgebung wurde auf einer Tempera-
tur von mindestens 31,8 °C gehalten, wodurch im Luftstrom eine Mischung
aus Dampf und Aerosol des flissigen o-Chlornitrobenzols entstand. Einge-
setzt wurden Gruppen von je 10 ménnlichen Crl:CD-Ratten (8 Wochen alt,

26 TOXIKOLOGISCHE BEWERTUNG Nr. 73 o-Chlornitrobenzol 11/00, BG Chemie



230 bis 260 g schwer), die einmalig 4 Stunden behandelt und 14 Tage
nachbeobachtet wurden. Es wurde eine approximative LCs, von 3200
mg/m?3 bestimmt, die anzeigte, dass o-Chlornitrobenzol auch bei der Inhala-
tion als gesundheitsschadlich zu bezeichnen ist. Die wenig spezifischen Ver-
giftungssymptome wurden als Lethargie, Entkraftung, Corneatribung, Zya-
nose und teilweise Lahmung der Hinterbeine angegeben (Haskell, 1982).

Subakute Toxizitat

In einer alteren Studie erhielten 20 Albino-Ratten eine Dosis von 70 mg
o-Chlornitrobenzol/kg Koérpergewicht tber 20 Tage taglich oral verabreicht.
Alle Tiere uberlebten diese Behandlung, woraus die Autorin den Schluss
z0g, dass der Stoff keine ausgepragten kumulativen Eigenschaften besitzt
(keine weiteren Angaben; Davydova, 1967).

Bei der Durchfihrung von zwei Studien zur Toxikokinetik und zum Metabo-
lismus von o-Chlornitrobenzol (siehe auch Kapitel 7.1) mit identischen Me-
thoden an 9 Wochen bzw. 19 Monate alten Ratten (Fischer 344) wurde der
Stoff in einer Dosis von 65 mg/kg Kérpergewicht 11 Tage lang taglich an je
4 Tiere mit der Schlundsonde verabreicht. Einen Tag vor Behandlungsbe-
ginn, am 4. und 8. Behandlungstag und einen Tag nach Abschluss der Be-
handlung wurde den Ratten retroorbital Blut entnommen und der Gehalt an
Methdmoglobin bestimmt. Die erhaltenen Daten, die auch in Tabelle 2 auf-
gefuhrt sind, zeigten, dass der Methdmoglobingehalt im Blut der Tiere un-
ter der o-Chlornitrobenzol-Behandlung bereits nach 4 Tagen deutlich von
0,7 bis 0,9 % (vor Behandlungsbeginn) auf 6,1 bis 6,4 % angestiegen war.
Die weitere Behandlung bis zu 11 Tagen fuhrte zu keinem weiteren Anstieg
des Methdmoglobingehaltes im Blut. Das Alter der Tiere war ohne Einfluss
(Arthur D. Little, 1989 b, 1990).

In einer entsprechend der OECD-Richtlinie Nr. 407 durchgefiihrten subaku-
ten Toxizitdtsstudie an B6C3F1-Mausen (5 Wochen alt, 21 bis 25 ¢
schwer) wurden Gruppen von je 12 weiblichen und 12 mannlichen Tieren
uber 4 bis 5 Wochen mit o-Chlornitrobenzol (99,7 % rein) im Futter behan-
delt. In Erweiterung des Untersuchungsumfanges der OECD-Richtlinie
wurden zusatzlich umfangreiche enzymhistochemische Untersuchungen
zur Erfassung madglicher praneoplastischer Veranderungen in der Leber-
zelle durchgefuhrt. Weitere je 6 weibliche und mannliche Tiere/Gruppe
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wurden mitgefihrt und nach einer Woche Behandlung getottet. Als Dosie-
rungen wurden 0 (Kontrollen), 50, 500 und 5000 ppm im Futter angesetzt.
Die tatsachlich aufgenommenen Mengen, berechnet aus den individuellen
Kdrpergewichten und dem Futterverbrauch, betrugen fir M&nnchen 0, 16,
167 und 1120 mg/kg Kdrpergewicht und fir Weibchen 0, 24, 220 und 1310
mg/kg Korpergewicht. Die am Versuchsende getoteten Tiere wurden sehr
ausfuhrlich untersucht, einschliel3lich histochemischer und enzymatischer
Prufungen von Leberproben. Eine vollstandige Blut- und Urinanalyse, Sek-
tion und histopathologische Untersuchung wurden durchgefiihrt. Die Tiere
aus der Zwischenuntersuchung nach einer Woche wurden seziert und ihre
Lebern wurden histochemisch und enzymatisch, aber nicht histopatholo-
gisch untersucht. Die Befunde sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Anfang Tabelle 4
Tabelle 4. Befunde nach Verabreichung von o-Chlornitrobenzol tber

1 und 4 bis 5 Wochen an Mause mit dem Futter

50 ppm 500 ppm 5000 ppm

Klinische - - verengte Lidspalten

Symptome und Augentriibung bei
Méannchen

Mortalitat - - -

Futterauf- - 11 % geringer bei|50 % geringer bei

nahme Weibchen Weibchen, 38 % gerin-
ger bei Mannchen

Trinkwasser- | - - -

aufnahme

Korperge- - - nach 4 Wochen um 4 %

wichtsent- (Weibchen) bzw. 8 %

wicklung (Mannchen) erniedrigt

Hamatologie |- - Erythrozytenzahl, Ha-

und Histopa- matokrit- und Hamoglo-

thologie der bingehalt erniedrigt, Bi-

blutbildenden lirubin- und Methamo-

Organe globingehalt erhoht; Milz-
gewicht erhoht, schwarz-
rote Verfarbung der Milz,
Hamosiderinablagerun-
gen in der Milz, Kno-
chenmark ohne Befund

Leberveran- |- erhohte Lebergewichte |erhthte Lebergewichte

derungen

nach einer

Woche
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Tabelle 4.

Befunde nach Verabreichung von o-Chlornitrobenzol tber
1 und 4 bis 5 Wochen an Mause mit dem Futter

50 ppm 500 ppm 5000 ppm
Leberveran- |leicht erhdhte Leberge- | erhdhte Lebergewichte, | erhbhte Lebergewichte,
derungen wichte (ohne histopa- | mittelgradige Hypertro- | deutlich vergrol3erte
nach 4 bis 5|thologisches Korrelat) |phie der zentrilobularen|Lebern;  hochgradige
Wochen Hepatozyten Hypertrophie der zentri-
lobularen Hepatozyten;
erhohte  Cholesterin-
werte und erhohte Akti-
vitditen der Transami-
nasen ASAT und ALAT
und der alkalischen
Phosphatase im Blut,
erniedrigte  Harnstoff-
Konzentrationen im
Plasma
enzymati- keine Erhohung der|EOD, ALD, EH, GSH-T|EOD, EH und GLU-T
sche Unter-|Enzymaktivitaten  bis|und GLU-T waren indu- |erhéht um Faktoren
suchungen |auf eine leichte Erho-|ziert um Faktoren von|von 1,5 bis 2,3, ALD er-
an Leberpro-|hung der GSH-T bei|1,5 bis 3,8, EOR nur|hdht um den Faktor 5
ben (Homo-|Weibchen schwach erhéht und GSH-T bei Weib-
genat) nach chen um den Faktor 6,
einer Woche bei Mannchen um den
Faktor 2,3, EOR nur
schwach erhoht
enzymati- keine Erhéhung der|EOD, EOR, EH, GLU-T |[EH und GLU-T erhoht
sche Unter-| Enzymaktivitaten bisiund ALD (nur beilum Faktoren von 1,9
suchungen |auf eine leichte Erho-|Mannchen) erhéht um|bis 2,4, bei Mannchen
an Leberpro-|hung der GSH-T bei|Faktoren von 1,5 bis 3,|EOD um den Faktor 3,
ben (Homo-|Weibchen und Méann-|{ALD bei Weibchen|ALD um den Faktor 1,8
genat) nach|chen nicht erhoht, GSH-T bei{und GSH-T um den
4 bis 5 Wo- Weibchen um den Fak-|Faktor 2 erhoht, bei
chen tor 7 erhoht, bei Mann- | Weibchen ALD nicht er-
chen um den Faktor|hoht, EOD nur schwach
2,3 erhéht und GSH-T sehr
stark um den Faktor 11
erhoht, EOR nur gering-
fugig erhoht
histochemi- |- Verminderung der he-|Verminderung der Gly-
sche Unter- patozytaren Glykogen- | kogenspeicherung und

suchung an
Leberschnit-
ten nach ei-
ner Woche

speicherung (nur Weib-
chen) und verminderte
Glukoneogenese im
.Perivenularbereich®

der Glukoneogenese der
Hepatozyten im ,Peri-
venularbereich”,  Akti-
vierung des Pentose-
phosphat-Weges dort
und verstarkte Glykoly-
se ,perivenular”
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Tabelle 4. Befunde nach Verabreichung von o-Chlornitrobenzol Gber

1 und 4 bis 5 Wochen an Mause mit dem Futter

50 ppm 500 ppm 5000 ppm
histochemi- |- Verminderung der he-|Verminderung der Gly-
sche Unter- patozytaren Glykogen- |kogenspeicherung und
suchung an speicherung und ver-|der Glukoneogenese
Leberschnit- minderte Glukoneoge- |der Hepatozyten, ver-
ten nach 4 nese im ,Perivenular-|starkte Glykolyse und
bis 5 Wo- bereich* Aktivierung des Pento-
chen sephosphat-Weges im

~Perivenularbereich”

- keine Anderungen gegeniiber der Kontrolle
ALAT Alaninaminotransferase EOD

7-Ethoxycumarindeethylase
ALD  Aldrinepoxidase EOR 7-Ethoxyresorufindeethylase
ASAT Aspartataminotransferase GSH-T Glutathion-S-transferase
EH Epoxidhydrolase GLU-T Uridindiphosphatglukuronyltransferase

Ende Tabelle 4

Abgesehen von den geringfliigigen Enzymverénderungen in der Leber und
einer leichten Lebergewichtserhéhung ohne histopathologisches Korrelat
nach 4-wo6chiger Behandlung wurden 50 ppm o-Chlornitrobenzol ohne Be-
fund vertragen. Auch bei 500 ppm wurde aul3er Leberverdnderungen (sie-
he unten) nur bei den Weibchen eine geringere Futteraufnahme gegenuber
den Kontrollen beobachtet. Bei 5000 ppm o-Chlornitrobenzol, tber bis zu 5
Wochen im Futter gegeben, zeigten sich dann deutliche Befunde: geringe-
re Futteraufnahme, verengte Lidspalten und Augentribung bei den Mann-
chen, verzogerte Korpergewichtsentwicklung, deutliche Veranderungen
des Blutbildes mit Methdmoglobinbildung sowie Verfarbung der Milz mit
Hamosiderinablagerungen und Milzgewichtserh6hung. Bis auf die Leber
zeigten alle tbrigen Organe keine prifsubstanzbedingten Funktionsstorun-
gen oder Veranderungen in den klinisch-chemischen, pathologisch-anato-
mischen, organgravimetrischen und histopathologischen Untersuchungen.
Deutliche dosisabhangige Leberverdnderungen wurden in der 500 und der
5000 ppm-Gruppe beobachtet mit erhdhten Lebergewichten und einer mit-
telgradigen Hypertrophie der zentrilobularen Hepatozyten. Die Leberge-
wichte waren bereits nach einwéchiger Behandlung dosisabhangig erhoht.
AuBB3erdem waren die Cholesterinwerte und die Aktivitaten der Transamina-
sen sowie der alkalische Phosphatase im Blut erhoht. Die enzymatischen
Untersuchungen an Leberhomogenaten zeigten, dass bereits nach einer
Woche die Aktivitaten der Cytochrom P450-abhangigen Monooxygenasen
7-Ethoxycumarindeethylase und Aldrinepoxidase sowie die Phase II-Enzy-
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me Epoxidhydrolase, Glutathion-S-transferase und Uridindiphosphatgluku-
ronyltransferase bei beiden Geschlechtern ab einer Dosis von 500 ppm im
Futter erh6ht waren. Besonders auffallig war die Erhéhung der Glutathion-
S-transferase bei Weibchen um den Faktor 6 in der 5000 ppm-Gruppe be-
reits nach einer Woche. Sonst traten keine deutlichen Geschlechtsunter-
schiede auf. Das anderte sich deutlich nach 4 Wochen Applikation. Bei
Weibchen wurde eine Erh6hung der 7-Ethoxycumarindeethylase-Aktivitat
kaum noch und der Aldrinepoxidase-Aktivitat gar nicht mehr gefunden, da-
fur war die Glutathion-S-transferase-Aktivitat um den Faktor 11 erhoht. Bei
den Mannchen waren alle Enzymaktivitaten um Faktoren von 1,8 bis 3 er-
hoht, wenn 4 Wochen lang mit 5000 ppm o-Chlornitrobenzol im Futter be-
handelt wurde. Die histochemischen Untersuchungen an Leberschnitten
zeigten bei den mit 500 ppm behandelten Tieren bereits nach einer Woche
eine verminderte Glykogenspeicherung (nur Weibchen) und eine vermin-
derte Glukoneogenese (gemessen als Glukose-6-phosphatase-Aktivitat).
Bei 5000 ppm zeigte sich nach einer Woche zusatzlich eine Aktivierung
des Pentosephosphat-Weges (gemessen als Glukose-6-phosphatdehydro-
genase-Aktivitat), eine verstarkte Glykolyse (gemessen als Glycerin-3-
phosphatdehydrogenase-Aktivitdt) sowie eine verminderte Glykogenspei-
cherung auch bei den Mannchen. In der 5. Behandlungswoche wurden die
gleichen Effekte beobachtet. Die Befunde waren im Wesentlichen auf den
~perivenularen” Bereich beschrankt. Fokale Lasionen in der Leber wurden
nicht beobachtet. Da eine Aktivierung des Pentosephosphat-Weges und
der Glykolyse bei gleichzeitiger Reduktion der Glukoneogenese als magli-
cherweise bedeutsame Veranderungen bei der Transformation von Maus-
hepatozyten betrachtet werden, diskutierten die Autoren, dass o-Chlornitro-
benzol in den Parenchymzellen der Leber eine Stoffwechsellage induziert,
die die Entstehung von Tumoren begtinstigt (siehe auch Kapitel 7.7). Daflr
sprach auch die Erhéhung der Enzymaktivitdten im Leberhomogenat (zur
Darstellung der Befunde der makroskopischen und histopathologischen
Untersuchung des Hodens der Tiere siehe Kapitel 7.8; Bayer, 1991,
1993).

In einer Studie zur Dosisfindung fur eine Untersuchung zur Reproduktions-
toxizitdt wurden mannliche und weibliche Mause (Swiss-CD-1) in Gruppen
von 8 Tieren/Geschlecht und Dosis mit o-Chlornitrobenzol (> 99 % rein, in
Maiskeimd6l) in den Dosierungen von O (Kontrollen), 20, 40, 80, 160 bzw.
320 mg/kg Korpergewicht taglich Gber 14 Tage oral mit der Schlundsonde
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behandelt. Befundet wurden nur Todesfalle, klinische Symptome, Korper-
gewichtsentwicklung und Trinkwasserverbrauch. Alle Tiere der Dosisgrup-
pe 320 mg/kg Korpergewicht starben innerhalb der ersten 2 Behandlungs-
tage. Die Tiere, die 160 mg/kg Korpergewicht erhielten, zeigten in der ers-
ten Woche leichte Schwache und Inaktivitat und wurden in der zweiten Wo-
che leicht zyanotisch, blieben aber aktiv. Nach der Gabe von 80 mg/kg
Korpergewicht kam es nur an den ersten beiden Behandlungstagen zur In-
aktivitat, spater verhielten sich die Tiere normal. Alle Tiere der Dosisgrup-
pen bis 160 mg/kg Korpergewicht zeigten keine Veranderungen der Kor-
pergewichtsentwicklung gegenidber den Kontrollen. Der Trinkwasserver-
brauch war bei 20 und 160 mg/kg Korpergewicht in der ersten Woche bei
Weibchen und bei 40 mg/kg Korpergewicht in der zweiten Woche bei
Mannchen und Weibchen signifikant erhéht (NTP, 1992).

Die subakute Toxizitat von o-Chlornitrobenzol nach Inhalation wurde in ei-
ner Studie an mannlichen Ratten (Stamm Cr1:CD[SD]BR, 8 bis 10 Wochen
alt, 218 bis 235 g schwer) untersucht. Je 16 Tiere/Gruppe wurden 2 Wo-
chen lang an 5 Tagen/Woche fur 6 Stunden/Tag dem Dampf-Luft-Gemisch
von o-Chlornitrobenzol (99,8 % rein) ausgesetzt. Der Stoff wurde auf 80 bis
100 °C erhitzt und Stickstoff dartiber geleitet. Dieser Dampf wurde in einer
Apparatur mit Luft gemischt und den Tieren ausschlief3lich am Kopf appli-
ziert. 74 % des o-Chlornitrobenzols waren im Gemisch atembar, entspre-
chend einem mittleren Teilchendurchmesser von 6,8 pm. Als Konzentratio-
nen fur die inhalative Exposition wurden O (Kontrollen), 30, 160 bzw. 530
mg/m3 gewahlt. Bei 10 Tieren jeder Gruppe wurden nach 9 Expositionen
Urinanalysen (16-Stunden-Urin) und nach 10 Expositionen hamatologische
und klinisch-chemische Untersuchungen durchgefihrt. 5 dieser Tiere wur-
den dann sofort getétet und der Sektion und histopathologischen Untersu-
chung unterworfen. Die Ubrigen 5 Tiere wurden ohne Exposition noch 13
Tage nachbeobachtet und nach Urinanalyse am 12. Tag und hamatologi-
schen und klinisch-chemischen Untersuchungen am 13. Tag ebenfalls ge-
totet, seziert und histopathologisch untersucht. Den weiteren in jeder Grup-
pe mitgefluhrten 6 Tieren wurde wahrend der Expositions- und Erholungs-
zeit regelmalig Blut entnommen, das nur hinsichtlich Methdmoglobin und
Hamoglobin analysiert wurde, und zwar am Tag 1, 3, 5, 8, 10, 12, 17, 19,
23 und 25. Deutliche klinische Symptome wurden nur an einzelnen Tieren
der hochsten Konzentrationsgruppe beobachtet (Zyanose bei 6 Tieren,
Hyperamie der Ohren bei einem Tier). In der mittleren und der hdchsten
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Konzentrationsgruppe starb je ein Tier nach der 7. bzw. 9. Exposition, ohne
dass die Todesursache aufgeklart werden konnte. Die 10-malige Exposi-
tion gegenuber der niedrigsten Konzentration an o-Chlornitrobenzol (30
mg/m?3) fuhrte zu keinerlei Effekten bei den Tieren, verglichen mit der Kon-
trolle. Bei der hohen Konzentration wurde eine leichte, in der Erholungs-
phase reversible erniedrigte Kdrpergewichtsentwicklung beobachtet. Die
Urinanalysen ergaben keine Effekte der Prifsubstanz. In den Tiergruppen,
die mit 160 oder 530 mg/m3 behandelt wurden, kam es zu einer hamolyti-
schen Anamie, Methdmoglobindmie und zu einer kompensatorischen Ha-
matopoese. Bereits nach der ersten Behandlung war der Hamoglobinge-
halt gesenkt. Das setzte sich bis zur 10. Behandlung (Tag 12) konzentra-
tionsabhéngig fort. Der Methdmoglobingehalt im Blut wurde bei einer
0-Chlornitrobenzol-Konzentration von 160 mg/m? nicht signifikant bis maxi-
mal 3 % gesteigert. Bei 530 mg/m3 stieg er am 3. Behandlungstag auf
21 % und blieb bis zum Ende der Behandlung auf dieser Hohe. Die Be-
handlung mit 530 mg o-Chlornitrobenzol/m3 bewirkte auch einen Abfall der
Erythrozytenzahl im Blut. Direkt nach den 10 Behandlungen getotete Tiere
der hochsten Konzentrationsgruppe zeigten einen leichten Anstieg der
Milzgewichte, makroskopisch eine Vergrél3erung und Dunkelfarbung sowie
histopathologisch Blutandrang und Hamosiderinablagerungen in der Milz.
Bis auf die Hamosiderinablagerungen in der Milz und den Abfall der Ery-
throzytenzahl waren bis zum Ende der 13-tdgigen Nachbeobachtungszeit
alle Effekte reversibel. Bei der mittleren und héchsten Konzentration kam
es zu leichten degenerativen und regenerativen Leberveranderungen. Das
Lebergewicht war geringflgig erhoht, entsprechend einer geringen Leber-
vergrofRerung. Histopathologisch wurden in den Hepatozyten zytoplasmati-
sche Lipidvakuolisierung, zentrilobular blass verfarbtes Zytoplasma und
vermehrt Mitosen gesehen. Diese Effekte waren nach der Erholungsphase
reversibel. Ebenfalls waren die in der héchsten Konzentrationsgruppe be-
obachteten Erhéhungen der Alaninaminotransferase-Aktivitat, des Harn-
stoffes, des Gesamtproteins und des Cholesterins im Blutserum reversibel.
Weitere prifsubstanzbedingte Befunde konnten nicht erhoben werden. Die
Ergebnisse der Studie zeigten, dass die Angriffspunkte fur toxische Wir-
kungen von o-Chlornitrobenzol das hamatopoetische System und die Le-
ber sind. Der no effect level betrug 30 mg/m3 (Haskell, 1984).

In einer umfassenden subakuten Inhalationstoxizitatsstudie wurden Spra-
gue-Dawley-Ratten tiber 4 Wochen 6 Stunden/Tag an 5 Tagen/Woche der
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Ganzkorperexposition gegentber o-Chlornitrobenzol (99,7 % rein) angerei-
cherter Luft unterzogen. Pro Konzentrationsgruppe wurden 15 mannliche
Tiere (216 bis 283 g schwer) und 15 weibliche Tiere (150 bis 183 g schwer)
eingesetzt. Als Kontrollgruppe dienten 15 weibliche und 15 mannliche Tie-
re, die nur mit Luft in der Inhalationskammer behandelt wurden. Die
o-Chlornitrobenzol-Konzentrationen betrugen 10, 30 bzw. 60 mg/m3. Flr
die Herstellung dieser Konzentrationen wurde Stickstoff durch das auf 40
bis 45 °C erhitzte o-Chlornitrobenzol geleitet und die entstehende Dampf-
phase mit Luft entsprechend gemischt. Nach Beendigung der Expositionen
wurden die Tiere getttet, nachdem Blut aus der Retroorbitalvene entnom-
men worden war. Die Sektion aller Tiere und die histopathologische Unter-
suchung von insgesamt 35 Organen und Geweben von jeweils 10 Tie-
ren/Geschlecht der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der héchsten Kon-
zentration schlossen sich an. Die Milz wurde in allen Konzentrationsgrup-
pen histopathologisch untersucht. Blut fir die Meth&moglobinbestimmung
wurde auch nach 2 Behandlungswochen retroorbital entnommen. Unter der
Behandlung mit o-Chlornitrobenzol traten keine Todesfalle auf. Testsub-
stanzbedingte klinische Symptome oder Augenschaden wurden nicht be-
obachtet. Die Korpergewichtsentwicklung der Tiere entsprach der der Kon-
trollen. Bereits nach 2 Wochen war die Methamoglobinkonzentration dosis-
abhangig ab der unteren Konzentration und signifikant ab der mittleren
Konzentration erhdht. Nach 4 Wochen wurden bei der hohen Konzentration
4,8 % Methamoglobin bei den Weibchen und 5,7 % bei den Mannchen er-
reicht. Der Hamoglobingehalt und die Zahl der Erythrozyten im Blut war ge-
senkt. Die Sektion der Tiere nach der Behandlung erbrachte keine sichtba-
ren Effekte der Prifsubstanz. Die absoluten und relativen Organgewichte
von Leber und Milz waren bei der mittleren und hohen Konzentrationsgrup-
pe signifikant erh6ht, von den Nieren nur schwach, aber auch signifikant. In
der niedrigsten Konzentrationsgruppe war nur das relative Lebergewicht
der mannlichen Tiere schwach signifikant erhdht. Die histopathologische
Untersuchung ergab nur in der Milz Veradnderungen: vermehrte extramedu-
lare Hamatopoese in der mittleren und hochsten Konzentration und ausge-
pragte Hamosiderose bereits bei der niedrigsten Konzentration. Alle ande-
ren Organe waren ohne Befund. Die Autoren sahen den ausgepragtesten
toxischen Effekt des o-Chlornitrobenzols in der Wirkung auf das hamato-
poetische System, der sich auch noch bei der niedrigsten Konzentration
von 10 mg/ms3 zeigte (Nair et al., 1986).
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Als Voruntersuchung fir eine subchronische Toxizitatsstudie wurden 6 Wo-
chen alte mannliche und weibliche Ratten (F344/N) einer Ganzkorperinha-
lationsbehandlung mit o-Chlornitrobenzol (> 99 % rein) unterzogen. Grup-
pen von je 5 Tieren/Geschlecht und Konzentration wurden tber 2 Wochen
an 5 Tagen/Woche jeweils 6 Stunden Konzentrationen von 0 (Kontrollen),
1,1, 2,3, 4,5, 9 bzw. 18 ppm o-Chlornitrobenzol (entsprechend 0, 7, 14,7,
28,8, 57,6 bzw. 115,2 mg/m?3) ausgesetzt. Am Ende der Behandlungsperio-
de waren keine Einflisse auf die Korpergewichtsentwicklung der Tiere fest-
zustellen. Todesfélle traten nicht auf. Klinische Symptome traten nach Be-
handlung mit 18 ppm in Form von nasalem Ausfluss bei Weibchen und
Mannchen und zusatzlicher Hypoaktivitat, Ataxie und Blasse bei den
Mannchen auf. Bei der Sektion wurden keine pathologischen Befunde er-
hoben. In der 18 ppm-Gruppe waren die absoluten und relativen Leber-
und Milzgewichte erhoht und das relative Nierengewicht leicht erhoht. Die
Lebergewichte waren absolut und relativ auch in den niedrigeren Konzent-
rationsgruppen erhoht (keine weiteren Angaben). Die histopathologische
Untersuchung zeigte in der Leber geringe Hamosiderinablagerungen im
portalen Bereich und um die Zentralvenen bei 18 ppm-Behandlung. Auch
die Milz wies eine schwache Hamosiderinablagerung in dieser Behand-
lungsgruppe auf. Histopathologische Veranderungen, die zur Erklarung der
Erhéhung der Organgewichte herangezogen werden kénnten, wurden nicht
beobachtet. Sonstige Untersuchungen, wie Blut- und Urinanalysen, wurden
nicht durchgefihrt (NTP, 1993). Ein no effect level konnte in dieser Kon-
zentrationsfindungsstudie nicht bestimmt werden.

Parallel wurden auch 6 Wochen alte mannliche und weibliche Mause
(B6C3F1) einer Ganzkorperinhalationsbehandlung mit o-Chlornitrobenzol
(> 99 % rein) unterzogen. Auch hier wurden die Konzentrationen von 0
(Kontrollen), 1,1, 2,3, 4,5, 9 bzw. 18 ppm (entsprechend 0, 7, 14,7, 28,8,
57,6 bzw. 115,2 mg/m?3) verwendet und Gruppen von je 5 mannlichen und
5 weiblichen Tieren/Konzentration 6 Stunden/Tag an 5 Tagen/Woche Uber
2 Wochen exponiert. Die Behandlung hatte keinen Einfluss auf die Korper-
gewichtsentwicklung der Tiere. In der hochsten Konzentrationsgruppe
starb ein Tier nach 2-tdgiger Behandlung, bei dem ein deutlicher Leber-
schaden diagnostiziert werden konnte. Klinische Symptome wurden nur in
der hochsten Behandlungsgruppe vorwiegend bei Mannchen als Hypoakti-
vitat, abnorme Korperhaltung und Dyspnoe gefunden. Die absoluten und
relativen Lebergewichte waren in allen mit o-Chlornitrobenzol behandelten
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Gruppen konzentrationsabhéngig und deutlich erhoht. Die absoluten und
relativen Nieren- und Milzgewichte waren nur in der 18 ppm-Gruppe er-
hoht. Die Sektion ergab keine pathologischen Befunde bis auf eine Verfar-
bung und raue Oberflache der Lebern bei einigen Tieren der 18 ppm-Grup-
pe. Histopathologische Verdnderungen wurden in Leber und Milz gefun-
den. Zentrilobulare Nekrosen traten in der Leber konzentrationsabhangig
auf und waren bei den Tieren der 18 ppm-Gruppe von granulomatdsen
Entzindungsprozessen begleitet. In der 9 und der 18 ppm-Gruppe wurde
eine VergrofRerung der zentrilobularen Hepatozyten sichtbar. In der Milz
wurde ein Ansteigen der hamatopoetischen Aktivitat in den 4,5, 9 bzw. 18
ppm-Gruppen bei den Weibchen und nur in der 18 ppm-Gruppe bei den
Mannchen beobachtet. In der 18 ppm-Gruppe kam es zusatzlich bei 4/5
mannlichen und allen weiblichen Tieren zu einer schwacheren Hamoside-
rinablagerung. Sonstige Untersuchungen, wie Blut- und Urinanalysen, wur-
den nicht durchgefuhrt (NTP, 1993). Ein no effect level konnte in dieser
Konzentrationsfindungsstudie nicht bestimmt werden.

7.3  Haut- und Schleimhautvertraglichkeit

Die Wirkung von o-Chlornitrobenzol auf die Haut wurde an 6 Neuseeland-
Kaninchen untersucht, denen 0,5 ml des leicht erwarmten, unverdinnten
Stoffes flr 24 Stunden aufgetragen wurden. Innerhalb einer Beobachtungs-
zeit von 168 Stunden traten keine Anzeichen flr eine Hautreizung, Erythe-
me oder Odeme auf (keine weiteren Angaben; Younger Laboratories,
1973).

In einer weiteren Untersuchung, in der Albino-Himalaja-Kaninchen verwen-
det wurden, erhielten 6 Tiere (Gewicht 1,5 bis 2,0 kg) auf je eine geschore-
ne unverletzte und eine geschorene skarifizierte Flankenhautstelle von
3cmx 3 cm 0,5 ml einer 10-prozentigen L6ésung in Sesamoél von o-Chlor-
nitrobenzol verabreicht, die fur 24 Stunden mit Gaze und elastischer Binde
abgedeckt wurde. Ablesungen erfolgten nach 24, 48 und 72 Stunden. 4 der
Kaninchen zeigten an der intakten und an der skarifizierten Flankenhaut
geringgradige Reizerscheinungen (sehr leichte, kaum wahrnehmbare Ery-
theme) direkt nach Verbandabnahme, die aber nach 48 Stunden reversibel
waren. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen wirkte o-Chlornitro-
benzol nicht hautreizend (Hoechst, 1975 d).
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An Albino-Kaninchen (3,5 bis 4,0 kg schwer) wurde die hautreizende Wir-
kung von o-Chlornitrobenzol an der unbehaarten Innenseite der Ohrmu-
schel bestimmt. Zellstoffplattchen von 2 cm x 2 cm, auf die 500 mg
0-Chlornitrobenzol gegeben worden waren, wurden fur 24 Stunden bei 2
Kaninchen mittels Pflasterverband fixiert. An den behandelten Arealen wur-
den weder bei Abnahme des Verbandes noch wahrend der 7-tagigen
Nachbeobachtungszeit Veranderungen beobachtet. Somit wirkte o-Chlor-
nitrobenzol auch in dieser Untersuchung nicht reizend (Bayer, 1976).

Die Wirkung von o-Chlornitrobenzol auf die Augen von Neuseeland-Kanin-
chen wurde an 6 Tieren gepruft, denen 0,1 ml des leicht erwéarmten, unver-
dinnten Stoffes in den Bindehautsack des Auges appliziert wurde. Bei der
Beobachtung nach 24 Stunden zeigten sich leichte bis malige Erytheme
der Bindehaut, die nach weiteren 24 Stunden abgeklungen und nach 48
Stunden reversibel waren. Die Autoren bewerteten o-Chlornitrobenzol da-
mit als nicht augenreizend (Younger Laboratories, 1973).

In einer weiteren Untersuchung zur Schleimhautvertraglichkeit wurden je 6
Albino-Kaninchen entweder 100 mg unverdinntes oder 0,1 ml einer 10-
prozentigen Lésung in Sesamol von o-Chlornitrobenzol in den Bindehaut-
sack am Auge appliziert. Beobachtet wurde bei den mit der unverdiinnten
Probe behandelten Tieren nach einer Stunde eine leichte bis malige Ro6-
tung der Bindehaut, die nach 7 Stunden bei 4/6 und nach 24 Stunden bei
allen Tieren vollstandig reversibel war. Die 10-prozentige Losung ergab ei-
ne leichte, reversible Rétung der Bindehaut bei 3 der 6 Kaninchen in der
ersten Stunde. Die Autoren bewerteten danach o-Chlornitrobenzol als
kaum schleimhautreizend (Hoechst, 1975 d).

Die Wirkung von o-Chlornitrobenzol auf die Augenschleimhaut von Kanin-
chen wurde an 2 Tieren (3,5 bis 4,0 kg schwer) gepruft, denen je 50 mg
des Stoffes in den Bindehautsack des rechten Auges eingebracht wurden.
Es kam dadurch weder am Applikationstag noch wahrend der 7-tagigen
Nachbeobachtungszeit zu Veranderungen an den Augenschleimhauten
bzw. an der Cornea. o-Chlornitrobenzol zeigte somit in diesem Test keine
schleimhautreizende Wirkung (Bayer, 1976).
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7.4  Sensibilisierende Wirkung

In einer nur unzureichende Angaben enthaltenden Arbeit zur sensibilisie-
renden Wirkung von o-Chlornitrobenzol nach langfristiger Inhalation kleiner
Mengen durch Ratten wurden Gruppen von je 25 Tieren einer Konzentra-
tion von 0,008 mg/m? Uber 5 Monate ausgesetzt (keine weiteren Angaben)
oder ohne Behandlung (Kontrollen) belassen. Direkt anschlieRend an die
Behandlung wurde die Sensibilisierung der Ratten mit der Mikroprazipitin-
reaktion nach Vanier, der Auflésungsreaktion der Erythrozyten, Leukozyten
und Thrombozyten zur Bestimmung der in den Zellen fixierten Antikorper in
vitro, der Bestimmung der passiven Sensibilisierung nach Praustnitz-
Kustner und durch Injektion von 0,2 ml einer o-Chlornitrobenzol-Losung
(105 mg/l) in die Oberlippe der Tiere mit 6 Tage spaterer Feststellung der
Effekte Uberprift (keine weiteren Angaben). Alle Teste verliefen positiv und
gaben damit einen Hinweis auf ein sensibilisierendes Potential des
o-Chlornitrobenzols. Dieses reagierte allerdings schwacher als das mitge-
prifte p-Chlornitrobenzol (Rusakov et al., 1973).

Die selben Autoren untersuchten auch die hautsensibilisierende Wirkung
von o-Chlornitrobenzol am Meerschweinchen. 10 Tiere wurden an 5 auf-
einanderfolgenden Tagen mit jeweils 3 Tropfen einer 1-prozentigen L6ésung
des Stoffes in Aceton auf der geschorenen Riuckenhaut behandelt. Am 7.
Tag erfolgte die Auslosung mit einem Tropfen der gleichen Lésung auf ein
anderes geschorenes Hautareal. Bei keinem der Tiere wurde eine Reak-
tion beobachtet. Die Versuche wurden dann an den selben Tieren mit einer
10-prozentigen o-Chlornitrobenzol-Losung fortgesetzt. Am 22. Versuchstag
wurde ihnen 0,2 ml Freunds Adjuvans zusammen mit 0,5 mg o-Chlornitro-
benzol/kg Korpergewicht in die Ful3ballen der Hinterpfoten injiziert. Am 6.
Tag nach dieser Injektion wurde die Auslésung mit einem Tropfen einer 10-
prozentigen Losung des Stoffes auf eine geschorene, sonst unbehandelte
Hautpartie vorgenommen. Bei 50 % der behandelten Tiere wurde von den
Autoren eine positive allergische Reaktion beschrieben. Bei dem mitgepruf-
ten p-Chlornitrobenzol waren es 100 % (Rusakov et al., 1973).

Die vorliegenden Untersuchungen zur sensibilisierenden Wirkung des
0-Chlornitrobenzols sind so unvollstandig dokumentiert und verwenden
heute nicht mehr gebréuchliche Methoden, dass eine abschlieRende Be-
wertung nicht mdglich ist. Es besteht jedoch ein Hinweis darauf, dass
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0-Chlornitrobenzol moglicherweise sensibilisierende Eigenschaften sowonhl
beim Auftrag auf die Haut als auch nach langerfristiger Inhalation besitzt.

7.5 Subchronische und chronische Toxizitat

In einer umfangreichen Studie im Rahmen des US National Toxicology
Program (NTP) zur subchronischen Toxizitdt von o-Chlornitrobenzol wur-
den Gruppen von je 10 mannlichen und weiblichen, 5 bis 6 Wochen alten
Ratten (F344/N) Gber 13 Wochen einer Ganzkorperinhalationsbehandlung
unterworfen. Als Inhalationskonzentration wurden 0 (Kontrollen), 1,1, 2,3,
4,5, 9 bzw. 18 ppm (entsprechend 0, 7, 14,7, 28,8, 57,6 bzw. 115,2 mg/m3)
ausgewahlt. Die Behandlung erfolgte Uber 6 Stunden/Tag an 5 Tagen/Wo-
che. Die Prufsubstanz (> 99 % rein) wurde durch Erwarmen bis deutlich
oberhalb des Schmelzpunktes und Durchleiten von erwarmtem Stickstoff in
die Gasphase gebracht und in der erwarmten, geschlossenen Inhalations-
apparatur mit erwarmter Luft vermischt, um das Auftreten eines Aerosols
zu vermeiden. Blutentnahmen durch Punktion des Retroorbitalsinus wur-
den am 1. (nur fir die Methamoglobinbestimmung), 4. und 23. Tag und am
Versuchsende durchgefihrt. FUr die zwischenzeitlichen Blutentnahmen zur
Durchfihrung von hamatologischen und klinisch-chemischen Analysen
wurden zusatzlich je 10 méannliche und 10 weibliche Tiere in jeder Gruppe
mitgeftihrt. Am Versuchsende wurden die Tiere getottet, der Sektion unter-
worfen und alle relevanten Organe und Gewebe der Kontrollen und der
hochsten Konzentrationsgruppe histopathologisch untersucht. Auf3erdem
wurden alle Organe und Gewebe, die makroskopische Veranderungen auf-
wiesen, auch in den anderen Konzentrationsgruppen lichtmikroskopisch
untersucht. Organe und Gewebe, die histopathologische Veranderungen
zeigten, wurden auch in den niedrigeren Konzentrationsgruppen unter-
sucht. Die Zielorgane Leber, Nieren, Milz und Nasenhdhlen wurden in allen
Konzentrationen histopathologisch untersucht. Zusétzlich wurde eine um-
fassende Untersuchung der Reproduktionsorgane vorgenommen (ausfuhr-
liche Darstellung siehe Kapitel 7.8.). Keines der 13 Wochen lang behandel-
ten Tiere verstarb in diesem Zeitraum. Unterschiede in der Korpergewichts-
entwicklung wurden nicht beobachtet. Keines der Tiere zeigte unter der Be-
handlung klinische Symptome. Die hadmatologische Untersuchung zeigte
eine deutliche Methamoglobinamie, die nach 13 Wochen Behandlung bei
allen Konzentrationen nachweisbar war und sich konzentrationsabhangig
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steigerte. Die Methamoglobinkonzentration war in den meisten Exposi-
tionsgruppen bereits nach einem Tag Behandlung erh6éht, nach 23 Tagen
in allen Gruppen bei den Ma&nnchen und ab 2,3 ppm bei den Weibchen.
Am Behandlungsende wurden in der 18 ppm-Gruppe bei den Mannchen
das 6fache und bei den Weibchen das 4fache der Kontrollwerte erreicht.
Konzentrationsabhéngige maRige Abnahmen des Hamatokrits, der Hamo-
globinkonzentration und der Erythrozytenzahl traten bei Mannchen und
Weibchen ab 4,5 ppm auf. Im hdochsten Konzentrationsbereich von 9 und
18 ppm waren alle bestimmten hamatologischen Parameter verandert, bis
auf die Zahl der Leukozyten und Lymphozyten bei den Weibchen. Somit
wurde bei den Tieren eine konzentrationsabhangige Meth&dmoglobinamie
und eine normozytare normochrome Anamie festgestellt. Die klinisch-che-
mischen Analysen erbrachten nur schwache Abweichungen von den Kon-
trollwerten, die zwar gehauft bei hdheren Expositionskonzentrationen auf-
traten und teilweise auch signifikant waren, aber sich nicht abhangig von
der Expositionsdauer zeigten und im Rahmen der Schwankungen bei den
zeitlich aufeinanderfolgenden Messungen im Bereich der Kontrollen blie-
ben. Bei den Sektionen der Tiere am Versuchsende wurden keine patholo-
gischen Veranderungen beobachtet, bis auf eine dunkle Verfarbung der
Milz bei 2 méannlichen und einem weiblichen Tier der 18 ppm-Gruppe. Das
absolute und relative Lebergewicht war bei den Mannchen ab einer Kon-
zentration von 2,3 ppm und bei den Weibchen von 4,5 ppm konzentrations-
abhangig signifikant erhoht. Das absolute und relative Milzgewicht war bei
den Weibchen ab einer Konzentration von 4,5 ppm konzentrationsabhan-
gig signifikant erhoht, bei den Mannchen nur in der 18 ppm-Gruppe. Eine
schwache Erhdhung der Nierengewichte wurde in der 18 ppm-Gruppe bei
beiden Geschlechtern beobachtet. Histopathologisch wurde in der Leber
eine geringgradige zytoplasmatische Basophilie der zentrilobularen Hepa-
tozyten bei allen mannlichen und bei der Mehrzahl der weiblichen Ratten
der 9 und 18 ppm-Gruppen diagnostiziert. Eine minimale bis schwache
Pigmentierung in den proximalen Tubuli der Niere, vermutlich ein Lipofus-
cin-Pigment, wurde bei einzelnen mannlichen Tieren ab 4,5 ppm und bei
allen mannlichen und weiblichen Tieren bei 18 ppm gefunden. Alle weibli-
chen Tiere zeigten diesen Effekt auch bei 9 ppm. Eine ausgepragtere Kon-
gestion der Milz wurde bei beiden Geschlechtern lediglich in den beiden
oberen Konzentrationsgruppen beobachtet. Eine vermehrte Hamosiderin-
ablagerung in der Milz wurde bei den exponierten Ratten nicht festgestellt.
In allen mit o-Chlornitrobenzol behandelten Gruppen wurden Hyperpla-

40 TOXIKOLOGISCHE BEWERTUNG Nr. 73 o-Chlornitrobenzol 11/00, BG Chemie



sien/Hypertrophien am Epithel der Nasenhdhle beobachtet, wovon fast alle
Tiere betroffen waren. Bei der Untersuchung der Geschlechtsorgane (aus-
fuhrliche Darstellung siehe Kapitel 7.8) wurden bei den weiblichen Tieren
keine prufsubstanzbedingten Veranderungen festgestellt. Bei den Mann-
chen der hochsten Konzentrationsgruppe waren das Gewicht der Cauda
epididymidis, die Spermatidkopfe/Hoden und die Anzahl an Spermatiden
verringert, was eine Verminderung der Spermatogenese anzeigte. Da
selbst die niedrigste Konzentration von 1,1 ppm noch zu substanzbeding-
ten Veranderungen fihrte, konnte kein NOAEL (no observed adverse ef-
fect level) abgeleitet werden (NTP, 1993; Travlos et al., 1996).

Mit der gleichen Versuchsanordnung und Dosierung wie bei den Ratten wur-
de eine Studie zur subchronischen Toxizitat nach Inhalation von o-Chlornitro-
benzol auch an mannlichen und weiblichen, 5 bis 6 Wochen alten Mausen
(B6C3F1) von den selben Untersuchern parallel durchgefiihrt. Es wurden je-
doch keine Blutentnahmen vorgenommen und keine hamatologischen und
klinisch-chemischen Analysen durchgeftihrt. Die Ergebnisse waren mit denen
Im Rattenversuch weitgehend Ubereinstimmend, wichen aber in einigen
Punkten ab. Hier starben 2 Mannchen der 18 ppm-Gruppe wéahrend der 12.
Behandlungswoche. Unterschiede in der Kdrpergewichtsentwicklung sowie
klinische Symptome traten unter der Behandlung nicht auf. Bei 6 mannlichen
und einer weiblichen Maus der 18 ppm-Gruppe war die Leber entfarbt und
bei 3 weiblichen Tieren der 9 ppm-Gruppe und 4 weiblichen Tieren der 18
ppm-Gruppe war die Milz vergro3ert. Das absolute und relative Nierenge-
wicht war bei weiblichen und mannlichen Mausen ab einer Konzentration von
2,3 ppm erhoht, jedoch nur schwach und nicht konzentrationsabhangig. Das
Lebergewicht war bei weiblichen Mausen aller Konzentrationsgruppen und
bei mannlichen Mausen ab 9 ppm erhoht. Eine Erh6hung der Milzgewichte
wurde bei Mausen nicht beobachtet. Die histopathologischen Untersuchun-
gen zeigten vornehmlich in der 18 ppm-Gruppe hepatozellulare Nekrosen,
Mineralisation, chronische Entztindung und Hepatozytomegalie in der Leber.
In der Milz wurde nur eine minimale Steigerung der hamatopoetischen Aktivi-
tat bei weiblichen Mausen der 9 und 18 ppm-Gruppe und keine Hamosidero-
se beobachtet. Die Untersuchung der Geschlechtsorgane (ausftihrliche Dar-
stellung siehe Kapitel 7.8) ergab keine Befunde bei den Weibchen und bei
den Mannchen eine signifikante Verringerung der Spermienbeweglichkeit in
den hohen Konzentrationsgruppen. Der NOAEL fir histopathologische
Schadigungen betrug damit 4,5 ppm (NTP, 1993; Travlos et al., 1996).
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Insgesamt 42 Ratten wurden in einer unzureichend dokumentierten Studie
uber 7 Monate mit o-Chlornitrobenzol in Dosierungen von 0,0025, 0,005,
0,025 bzw. 5,0 mg/kg Korpergewicht oral behandelt. Nur in der hdchsten
Dosis von 5,0 mg/kg Koérpergewicht wurden Effekte der Behandlung beob-
achtet. Am deutlichsten waren die Veranderungen im Blutbild. Der Metha-
moglobingehalt stieg wahrend der letzten Behandlungsmonate an, der Ha-
moglobingehalt sank ab. Der Gehalt an Retikulozyten stieg bis auf 78 %
(Kontrolle 35 %) und der Gehalt an Heinz-Kdérpern wurde von 0 % auf 47 %
erhoht. Als Leberfunktionstest wurde die alkalische Phosphatase im Blut
und der Bilirubinspiegel im Harn erhéht gefunden. Sehr schwache Wirkun-
gen auf das zentrale Nervensystem (Verlangsamung der konditionierten
Reflexreaktion) wurden beobachtet (keine weiteren Angaben; Davydova,
1967).

7.6 Gentoxizitat

7.6.1 In vitro

Die vorliegenden Befunde zur gentoxischen Wirkung von o-Chlornitroben-
zol in vitro sind in Tabelle 5 zusammengefasst:

Anfang Tabelle 5
Tabelle 5. In vitro-Gentoxizitatsteste mit o-Chlornitrobenzol

Testsystem geprufter metabolisches Ergebnis Literatur
Konzentra- | Aktivierungs- mit ohne
tionsbereich* | system metabolischer | metabolische
(ng/Platte) Aktivierung Aktivierung

1. Teste an Salmonella typhimurium und Escherichia coli

Salmonella/Mikrosomen- |1 - 2000 S9-Mix aus Aro- | negativ unter | negativ unter | Gilbert et

Test, Salmonella typhimu- clor-induzierter |aeroben und|aeroben und|al., 1980

rium TA 98, TA 100, TA Rattenleber anaeroben anaeroben

1530, TA 1535, TA 1537, Bedingungen | Bedingungen

TA 1538, TA 1532, TA

1950, TA 1975, TA 1978,

G46, Standardplattenin-

korporationstest

Salmonella/Mikrosomen- |1 - 2000 S9-Mix aus Aro- | negativ negativ Gilbert et

Test, Salmonella typhimu- clor-induzierter al., 1980

rium TA 98, TA 100, TA Rattenleber

1530, TA 1535, TA 1537,

TA 1538, TA 1532, TA

1950, TA 1975, TA 1978,

G46, Fluktuationstest
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Tabelle 5. In vitro-Gentoxizitatsteste mit o-Chlornitrobenzol

Testsystem geprufter metabolisches Ergebnis Literatur
Konzentra- | Aktivierungs- mit ohne
tionsbereich* | system metabolischer | metabolische
(1g/Platte) Aktivierung Aktivierung
Salmonella/Mikrosomen- | keine Anga- | keine Angaben |positiv an TA|keine Anga- | D’Addario
Test nach Ames (keine |ben 100 ben und
weiteren Angaben) Jagannath,
1981
Salmonella/Mikrosomen- | 100 - 1000, | S9-Mix aus Aro- | positiv an TA | negativ Haworth et
Test, Salmonella typhimu- | bei 1000 | clor-induzierter | 100 al., 1983;
rium TA 98, TA 100, TA | Bakteriotoxi- | Ratten- und NTP, 1993
1535, TA 1537, Prainku-|zitat (99 % | Hamsterleber
bationstest rein)
Salmonella/Mikrosomen- | keine Anga- | S9-Mix aus Rat- | negativ negativ Graham et
Test, Salmonella typhimu- | ben (99,7 % |tenleber (keine al., 1983
rium TA 98, TA 100, TA|rein) Angabe zur In-
1535, TA 1538, Standard- duktion)
platteninkorporationstest
Salmonella/Mikrosomen- | 25,6 - 3276,8, | - nicht geprift | positiv an TA | Shimizu et
Test, Salmonella typhimu- | Bakteriotoxi- 98 und TA]|al., 1983
rium TA 98, TA 100, TA|zitat bei der 1538
1535, TA 1537, TA 1538, | hdchsten
Prainkubationstest Konzentration
(99 % rein)
Salmonella/Mikrosomen- |5 - 100, kei- | S9-Mix aus PCB- | positiv an TA | negativ Suzuki et
Test, Salmonella typhimu- | ne Bakterio- | induzierter Rat- |98 nur mit Zu- al., 1983
rium TA 98, TA 100, Pra- | toxizitat tenleber satz von Nor-
inkubationstest harman
Salmonella/Mikrosomen- | 833,3 - 2073,6, | S9-Mix aus Aro- | positiv an TA | negativ Bayer, 1984
Test, Salmonella typhimu- | Bakteriotoxi- | clor-induzierter | 100
rium TA 98, TA 100, TA|zitat ab 1000 | Rattenleber
1535, TA 1537, Standard- | (99,8 % rein)
platteninkorporationstest
Salmonella/Mikrosomen- |4 - 2500, | S9-Mix aus Aro- | positiv an TA|positiv an TA [ Hoechst,
Test, Salmonella typhimu- | bakterioto- | clor-induzierter |98 und TA|1538 1984
rium TA 98, TA 100, TA | xisch bei | Rattenleber 100
1535, TA 1537, TA 1538, 2500 (99 %
Standardplatteninkorpora- | rein)
tionstest
Standardplatteninkorpora- |4 - 2500, | S9-Mix aus Aro- | negativ negativ Hoechst,
tionstest, Escherichia coli | bakteriotoxisch | clor-induzierter 1984
WP2 uvrA bei 2500 | Rattenleber
(99 % rein)
Salmonella/Mikrosomen- | keine Anga- | S9-Mix,  keine | positiv, keine Angaben, ob mit [ Koch et al.,
Test, Salmonella typhimu- | ben weiteren Anga- | oder ohne metabolische Akti- | 1985
rium TA 97, TA 98, TA ben vierung und bei welchen der
100, TA 102, TA 1535, TA untersuchten Stamme
1537, TA 1538
Salmonella/Mikrosomen- |5 - 20 S9-Mix aus PCB- | positiv an al- | - Suzuki et
Test, Salmonella typhimu- induzierter Rat- [len drei Stam- al., 1987
rium TA 98, TA 98 NR, TA tenleber men
98/1,8-DNPg, Prainkuba-
tionstest
Salmonella/Mikrosomen- | 100 - 5000 | S9-Mix aus Ka- | negativ negativ Kawai et al.,
Test, Salmonella typhimu- nechlor-induzier- 1987
rium TA 98, TA 100, Pra- ter Rattenleber
inkubationstest
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Tabelle 5. In vitro-Gentoxizitatsteste mit o-Chlornitrobenzol

Testsystem geprufter metabolisches Ergebnis Literatur
Konzentra- | Aktivierungs- mit ohne
tionsbereich* | system metabolischer | metabolische
(1g/Platte) Aktivierung Aktivierung
SOS-Chromo-Test, bis 1576 S9-Mix aus Aro- [ negativ negativ von der
Escherichia coli PQ37 clor-induzierter Hude et al.,
Rattenleber 1988
umu-Test, Salmonella ty- [ 100 pug/ml S9-Mix aus Phe- | negativ negativ Ono et al.,
phimurium TA 1535/pSK nobarbital- und 1992
1002 5,6-Benzofla-
von-induzierter
Rattenleber
Salmonella/Mikrosomen- |10 - 1000, | S9-Mix aus Aro- | positiv an TA | negativ NTP, 1993
Test, Salmonella typhimu- | bakterioto- | clor-induzierter | 100 und TA 98
rium TA 98, TA 100, Stan- | xisch bei | Ratten- und | (TA 98 nur mit
dardplatteninkorporations- | 1000 Hamsterleber 30 % S9-Mix
test aus Hamster-
leber)
Salmonella/Mikrosomen- |10 - 1000, | S9-Mix aus Phe- | negativ negativ JETOC,
Test, Salmonella typhimu- | bakterioto- nobarbital- und 1996
rium TA 98, TA 100, TA|xisch bei | 5,6-Benzofla-
1535, Prainkubationstest | 1000 von-induzierter
Rattenleber
Prainkubationstest, 10 - 1000, | S9-Mix aus Phe- | negativ negativ JETOC,
Escherichia coli WP2 uvrA | bakterioto- nobarbital- und 1996
xisch bei | 5,6-Benzofla-
1000 von-induzierter
Rattenleber
Salmonella/Mikrosomen- |39,1 - 625, | S9-Mix aus Phe- | positiv an TA | negativ JETOC,
Test, Salmonella typhimu- | Bakteriotoxi- | nobarbital- und|100 und TA 1997
rium TA 98, TA 100, TA |zitat ab 500 |5,6-Benzofla- 98
102, TA 104, TA 1535, TA von-induzierter
1537, Prainkubationstest Ratten- und
Hamsterleber
Prainkubationstest, 39,1 - 625, |S9-Mix aus Phe- | positiv nur in | negativ JETOC,
Escherichia coli WP2 uvrA | Bakteriotoxi- | nobarbital- und |[einem  Test 1997
zitat ab 500 |5,6-Benzoflavon- {und mit S9-
induzierter Ratten- | Mix aus
und Hamsterleber | Hamsterleber
2. Teste an Saugerzellen
Chromosomenaberration, |10 - 100 | S9-Mix aus Aro- | negativ negativ Huntingdon,
Ovarzellen des Chinesi-|ug/ml (- S9; | clor-induzierter 1988
schen Hamsters (CHO),|99,8 % rein), | Rattenleber
100 Metaphasen/Kon-|25 - 250
zentration analysiert pg/ml (+ S9;
99,8 % rein)
Genmutationstest, Lun-|{100 - 900 |S9-Mix aus Aro- | negativ negativ TNO, 1989
genzellen des Chinesi-|pg/ml (- S9), | clor-induzierter
schen Hamsters (V79),|100 - 1200 | Rattenleber
HPRT-Test pg/ml (+ S9),
zelltoxisch
bei der je-
weils hdchs-
ten Konzent-
ration
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Tabelle 5. In vitro-Gentoxizitatsteste mit o-Chlornitrobenzol

Testsystem geprufter metabolisches Ergebnis Literatur
Konzentra- | Aktivierungs- mit ohne
tionsbereich* | system metabolischer | metabolische
(1g/Platte) Aktivierung Aktivierung

Chromosomenaberration, |16 - 216 |S9-Mix aus Aro- [in zwei Unter-|in einer Un-|NTP, 1993

Ovarzellen des Chinesi-|pg/ml (- S9), | clor-induzierter | suchungen tersuchung

schen Hamsters (CHO),|50 - 500 | Rattenleber schwach po- [ negativ, in ei-

200 Metaphasen/Kon- | pg/ml (+ S9) sitiv, in einer | ner fraglich

zentration analysiert negativ

Schwester-Chromatid-Aus- | 5 - 75 pg/ml | S9-Mix aus Aro- |in zwei Unter- [ in zwei Unter- | NTP, 1993

tausch-Test (SCE-Test), | (- S9), clor-induzierter | suchungen suchungen

Ovarzellen des Chinesi-|50 - 500 Rattenleber schwach po- | positiv  bzw.

schen Hamsters (CHO), | pg/ml (+ S9) sitiv, in einer [ schwach po-

50 Metaphasen/Konzent- negativ sitiv, in einer

ration analysiert negativ

UDS-Test, primare Rat-|bis zu 100 |Rattenhepatozy- | negativ - Monsanto,

tenhepatozyten pg/ml, 500 | ten ohne
pg/ml - zyto- Jahreszahl
toxisch

* sofern nicht angegeben, finden sich in den Publikationen keine Angaben zur zytotoxischen Wirkung

sowie zur Reinheit und/oder zu eventuellen Verunreinigungen des verwendeten o-Chlornitrobenzols

Ende Tabelle 5

In zahlreichen Untersuchungen an Salmonella typhimurium, die als Stan-
dardplatteninkorporationsteste, als Prainkubationsteste bzw. als Fluktua-
tionsteste durchgefuhrt wurden, zeigte o-Chlornitrobenzol bei den Stam-
men TA 102, TA 104, TA 1530, TA 1532, TA 1535, TA 1537, TA 1950, TA
1975, TA 1978 und G46 weder ohne noch mit metabolischer Aktivierung
durch S9-Mix eine gentoxische Wirkung. Genmutationen wurden an diesen
Stammen in keinem Fall ausgeldst. Ohne metabolische Aktivierung wurden
mit den weiteren gepruften Stdmmen TA 98, TA 100 und TA 1538 mit Aus-
nahme zweier positiver Befunde am Stamm TA 1538 und eines positiven
Ergebnisses am Stamm TA 98 nur negative Ergebnisse erhalten (Shimizu
et al., 1983; Hoechst, 1984). Diesen positiven Befunden stehen zwei nega-
tive Befunde am Stamm TA 1538 bzw. zahlreiche negative Ergebnisse am
Stamm TA 98 unter vergleichbaren Versuchsbedingungen entgegen
(Gilbert et al., 1980; Graham et al., 1983; sowie weitere Autoren siehe Ta-
belle 5). Mit metabolischer Aktivierung waren die Untersuchungen am
Stamm TA 1538 samtlich negativ. Von insgesamt 13 Untersuchungen an
dem Stamm TA 100, die mit metabolischer Aktivierung durch Zusatz von
S9-Mix durchgefuhrt wurden, verliefen 6 negativ und die anderen 7 positiv.
Ein ganz ahnliches Bild ergaben die Untersuchungen an dem Stamm TA
98. Von 12 mit metabolischer Aktivierung durchgefiihrten Testen hatten 5
positive und 7 negative Ergebnisse. Interessant war in diesem Zusammen-
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hang der Befund, dass der Stamm TA 98 in einem Prainkubationstest unter
den gegebenen Bedingungen mit Zusatz von S9-Mix keine gentoxischen
Effekte bis zur héchsten Konzentration von 100 pg o-Chlornitrobenzol/Plat-
te zeigte, bei zuséatzlicher Gabe von Norharman (200 pg/Platte) aber 9600
Revertanten (Kontrolle 39) hervorbrachte (Suzuki et al., 1983). In einer wei-
teren Arbeit wurde unter Hinzuziehung eines Salmonella typhimurium-
Stammes TA 98 NR mit Nitroreduktasemangel nachgewiesen, dass
0-Chlornitrobenzol zur Entfaltung seiner mutagenen Wirkung zu o-Chlor-
phenylhydroxylamin reduziert werden muss und dass diese Reduktion im
normalen Stamm TA 98 durch die bakterieneigene Nitroreduktase erfolgt.
Am Stamm TA 98 NR war o-Chlornitrobenzol deutlich weniger mutagen als
an TA 98. Ein weiterer Salmonella typhimurium-Stamm TA 98/1,8-DNPg mit
einem Mangel an esterifizierendem Enzym zeigte eine deutlich h6here mu-
tagene Empfindlichkeit gegentiber o-Chlornitrobenzol als der normale
Stamm TA 98, was so interpretiert wurde, dass die im normalen Stamm
stattfindende Veresterung eine hemmende Wirkung auf die mutagene Akti-
vitdt von o-Chlornitrobenzol hat. Die Autoren schlossen daraus, dass die
metabolische Aktivierung durch S9-Mix und der Zusatz von Norharman kei-
nen direkten Einfluss auf die Reduktion von o-Chlornitrobenzol und eine
Esterifizierung haben, die fur die mutagene Wirkung des Stoffes von Be-
deutung sind. Sie vermuteten vielmehr, dass S9-Mix und Norharman eine
Ringoxidation am o-Chlornitrobenzol stimulieren, die ebenfalls fur die deut-
liche Ausbildung einer mutagenen Wirkung schon bei niedrigen Konzentra-
tionen von o-Chlornitrobenzol erforderlich ist (Suzuki et al., 1987).

In einer weiterflhrenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Nor-
harman mit aromatischen Aminen in Gegenwart von S9-Mix ein Addukt bil-
dete, das fur die mutagene Wirkung der Amine verantwortlich war. Anilin
und Norharman bildeten in Gegenwart von S9-Mix Aminophenylnorhar-
man, das zu Hydroxyaminophenylnorharman oxidiert und zur Bildung von
Estern, z. B. mit Essigsaure, aktiviert wurde. In dieser Form reagierte es
mit den Basenbausteinen der DNA und erzeugte Mutationen in den Salmo-
nella typhimurium-Stammen TA 98 und TA 100 (Totsuka et al., 1998). Im
Licht der vorliegenden Befunde sind die unter Zusatz von Norharman er-
haltenen positiven Befunde mit den genannten Bakterienstammen als
Nachweis einer mutagenen Wirkung von o-Chlornitrobenzol als zweifelhaft
anzusehen, da dieser Stoff metabolisch zur Amino- und Hydroxyamino-
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Verbindung umgewandelt wird, die vermutlich wie die aus Anilin gebildete
Verbindung reagiert.

In der Gesamtschau der mit o-Chlornitrobenzol im Salmonella/Mikroso-
men-Test erhobenen Befunde kann angenommen werden, dass die Ver-
bindung ohne metabolische Aktivierung in diesem Testsystem nicht gen-
mutagen wirkt. Mit metabolischer Aktivierung wurden nur bei den Stammen
TA 98 und TA 100 sowohl positive als auch negative Ergebnisse erhalten.
Die Untersuchungen an allen anderen Stammen verliefen negativ.

Mit Escherichia coli WP2 uvrA wurden zwei Prainkubationsteste mit negati-
vem Ergebnis berichtet (JETOC, 1996, 1997). Negativ verlief auch ein
SOS-Chromotest mit Escherichia coli PQ37 (von der Hude et al., 1988)
und ein umu-Test mit Salmonella typhimurium mit dem Stamm TA
1535/pSK 1002 auf DNA-schéadigende Wirkung (Ono et al., 1992).

An Saugerzellen ergaben sich ebenfalls widersprichliche Ergebnisse. Ein
Genmutationstest an V79-Lungenzellen des Chinesischen Hamsters verlief
ohne und mit metabolischer Aktivierung eindeutig negativ (TNO, 1989).
SCE-Teste an Ovarzellen des Chinesischen Hamsters zur Bestimmung
von DNA-Schéaden durch o-Chlornitrobenzol, die parallel von zwei Labora-
torien durchgefuhrt wurden, zeigten in einem Labor ohne metabolische Ak-
tivierung ein positives Ergebnis, das in einem zweiten Versuch reproduzier-
bar war. Mit metabolischer Aktivierung war das Ergebnis negativ. Das an-
dere Labor fand ohne metabolische Aktivierung keine Zunahme der SCEs
(Schwester-Chromatid-Austauschrate), aber mit metabolischer Aktivierung
ein schwach positives, in einem zweiten Versuch reproduzierbares Ergeb-
nis (NTP, 1993). In einem Chromosomenaberrationstest an Ovarzellen des
Chinesischen Hamsters wurde ohne und mit metabolischer Aktivierung ein
negatives Ergebnis erhalten (Huntingdon, 1988). In einem gleichartig
durchgefihrten Test, der wieder von zwei Laboratorien parallel angesetzt
wurde, ergaben sich in einem Labor ein negatives Ergebnis mit metaboli-
scher Aktivierung und ein fragliches Ergebnis ohne metabolische Aktivie-
rung. In dem anderen Labor wurde mit metabolischer Aktivierung ein
schwaches, in einem zweiten Test reproduzierbares positives Ergebnis er-
halten. Ohne metabolische Aktivierung war das Testergebnis negativ (NTP,
1993). In einem UDS-Test an primaren Rattenhepatozyten war o-Chlornit-
robenzol bis zur hochsten nicht zytotoxischen Konzentration negativ.
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7.6.2 In vivo

In einem alkalischen Elutionstest wurde 8 maéannlichen Mausen (Swiss
CD1) eine Dosis von 60 mg o-Chlornitrobenzol/kg Korpergewicht intraperi-
toneal injiziert. Die Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen an Lésemit-
tel appliziert. 4 Stunden spater wurden die Tiere getottet, Leber und Nieren
entnommen und die Zellkerne isoliert. Daraus wurde die DNA fraktioniert,
mit alkalischem Puffer eluiert und mit einer fluorimetrischen Methode analy-
siert. DNA-Fragmente niederen Molekulargewichtes eluieren schneller als
die hochmolekularen DNA-Strange, sodass man mit dieser Methode Ein-
zelstrangbriche der DNA nachweisen kann. o-Chlornitrobenzol bewirkte in
dieser Untersuchung sowohl in der Niere als auch in der Leber ein deutli-
ches Ansteigen der schnell eluierenden DNA-Fraktion (keine weiteren An-
gaben; Cesarone et al., 1982).

Die mutagene Wirkung von o-Chlornitrobenzol wurde auch an Drosophila
melanogaster in einem geschlechtsgebundenen Rezessiv-Letal-Test unter-
sucht. Mannliche erwachsene Fliegen (Canton-S Wild Typ, nicht alter als
24 Stunden) wurden in Fatterungsgefal3en Gber 72 Stunden mit einer 5-
prozentigen Zuckernahrldsung behandelt, die 125 ppm o-Chlornitrobenzol
(99 % rein), gelost in 10-prozentigem Ethanol, enthielt. Danach wurden die
Mannchen mit unbehandelten Weibchen verpaart. Eine Erhéhung der To-
desfalle bei den Nachkommen konnte nicht nachgewiesen werden. Auch
die Injektion von 10000 ppm o-Chlornitrobenzol (keine Angabe der Injek-
tionsmenge) in das Abdomen 1 bis 3 Tage auf Normalfutter gehaltener
mannlicher Fliegen und die Verpaarung derselben mit unbehandelten
Weibchen nach weiteren 24 Stunden erbrachte keine Erhéhung der Todes-
raten bei den Nachkommen, sodass o-Chlornitrobenzol in diesem Test kei-
ne mutagene Wirkung zeigte. Beide verwendeten o-Chlornitrobenzol-Kon-
zentrationen waren so gewahlt, dass 30 % der Tiere unter der Behandlung
starben (Zimmering et al., 1985).

In einem weiteren geschlechtsgebundenen Rezessiv-Letal-Test an Droso-
phila melanogaster wurden die Tiere im Larvenstadium mit o-Chlornitro-
benzol behandelt. Wahrend der Entwicklung der Fliegen vom Ei zum aus-
gewachsenen Tier wurde das Standardfutter mit 60 ppm o-Chlornitrobenzol
(99 % rein, geldst in 4-prozentigem Ethanol) verabreicht. Die so aufgezo-
genen Mannchen, die etwa einen Tag alt waren, wurden mit unbehandel-
ten Weibchen verpaart und die Todesfélle bei den Nachkommen beobach-
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tet. Die o-Chlornitrobenzol-Konzentration war so gewahlt, dass etwa 30 %
der eingesetzten Larven durch die Behandlung starben. Eine erhdhte Mor-
talitat der Nachkommen der lberlebenden Mannchen mit unbehandelten
Weibchen war nicht zu beobachten, sodass sich auch hier keine mutagene
Wirkung des o-Chlornitrobenzols zeigte (Zimmering et al., 1989).

7.7 Kanzerogenitat

In einer Langzeitstudie zur Kanzerogenitat wurde mannlichen Sprague-Daw-
ley-Ratten (Charles River CD) und méannlichen und weiblichen HaM/ICR-
Mausen (Charles River CD-1) o-Chlornitrobenzol (97 bis 99 % rein) tber 18
Monate taglich mit dem Futter verabreicht. Eingesetzt wurden Gruppen von
je 25 Tieren, die 4 bis 6 Wochen alt waren. Die mitgefiihrten Kontrolltiere er-
hielten Normalfutter. Es wurden jeweils zwei Dosierungen angewendet, von
denen die hohere die durch einen 30-tdgigen Vorversuch bestimmte maximal
tolerierte Dosis war und die niedrige die Halfte davon (keine weiteren An-
gaben). Da im Lauf der Untersuchung mit den hohen Dosierungen Verringe-
rungen der Korpergewichtszunahme um > 10 % und gehéauft Todesfalle auf-
traten, wurden bei den Ratten nach 6 Monaten und bei den Mausen nach 8
Monaten die Dosierungen herabgesetzt. Die Ratten wurden danach wahrend
der ersten 6 Monate mit 1000 und 2000 mg o-Chlornitrobenzol/kg Futter be-
handelt und erhielten wahrend der folgenden 12 Monate 500 und 1000 mg
o-Chlornitrobenzol/kg Futter verabreicht. Bei den Mausen waren es in den
ersten 8 Monaten 3000 und 6000 mg o-Chlornitrobenzol/kg Futter und wéah-
rend der folgenden 10 Monate 1500 und 3000 mg o-Chlornitrobenzol/kg Fut-
ter. Das entsprach einer taglichen Dosis von 100 bzw. 200 und 50 bzw. 100
mg/kg Korpergewicht fur die Ratten und von 300 bzw. 600 sowie 150 und
300 mg/kg Korpergewicht flr die Mause (bei der Annahme einer Futterauf-
nahme von 1/10 des Koérpergewichtes). Nach Ablauf der 18-monatigen Be-
handlung wurden die Ratten weitere 6 Monate und die Mause weitere 3 Mo-
nate mit normalem Futter gehalten und dann getttet. Alle Tiere, die im Ver-
such nach dem 6. Behandlungsmonat starben, und alle am Ende der Unter-
suchung getoteten Tiere wurden seziert und einer umfangreichen Untersu-
chung unterzogen. Angaben zu Symptomen, zur Mortalitat und zum Verlauf
der Korpergewichtsentwicklung in den einzelnen Untersuchungsgruppen
fehlen. Die vorhandenen Daten zur Tumorhaufigkeit und zur Art der beob-
achteten Tumoren sind in Tabelle 6 zusammengefasst:
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Tabelle 6. Kanzerogenitatsstudie mit o-Chlornitrobenzol an Ratten und

Mausen, Zahl der tumortragenden Tiere/Gesamtzahl der Giberlebenden
Tiere (Weisburger et al., 1978)

Tierart und Art der nachgewie- Anzahl der nachgewiesenen Tumoren
Geschlecht senen Tumoren niedrige hohe mitgeflihrte | gepoolte
Dosierung |Dosierung |Kontrolle |Kontrolle*
Ratte, mannlich |verschiedenartige 7122 1/19 1/22 14/111
Tumoren**
Maus, mannlich | Hepatome 7/17 3/16 3/18 7/99
Maus, weiblich | Hepatome 5/22 5/19 0/20 1/102

* Kontrollen aus parallel durchgeftihrten Versuchen
** Adenokarzinom der Schilddriise, Lymphosarkom und Cholangiosarkom der Leber, Papillom
des Magens, Hypophysenadenom und subkutanes Fibrom (keine weiteren Angaben)

Die Tabelle 6 zeigt, dass bei mannlichen Ratten unter den angegebenen
Versuchsbedingungen die allgemeine Tumorhaufigkeit in der niedrigen Do-
sis (100 mg/kg Korpergewicht bzw. spater 50 mg/kg Korpergewicht) deut-
lich gegenuber der Kontrolle erhéht war, wahrend die hohe Dosierung die-
se Wirkung nicht hervorbrachte. Bei den Mausen wurden ausschlief3lich
Hepatome gefunden, wobei die Mannchen eine Erhohung der Haufigkeit
auch nur in der niedrigen Dosis (300 mg/kg Korpergewicht bzw. spater 150
mg/kg Korpergewicht) aufwiesen. Die hohe Dosis blieb wirkungslos. Bei
den weiblichen Mausen erfolgte der Anstieg der Haufigkeit der Hepatome
sowohl bei der hohen als auch bei der niedrigen Dosierung, doch auch hier
nicht dosisabhangig. Daten zum Zeitpunkt des Auftretens der Tumoren feh-
len. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass o-Chlornitrobenzol nicht als
sehr aktives Kanzerogen angesehen werden kann, da hohe Dosen und ei-
ne lange Latenzzeit bendtigt werden, um Tumoren zu erzeugen
(Weisburger et al., 1978). Die vorliegende Untersuchung halt den heutigen
Anforderungen an eine solche Studie nicht stand, da zu kleine Tierzahlen
eingesetzt wurden und die Dokumentation der Ergebnisse unzureichend ist.
Das Ergebnis einer mit den geringen Tierzahlen nicht ausreichend sicherba-
ren Erh6hung der Tumorinzidenz nach Gabe sehr hoher Dosen von o-Chlor-
nitrobenzol, die wahrend der Untersuchung gesenkt werden mussten, kann
nur den Hinweis auf eine mogliche kanzerogene Wirkung des Stoffes geben.

Zur Untersuchung einer moglichen leberkanzerogenen Wirkung von o-Chlor-
nitrobenzol wurde eine 4-Wochen-Studie an Mausen mit histochemischer
Darstellung praneoplastischer Leberfoci an Leberschnitten durchgefuhrt (sie-
he auch Kapitel 7.2). Gruppen von je 12 mannlichen und 12 weiblichen Mau-
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sen (keine Angabe des Stammes) wurden mit Konzentrationen von 0 (Kon-
trollen), 50, 500 und 5000 ppm o-Chlornitrobenzol im Futter (entsprechend
5, 50 und 500 mg/kg Korpergewicht bei der Annahme einer Futteraufnahme
von 1/10 des Korpergewichtes) Uber eine Woche taglich behandelt. Je 6 Tie-
re jeder Gruppe wurden dann getotet und die verbliebenen 6 Tiere weitere 3
Wochen mit den gleichen Konzentrationen behandelt und dann auch getotet.
Allen Tieren wurde der linke Leberlappen entnommen und 0,5 cm dicke
Schnitte davon bei - 140 °C schockgefroren. Nach Auftauen des Materials
wurden folgende Parameter histochemisch bestimmt: gespeichertes Glyko-
gen, Glukose-6-phosphatase als Mal3 fur die Glukoneogenese, Glyzerinal-
dehyd-3-phosphatdehydrogenase als Mal3 fir die Glykolyse und Glukose-3-
phosphatdehydrogenase als Mal} fur den Pentosephosphat-Weg. Eine Stei-
gerung der Glykolyse und des Pentosephosphat-Weges mit einer Abnahme
der Glukoneogenese und des in den Lebergeweben gespeicherten Glyko-
gens ist ein integraler Bestandteil der Transformation von Hepatozyten und
damit ein Anzeichen fir einen hepatotoxischen Effekt des zu prifenden Stof-
fes. o-Chlornitrobenzol flhrte unter den Untersuchungsbedingungen nicht
zur Ausbildung der sonst typischen Foci (Anhaufung von Zellen mit den ge-
nannten Stoffwechseldnderungen) im untersuchten Lebergewebe. In Hepa-
tozyten fanden sich jedoch eindeutig dosisabhangige Veranderungen des
Kohlenhydratmetabolismus, von denen die Autoren nicht ausschlie3en woll-
ten, dass diese durch o-Chlornitrobenzol induzierte Foci Uberdeckten. Eine
Zusammenstellung der Befunde ist in Tabelle 7 enthalten.

Tabelle 7. Enzymhistochemisch darstellbare Verdnderungen

des Kohlenhydratstoffwechsels der Mauseleber
nach Gabe von o-Chlornitrobenzol

Dosis/Geschlecht Glykolyse* Pentose- Glukoneo- Glykogen-
phosphat-Weg* genese* gehalt*
0, mannlich - - - 1(+)
0, weiblich 1 (+) - 1-,2() 1-,1()

50 ppm, mannlich

50 ppm, weiblich - - 2 () 1-,3()
500 ppm, mannlich 1(+) 1+ 1--,6-2() 3-,2(9)
500 ppm, weiblich 2 (+) - 7--,4-1() 5--,3-,4()
5000 ppm, mannlich 54+, 7+ 2++, 9+ 1(+) 12 -- 9--,2-,1(+)
5000 ppm, weiblich 2++, 8+ 3++, 4+, 3(+) 11 -- 8--,3-
* Anzahl der Tiere mit
starker Erh6hung ++ starker Erniedrigung
Erhéhung + Erniedrigung -
grenzwertiger Erhéhung (+) grenzwertiger Erniedrigung ()

TOXIKOLOGISCHE BEWERTUNG Nr. 73 o-Chlornitrobenzol 11/00, BG Chemie 51



Die Effekte traten im Allgemeinen bereits nach einer Woche Behandlung
auf und waren nach 4 Wochen nicht verstéarkt, sodass die Tabelle 7 die zu-
sammengefassten Werte bei den Totungszeiten enthalt. Lediglich die Ab-
nahme des Glykogengehaltes wurde durch die langere Behandlung etwas
verstarkt. Die Autoren interpretierten ihre Befunde in dem Sinn, dass unter
0-Chlornitrobenzol in Parenchymzellen der Leber eine Stoffwechsellage in-
duziert wurde, die die Entstehung von Tumoren begulnstigen kbnnte. Sie
sahen darin den Hinweis auf eine mogliche Promotionswirkung der Test-
substanz (Bayer, 1991, 1993).

7.8  Reproduktionstoxizitat

Zur Reproduktionstoxizitat von o-Chlornitrobenzol wurde eine Teratogeni-
tats-/Embryotoxizitatsstudie an weiblichen Ratten (Sprague-Dawley
Crl1l:CD) durchgeftihrt. Gruppen von je 25 trachtigen Tieren (12 Wochen
alt, 198 bis 298 g schwer) wurden vom 6. bis 15. Tag der Trachtigkeit tag-
lich oral mit der Schlundsonde mit Dosierungen von 0 (Kontrollen), 25, 75
und 150 mg o-Chlornitrobenzol (Handelsware)/kg Korpergewicht in Mais-
keimOl behandelt. Als Kontrolle wurde reines Maiskeimol verabreicht. In der
hochsten Dosierung starben alle Tiere der Gruppe innerhalb weniger Tage,
sodass eine Auswertung nicht moglich war. Es wurden deshalb in einem
zweiten Ansatz 100 mg/kg Korpergewicht in der vorstehend beschriebenen
Weise verabreicht und eine zweite Kontrollgruppe mitgefthrt. Die Ergebnis-
se der Dosisgruppen 25, 75 und 100 mg/kg Kdrpergewicht und der Kon-
trollgruppe wurden gemeinsam dargestellt. Kérpergewicht und Futterver-
brauch aller Tiere wurden wahrend der Behandlung und bis zum 21. Tag
der Trachtigkeit bestimmt. An diesem Tag wurden alle Tiere getdtet und
seziert, die Zahl der Implantationen ermittelt und die Feten aus dem Uterus
entnommen. Alle Feten wurden gewogen, ihr Geschlecht bestimmt und ei-
ne aullerliche Untersuchung durchgefuhrt. Die Halfte jedes Wurfes wurde
in Bouin’s Fixativ eingelegt, Serienschnitte hergestellt und eine Untersu-
chung der inneren Organe durchgefihrt. Die andere Halfte wurde nach
Eviszeration in Alkohol fixiert und das Skelettsystem nach Anfarbung mit
Alizerinrot S untersucht. Bei der Dosierung von 25 und 75 mg/kg Korperge-
wicht wurden keine maternaltoxischen Effekte beobachtet. Lediglich bei ei-
ner Dosis von 75 mg/kg Kdrpergewicht war die Entwicklung des Korperge-
wichtes und die Futteraufnahme vom Tag 6 bis 10 der Trachtigkeit gegen-
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uber der Kontrolle vermindert, normalisierte sich aber im Lauf der weiteren
Untersuchung. Je ein Tier starb in der Gruppe mit 75 und mit 100 mg/kg
Kdrpergewicht, jedoch konnte keine toxische Wirkung des o-Chlornitroben-
zols nachgewiesen werden. Bei einer Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht
kam es zu einem Korpergewichtsverlust vom 6. bis 10. Tag und reduzierter
Futteraufnahme vom 6. bis 16. Tag der Trachtigkeit. In keiner der mit
o-Chlornitrobenzol behandelten Tiergruppen gab es eine Abweichung der
Rate der Fruchtbarkeit, der mittleren Zahl der lebenden und toten Feten,
der gesamten Implantationen, der spaten Resorptionen und der Corpora
lutea oder der Praimplantationsverluste zu den Werten der Kontrollgrup-
pen. Eine Steigerung der Frihresorptionen, die bei der mit 75 mg/kg Kor-
pergewicht behandelten Gruppe beobachtet wurde, bestatigte sich nicht
bei der mit 100 mg/kg Korpergewicht behandelten Gruppe und wurde beim
Vergleich mit historischen Kontrollen als nicht relevant angesehen. Keine
biologisch relevanten Unterschiede zur Kontrolle wurden in der Zahl der
Jungtiere festgestellt, die eine Missbildung an Organen oder dem Skelett
aufwiesen. Einzelne Abweichungen bei Dosierungen von 25 und 75 mg/kg
Korpergewicht wurden bei 100 mg/kg Koérpergewicht nicht beobachtet. Die
Autoren schlossen daraus, dass die Behandlung von trachtigen Ratten bis
zu einer taglichen maternaltoxischen Dosis von 100 mg o-Chlornitroben-
zol/kg Korpergewicht weder zu einer teratogenen Wirkung flihrte noch
embryo- oder fetotoxische Effekte hatte (Monsanto, 1986).

In einer nur als Abstract vorliegenden Arbeit wurde an ménnlichen Ratten
(Fischer 344) die Hodentoxizitat von o-Chlornitrobenzol nach einmaliger
oraler Gabe von 150 mg/kg Kdrpergewicht untersucht. Die Tiere wurden 1
oder 25 Tage nach Applikation get6tet und das Hodengewicht, die tagliche
Spermienproduktion und histopathologische Veranderungen im Hoden be-
stimmt. o-Chlornitrobenzol hatte unter den angegebenen Bedingungen kei-
nerlei Einfluss auf den Hoden der Ratten (keine weiteren Angaben; Mohr
und Working, 1988).

In einer subchronischen Toxizitatsstudie, in der Ratten und Mause Uber 13
Wochen der Ganzkdrperinhalation von o-Chlornitrobenzol-Dampfen ausge-
setzt wurden, erfolgte am Versuchsende auch eine Untersuchung der
Spermien und der Vaginalzytologie zur Bestimmung des Ostruszyklus (sie-
he auch Kapitel 7.5). Behandelt wurden Gruppen von je 10 Tieren mit Kon-
zentrationen von 0 (Kontrollen), 4,5, 9 bzw. 18 ppm o-Chlornitrobenzol
(entsprechend 0, 28,8, 57,6 bzw. 115,2 mg/m3) taglich tber 6 Stunden und
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an 5 Tagen/Woche. In der Gruppe der mit 18 ppm behandelten Ratten, ei-
ner Konzentration, die stark systemisch toxisch war (ausgepragte Metha-
moglobinamie und Anamie), wurde bei den Mannchen eine verminderte
Spermatogenese mit vermindertem Hodengewicht nachgewiesen. Das Ge-
wicht der Cauda epididymidis und des gesamten Nebenhodens, die Sper-
matidkopfe/Hoden und die Anzahl der Spermatiden war gegeniber der
Kontrolle deutlich gesenkt. Die Spermienbeweglichkeit war nicht beein-
flusst. Bei den Weibchen wurden keine funktionellen oder morphologischen
Veranderungen der befundeten Reproduktionsparameter gegentber der
Kontrolle festgestellt. Die mannlichen Mause, die mit 18 ppm o-Chlornitro-
benzol behandelt worden waren, zeigten lediglich eine deutliche Verringe-
rung der Spermienbeweglichkeit. Auch hier wurde bei den Weibchen keine
Veranderung gegentiber der Kontrolle gefunden (NTP, 1993).

Hodengewichte und histopathologische Veranderungen des Hodengewe-
bes wurden auch an B6C3F1-M&ausen untersucht, die 4 Wochen lang mit
0-Chlornitrobenzol taglich mit dem Futter behandelt worden waren (siehe
auch Kapitel 7.2). Nur in der héchsten deutlich systemisch toxischen Dosis
von 5000 ppm (entsprechend tatsachlich aufgenommener Menge: 1120
mg/kg Korpergewicht) wurde eine leichte Erniedrigung der Hodengewichte
beobachtet. In keinem Fall konnten histopathologische Befunde an den Ho-
den erhoben werden (Bayer, 1993).

Eine umfassende Studie zur Reproduktionstoxizitat von o-Chlornitrobenzol
Uber 2 Generationen wurde an Mausen (Stamm VAF Crl:CD-1(ICR)BR)
durchgefluhrt, die den Stoff taglich mit der Schlundsonde verabreicht erhiel-
ten (,Reproduction Assessment by Continuous Breeding“). Die Untersu-
chung in der ersten Generation wurde mit 40 Paaren (je ein Mannchen und
ein Weibchen) als Kontrollgruppe und 3 Gruppen von je 20 Paaren, die mit
40, 80 und 160 mg o-Chlornitrobenzol/kg Kérpergewicht behandelt wurden,
durchgefuhrt. Das tber 99 % reine o-Chlornitrobenzol war in Maiskeimol
geldst. Die Kontrolltiere erhielten nur Maiskeimdél. Etwa 11 Wochen alte
Tiere wurden zunachst zu zweit fiir eine Woche gleichgeschlechtlich in Kéa-
figen gehalten und mit den oben angegebenen Dosierungen behandelt.
Anschlieend wurden die Tiere verpaart, als Paare einzeln gehalten und
98 Tage weiter mit o-Chlornitrobenzol behandelt. Am Ende dieser Behand-
lung wurden 23 Tiere der Kontrollgruppe mit 21 Tieren der mit 160 mg/kg
Korpergewicht behandelten Gruppe zur Entnahme von Blut und zur Be-
stimmung der Milzgewichte herangezogen. Der letzte Wurf der verpaarten
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Tiere der Kontrollgruppe und der 160 mg/kg Korpergewicht-Gruppe wurde
am Ende der Behandlungszeit von ihren Muttertieren aufgezogen, nach
dem Absetzen gleichgeschlechtlich zu zweit in Kafigen gehalten und wie
die Elterntiere mit o-Chlornitrobenzol (160 mg/kg Korpergewicht) bzw.
Maiskeimdl (Kontrollen) behandelt. Nach Erreichung der Geschlechtsreife
wurden je Gruppe 20 weibliche und 20 mannliche Tiere verpaart, einzeln ge-
halten und Uber 7 Tage weiter behandelt. Nach der Geburt der ersten Nach-
kommen wurden die Tiere getotet. Untersucht wurden insgesamt folgende
Parameter: klinische Symptome, Korpergewicht und Wasserverbrauch sowie
Milzgewicht und Methamoglobingehalt im Blut nur in der Kontrollgruppe und
der hochsten Dosisgruppe bei den Elterntieren der ersten Generation (Fp),
Fruchtbarkeit in dieser Generation (Zahl der Paare mit Nachkommen, Zahl
der Wurfe/Paar, Zahl der lebenden Nachkommen/Wurf), Geschlechtsvertei-
lung und Gewicht der Jungtiere direkt nach der Geburt. In der zweiten Gene-
ration (F;) wurden die gleichen Parameter untersucht wie in der ersten Ge-
neration, allerdings ohne Zahl der Wirfe/Paar, da nur ein Wurf stattfand,
aber auch mit Bestimmung der Milzgewichte und des Methamoglobingehal-
tes des Blutes. Zusatzlich wurde bei allen mannlichen F;-Tieren eine aus-
fuhrliche Untersuchung der Hoden und Nebenhoden und bei den weiblichen
F,-Tieren der Vaginalzytologie zur Bestimmung des Ostruszyklus durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Anfang Tabelle 8
Tabelle 8. Reproduktionstoxikologische Studie an Mausen mit

0-Chlornitrobenzol (NTP, 1992)

erste Generation (Fq) Dosis (mg/kg Korpergewicht)
40 80 160

Kdrpergewichte unbeeinflusst unbeeinflusst leicht erhdht

klinische Zeichen keine keine leichte  Inaktivitat,
Zyanose bei einzel-
nen weiblichen Tie-
ren

Mortalitat (Kontrolle 4/40) 2/20 2/20 3/20

Wasserverbrauch unbeeinflusst unbeeinflusst unbeeinflusst

Zahl der Paare mit Nachkommen alle alle alle

Zahl der Wirfe/Paar (Kontrolle 4,9) Mittelwert 4,9 in allen Dosisgruppen

Zahl der lebenden Nachkommen/Wurf|12,1 11,9 12,9

(Kontrolle 11,2)

Geschlechtsverteilung und Gewicht der | unbeeinflusst unbeeinflusst unbeeinflusst

Jungtiere direkt nach der Geburt

Milzgewichte nicht bestimmt nicht bestimmt erhoht auf das 1,5-
bis 2fache

Methdmoglobingehalt im Blut nicht bestimmt nicht bestimmt erhoht auf das 4-
bis 6fache
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Tabelle 8. Reproduktionstoxikologische Studie an Mausen mit

0-Chlornitrobenzol (NTP, 1992)

zweite Generation (F;), Nachkommen von Kontrollen und mit 160 mg/kg Kérpergewicht behan-
delten Tieren

Kdrpergewichte leicht erhdht in der mit o-Chlornitrobenzol behandelten Gruppe

klinische Zeichen keine

Mortalitat keine

Wasserverbrauch kein Unterschied zwischen Kontrollen und der mit o-Chlornitro-
benzol behandelten Gruppe

Zahl der Paare mit Nachkommen Kontrolle 19/20, behandelte Gruppe 19/20

Zahl der lebenden Nachkommen/Wurf kein Unterschied zwischen Kontrolle und behandelter Gruppe
(11,6/11,4)

Geschlechtsverteilung und Gewicht der | kein Unterschied zwischen Kontrollen und behandelter Gruppe
Jungtiere direkt nach der Geburt

Milzgewichte auf das 1,4- bis 1,6fache erh6ht gegeniber der Kontrolle
Methdmoglobingehalt auf das 3fache erh6ht gegeniber der Kontrolle
Ostruszyklus keine Beeinflussung durch die Behandlung mit o-Chlornitrobenzol

Zahl der Spermien, Prozentzahl abnor- | keine Beeinflussung durch die Behandlung mit o-Chlornitrobenzol
mer Spermien und Spermienbeweglich-
keit im Nebenhoden sowie Hoden und
Nebenhodengewichte

Ende Tabelle 8

Es zeigte sich, dass die Behandlung mit o-Chlornitrobenzol weder in der ers-
ten noch in der zweiten Generation auf die Reproduktionsfahigkeit der Mau-
se einen Einfluss ausgelbt hatte. Die zur Behandlung der ersten Generation
eingesetzten Dosierungen von 40 und 80 mg/kg Kérpergewicht ergaben kei-
nerlei Hinweis auf eine toxische Wirkung des o-Chlornitrobenzols, wahrend
160 mg/kg Korpergewicht zu einer deutlichen Erhéhung der Milzgewichte
und des Methdmoglobingehaltes im Blut sowie bei einzelnen Tieren zu toxi-
schen Zeichen fuhrte. Auch in der zweiten Generation wirkte die Behandlung
mit o-Chlornitrobenzol in der gleichen Weise auf die Milz und den Methamo-
globingehalt ein. Die Autoren kamen damit zu dem Schluss, dass o-Chlor-
nitrobenzol auch in Gegenwart von systemisch-toxischen Symptomen bei
Mausen keine reproduktionstoxische Wirkung zeigte (NTP, 1992).

7.9  Wirkungen auf das Immunsystem

Keine Information vorhanden.

7.10 Neurotoxizitat

Keine Information vorhanden.
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7.11 Sonstige Wirkungen

Der Einfluss von o-Chlornitrobenzol auf die Lipidperoxidation, die Starke
der antioxidativen Wirkung und den Gehalt an Vitamin E im Gewebe von
Leber und Milz wurde an Ratten untersucht. Mannliche weil3e Ratten (200
bis 300 g schwer) wurden taglich mit der Schlundsonde mit einer Dosis von
51 mg o-Chlornitrobenzol/kg Kérpergewicht in Sonnenblumendl behandelt.
Die Behandlungszeit betrug in einer Gruppe 5 Tage, in einer weiteren
Gruppe 30 Tage. Danach wurden die Tiere getéttet, Leber und Milz ent-
nommen und in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Nach dem Auftauen wur-
de ein 20-prozentiges Homogenat in Phosphatpuffer hergestellt. In diesem
wurde der Gehalt an priméaren Lipidperoxidationsprodukten (Dien-, Trien-,
Oxodien- und Tetraenkonjugate) und Malondialdehyd als sekundéres Li-
pidperoxidationsprodukt bestimmt. Die Starke der antioxidativen Wirkung
wurde unter Verwendung des Modells der Olsaurethermoautoxidation ge-
messen und der Vitamin E-Gehalt nach alkalischer Hydrolyse des Homo-
genats bestimmt. Die Behandlung mit o-Chlornitrobenzol bewirkte nach 30
Tagen in der Leber ein Absinken des Gehaltes an Dien-, Trien- und Oxo-
dienkonjugaten und Malondialdehyd. Nach 5-tdgiger Behandlung waren
diese Effekte noch nicht zu beobachten. In der Milz wurden weder nach 5
noch nach 30 Tagen Behandlung Anderungen im Gehalt der primaren und
sekundaren Lipidperoxidationsprodukte beobachtet. Der Vitamin E-Gehalt
wurde durch die o-Chlornitrobenzol-Behandlung in der Leber gegentber
der Kontrolle nicht verandert, in der Milz jedoch nach 5 Tagen Behandlung
deutlich gesenkt. Nach 30-tagiger Behandlung war der Vitamin E-Gehalt in
der Milz erh6ht. Die Gesamtaktivitdt der Antioxidation wurde in der Leber
nach 5-tdgiger Behandlung auf das 1,7fache gegenuber der Kontrolle ge-
steigert, bewegte sich nach 30-tagiger Behandlung wieder im Kontrollbe-
reich. In der Milz war dieser Parameter nicht beeinflusst. Die Autoren ka-
men zu dem - sehr spekulativen - Schluss, dass o-Chlornitrobenzol die Li-
pidoxidation beeinflusst und vermuteten, dass dieses System an der Deto-
xifikation des o-Chlornitrobenzols besonders in der Leber beteiligt sei
(Paranich et al., 1993).

In einer in vitro-Studie wurde der Effekt von o-Chlornitrobenzol auf die Akti-
vitat der o-Aminolavulinsdure-Synthetase und der Ferrochelatase aus Rat-
tenlebern untersucht. Eingesetzt wurde 5-prozentiges Rattenleberhomoge-
nat in Puffer, das zum Aufschluss der Mitochondrienmembranen mit Ultra-
schall behandelt wurde. o-Chlornitrobenzol, in einer 10° M Konzentration
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(entsprechend 0,16 mg/ml), hatte keine Wirkung auf die Aktivitat der 6-Ami-
nolavulinsdure-Synthetase und steigerte die Aktivitat der Ferrochelatase
leicht, was jedoch nicht statistisch gesichert werden konnte (Johnson et al.,
1985).

8 Erfahrungen beim Menschen

Obwohl die Gefahrlichkeit von o-Chlornitrobenzol fir den Menschen seit
langem bekannt ist, fehlen Angaben zur Wirkung des reinen Stoffes in der
Literatur fast vollstandig. Bei den Berichten tber Vergiftungen handelt es
sich ausschlief3lich um Mischexpositionen, haufig mit p-Chlornitrobenzol
und/oder Nitrobenzol.

Als wesentliche Befunde einer Vergiftung durch Chlornitrobenzole am Men-
schen wurden Meth&moglobinbildung, Sensibilisierung der Haut, leichte
Hautreizung, Nieren- und Leberschéden, leichte Depression des Zentral-
nervensystems und Hyperthermie genannt. Zwischen den einzelnen Iso-
meren wurde nicht unterschieden (Dreisbach, 1969).

Linch (1974) versuchte eine Einordnung in ein Klassifizierungssystem, das
von einer 10-jahrigen Erfahrung und 187 Zyanoseféllen ausging und die
Wirksamkeit von ,1: am meisten wirksam*® bis ,13: am wenigsten wirksam®*
einteilte. o-Chlornitrobenzol erhielt die Wirkungszahl 7, allerdings nicht un-
terschieden von p-Chlornitrobenzol und einem Gemisch von Chlornitroben-
zolen. Bei der Exposition wurde immer die parallele Aufnahme uber die
Haut und die Inhalation angenommen (Linch, 1974).

Die Geruchsschwelle von o-Chlornitrobenzol in Wasser wurde mit 0,02
mg/l angegeben. Es wurde jedoch nicht zwischen den Chlornitrobenzoliso-
meren unterschieden (Davydova, 1967).

Vergiftungen im Arbeitsbereich, an denen o-Chlornitrobenzol mal3geblich
beteiligt war, wurden mehrfach berichtet. Schon 1902 wurde eine tédliche
Vergiftung mit ,Nitrochlorbenzol“ beschrieben sowie schwere Vergiftungen
von 4 Arbeitern eines Chlorbenzol-Betriebes, die gegen Nitrochlorbenzol
exponiert waren und nach Alkoholgenuss bewusstlos wurden und erst 8 bis
10 Stunden spéater wieder zu sich kamen. Sie zeigten typische Symptome
einer Zyanose (Leymann, 1904).
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Bei der Isolierung von o- und p-Chlornitrobenzol kam es zu einer starken
Exposition der Arbeiter gegentber den Dampfen aus dem erhitzten Ge-
misch. 2 von 3 Beschaftigten zeigten nach 3 bzw. 3,5 Tagen schwere Ver-
giftungssymptome mit Kollaps, Erbrechen, Kopfschmerzen und starker
Zyanose. Nach Verringerung der Exposition durch Anderung des Arbeits-
zyklus traten trotzdem noch zwei weitere Vergiftungsfalle mit gleichen
Symptomen auf (Renshaw und Ashcroft, 1926).

Eine weitere Vergiftung mit einem Gemisch aus o- und p-Chlornitrobenzol,
gegentber dessen Dampfen ein Arbeiter in einem heil3en Raum uber lan-
gere Zeit ausgesetzt war, fluhrte nach einer Latenzzeit von einer Stunde zu
Ohnmachtsanféallen, heftigen Kopfschmerzen, Erbrechen und Krampfen.
Nach Einlieferung in die Klinik in bewusstlosem Zustand wurde eine Zyano-
se und Methamoglobinamie diagnostiziert. Am zweiten Kliniktag war bis auf
eine leichte Nierenfunktionsstérung eine vollstdndige Erholung erreicht
(Schwanke, 1930).

Zwei Falle von schwerer Vergiftung mit ,Nitrochlorbenzol* mit Bewusstlo-
sigkeit und starker Zyanose wurden zur Feststellung von Spatschaden
uber mehrere Monate nachbeobachtet. In einem Fall traten nach 2 Mona-
ten noch Kopfschmerzen und Schwachegefuhl auf und eine leichte sekun-
dare Anamie war nachweisbar. Nach 3 Monaten war eine vollstandige Er-
holung eingetreten. Im zweiten Fall wurden noch nach 9 Monaten Kopf-
schmerzen, Magenbeschwerden und eine Lymphozytose beobachtet. Es
bestand hier allerdings der Verdacht auf Alkoholabusus (Bonzanigo, 1931).

Die Exposition gegentber einem Gemisch aus o- und p-Chlornitrobenzol
fuhrte zu einer schweren Vergiftung, als bei einer Stérung in einer Anlage
zur Isolierung der Isomeren und der folgenden Reparatur ein Arbeiter
reichliche Mengen der Dampfe einatmete. Es kam zu Kollaps, Symptomen
von Zyanose und Absinken des Hamoglobingehaltes auf 65 % der Norm.
Der Patient erholte sich nur langsam, klagte tber Atemnot und Schwindel
und hatte nach 7 Wochen erst 80 % des normalen Hamoglobingehaltes er-
reicht (Gerbis, 1932).

In einer Ubersichtsarbeit, in der 325 in den Jahren 1961 bis 1980 in GroR-
britannien registrierten Vergiftungsfalle mit Chemikalien, die zu einer Zya-
nose fuhrten, aufgelistet sind, wurden ,Nitrochlorbenzole” als verantwortli-
che Agenzien aufgefuhrt. Mit diesen Stoffen (nicht nach Isomeren aufge-
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gliedert) wurden 50 Falle von Vergiftungen im Berichtszeitraum registriert,
von denen 23 ,frihe* Falle, d. h. die Symptome traten wahrend der Arbeit
am gleichen Tag auf, und 27 ,verzogerte” Falle waren, die erst einige Zeit
spater in Erscheinung traten. Die Aufnahme erfolgte entweder lber die
Haut, durch Inhalation oder gemischt tUber die Haut und durch Inhalation
(Sekimpi und Jones, 1986).

Trotz einer jahrzehntelangen Verwendung sind keine Hinweise auf eine al-
lergisierende Wirkung von o-Chlornitrobenzol beim Menschen bekannt ge-
worden (BUA, 1985; Bayer, 1999).

9 Einstufungen und Grenzwerte

Die Senatskommission zur Prufung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (MAK-Kommission) hat o-Chlor-
nitrobenzol in die Kategorie 3 der Krebs erzeugenden Arbeitsstoffe ,Stoffe,
die wegen erwiesener oder mdglicher Krebs erzeugender Wirkung Anlass
zur Besorgnis geben, aber aufgrund unzureichender Informationen nicht
endgultig beurteilt werden kénnen“ der MAK- und BAT-Werte-Liste einge-
stuft und wegen der Gefahr der Hautresorption mit ,H“ markiert (DFG,
2000; Greim, 2000).

o-Chlornitrobenzol wurde aufRerdem in die Kanzerogenitatskategorie K3
~oStoffe, die wegen madglicher Krebs erregender Wirkung beim Menschen
Anlass zur Besorgnis geben, Uber die jedoch nicht gentgend Informatio-
nen fur eine befriedigende Beurteilung vorliegen“ sowie in die Kategorie
Re3 der fortpflanzungsgefahrdenden Stoffe ,Stoffe, die wegen moglicher
Beeintrachtigung der Fortpflanzungsfahigkeit (Fruchtbarkeit) des Men-
schen zur Besorgnis Anlass geben* geméal den EU-Einstufungskriterien in
der TRGS 905 legal eingestuft (TRGS 905, 2000).

10 Arbeitsmedizinische Empfehlungen

Arbeitsmedizinische Vorsorgeuntersuchungen nach dem Berufsgenossen-
schaftlichen Grundsatz G 33 (aromatische Nitro- oder Aminoverbindun-
gen). Auf die Einstufung des Stoffes in die Kategorie K3 und Rg3 nach
TRGS 905 und die Gefahr der Hautresorption wird ausdrticklich hingewie-
sen.
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