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4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek  
(w przeliczeniu na 4-chloro-2-toliloaminę)  
– frakcja wdychalna 
Dokumentacja proponowanych dopuszczalnych wielkości  
narażenia zawodowego1,2

4-Chloro-o-toluidine and its hydrochloride – inhalable fraction
Documentation of proposed values of occupational exposure limits (OELs)
  

1 Wartość NDS 4-chloro-2-toliloaminy – frakcji wdychalnej została w dniu 23.06.2020 r. przyjęta na 95. posiedzeniu Międzyresortowej  
Komisji do spraw Najwyższych Dopuszczalnych Stężeń i Natężeń Czynników Szkodliwych dla Zdrowia w Środowisku Pracy i następnie została 
przedłożona Ministrowi Rodziny, Pracy i Polityki Społecznej (wniosek nr 110) w celu jej wprowadzenia do rozporządzenia w załączniku nr 1 
w części A wykazu najwyższych dopuszczalnych stężeń i natężeń czynników szkodliwych dla zdrowia w środowisku pracy. 
2  Publikacja opracowana na podstawie wyników IV etapu programu wieloletniego „Poprawa bezpieczeństwa i warunków pracy”, finanso-
wanego w latach 2017-2019 w zakresie badań naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego/Narodowe 
Centrum Badań i Rozwoju. 
Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy – Państwowy Instytut Badawczy.

NDS  0,02 mg/m3 
NDSCh: nie ustalono
NDSP  nie ustalono
DSB:  nie ustalono
Carc. 1B  substancja o działaniu rakotwórczym na człowieka kategorii zagrożenia 1B 
Skóra   wchłanianie substancji przez skórę może być tak samo istotne, jak przy narażeniu drogą oddechową

Data zatwierdzenia przez Zespół Ekspertów: 25-27.06.2019 r.
Data zatwierdzenia przez Komisję ds. NDS i NDN: 23.06.2020 r.
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4-Chloro-2-toliloamina (4-COT, 4-chloro-o-toluidyna) i jej chlorowodorek są ciałami stałymi. W warunkach labora-
toryjnych 4-COT jest stosowana jako barwnik w immunochemii i w biologii molekularnej.
W Polsce narażenie na 4-chloro-2-toliloaminę i/lub jej chlorowodorek zgłaszały wyłącznie laboratoria. Zgłoszona do 
rejestru liczba narażonych na 4-COT wyniosła 262 osoby w 2012 r., a w 2017 – 12 osób. 
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 Abstract

W warunkach narażenia zawodowego 4-COT wchłania się głównie przez skórę i drogi oddechowe. U osób narażo-
nych stwierdzono działanie methemoglobinotwórcze związku oraz występowanie objawów ze strony dróg moczo-
wych w postaci ostrego, krwotocznego zapalenia pęcherza moczowego. 
Mediany dawek letalnych 4-COT dla gryzoni (drogą pokarmową) wynoszą 860 ÷ 1 058 mg/kg mc. Związek ten wy-
wiera także umiarkowane działanie drażniące na skórę i oczy. Dane na temat toksyczności podprzewlekłej i przewle-
kłej 4-COT dla zwierząt wskazują na toksyczność ogólnoustrojową. 
4-COT wykazuje działanie mutagennie i genotoksycznie zarówno w warunkach in vivo, jak i in vitro. Powoduje 
uszkodzenie DNA oraz tworzy addukty z DNA. 
W dostępnym piśmiennictwie nie ma informacji na temat wpływu 4-COT na rozrodczość ludzi. Nie ma danych na 
temat embriotoksyczności i teratogenności tego związku. W doświadczeniu na myszach wykazano, że 4-COT nie ma 
wpływu na potencjał rozrodczy samców oraz rozwój potomstwa. 
U osób zawodowo narażonych na 4-COT stwierdzano istotny wzrost występowania raka pęcherza moczowego. Brak 
jest danych o wielkości stężeń 4-COT, na jakie osoby te były narażone. 
4-COT jest związkiem rakotwórczym dla zwierząt. 
4-COT ma zharmonizowaną klasyfikację jako substancja rakotwórcza kategorii zagrożenia 1B. IARC zaliczyła 4-COT 
do grupy 2A – związków o prawdopodobnym działaniu rakotwórczym na człowieka. 
W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono danych dotyczących wydajności i wchłaniania 4-COT różnymi drogami. 
U zwierząt metabolizm 4-COT może przebiegać szlakami N-acetylacji i N-hydroksylacji/N-oksydacji, przy udziale 
CYP1A1 i/lub CYP1A2, do aktywnych metabolitów. Związek jest wydalany głównie z moczem w postaci niezmienio-
nej oraz metabolitów, np. kwasu 5-chloroantranilowego i 4-chloro-2-metyloacetanilidu. 
Nie ma danych na temat toksykokinetyki 4-COT u ludzi.
W większości państw nie ustalono wartości dopuszczalnych stężeń dla 4-COT w środowisku pracy ze względu na jej 
potencjał rakotwórczy. Jedynym krajem europejskim, w którym ustalono wartość normatywu, jest Chorwacja, gdzie 
wartość NDS ustalono na poziomie 0,01 mg/m3 z jednoczesną notacją „skóra”. Podstawy ustalenia tej wartości nie są 
znane. 
Jako podstawę do zaproponowania wartości NDS przyjęto działanie rakotwórcze 4-COT. Wartość NDS wyprowadzo-
no przy wykorzystaniu współczynnika SF = 0,27 (mg/kg-dzień)-1, ustalonego na podstawie występowania nowotwo-
rów naczyniowych u myszy. Przy założonym ryzyku R = 10-4 obliczona wartość NDS wynosi 0,02 mg/m3. Nie znale-
ziono podstaw do ustalenia wartości chwilowej NDSCh i dopuszczalnego stężenia w materiale biologicznym (DSB). 
Narażenie przez skórę może mieć znaczny udział w ilości związku pobranej przez pracowników, wymagana jest więc 
notacja „skóra”. 
Zakres tematyczny artykułu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczeństwa i higieny środowiska pracy będące 
przedmiotem badań z zakresu nauk o zdrowiu oraz inżynierii środowiska.

Słowa kluczowe: 4-chloro-2-toliloamina, toksyczność, narażenie zawodowe, NDS, nauki o zdrowiu, inżynieria śro-
dowiska.

4-Chloro-o-toluidine (4-COT) and its hydrochloride are solids. 4-Chloro-o-toluidine is currently used as a dye in 
immunochemistry and molecular biology. In Poland, exposure to 4-COT and/or its hydrochloride was only repor-
ted by laboratories. The number of people exposed was 262 in 2012 and 12 in 2017. Under occupational exposure 
conditions, 4-COT is absorbed through the skin and airways. Methemoglobinogenic effects and acute hemorrha-
gic cystitis were diagnosed in exposed individuals. Median lethal doses after administration of 4-COT by the oral 
route to rodents were 860-1058 mg/kg b.w. The compound had a moderately irritating effect on skin and eyes. 
Studies of subchronic and chronic toxicity in animals indicate systemic toxicity. 4-COT had mutagenic and geno-
toxic effects in vivo as in vitro. It caused damage and adducts of DNA. There are no data on the effects of 4-COT 
on human reproduction and no data on its embryotoxicity and teratogenicity. In mice, 4-COT did not affect the 
reproductive potential of males or the development of their offspring. A significant increase in the incidence of 
bladder cancer was observed in individuals occupationally exposed to 4-COT. There are no data on the concentra-
tions of 4-COT to which these individuals were exposed. 4-COT is an animal carcinogen. 4-COT is classified as  
a category 1B carcinogen. IARC has classified 4-COT into group 2A – compounds with probable carcinogenic effects 
in humans. No data are available on the rate and efficiency of absorption of 4-COT by different routes. In animals, 
the metabolism of 4-COT may be via N-acetylation and N-hydroxylation/N-oxidation routes, involving CYP1A1 
and/or CYP1A2, to active metabolites. The compound is excreted mainly with urine in unaltered form and the 
metabolites, e.g. 5-chloroantranilic acid and 4-chloro-2-methylacetanilide. There are no data on the toxicokinetic 
of 4-COT in humans. In most countries, no MAC values have been established due to the carcinogenic potential 
of 4-COT. Only in Croatia the MAC value was set at 0.01 mg/m3, with the notation ‘skin’. The basis for establishing 
this value is unknown. The carcinogenic effect of 4-COT has been used as a basis for proposing the MAC values. 
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CHARAKTERYSTYKA  SUBSTANCJI,  ZASTOSOWANIE,  NARAŻENIE  ZAWODOWE

The value of MAC was derived from the factor SF = 0.27 (mg/kg-day)-1, determined on the basis of the occurrence 
of vascular tumors in mice. At the assumed risk of R = 10-4, the calculated MAC value is 0.02 mg/m3. No basis for 
establishing STEL and BEI values was found. As dermal absorption may be as important as inhalation exposure,  
a “skin” notation is required. This article discusses the problems of occupational safety and health, which are cove-
red by health sciences and environmental engineering.

Key words: 4-chloro-o-toluidine, toxicity, occupational exposure, MAC, health sciences, environmental engineering.

Ogólna charakterystyka substancji 

Ogólna charakterystyka 4-chloro-2-toliloaminy 
(ChemIDplus 2019a; PubChem 2019a; IARC 
2010; Rozporządzenie… 2008):

 – wzór sumaryczny C7H8ClN
 – wzór strukturalny 

 – nazwa CAS  4-chloro-
   -2-metylo-
   benzamina

 – nazwa zwyczajowa 4-chloro-
   -o-toluidyna

 – numer CAS  95-69-2
 – numer RTECS  XU5000000
 – numer WE  202-441-6
 – numer indeksowy 612-196-00-0
 – synonimy:  2-amino-5-chloro-

toluen; 3-chloro-
-6-aminotoluen; 
4-chloro-2-metylo-
anilina; 4-chloro-
-6-metyloanilina; 
(4-chloro-2-me-
tylofenylo)amina; 
4-chloro-orto-to-
luidyna; 5-chloro-
-2-aminotoluen; 
para-chloro-orto-
-toluidyna; 2-mety-
lo-4-chloroanilina; 
2-metylo-4-chlo-
robenzamina.

Ogólna charakterystyka chlorowodorku 
4-chloro-2-toliloaminy (ChemIDplus 2019b; 
PubChem 2019b; IARC 2010; Rozporządzenie… 
2008):

 – wzór sumaryczny  C7H8ClN . HCl
 – wzór strukturalny 

 – nazwa CAS  chlorowodorek 
4-chloro-2-mety-
lobenzaminy

 – nazwa zwyczajowa chlorowodorek 
4-chloro-o-toluidyny

 – numer CAS  3165-93-3
 – numer RTECS  XU5250000
 – numer WE  221-627-8
 – numer indeksowy 612-196-00-0
 – synonimy: chlorowodorek 

2-metylo-4-chlo-
roaniliny; 
chlorowodorek 
4-chloro-2-mety-
loaniliny; 
chlorowodorek 
para-chloro-orto- 
-toluidyny.

Zgodnie z Rozporządzeniem Parlamentu  
i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16.12.2008 r.  
w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pako-
wania substancji i mieszanin, zmieniające-
go i uchylającego dyrektywy 67/548/EWG  
i 1999/45/WE oraz zmieniającego rozporzą-
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dzenie (WE) nr 1907/2006 (Dz. Urz. UE L353  
z dnia 31.12.2008 r. ze zm.) 4-chloro-2-tolilo-
amina i jej chlorowodorek mają zharmonizo-

waną klasyfikację, wg tabeli 3.1 załącznika VI. 
Klasyfikację tę zamieszczono w tabeli 1. i przed-
stawiono na rysunku 1.

Tabela 1.  
Zharmonizowana klasyfikacja oraz oznakowanie 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku (Rozporządzenie… 2008)

Międzynarodowa 
terminologia 
chemiczna

Klasyfikacja Oznakowanie

klasa zagrożenia i kody 
kategorii

kody zwrotów 
wskazujących rodzaj 

zagrożenia

piktogram, kody haseł 
ostrzegawczych

kody zwrotów 
wskazujących rodzaj 

zagrożenia

4-chloro-o- 
-toluidine
4-chloro- 
-o-toluidine 
hydrochloride

Carc. 1B
Muta. 2

Acute Tox. 3*

Aquatic Acute 1
Aquatic Chronic 1

H350
H341
H331
H311
H301
H400
H410

GHS06
GHS08
GHS09

Dgr

H350
H341
H331
H311
H301
H410

Objaśnienia:
Carc. 1B – rakotwórczość, kategoria zagrożenia 1B.
H350 – może powodować raka.
Muta. 2 – mutagenność, kategoria zagrożenia 2.
H341 – podejrzewa się, że powoduje wady genetyczne.
Acute Tox. 3* – toksyczność ostra (po narażeniu drogą inhalacyjną, w kontakcie ze skórą i po połknięciu), kategoria zagrożenia 3*.
(*) – minimum klasyfikacji.
H331 – działa toksycznie w następstwie wdychania.
H311 – działa toksycznie w kontakcie ze skórą.
H301 – działa toksycznie po połknięciu.
Aquatic Acute 1 – zagrożenie dla środowiska wodnego, kategoria ostra 1.
H400 – działa bardzo toksycznie na organizmy wodne.
Aquatic Chronic 1 – zagrożenie dla środowiska wodnego, kategoria przewlekła 1.
H410 – działa bardzo toksycznie na organizmy wodne, powodując długotrwałe skutki.
Dgr – hasło ostrzegawcze – niebezpieczeństwo.

                                                 GHS06                                                     GHS08                                                     GHS09

    
Rys. 1.  Kody hasła ostrzegawczego „Niebezpieczeństwo”. Piktogramy określone w rozporządzeniu WE nr 1272/2008 mają czarny 
symbol na białym tle z czerwonym obramowaniem, na tyle szerokim, aby było wyraźnie widoczne

Właściwości fizykochemiczne 

Właściwości fizykochemiczne 4-chloro-2-to-
liloaminy (ChemIDplus 2019a; PubChem 
2019a; IARC 2000; 2010; NTP 2016):

 – wygląd szaro-białe krystaliczne 
ciało stałe lub płatki 
(listki)

 – masa  
cząsteczkowa 141,60

 – temperatura  

wrzenia 244 °C 
 – temperatura  

topnienia 30,3 °C
 – gęstość 1,19 g/cm3 
 – prężność par 5,5 Pa w temp. 25 °C 
 – względna gęstość 

par 4,9 (powietrze = 1)
 – log Pow 2,27
 – rozpuszczalność: w wodzie – 954 mg/l  

 w temp. 25 °C;  
 rozpuszczalna  
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 w etanolu, słabo  
 rozpuszczalna  
 w tetrachlorku węgla 

 – współczynnik  
przeliczeniowy  
(w temp. 25 °C;  
101,3 kPa)  1 ppm ≈ 5,79 mg/m3.

Właściwości fizykochemiczne chlorowodor-
ku 4-chloro-2-toliloaminy (ChemIDplus 2019b; 
PubChem 2019b):

 – wygląd  proszek o barwie  
 pudrowej lub  
 jasnoróżowej

 – masa  
cząsteczkowa 178,07

 – temperatura  
wrzenia 244 °C 

 – temperatura  
topnienia 30,3 °C

 – gęstość 1,19 g/cm3 
 – prężność par 5,5 Pa w temp. 25 °C 
 – względna gęstość  

par 4,9 (powietrze = 1)
 – log Pow 2,27
 – rozpuszczalność: w wodzie – 954 mg/l 

  w temp. 25 °C; 
 rozpuszczalna  
 w etanolu, słabo  
 rozpuszczalna  
 w tetrachlorku węgla 

 – współczynnik  
przeliczeniowy  
(w temp. 25 °C;  
101,3 kPa) 1 ppm ≈ 7,28 mg/m3.

Otrzymywanie, zastosowanie, 
narażenie zawodowe

4-Chloro-2-toliloaminę (4-COT) wytwarza się 
na drodze chlorowania: o-toluidyny lub 2-for-
mylotoluenu albo 2-acetyloaminotoluenu, a na-
stępnie otrzymany produkt poddaje się hydroli-
zie lub alkoholizie (IARC 1990).

Produkcję przemysłową 4-chloro-2-tolilo-
aminy rozpoczęto w Niemczech w 1924 r., na-
tomiast w USA w 1939 r. (IARC 2010; NTP 
2016). W USA zaprzestano produkcji 4-chlo-
ro-2-toliloaminy w roku 1979. Podobnie  
w Niemczech zakończono produkcję związku 
w 1986 r. (IARC 1990). W latach 80. XX w. pro-

dukcja i stosowanie 4-chloro-2-toliloaminy także  
w wielu innych krajach zostały ograniczone 
(IARC 2000). W 2009 r. 4-chloro-2-toliloami-
na była wytwarzana przez dwóch producentów  
w Chinach i jednego w Indiach. Dane dotyczą-
ce wielkości produkcji 4-chloro-2-toliloami-
ny są fragmentaryczne. Dla przykładu, w USA  
w roku 1986 i 1990 całkowita produkcja, łącznie 
z importem 4-chloro-2-toliloaminy, wynosiła  
ok. 4,5 ÷ 227 t, natomiast w roku 2002 spadła po-
niżej 4,5 t (IARC 2010; NTP 2016). 

4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek 
w przeszłości stosowano głównie do produkcji 
barwników azowych, np. Red 7 czy Yellow 49, 
używanych w przemyśle tekstylnym do barwie-
nia gotowych tkanin i przędzy: bawełny, jedwa-
biu i nylonu (IARC 2000; 2010). 

W wielu państwach produkcja i stosowanie 
4-chloro-2-toliloaminy zostały ograniczone. 
Wynika to z obowiązujących przepisów praw-
nych rozporządzenia REACH (Załącznik XVII 
do rozporządzenia REACH (1907/2006 WE), 
zmieniony przez rozporządzenie Komisji (UE) 
2018/1513 określa ograniczenia dotyczące pro-
dukcji, wprowadzania do obrotu i stosowania 
niektórych niebezpiecznych substancji i wyro-
bów). Barwniki azowe, które mogą uwalniać 
jedną lub więcej amin aromatycznych, wymie-
nionych w wykazie REACH, w wykrywalnych 
stężeniach nie mogą byś stosowane w artyku-
łach tekstylnych lub skórzanych (które mogą 
wchodzić w bezpośredni i długotrwały kon-
takt ze skórą ludzką, np.: odzież, pościel czy  
obuwie). Od 1 listopada 2020 r. nie wolno wpro-
wadzać do obrotu produktów, w których stęże-
nie 4-chloro-2-toliloaminy może przekraczać 
30 mg/kg gotowego produktu (rozporządzenie 
UE 2018/1513).

4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek 
był stosowany także do produkcji chlordimefor-
mu (N’(4-chloro-2-metylfenylo)-N,N-dimetylo-
metanimidamidu) – insektycydu i akarycydu 
(np. preparat Galecron), (IARC 2000; 2010).  
Pestycyd ten od lat 90. XX w. nie jest produkowa-
ny ani stosowany (NTP 2016).

W warunkach laboratoryjnych substancja jest 
stosowana także jako barwnik w immunoche-
mii oraz w biologii molekularnej. W Finlandii  
w laboratoriach biologii molekularnej 4-chlo-
ro-2-toliloamina jest stosowana w niewielkich 
ilościach (< 1 g rocznie). Pod nazwą Fast Red 
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TR, 4-chloro-2-toliloamina jest także stosowana  
w kolorymetrycznej metodzie oceny autentycz-
ności leków (IARC 2010).

Zawodowe narażenie na 4-chloro-2-toliloaminę 
może występować podczas: produkcji, oczyszczania, 
przetwarzania i stosowania tego związku w warun-
kach laboratoryjnych (IARC 2010; NTP 2016). 

Do populacji narażonej na 4-chloro-2-toli-
loaminę należy zaliczyć nie tylko osoby zatrud-
nione przy produkcji chlordimeformu, lecz tak-
że stosujące ten insektycyd w rolnictwie, jednak  
z uwagi na zaprzestanie produkcji i stosowania 
chlordimeformu (ok. 30 lat temu) dane te mają 
jedynie znaczenie historyczne (NTP 2016). 

Potencjalnymi drogami narażenia pracow-
ników na 4-chloro-2-toliloaminę jest droga in-
halacyjna, pokarmowa i dermalna (NTP 2016).  
W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono  
danych dotyczących stężeń 4-chloro-2-tolilo-

aminy występujących w powietrzu środowiska 
pracy.

Zgodnie z danymi Centralnego Rejestru  
Danych o Narażeniu na Substancje, Czynniki  
i Procesy Technologiczne o Działaniu Rakotwór-
czym lub Mutagennym, prowadzonym w Insty-
tucie Medycyny Pracy w Łodzi, 4-chloro-2-toli-
loamina i/lub jej chlorowodorek były stosowane 
w latach 2012-2017 w 1 ÷ 3 zakładach pracy  
w Polsce. Narażenie na 4-chloro-2-toliloaminę 
i/lub jej chlorowodorek zgłaszały wyłącznie la-
boratoria (uczelnie, instytuty, urzędy kontrolne, 
zakłady graficzne). Zgłoszona do rejestru liczba 
narażonych na 4-chloro-2-toliloaminę wynio-
sła 262 osoby w 2012 r., natomiast w 2017 r. –  
12 osób. Odsetek narażonych kobiet wynosił  
73 ÷ 83%. Szczegółowe informacje dotyczące na-
rażenia na 4-chloro-2-toliloaminę w ostatnich 
latach przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. 
Narażenie na 4-chloro-2-toliloaminę i/lub jej chlorowodorek w Polsce w latach 2012-2017 (Centralny Rejestr Danych… 2019)

Rok Liczba zakładów pracy
Liczba narażonych osób

ogółem kobiet

2012 2 262 214

2013 1 149 109

2014 3 228 179

2015 4 127 95

2016 4 212 167

2017 3 12 10

Dokumentację dla 4-chloro-2-toliloaminy 
opracowano, biorąc pod uwagę informacje o na-
rażeniu w zakładach pracy w Polsce, zbierane  
w Centralnym Rejestrze Danych o Narażeniu na 
Substancje, Czynniki i Procesy Technologiczne 
o Działaniu Rakotwórczym lub Mutagennym, 

prowadzonym w Instytucie Medycyny Pracy  
w Łodzi.

Duża liczba pracowników narażonych zawo-
dowo na 4-chloro-2-toliloaminę i jej chlorowo-
dorek (tab. 2.) uzasadnia konieczność ustalenia 
normatywu higienicznego w Polsce.

DZIAŁANIE TOKSYCZNE NA LUDZI

Obserwacje kliniczne

Ostre zatrucia 4-chloro-2-toliloaminą występo-
wały przede wszystkim u pracowników zatrud-
nionych przy produkcji lub przetwarzaniu tego 
związku. Już jednorazowe, krótkotrwałe nara-
żenie na duże stężenia (nie podano jakie) przez  

skórę i drogi oddechowe prowadziło do wystąpie-
nia zatrucia. Klinicznie objawy ostrego zatrucia 
dominowały ze strony dróg moczowych z mikro- 
lub makroskopową hematurią. Później występo-
wał bolesny częstomocz oraz bóle w podbrzuszu, 
obserwowano również zmniejszoną pojemność 
pęcherza moczowego (Stasik 2003). 
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Ostre objawy w postaci krwiomoczu, trudno-
ści w opróżnianiu pęcherza oraz bóle w okolicy 
nadłonowej obserwowano u jedenastu pracow-
ników narażonych na 4-chloro-2-toliloaminę. 
Ponowne badania wykonane u trzech z nich 
(po 3 latach) wykazały, że jeden pracownik nie 
miał zaburzeń ze strony pęcherza moczowego,  
u drugiego stwierdzono niewielkiego stopnia za-
palenie pęcherza i cewki moczowej, natomiast 
u trzeciego – raka pęcherza moczowego (Currie 
1933; MAK 1993).

Krwiomocz oraz objawy poważnego podraż-
nienia pęcherza wystąpiły także u trzech pra-
cowników zatrudnionych przy pakowaniu chlor-
dimeformu. Badania przeprowadzone w miejscu 
pracy ujawniły, że u 9 z 22 pracowników wystąpi-
ły: bóle brzucha, trudności w oddawaniu moczu 
lub krwiomocz. Biopsja pęcherza wykonana 
u trzech  pracowników hospitalizowanych wy-
kazała ostre, krwotoczne zapalenie pęcherza  
z zanikiem nabłonka i ogniskami owrzodzenia 
śluzówki pęcherza. Trzy dni po ostatnim na-
rażeniu na substancję na stanowiskach pracy  
w moczu (obok chlordimeformu) stwierdzano 
także 4-chloro-2-toliloaminę o stężeniu 4,16 µg/
ml (Folland i in. 1978; Kimbrough 1980; MAK 
1993).

W latach 80. XX w. ponownie obserwowano 
przypadki krwiomoczu u pracowników zatrud-
nionych przy produkcji 4-chloro-2-toliloaminy, 
po narażeniu przez skórę i drogi oddechowe  
w warunkach awaryjnych (wypadek). Hematuria 

wystąpiła po okresie opóźnienia (latencji) wyno-
szącym od 7 h do 2 dni od awarii. W 20 przypad-
kach (na 22 przypadki) badanie cystoskopowe 
wykazało krwotoczne zapalenie pęcherza mo-
czowego; stąd uważa się, że krwotoczne zapale-
nie pęcherza jest wiodącym skutkiem ostrego za-
trucia 4-chloro-2-toliloaminą (Stasik 1982; 2003; 
MAK 1993).

Methemoglobinemię z sinicą – typowy objaw 
zatrucia aminami aromatycznymi – stwierdzono 
w połowie badanych przypadków zatruć 4-chlo-
ro-2-toliloaminą, natomiast w ok. ¼ przypad-
ków obserwowano także zmniejszone stężenie 
hemoglobiny (Stasik 1982; 2003; MAK 1993).

Prześledzono losy pracowników, którzy 
przebyli ostre, krwotoczne zapalenie pęcherza. 
U 23 pracowników po ostrym zatruciu 4-chlo-
ro-2-toliloaminą i u 2 pracowników po zatruciu 
chlordimeformem po okresie latencji (trwają-
cym średnio 11,5 lat) stwierdzono 4 przypad-
ki zachorowania na raka pęcherza moczowego. 
Wysunięto hipotezę, że ostre, krwotoczne zapa-
lenie pęcherza moczowego jest stanem przedra-
kowym (Stasik 2003).

Badania epidemiologiczne 

Istniejące dane epidemiologiczne dotyczące wy-
krywania nowotworów pęcherza moczowego  
u osób narażonych zawodowo na 4-chloro-2-to-
liloaminę zostały omówione w rozdziale „Dzia-
łanie rakotwórcze”.

DZIAŁANIE TOKSYCZNE NA ZWIERZĘTA

Toksyczność ostra i toksyczność 
dawki powtarzanej

Wartości LD50 4-chloro-2-toliloaminy i jej chloro-
wodorku dla zwierząt laboratoryjnych przedsta-

wiono w tabeli 3. W dostępnym piśmiennictwie 
nie znaleziono danych na temat wartości LC50  
po narażeniu drogą inhalacyjną.

Tabela 3. 
Wartości median dawek letalnych 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku dla zwierząt doświadczalnych (EHC 1998; IARC 
1990)

Gatunek zwierząt
Droga podania

Piśmiennictwodożołądkowa, 
wartość LD50, mg/kg mc.

dootrzewnowa,
wartość LD50, mg/kg mc.

na skórę,
wartość LD50, mg/kg mc.

4-Chloro-2-toliloamina
Szczur 1058 ~ 1800 EHC 1998
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Ostra toksyczność po podaniu 
dożołądkowym i na skórę

Zarówno jednorazowe podanie dożołądkowe, 
jak i na skórę (24 h w warunkach okluzji) du-
żych dawek 4-chloro-2-toliloaminy lub jej chlo-
rowodorku powodowało u szczurów po 1 ÷ 3 h 
po podaniu zależną od dawki: sinicę, wytrzeszcz 
oczu, łzawienie i wysięk z gruczołu Harderiana, 
bezdech, utratę przytomności, a w niektórych 
przypadkach – szczękościsk. Obserwowano rów-
nież takie objawy, jak: jeżenie sierści, prostrację 
i drgawki toniczno-kloniczne. U zwierząt, które 
przeżyły objawy ustępowały po 3 ÷ 7 dniach od 
zakończenia narażenia. Badanie sekcyjne wyka-
zało: wzdęcia wzdłuż całego przewodu pokar-
mowego, plamistą wątrobę, jasne nerki i powięk-
szoną śledzionę (Sachsse, Bathe 1970a; 1970b; 
MAK 1993).

Podanie na skórę szczurów w warunkach 
okluzji 4-chloro-2-toliloaminy w dawkach: 500; 
1 000 lub 2 000 mg/kg mc. na 24 h nie powo-
dowało miejscowego podrażnienia skóry. Nato-
miast naniesienie chlorowodorku 4-chloro-2-to-
liloaminy w dawce 1 000 lub 2 150 mg/kg mc. 
powodowało jedynie niewielkie czerwone plam-
ki na skórze w miejscu aplikacji (Sachsse, Bathe 
1970b; MAK 1993). 

Toksyczność dermalna
Po nanoszeniu 4-chloro-2-toliloaminy na skó-
rę kota w dawkach dziennych 4 g w 4 g tłuszczu 
(przez 5 dni) obserwowano: zmiany w wątrobie 
(jasne zabarwienie, stłuszczenie), liczne krwotoki 
w śluzówce pęcherza moczowego oraz ciemno-
brązowe koagulaty (złogi) w pęcherzu moczowym 
(Lehman 1933; MAK 1993).

Podawanie na skórę kotów mniejszej dawki 
4-chloro-2-toliloaminy (1 g w 4 g tłuszczu) przez 
12 dni nie powodowało działania drażniącego, 
jedynym skutkiem podania była depilacja  
(Lehman 1933; cyt. za: MAK 1993).

Toksyczność inhalacyjna
Jedyny opublikowany raport dotyczący tok-
syczności inhalacyjnej pochodzi z 1933 r. Kota 
narażano na 4-chloro-2-toliloaminę o stężeniu  
60 mg/m3 (0,06 mg/l), 8 h/dzień przez 9 dni. Ślady 
badanej substancji stwierdzono w powietrzu wy-
dychanym. Obserwacja zwierzęcia przez dodat-
kowe 3 tygodnie nie wykazała żadnych szkodli-
wych skutków związanych z narażeniem (Lehman 
1933; MAK 1993). W raporcie tym opisano także 
narażanie kotów na pył 4-chloro-2-toliloaminy  
o stężeniach 100 ÷ 5 000 mg/m3 (0,1 ÷ 5 mg/l), 
czasu narażenia nie podano. U zwierząt obser-
wowano: podrażnienie śluzówki nosa i spojó-
wek, zmętnienie rogówki, zaburzenia w dolnych 
drogach oddechowych, zapalenie tchawicy i wy-
twarzanie dużych ilości śluzu w płucach. Sekcja 
padłych zwierząt wykazała obrzęk płuc (Lehman 
1933; MAK 1993).

Toksyczność po podaniu podskórnym
Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (jako 
2-procentowy roztwór wodny) podawano pod-
skórnie dwóm kotom w dawce 50 mg/kg mc., 
5 razy/dzień przez 5 dni. Zwierzęta, które prze-
żyły, zabijano po 4 dniach od początku narażenia 
i poddawano badaniu histologicznemu. Stwier-
dzono: obrzęk i bierne przekrwienie śluzówki 
pęcherza moczowego, zwyrodnienie nabłonka 
przejściowego pęcherza oraz w niektórych miej-
scach całkowity zanik nabłonka przejściowego. 

Gatunek zwierząt
Droga podania

Piśmiennictwodożołądkowa, 
wartość LD50, mg/kg mc.

dootrzewnowa,
wartość LD50, mg/kg mc.

na skórę,
wartość LD50, mg/kg mc.

Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy

Szczur 860 > 2150 EHC 1998
560 ♂
700 ♀

IARC 1990

Mysz 720 ♂
680 ♀

IARC 1990

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.

cd. tab. 3. 
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Ponadto u jednego kota obserwowano zwyrod-
nienie wodniczkowe hepatocytów (Folland i in. 
1978; Kimbrough 1980; MAK 1993). 

Toksyczność podprzewlekła i przewlekła
Badania toksyczności podprzewlekłej i przewlekłej 
4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku pro-
wadzono po narażeniu zwierząt (szczury i myszy) 
drogą pokarmową (dożołądkowo lub w paszy). 

Samce szczurów Wistar, w grupach liczących 
po 6 zwierząt, otrzymywały 4-chloro-2-tolilo-
aminę dożołądkowo w dawkach: 25; 50; 100; 
150; 200 lub 250 mg/kg mc./dzień przez 28 dni. 
Po tym czasie zwierzęta obserwowano przez  
28 dni, a następnie podawano 4-chloro-2-tolilo-
aminę przez kolejne 3 dni. Dawkowanie 4-chlo-
ro-2-toliloaminy ustalono na podstawie wstęp-
nego doświadczenia, w którym pojedynczym 
zwierzętom podawano dawki 100 ÷ 300 mg/kg 
mc./dzień przez 14 dni. We wstępnym doświad-
czeniu stwierdzono, że po dawce 250 mg/kg mc./
dzień nie odnotowano zmniejszenia masy ciała, 
począwszy od 4. dnia narażania. We właściwym 
eksperymencie narażenie zwierząt na 4-chlo-
ro-2-toliloaminę powodowało zmniejszony 
przyrost masy ciała w porównaniu do zwierząt 
z grupy kontrolnej. W drugiej fazie narażenia 
(3 dni, 50 ÷ 350 mg/kg mc./dzień) stwierdzo-
no zależne od dawki zmniejszenie masy ciała. 
U narażanych zwierząt obserwowano ponadto: 
niewielkie zmniejszenie aktywności ruchowej, 
ślinotok, wzmożenie kopania trocin (podściół-
ki) i odruchów pielęgnacyjnych. Po narażeniu 
na największe dawki we krwi zwierząt wystę-
powała methemoglobinemia i retikulocytoza. 
W innych parametrach hematologicznych nie 
stwierdzono zmian związanych z narażeniem. 
Badanie histopatologiczne wykazało zależne od 
dawki zmiany w wątrobie: minimalne do silnie 
zaznaczonych, od centralnej strefy zrazika do 
rozsianej, wakoulizacja mikropęcherzykowa  
(≥ 200 mg/kg mc./dzień), której towarzy-
szył przerost komórek wątroby. W pęche-
rzu moczowym stwierdzono obrzęk tkanki 
podnabłonkowej (≥ 200  mg/kg mc./dzień),  
bez wpływu na tkankę nabłonkową. Nie stwier-
dzono zależnych od narażenia zmian histopato-
logicznych w: jelicie cienkim, nerkach i szpiku 
kostnym (Guerard i in. 2018).

Badania toksyczności chlorowodorku 4-chlo-
ro-2-toliloaminy prowadzono na szczurach  
(Tif:RAI) i myszach (Tif:NMRI), (po 30/płeć/
grupę), którym podawano związek w paszy  
o stężeniach: 0; 750; 1 500; 3 000 lub 6 000 mg/kg  
paszy przez 60 dni (oszacowane dawki dzienne  
były rzędu 75 ÷ 600 mg/kg mc. dla szczurów  
i 150 ÷ 1 200 mg/kg mc. dla myszy). U wszyst-
kich narażanych zwierząt obserwowoano: anemię  
hemolityczną z retikulocytozą, wielobarwliwość 
erytrocytów (ang. polychromatophilia), tworzenie  
ciałek Heinza, methemoglobinemię oraz zmniej-
szone stężenie hemoglobiny, wartości hematokry-
tu i liczby erytrocytów. U zwierząt otrzymujących 
dwie największe dawki 4-chloro-2-toliloaminy 
nastąpiło zmniejszenie stężenia białka całkowi-
tego we krwi w porównaniu do zwierząt z grup  
kontrolnych. Parametry moczu u zwierząt na-
rażanych były w normie, z wyjątkiem wzrostu 
przypadków krwiomoczu u samców szczu-
rów, otrzymujących największą dawkę związku.  
W badaniu sekcyjnym wykazano zależne od  
dawki powiększenie wątroby i śledziony oraz  
łagodną do umiarkowanej wakoulizację hepa-
tocytów. W pęcherzu moczowym u myszy obu 
płci obserwowano przekrwienie oraz zależną od 
dawki proliferację nabłonka przejściowego (MAK 
1993; Suter i in. 1976a; 1976b). 

W celu określenia poziomu dawkowa-
nia chlorowodorku 4-chloro-2-toliloami-
ny dla eksperymentu przewlekłego myszom 
B6C3F1 (5/płeć/grupę) i szczurom F344  
(5/płeć/grupę) podawano przez 7 tygodni ba-
dany związek (w paszy) w zakresie stężeń:  
250 ÷ 10 000 mg/kg paszy (szczury samce)  
i 1 000 ÷ 50 000 mg/kg paszy (szczury samice) 
oraz 2 000 ÷ 15 000 mg/kg paszy (myszy samce)  
i 15 000 ÷ 20 000 mg/kg paszy (myszy samice). 
Po zakończeniu narażania u zwierząt stwier-
dzono powiększenie śledziony u szczurów obu  
płci przy narażeniu na związek (w paszy)  
o stężeniu 10 000 mg/kg paszy (oszacowane daw-
ki dzienne: 1 000 mg/kg mc./dzień dla samców 
oraz 1 130 mg/kg mc./dzień dla samic). Stwier-
dzono także zależne od dawki zmniejszenie 
masy ciała u obu gatunków zwierząt. Na podsta-
wie 10-procentowego zmniejszenia masy ciała 
wyznaczono wartości NOAEL, które wynosiły:  
677 mg/kg mc./dzień dla szczurów oraz  
1 800 mg/kg mc./dzień dla myszy (NCI 1979).
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W niepublikowanym badaniu, prowadzonym 
przez Ciba-Geigy (1992b), myszy ICR (30/płeć/ 
grupę) otrzymywały 4-chloro-2-toliloaminę  
(w paszy) o stężeniach: 0; 20; 100 lub 500 mg/kg  
paszy przez 80 tygodni. Oszacowane dawki dzien-
ne wynosiły odpowiednio dla samców: 0; 3,60; 18,0 
lub 89,9 mg/kg mc./dzień, natomiast dla samic:  
0; 3,69; 18,4 lub 92,2 mg/kg mc./dzień. Narażanie 
zwierząt na 4-chloro-2-toliloaminę spowodowa-
ło istotny, zależny od dawki, wzrost ich padnięć, 
zwłaszcza samic. Wszystkie samice padły w cią-
gu 67 tygodni po podaniu największej dawki. 
Autorzy badania podają, że nie było zauważal-
nych, związanych z narażeniem, zmian w para-
metrach moczu i parametrach hematologicz-
nych. Względne masy narządów wewnętrznych 
wykazywały istotne różnice: 

 – nerki – zmniejszenie masy u samców 
otrzymujących dawkę 18,0 mg/kg mc./
dzień, 

 – tarczyca – zwiększenie masy u samców 
z grupy otrzymującej dawkę 3,60 mg/kg 
mc./dzień, 

 – śledziona – zwiększenie masy u samic 
z grupy otrzymującej dawkę 18,4 mg/
kg mc./dzień. 

Z parametrów biochemicznych istotną zmia-
nę w porównaniu do zwierząt z grupy kontrol-
nej stwierdzono dla zmniejszenia stężenia białka 
całkowitego w surowicy krwi u obu płci, oraz 
zwiększenie aktywności aminotransferazy alani-
nowej (ALT) u samic z grupy otrzymującej daw-
kę 18,4 mg/kg mc./dzień. Na podstawie wzrostu 
śmiertelności obu płci oraz wzrostu aktywności 
ALT wyznaczono wartości NOAEL na poziomie 
3,69 mg/kg mc./dzień, a wartość LOAEL (ang. 
Frank Effect Level, FEL) na poziomie 18,0 mg/kg 
mc./dzień (EPA 2010).

Wyniki badań toksyczności podprzewlekłej 
i przewlekłej 4-chloro-2-toliloaminy u zwierząt 
doświadczalnych dotyczące skutków nienowo-
tworowych nie wykazały konkretnego narządu 
krytycznego. Wskazały głównie na toksyczność 
ogólnoustrojową.

Działanie mutagenne i genotoksyczne

Wyniki badań mutagenności i genotoksyczno-
ści 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku 

w warunkach in vitro i in vivo przedstawiono  
w tabelach 4. i 5. 

Tabela 4. 
Wyniki badań mutagenności 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku w warunkach in vitro 

Rodzaj testu Układ badawczy
Wynik testu

Piśmiennictwo
-S9 +S9

Mutacje powrotne Salmonella Typhimurium TA100 (c) – + Zimmer i in. 1980
– – Haworth i in. 1983
– nb. Rashid i in. 1984

Salmonella Typhimurium TA100 – + Suzuki i in. 2018
Salmonella Typhimurium TA100 – + Goggelmann i in. 1996
Salmonella Typhimurium TA1535 – –
Salmonella Typhimurium TA1535 (c) – – Haworth i in. 1983

+ nb. Rashid i in. 1984
Salmonella Typhimurium TA1537 – – Goggelmann i in. 1996
Salmonella T TA1537 (c) – – Zimmer i in 1980, Haworth i in. 1983

– nb. Rashid i in. 1984
Salmonella Typhimurium TA1538 (c) – nb. Rashid i in. 1984
Salmonella Typhimurium TA98 – + Goggelmann i in. 1996,

Suzuki i in. 2018

ODLEGŁE SKUTKI DZIAŁANIA TOKSYCZNEGO
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Rodzaj testu Układ badawczy
Wynik testu

Piśmiennictwo
-S9 +S9

Salmonella Typhimurium TA98 (c) – – Zimmer i in 1980, Haworth i in. 1983
– nb. Rashid i in. 1984

Escherichia coli WP2 uvrA (c) – – Rashid i in. 1984
Escherichia coli WP2 (c) – –
Escherichia coli WP67 (c) – –
Escherichia coli CM611 (c) – –
Escherichia coli CM571 (c) – –
Saccharomyces cerevisiae D7 – – EHC 1998

Naprawa DNA 
(differential toxicity 
in deficient strains)

Salmonella Typhimurium TA1538 + nb. Rashid i in. 1984
Salmonella Typhimurium TA1978 + nb.
Escherichia coli rec – nb.

Zaburzenia 
wrzeciona

komórki V79 chomika chińskiego – – Goggelmann i in. 1996

Mutacje postępowe komórki chłoniaka myszy L5178Y tk+/- – – McGregor i in. 1988

Nieplanowa synteza
DNA (UDS)

ludzkie fibroblasty – – EHC 1998
hepatocyty szczura + nb. Williams i in. 1989

Wymiana 
chromatyd 
siostrzanych (SCE)

komórki jajnika chomika chińskiego (CHO) (c) + + Galloway i in. 1987
ludzkie limfocyty – – Goggelmann i in. 1996

Aberracje 
chromosomowe

komórki jajnika chomika chińskiego (CHO) (c) + + Galloway i in. 1987
ludzkie limfocyty – – Goggelmann i in. 1996

Pęknięcia nici DNA komórki V79 płuc chomika chińskiego (c) (+) nb. Zimmer i in. 1980

Transformacja 
komórkowa

komórki myszy BALB/c 3T3 (c) + nb. Matthews i in. 1993

Objaśnienia:
nb. – nie badano.
(+) – wynik słabo dodatni. 
(c) – chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy.

Tabela 5. 
Wyniki badań genotoksyczności 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku w warunkach in vivo 

Rodzaj testu Układ badawczy Dawka/stężenie Wynik Piśmiennictwo

Test plamkowy myszy C57BL6JxT (c) 3 · 100 mg/kg p.o.
(8 ÷ 10 dzień ciąży)

+ Lang 1984

Test dziedzicznej 
translokacji

myszy NMRI/SPF (c) 49 · 200 mg/kg p.o. – Lang i Adler 1982

Test kometowy 
(uszkodzenie DNA)

myszy ddY, samce:
- wątroba, pęcherz, płuca,   
   mózg,
- żołądek, jelito grube, szpik; 

1 · 600 mg/kg p.o.
+
–

Sekihashi i in. 2002

szczury Wistar, samce: 
- wątroba, nerki,
- żołądek, jelito grube,   
   pęcherz, płuca, mózg;

1 · 500 mg/kg p.o.
+

–

szczury Wistar, samce: 
- wątroba, pęcherz moczowy,
- krew obwodowa, jelito  
   cienkie

28 · 25 – 250 mg/kg p.o.; 
28 dni przerwy, następnie 
3 · 150 – 350 mg/kg p.o.

+
–

Guerard i in. 2018

cd. tab. 4. 
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Rodzaj testu Układ badawczy Dawka/stężenie Wynik Piśmiennictwo

Test mikrojądrowy szczury Wistar, samce – krew 
obwodowa

8 · 25 ÷ 250 mg/kg p.o. + Guerard i in. 2018

komórki szpiku kostnego 
chomika chińskiego

2 · 100 ÷ 400 mg/kg p.o. – EHC 1998

Wymiana chromatyd 
siostrzanych

komórki szpiku kostnego 
chomika chińskiego

2 · 100 ÷ 400 mg/kg p.o. – EHC 1998

Aberracje 
chromosomowe

komórki szpiku kostnego 
chomika chińskiego

2 · 100 ÷ 400 mg/kg p.o. – EHC1998

Uszkodzenie 
chromosomów

spermatogonie myszy 5 · 85 ÷ 500 mg/kg p.o. – EHC 1998

spermatocyty myszy 5 · 85 ÷ 500 mg/kg p.o.
co drugi dzień

–

Test dominującej 
mutacji letalnej

myszy, samce 1 · 110 lub 330 mg/kg p.o. – EHC 1998 

Wiązanie 
kowalencyjne  
z makrocząsteczkami 
(RNA > białka > 
DNA)

szczury Osborne-Mendel:
- wątroba
- nerki

1 · 14 mg/kg i.p.
+
+

Hill i in. 1979

Wiązanie 
kowalencyjne  
z makrocząsteczkami 
(białka > RNA > 
DNA)

wątroba myszy samców (c) 1 · 25 mg/kg p.o. + Bentley i in. 1986ab

wątroba szczurów 
SpraqueDawley (c)

1 · 25 mg/kg p.o. +

Wiązanie  
z hemoglobiną

szczury Wistar, samice 1 · 0,5 mmol/kg + Birner, Neumann 1988

myszy B6C3F1, samice 1 · 2 mmol/kg +

Objaśnienie:
(c) – chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy.

Badania działania mutagennego 4-chloro-
-2-toliloaminy w niezależnych testach (z wyko-
rzystaniem różnych szczepów Salmonella Typhi-
murium) wskazywały w większości przypadków 
wyniki ujemne (wyjątek stanowiły szczepy: 
TA100, TA98 – z aktywacją metaboliczną; 
TA1535 – bez aktywacji metabolicznej), a z uży-
ciem szczepów Escherichia coli wyniki ujemne 
we wszystkich przypadkach. Ponadto testy na-
prawy DNA (tylko bez aktywacji metabolicznej) 
potwierdziły u Escherichia coli wyniki ujemne, 
jednak u Salmonella Typhimurium – dodatnie, 
co wskazuje na indukcję uszkodzeń DNA. 

Badania w warunkach in vitro z wykorzysta-
niem komórek ssaków wykazały, że 4-chloro-
-2-toliloamina powoduje: pęknięcia nici DNA, 
nieplanową syntezę DNA w pierwotnych hepa-
tocytach szczura, wzrost wymiany chromatyd 
siostrzanych i aberracji chromosomowych (tyl-
ko w obecności zewnętrznego układu metabo-

lizującego) w komórkach chomika chińskiego 
oraz transformację nowotworową komórek my-
szy BALB/c 3T3. Ponadto w warunkach in vivo 
w teście plamkowym u myszy także otrzymano 
wyniki dodatnie. 

W badaniach w warunkach in vivo przepro-
wadzonych na myszach i szczurach wykazano, 
że 4-chloro-2-toliloamina wiąże się z wątrobo-
wym DNA i RNA, przy czym poziom adduktów 
był większy u myszy niż u szczurów. Natomiast 
ujemne wyniki otrzymano zarówno w testach  
w warunkach in vitro wymiany chromatyd sio-
strzanych (SCE), jak i aberracji chromosomo-
wych w ludzkich limfocytach oraz w warunkach 
in vivo w teście dziedzicznej translokacji u myszy.

Najnowsze badania oceniające genotoksycz-
ność w warunkach in vivo (Guerard i in. 2018) 
u samców szczura Wistar, które były narażane 
per os przez 28 dni na 4-chloro-2-toliloaminę  
w dawkach 25 ÷ 250 mg/kg mc./dzień i dodat-

cd. tab. 5. 
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kowo po 28 dniach wolnych od narażenia jesz-
cze przez kolejne 3 dni na dawki 150 ÷ 350 mg/
kg mc./dzień wykazały dodatni wynik testu ko-
metowego w wątrobie i pęcherzu moczowym. 
Wyniki te (szczególnie dla wątroby) są zgodne 
z wcześniejszymi badaniami zarówno u szczu-
rów, jak i myszy (Sekihashi i in. 2002). Guerard  
i in. (2018) uzyskali również dodatni wy-
nik testu mikrojądrowego dla krwi obwodo-
wej pobranej od samców szczura Wistar na-
rażanych per os na 4-chloro-2-toliloaminę  
(25 ÷ 250 mg/kg mc./dzień) przez 8 kolejnych dni.

Potwierdzono także, że 4-chloro-2-toliloami-
na wykazuje działanie mutagenne u Salmonella 
Typhimurium szczepu TA98 i TA100 jedynie  
w obecności aktywacji metabolicznej (Suzuki  
i in. 2018).

Wiązanie z makrocząsteczkami 

Znakowany radioizotopowo 14C chlorowodorek 
4-chloro-2-toliloaminy podano jednorazowo, do-
otrzewnowo szczurom Osborne-Mendel w daw-
ce 14 mg/kg mc. Po 24 h określono ilość nieod-
wracalnie związanego radioaktywnego związku  
w narządach. Uzyskane wyniki wskazują,  
że 4-chloro-2-toliloamina wiązała się głównie 
w wątrobie z: RNA > białkami > DNA; wiązanie  
w nerkach było kilka do kilkunastokrotnie  
mniejsze. W pozostałych narządach wiązanie 
4-chloro-2-toliloaminy z makrocząsteczkami było 
śladowe (Hill i in. 1979). 

W badaniach wiązania kowalencyjnego chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy z makroczą-
steczkami u szczurów i myszy wykazano, że sto-
pień tego wiązania z wątrobowym DNA u myszy 
był około dwukrotnie większy niż u szczurów  
we wszystkich badanych punktach czasowych,  
tj. po: 6, 12, 28 i 68 h po podaniu per os pojedyn-
czej dawki 25 mg/kg mc. chlorowodorku 4-chlo-
ro-2-toliloaminy znakowanego węglem 14C  
(Bentley i in. 1986a). Stopień wiązania kowalen-
cyjnego z DNA zmniejszał się w czasie po nara-
żeniu, co wskazuje, że uszkodzenie DNA było 
odwracalne, a zakres i szybkość naprawy był  
podobny u obu gatunków. Ocena wiązania kowa-
lencyjnego (20 h po narażeniu) wykazała, że sto-
pień wiązania był proporcjonalny do całkowitej 
podanej dawki, po wielokrotnym (do 5 dni) poda-
waniu 4-chloro-2-toliloaminy zarówno u szczu-

rów, jak i u myszy. U obu gatunków stwierdzono 
dwa główne hydrofobowe addukty z DNA (szcze-
gółowo nie scharakteryzowane), przy czym jeden  
z nich występował od 6 do 30 razy częściej u my-
szy niż u szczurów. 

W innym badaniu (Bentley i in. 1986b) wy-
kazano, że we wszystkich punktach czasowych 
po jednorazowym podaniu [14C]-4-chloro-2-to-
liloaminy stopień wiązania z makrocząsteczka-
mi zmniejszał się w kolejności: białko > RNA 
> DNA u obu gatunków. Badania w warunkach 
in vitro udowodniły, że frakcje subkomórkowe 
wątroby myszy katalizowały wiązanie 4-chloro-
-2-toliloaminy do DNA cielęcej grasicy łatwiej 
niż frakcje wątroby szczura. Wyniki te sugerują, 
że tworzenie reaktywnych metabolitów 4-chlo-
ro-2-toliloaminy zachodzi wydajniej u myszy 
niż u szczurów. Jednak wiązanie z białkiem  
i RNA było intensywniej zaznaczone u szczura 
niż u myszy. Dwadzieścia godzin po jednorazo-
wym podaniu [14C]-4-chloro-2-toliloaminy ilość 
związana z białkami wątroby szczurów wynosiła 
199 ± 18 pmol/mg, co stanowiło ponad 3 razy 
większą wartość niż u myszy (62 ± 16 pmol/mg).

Można przypuszczać, że z 4-chloro-2-toli-
loaminy powstają różne reaktywne metabolity:  
u myszy więcej metabolitów reagujących z DNA, 
podczas gdy u szczurów więcej metabolitów  
o wysokim powinowactwie do białek i RNA. 
Różnice gatunkowe w metabolizmie 4-chloro-
-2-toliloaminy mogą tłumaczyć fakt, że myszy są 
również bardziej podatne na działanie rakotwór-
cze tej substancji.

Duża częstość występowania naczyniaków 
krwionośnych związanych z przewlekłym po-
dawaniem 4-chloro-2-toliloaminy sugeruje, że 
komórki śródbłonka naczyń krwionośnych są 
najbardziej podatne na działanie tego związku. 
Bentley i in. (1986b) wykonali badania nad wią-
zaniem 4-chloro-2-toliloaminy do DNA wyizo-
lowanego z komórek niemiąższowych wątroby 
myszy, ale nie wykazali preferencyjnego wiąza-
nia do DNA w tych komórkach.

Birner i Neumann (1988) przeprowadzili ba-
dania, podając 4-chloro-2-toliloaminę doustnie 
(per os) samicom szczurów Wistar i samicom 
myszy B6C3F1. Wykazano, że wskaźnik wiąza-
nia z hemoglobiną (HBI) dla 4-chloro-2-tolilo-
aminy był 11-krotnie większy (HBI = 28 mmol/
mol Hb na dawkę w nmol/kg) u szczurów niż 
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u myszy (HBI 2,5 mmol/mol Hb/nmol/kg).  
Z kolei wyznaczony przez Sabbioniego i Neuman-
na (1990) HBI dla 4-chloro-2-toliloaminy był 
ponad 10-krotnie mniejszy (HBI 2,4) i dotyczył 
narażenia per os samic szczura Wistar na pestycyd 
chlordimeform (prekursor 4-chloro-2-toliloami-
na). Różnice te są uwarunkowane koniecznością 
zmetabolizowania chlordimeformu do 4-chloro-
-2-toliloaminy, a następnie związania z Hb. 

Działanie rakotwórcze

Działanie rakotwórcze na ludzi 
Pierwsze doniesienia o występowaniu nowo-
tworów pęcherza moczowego, formułowane na 
podstawie retrospektywnych obserwacji niewiel-
kich grup mężczyzn zawodowo narażonych na 
4-chloro-2-toliloaminę, pojawiły się już w latach 
30. XX wieku. Currie (1933) opisał wówczas je-
den przypadek raka pęcherza, który wystąpił  
w grupie 9 mężczyzn zatrutych 4-chloro-2-toli-
loaminą, u których stwierdzono krwiomocz. 

Pierwsze badania epidemiologiczne, prze-
prowadzone wśród pracowników narażonych 
zawodowo na 4-chloro-2-toliloaminę, prowa-
dzono w Szwajcarii (Uebelin, Pletscher 1954)  
i w USA (Ott, Langner 1983). Uebelin i Pletscher 
(1954) badali grupę 35 pracowników zatrudnio-
nych w latach 1924-1953 przy produkcji 4-chlo-
ro-o-toluidyny z o-toluidyny i nie stwierdzili 
występowania raka pęcherza moczowego. Ott 
i Langner (1983) wydzielili spośród 342 pra-
cowników (zakładu produkującego barwniki) 
podkohortę 117 mężczyzn, którzy mogli mieć 
bezpośredni kontakt z 4-chloro-2-toliloaminą  
i dokonali retrospektywnej analizy epidemiolo-
gicznej za 35 lat. Badacze stwierdzili w tej gru-
pie jedynie nieistotny wzrost zgonów z powodu 
nowotworów łącznie (12 obserwowanych wobec 
8  oczekiwanych). Nie stwierdzono natomiast 
żadnego przypadku raka pęcherza. 

Stasik i in. (1985) prowadzili badanie umie-
ralności w historycznej kohorcie 335 pracowni-
ków, którzy w latach 1929-1982 byli zatrudnieni 
przy produkcji i przetwarzaniu 4-chloro-2-tolilo-
aminy przez co najmniej 12 miesięcy. Nie stwier-
dzono żadnego przypadku zgonu z powodu raka 
pęcherza, stwierdzono natomiast pięć zgonów  
z powodu nowotworów o innej lokalizacji. Te 
pięć zgonów wystąpiło w grupie 116 pracowni-

ków, którzy pracowali przy produkcji 4-chloro-
-2-toliloaminy przed 1970 r., kiedy panowały tam 
gorsze warunki pracy i duże (bliżej nieokreślone) 
stężenia 4-chloro-2-toliloaminy. W tej subko-
horcie zdiagnozowano osiem przypadków raka 
pęcherza moczowego; w siedmiu przypadkach 
nowotwór miał charakter urotelialnego raka 
brodawkowatego, a u jednej osoby miał lite utka-
nie z komponentą gruczołowatą. Pracownicy,  
u których stwierdzono raka pęcherza, byli naraże-
ni na 4-chloro-2-toliloaminę średnio przez 25 lat  
(1,5 ÷ 30 lat), w tym przed rokiem 1970 (więk-
sze stężenia ) średnio przez 14 lat (1,5 ÷ 20 lat). 
Należy jednak podkreślić, że wśród ośmiu osób 
z nowotworami cztery były narażone jedynie 
przez 1,5 ÷ 4 lat, a dwie z nich przeszły krwo-
toczne zapalenie pęcherza na 4 i 14 lat przed wy-
stąpieniem raka pęcherza. Okres latencji u tych 
ośmiu pacjentów wynosił 17 ÷ 38 lat (mediana 
27,5). Spośród sześciu pacjentów, u których uda-
ło się określić szybkość procesu N-acetylacji,  
u czterech stwierdzono fenotyp wolnej acetyla-
cji. Standaryzowany współczynnik zachorowal-
ności dla raków pęcherza moczowego w badanej 
subkohorcie, przy wartości oczekiwanej 0,11, 
był 72,7-krotnie większy (Stasik 1988). Później-
sze (po 10 latach) badanie tej samej subkohorty  
116 pracowników wykazało, że liczba zachoro-
wań na raka pęcherza moczowego wzrosła do 12, 
co oznacza, że zachorowało 12,3% tej subkohorty 
(Stasik 2003).

Boyle i Macferlane (EHC 1998) obserwowali 
zachorowania na raka pęcherza w historycznej 
kohorcie 847 osób narażonych na 4-chloro-
-2-toliloaminę przy produkcji chlordimeformu  
w: Szwajcarii, USA, Wielkiej Brytanii i Australii. 
W badanej kohorcie stwierdzono 10 zachorowań 
na raka pęcherza moczowego (oczekiwano 2,63), 
a standaryzowany współczynnik zachorowalno-
ści (SIR) wyniósł 3,8. W samej tylko Szwajcarii 
stwierdzono 4 zachorowania (wobec 0,72 oczeki-
wanych), a SIR wynosił 5,6 (EHC 1998).

Popp i in. (1992) przeprowadzili analizę  
występowania raka pęcherza moczowego w ko-
horcie 49 mężczyzn zatrudnionych przy synte-
zie chlordimeformu z 4-chloro-2-toliloaminy.  
Pracownicy byli narażeni jedynie przez 8 ÷ 12 
tygodni w roku. Łączny czas narażenia wynosił  
3 ÷ 956 dni (średnio 271 dni) w okresie 10 ÷ 25 
lat (średnio 18 lat). W dostępnym piśmiennictwie 
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nie ma informacji na temat wielkości narażenia, 
ponieważ w latach 1965-1976 nie prowadzo-
no pomiarów stężeń w powietrzu ani wydalania  
z moczem. Produkcji zaprzestano w 1976 r., po-
prawiono warunki pracy i produkcję ponownie 
wznowiono w 1980 r. W 1986 r. produkcja chlor-
dimeformu została całkowicie wstrzymana. Po 
poprawie warunków pracy prowadzono moni-
toring 4-chloro-2-toliloaminy i chlordimeformu  
w moczu i wykazano, że narażenie było mini-
malne (brak danych liczbowych). W obserwowa-
nej kohorcie (49 mężczyzn) stwierdzono siedem 
przypadków raka pęcherza moczowego. W chwili 
wykrycia nowotworu wiek pracowników wyno-
sił 43 ÷ 62 lat (średnio 56 lat), okres latencji od 
pierwszego narażenia – 15 ÷ 23 lat (średnio 19 lat), 
natomiast łączny okres narażenia – 291 ÷ 766 dni 
(średnio 575 dni). Sześć wykrytych nowotworów 
miało typ histologiczny raka z nabłonka przej-
ściowego (urotelialnego), a u jednej osoby wy-
stąpił rak brodawkowaty pęcherza. U pięciu osób 
określono fenotyp N-acetylacji i stwierdzono, że  
4/5 osób było „wolnymi acetylatorami”. Do zakoń-
czenia obserwacji kohorty (1990 r.) spośród sied-
miu osób z rozpoznanym rakiem pęcherza dwie 
zmarły – jedna z powodu zawału serca, druga  
z powodu nowotworu mózgu. W analizowanej  
kohorcie wystąpiła znaczna nadwyżka przypad-
ków raka pęcherza moczowego; zależnie od przy-
jętej wartości oczekiwanej (dane z rejestrów nie-
mieckich i duńskich) od 35 do 90 razy więcej niż  
w populacji referencyjnej. Należy jednak podkre-
ślić, że osoby te w okresie obserwacji były nara-
żone na 4-chloroanilinę, jednak w mniejszych 
ilościach i przez krótszy czas niż na 4-chloro-2-to-
liloaminę.

IARC uznała, że dowód na rakotwórcze dzia-
łanie 4-chloro-2-toliloaminy na ludzi jest ograni-
czony (ang. limited evidence). W ogólnej ocenie 
IARC zaliczyła 4-chloro-2-toliloaminę do grupy 
2A – związków o prawdopodobnym działaniu 
rakotwórczym na człowieka (IARC 2010).

Działanie rakotwórcze na zwierzęta

Działanie rakotwórcze badano tylko dla chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy po długo-
trwałym narażeniu szczurów i myszy na badany 
związek podawany z  paszą (tab. 6. ÷ 11.). Nie 
prowadzono badań po narażeniu inhalacyjnym. 

Badanie działania rakotwórczego Weisbur-
ger i in. (1978) przeprowadzili na 6- ÷ 8-tygo-
dniowych myszach CD-1 (uzyskanych ze szcze-
pu HaM/ICR) obu płci, które były narażane na 
chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (o czy-
stości 97 ÷ 99%) z paszą  przez 18 miesięcy. Przez  
kolejne 3 miesiące zwierzęta obserwowano.  
W badaniu wykorzystano równolegle grupę kon-
trolną dla obu płci oraz dodatkową grupę kon-
trolną z innego, większego badania. Charaktery-
stykę tego doświadczenia przedstawiono poniżej:
Zwierzęta: myszy, HaM/ICR, CD-1: 

25 ♂ i 25 ♀ w grupie, 
grupa kontrolna: 
25 ♂ i 25 ♀; 
spulowana grupa kontrolna  
z większego badania:  
99 ♂ i 102 ♀.

Dawkowanie: ♂ 0; 750 lub 1 500 mg/kg 
paszy przez 18 miesięcy; 
♀ 0; 2 000 lub 4 000 mg/kg 
paszy przez 18 miesięcy.

ADD 
(skorygowana 
dawka dzienna), 
(ang. adjusted 
daily dose): 

♂: 0; 90 lub 180 mg/kg mc.; 
♀: 0; 260 lub  
520 mg/kg mc.

HED* (dawka 
równoważna dla 
człowieka –  
ang. human 
equivalent dose): 

♂: 19,7 lub 39,4 mg/kg mc.; 
♀: 52,5 lub  
105,0 mg/kg mc.

Sekcja: po 21 miesiącach.
Toksyczność: nieokreślona.
* – wyliczenie HED wykonane przez EPA (2010)  
na podstawie danych Weisburger i in. 1978.
HED = dawka · spożycie paszy na dzień · (1/masa 
ciała) · (czas dawkowania w dniach/czas trwania 
badania w dniach) · (średnia masa ciała samca 
myszy/średnia masa ciała człowieka)1/4.
HED = 2 000 mg/kg · (0,0057 kg/dzień) · 
(1/0,0317 kg) · (560 dni/560 dni) · (0,0317 kg/ 
70 kg)1/4 = 52,5 mg/kg/dzień.

Przypadki występowania nowotworów  
u zwierząt narażonych porównano statystycz-
nie ze zwierzętami z  grup kontrolnych. Wyka-
zano, że narażenie na chlorowodorek 4-chloro-
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Tabela 6.
Częstość występowania nowotworów u myszy, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Weisburger i in. 1978)

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 (spulowana 
kontrola) 0 750 1 500 2 000 4 000

Guzy naczyniowe (naczyniaki  
i naczyniakomięsaki przestrzeni 
pozaotrzewnowej, śledziony  
i podskórne)

Inne nowotwory

♂
♀

♂

5/99
9/102

14/99

0/14
0/15

1/14

12/20*

7/20

13/20*

6/20

18/19* 12/16*

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.
*p < 0,025 (test Fischera)

W badaniu przeprowadzonym przez Sachsse  
i in. (1978) również wykorzystywano narażenie 
na chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy po-
dawany myszom Tif:MAG/SPF obu płci w paszy 
przez 24 miesiące. Obserwację zwierząt prowa-
dzono do czasu ich padnięcia. Krótką charakte-
rystykę tego badania przedstawiono poniżej:
Zwierzęta:  myszy, Tif:MAG/SPF: 50 ♂ i 50 ♀ 

w grupie, 
 grupa kontrolna: 50 ♂ i 50 ♀.
Dawkowanie:   0; 2; 20; 100 lub 500 mg/kg paszy 

przez 24 miesiące.
Sekcja:   po padnięciu.

Toksyczność:  zależny od dawki wzrost śmier-
telności, padnięcie spowodowane 
rozwojem nowotworu.

Autorzy badania odnotowali zależność po-
między wielkością zastosowanej dawki związku 
badanego a śmiertelnością zwierząt. Padnięcie 
myszy spowodowane było rozwojem nowotwo-
rów – złośliwych naczyniaków krwionośnych  
z komórek śródbłonkowych, których częstość 
występowania przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7.
Częstość występowania nowotworów u myszy, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Sachsse i in. 1978)

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 2 20 100 500

Złośliwe naczyniaki krwionośne  
z komórek śródbłonkowych

♂
♀

2/50
3/50

0/50
1/50

10/50
8/50

31/50
31/50

40/50
34/50

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.

-2-toliloaminy prowadzi przede wszystkim do 
naczyniaków i naczyniakomięsaków, głównie  
w śledzionie oraz tkance tłuszczowej podskór-

nej i z przestrzeni pozaotrzewnowej. Częstość 
występowania tych nowotworów przedstawio-
no w tabeli 6.

Kolejny niepublikowany raport dotyczy ba-
dań (Ciba-Geigy 1992b; EPA 2010), które były 
przeprowadzone na myszach szczepu ICR obu  
płci. Zwierzęta narażano na chlorowodorek 
4-chloro-2-toliloaminy podawany w paszy przez 
80 tygodni. Autorzy badania odnotowali niewiel-
kie zmniejszenie przyrostu masy ciała (♀) dla  
największego stężenia w paszy oraz istotną sta-
tystycznie większą śmiertelność (♂ i ♀) dla  

stężenia 100 oraz 500 mg/kg paszy (test Fischera,  
p < 0,05). Ponadto wykazano zmiany nowotworo-
we o różnej lokalizacji, głównie: raki, gruczolaki, 
mięsaki, białaczki, których szczegółowy opis przed-
stawiono w tabeli 8. Charakterystykę tego badania  
podano poniżej: 
Zwierzęta:  myszy, ICR: 30 ♂ i 30 ♀ w grupie; 

grupa kontrolna: 30 ♂ i 30 ♀.
Dawkowanie:  0, 20, 100 i 500 mg/kg paszy  
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przez 80 tygodni.
ADD:  ♂: 0; 3,6; 18 lub 89,9 mg/kg mc.; 

♀: 0; 3,69; 18;4 lub 
92,2 mg/kg mc. 

HED:  0; 0,525; 2,62 lub 13,1 mg/kg mc.
Sekcja:  po 80 tygodniach.

Toksyczność:  niewielkie zmniejszenie przyrostu  
masy ciała w grupie ♀ 500 mg/kg 
paszy, istotny wzrost śmiertelności 
(♂ i ♀) dla środkowej i największej  
dawki.

Tabela 8.
Częstość występowania nowotworów u myszy, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Ciba-Geigy 1992b)

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 20 100 500
Wątroba: raki i gruczolakia ♂

♀
48,5 (26,7)
14,8 (6,9)

56,3 (30,0)
7,4 (3,3)

53,3 (27,6)
0,0 (0,0)

63,9 (20,7)
18,8 (10,7)

Płuca: gruczolakia ♂
♀

38,7 (20,0)
14,8 (6,9)

41,4 (20,0)
37,5 (20,0)

8,7 (3,4)
59,0 (13,8)

61,4 (17,2)
10,6 (7,1)

Białaczki i mięsaki limfatycznea ♂
♀

20,1 (16,7)
38,0 (24,1)

3,4 (3,3)
17,3 (10,0)

19,9 (10,3)
32,8 (20,7)

0,0 (0,0)
3,6 (3,6)

Mięsaki siateczkowokomórkowea ♂
♀

7,7 (3,3)
0,0 (0,0)

3,8 (3,3)
0,0 (0,0)

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

6,2 (3,4)
0,0 (0,0)

Prawdopodobnie mięsaki  
siateczkowokomórkowea

♂
♀

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

8,3 (3,3)
17,3 (17,3)

41,8 (24,1)
14,3 (6,9)

84,6 (20,7)
84,9 (21,4)

Niesklasyfikowane nowotwory złośliwea ♂
♀

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

23,1 (10,0)
70,0 (46,7)

72,8 (48,3)
70,8 (41,4)

62,2 (48,3)
87,0 (64,3)

Częstość występowania nowotworua ♂
♀

72,7 (56,7)
56,3 (37,9)

83,3 (60,0)
85,5 (70,0)

96,1 (86,2)
93,6 (79,3)

100,0 (86,2)
100,0 (92,9)

Objaśnienia:
(a) – wyniki podano w procentach wyliczonych przez Ciba-Geigy (1992b) obliczone metodą Naïve (EPA 2010).
♂ – samiec.
♀ – samica.

W 1979 r. NCI opublikowało wyniki badań 
narażenia przewlekłego myszy B6C3F1 (n = 50 
dla grup narażonych; n = 20 dla grup kontrol-
nych) na największe z przedstawionych dotych-
czas poziomów chlorowodorku 4-chloro-2-toli-
loaminy (o czystości > 99%) w paszy, ♂: 0; 3 750 
lub 15 000 mg/kg przez 99 tygodni oraz ♀: 0;  
1 250 mg/kg paszy przez 99 tygodni lub  
5 000 mg/kg paszy przez 92 tygodnie (tab. 9.). 
Narażenie na chlorowodorek 4-chloro-2-to-
liloaminy prowadziło do istotnego zmniej-
szenia masy ciała w porównaniu do zwierząt 
z grupy kontrolnej, przy czym skutek ten był 
bardziej zaznaczony u samic. Ponadto odno-
towano istotne zwiększenie liczby padnięć 
zwierząt obu płci. Wyniki badań histopatolo-
gicznych potwierdziły istotny wzrost częstości 
występowania zarówno naczyniakomięsaków, jak  
i łącznie ocenianych naczyniakomięsaków 
oraz naczyniaków krwionośnych u obu płci 
w porównaniu do zwierząt z grupy kontrolnej  
(tab. 9.). Dane te są zgodne z otrzymanymi 

wcześniej wynikami badań przez Weisburger  
i in. (1978). Doświadczenie to opisano poniżej:
Zwierzęta:  myszy, B6C3F1: 50 ♂ i 50 ♀  

w grupie, grupa kontrolna:  
20 ♂ i 20 ♀.

Dawkowanie:  ♂ 0, 3 750 i 15 000 mg/kg 
paszy przez 99 tygodni; 

 ♀ 0 i 1 250 mg/kg paszy  
przez 99 tygodni;

 ♀ 5 000 mg/kg paszy przez  
92 tygodnie.

ADD:  ♂: 0; 450 lub 1 800 mg/kg mc.; 
 ♀: 0; 162 lub 648 mg/kg m.c.
HED:  ♂: 0; 98,4 i 393 mg/kg mc.; 
 ♀: 0; 32,8 i 131 mg/kg mc.
Sekcja:   po 92 lub 99 tygodniach.
Toksyczność:  zależny od dawki wzrost  
  śmiertelności, padnięcia
  spowodowane rozwojem  
  nowotworu.
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Tabela 9.
Częstość występowania nowotworów u myszy, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (NCI 1979) 

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 1 250 3 750 5 000 15 000

Naczyniakomięsaki krwionośne

Naczyniaki i naczyniakomięsaki krwionośne 

♂
♀

♂
♀

0/20
0/18

0/20
1/18

40/49

44/49

3/50

6/50

39/50

39/50

37/50

41/50

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.

Ocenę działania rakotwórczego chlorowo-
dorku 4-chloro-2-toliloaminy u szczurów prze-
prowadzili Weisburger i in. (1978). Poniżej poda-
no krótką charakterystykę tego doświadczenia:
Zwierzęta: szczury Crl:CD: 25 ♂ w grupie,  

grupa kontrolna: 25 ♂,  
spulowana grupa kontrola  
z większego badania: 111 ♂.

Dawkowanie:   0; 2 000 lub 4 000 mg/kg paszy 
przez 3 miesiące; następnie: 
0; 500 lub 1 000 mg/kg paszy 
przez kolejne 15 miesięcy. 

HED:  35,4 oraz 70,8 mg/kg mc. 
Sekcja: po 24 miesiącach (6 miesięcy  

obserwacji).
Toksyczność: konieczne było zmniejszenie 

dawki, ponieważ przyrost masy 
ciała zmniejszał się o ponad 10%.

Nowotwory: brak istotnego wzrostu częstości 
występowania nowotworów. 

Chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (czy-
stość nieznana) podawano w paszy jedynie sam-
com szczurów Crl:CD przez 3 miesiące, następ-
nie zmniejszone dawki związku podawano przez 
15 miesięcy. Przez kolejnych 6 miesięcy zwie-
rzęta podlegały obserwacji, podczas której były 
żywione paszą dla zwierząt z grupy kontrolnej. 
Sekcji dokonywano po 24 miesiącach trwania 
doświadczenia. Autorzy badania udokumento-
wali brak istotnego wzrostu częstości występo-
wania nowotworów u szczurów z grup badanych 
w porównaniu z odpowiednimi grupami kontro-
lnymi (Weisburger i in. 1978).

W innym badaniu Ciba-Geigy (1992a) rów-
nież wykorzystywano chlorowodorek 4-chlo-
ro-2-toliloaminy (nieznana czystość), który 
podawano w paszy szczurom Sprague-Dawley 

obu płci przez 94 (♂) lub 104 (♀) tygodnie. 
Nie odnotowano statystycznie istotnych róż-
nic w masie ciała pomiędzy zwierzętami na-
rażonymi na chlorowodorek 4-chloro-2-toli-
loaminy a grupami kontrolnymi. Wykazano 
natomiast, że badany związek przyczyniał się 
do zależnego od dawki częstszego występowa-
nia (a u samic również większego nasilenia) 
nowotworów w wątrobie (złośliwych i łagod-
nych), jak i nadnerczach. Ponadto odnotowano 
zmiany nowotworowe w przysadce i gruczole 
piersiowym, jednak nie były one skorelowane  
z wielkością podanej szczurom dawki (tab. 10.). 
Charakterystykę badania podano poniżej:
Zwierzęta:  szczury, Sprague-Dawley: 

30 ♂ i 30 ♀ w grupie;
 grupa kontrolna: 30 ♂ i 30 ♀.
Dawkowanie:   0; 20; 100 i 500 mg/kg 

paszy przez 94 (♂) lub 
104 (♀) tygodnie 

ADD:  ♂: 0; 1,38; 6,88 lub 
34,4 mg/kg mc.; 

 ♀: 0; 1,64; 8,2 lub 41,0 mg/kg mc. 
HED:   ♂: 0; 0,405; 2,02 lub 

10,1 mg/kg mc.; 
 ♀: 0; 0,421; 2,11; lub 

10,5 mg/kg mc.
Sekcja:   po 94 (♂) lub 104 

(♀) tygodniach.
Toksyczność:  zależny od dawki wzrost  

śmiertelności samic  
(po 104 tyg. odpowiednio:  
52; 60; 66 i 80%).



23

4-Chloro-2-toliloamina i jej chlorowodorek (w przeliczeniu na 4-chloro-2-toliloaminę) – frakcja wdychalna.
Dokumentacja proponowanych dopuszczalnych wielkości narażenia zawodowego

PiMOŚP nr 3(105)

Tabela 10. 
Częstość występowania nowotworów u szczurów, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (Ciba-Geigy 1992a)

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 20 100 500

Guzy wątrobya

Złośliwe i prawdopodobnie złośliwe nowotwory wątrobya  
(wątrobiaki)

Prawdopodobnie łagodne nowotwory wątroby  
(wątrobiaki) i rozrost gruczolakowatya

Gruczolaki nadnerczy i rozrost gruczolakowatya

Gruczolaki przysadkia

Całkowita częstość występowania nowotworua

♂
♀

♂
♀

♂
♀

♂
♀

♂
♀

♂
♀

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

0,0 (0,0)
0,0 (0,0)

33,3 (13,3)
58,0 (27,6)

44,7 (23,3)
83,9 (58,6)

74,8 (46,7)
93,9 (82,8)

11,1 (3,3)
25,9 (10,0)

11,1 (3,3)
0,0 (0,0)

 
0,0 (0,0)

25,9 (10,0)

47,8 (20,0)
72,6 (40,0)

71,8 (36,7)
86,6 (60,0)

86,1 (56,7)
98,0 (83,3)

45,1 (16,7)
81,8 (31,0)

12,5 (3,5)
14,5 (3,4)

36,8 (13,3)
76,2 (27,6)

45,1 (16,7)
87,2 (55,2)

50,0 (16,7)
80,4 (55,2)

86,2 (43,3)b

80,3 (43,3)
91,8 (66,7)

45,5 (16,7)
48,7 (16,7)

56,1 (26,7)
78,0 (50,0)

38,4 (20,0)
82,7 (53,3)

43,2 (20,0)
90,5 (60,0)

92,5 (56,7)
100,0 (96,7)

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.
a – wyniki podano w procentach wyliczonych przez Ciba-Geigy (1992a), obliczone metodą Naïve (EPA 2010).
b – wartość nie wyliczona w tym badaniu.

NCI (1979) przeprowadziło 2-letnie (107 ty-
godni) badanie działania rakotwórczego chloro-
wodorku 4-chloro-2-toliloaminy (czystość > 99%) 
podawanego szczurom szczepu F344 obu płci  
w paszy. Charakterystykę badania podano poniżej: 
Zwierzęta:  szczury F344: 50 ♂  
 i 50 ♀ w grupie;
 grupa kontrolna: 20 ♂ i 20 ♀.
Dawkowanie:  0; 1 250 oraz 5 000 mg/kg 

paszy przez 107 tygodni.
HED:   (♂): 0; 26,8 lub 107 mg/kg m.c.;
 (♀): 0; 27,4 lub 110 mg/kg m.c.
Sekcja:  po 107 tygodniach.
Toksyczność:  istotne zmniejszenie przyrostu 

masy ciała ♂ i ♀ narażonych 
na największą dawkę związku.

Narażenie na większą dawkę chlorowodor-
ku 4-chloro-2-toliloaminy skutkowało istotnym 
statystycznie zmniejszeniem masy ciała zwierząt  
(♂ i ♀) narażanych w porównaniu ze zwierzętami 
z grupy kontrolnej. Nie odnotowano natomiast 
zależności pomiędzy wielkością zastosowanej 
dawki a wzrostem padnięć zwierząt. Ocena hi-
stopatologiczna wykazała istotne statystycznie 
zwiększenie częstości występowania gruczolaków 
barwnikoopornych w przysadce u szczurów obu 
płci (tab. 11.). Wszystkie uznano za łagodne zmia-
ny nowotworowe. Ze względu na fakt, że istotność 
statystyczna została potwierdzona dla największej 
dawki (♂) jedynie w teście Cochrana-Armitage’a, 
a dla (♀) – tylko w teście Fishera, nie uznano chlo-
rowodorku 4-chloro-2-toliloaminy za związek ra-
kotwórczy dla szczurów szczepu F344.

Tabela 11.
Częstość występowania nowotworów u szczurów, otrzymujących chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy (NCI 1979)

Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 1 250 5 000

Powłoki ciała – włókniaki ♂ 1/20 4/50 2/50

Płuca – raki lub gruczolaki pęcherzykowate/ oskrzelikowe ♂ 1/20 6/50 2/49

Układ krwiotwórczy – chłoniaki lub białaczki ♂ 6/20 1/50 1/50

♀ 3/20 4/50 1/50
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Rodzaj nowotworu Płeć
Stężenie chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy, mg/kg paszy

0 1 250 5 000

Wątroba – raki lub gruczolaki wątrobowokomórkowe ♂ 0/20 5/50 4/50

Przysadka – gruczolaki barwnikooporne ♂ 2/19 6/48 15/47 b

♀ 1/19 13/47 15/48 a

Nadnercza – guzy chromochłonne ♂ 0/20 0/49 4/49

Tarczyca – raki lub gruczolaki pęcherzykowate ♂ 1/19 0/49 4/49

Jądra – guzy śródmiąższowe ♂ 16/20 39/48 42/50

Osłonka pochwowa jądra – międzybłoniak, NOS ♂ 2/20 0/50 0/50

Gruczoł piersiowy – gruczolaki, NOS ♀ 0/20 6/50 1/50

Gruczoł piersiowy – gruczolakowłókniaki ♀ 4/20 10/50 6/50

Macica – endometrialny polip podścieliska ♀ 5/19 5/49 8/49

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.
NOS – ang. Not Otherwise Specified.
a – istotna statystycznie różnica w porównaniu ze zwierzętami z grupy kontrolnej, test Fishera (p < 0,05)
b – istotna statystycznie różnica w porównaniu ze zwierzętami z grupy kontrolnej, test Cochrana-Armitage’a (p < 0,05).

cd. tab. 11. 

Badania na zwierzętach dostarczyły wystar-
czających dowodów rakotwórczego działania 
4-chloro-2-toliloaminy. Wykazano, że związek 
ten podawany myszom w paszy indukował za-
leżny od dawki wzrost liczby nowotworów na-
czyniowych (naczyniaki i naczyniakomięsaki), 
głównie w śledzionie i tkance tłuszczowej. Dzia-
łania takiego nie stwierdzono u szczurów.

W Polsce pierwsze szacowanie ryzyka nowo-
tworowego dla 4-chloro-2-toliloaminy zostało 
przeprowadzone przez Stetkiewicza i in. (1995). 
Korzystając ze współczynnika kierunkowego (SF), 
prostej dawka-odpowiedź dla człowieka, wyno-
szącego 0,27 (mg/kg-dzień)-1 (Cal/EPA 1992) au-
torzy oszacowali ryzyko wystąpienia nowotworów 
w ciągu 20 lat zawodowego narażenia na 4-chlo-
ro-2-toliloaminę o stężeniu 12 mg/m3 (wartości 
NDS obowiązującej w tym czasie w Szwajcarii). 
Obliczone ryzyko wyniosło R = 0,03, co wskazu-
je na możliwość wystąpienia nowotworu u 3 ze 
100 osób narażonych na działanie 4-chloro-2-to-
liloaminy (Stetkiewicz i in. 1995). Ryzyko takie jest 
nieakceptowalne i wskazuje na potrzebę znaczne-
go zmniejszenia wartości NDS.

Szymańska i in. (2008) przeprowadzili ilo-
ściową ocenę rakotwórczości 4-chloro-2-tolilo-
aminy i jej chlorowodorku, biorąc za podstawę 
częstość występowania nowotworów pęcherza 
moczowego u samic myszy, karmionych paszą 
zawierającą chlorowodorek 4-chloro-2-tolilo-

aminy przez 99  tygodnie, na podstawie wyni-
ków innego badania (NCI 1979). Do wyników 
narażenia dopasowano model dwustopniowy.

W celu przeliczenia stężenia w paszy na 
dawkę dzienną chlorowodorku 4-chloro-2-to-
liloaminy przyjęto, że dobowe spożycie paszy 
przez myszy (samice) wynosiło 5 g. Podczas eks-
trapolacji wyników uzyskanych na zwierzętach 
do rezultatów dla narażonych ludzi przyjęto, że  
w czasie zmiany roboczej człowiek zużywa 10 m3 
powietrza, pracuje przez 240 dni w roku przez 
maksymalnie 40 lat, średnia masa ciała człowie-
ka wynosi 70 kg a średni czas życia człowieka 
– 70 lat. W celu przeliczenia średniej dawki dla 
okresu całego życia człowieka na średnią dawkę 
dla całego życia myszy przyjęto masę samic my-
szy w eksperymencie równą 0,025 kg. 

Z przyjętego do obliczeń modelu wynika, że 
założonemu dodatkowemu ryzyku powstania 
raka pęcherza moczowego, wynoszącemu 10-4 
odpowiada stężenie chlorowodorku 4-chloro-
-2-toliloaminy w powietrzu środowiska pracy 
wynoszące 0,8 mg/m3. Rozważono także sy-
tuację, w której człowiek pracuje przez 40 lat  
w narażeniu na chlorowodorek 4-chloro-2-toli-
loaminy o stężeniu 0,3 mg/m3; otrzymana war-
tość ryzyka raka pęcherza moczowego wynosiła 
4,05 · 10-5 (Szymańska i in. 2008).

Należy jednak zaznaczyć, że jakkolwiek u lu-
dzi 4-chloro-2-toliloamina lub jej chlorowodorek 
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powoduje nowotwory pęcherza moczowego (raki  
z nabłonka przejściowego i/lub rak brodawkowa-
ty) to nowotwory pęcherza, obserwowane u my-
szy w badaniu NCI były naczyniakomięsakami, 
nie miały charakteru nowotworów pierwotnych, 
a częstość ich występowania nie zależała od dawki 
(dawka mała 6/39, dawka duża 6/34). W badaniu 
NCI na myszach najczęściej stwierdzanym typem 
nowotworu były naczyniakomięsaki, głównie  
w tkance tłuszczowej w okolicy narządów płcio-
wych. Autorzy raportu NCI w dyskusji podkreśli-
li, że naczyniakomięsaki obserwowane u myszy 
pochodziły z tkanki tłuszczowej, przylegającej 
do narządów płciowych, a nie z konkretnego na-
rządu. W niektórych przypadkach stwierdzano 
ich infiltrację do: mięśni jamy brzusznej, macicy, 
jajników czy pęcherza moczowego (NCI 1979).  
W świetle powyższych rozważań szacowanie ry-
zyka nowotworowego 4-chloro-2-toliloaminy 
i zastosowanie go dla wyprowadzenia wartości 
NDS wydaje się niezasadne.

Międzynarodowa Agencja Badań nad Ra-
kiem (IARC) uznała, że dowody na rakotwór-
cze działanie 4-chloro-2-toliloaminy u ludzi są 
ograniczone, natomiast dowody działania rako-
twórczego u zwierząt doświadczalnych są wy-
starczające. W ogólnej ocenie IARC zaliczyła 
4-chloro-2-toliloaminę do grupy 2A – związków 
prawdopodobnie rakotwórczych na człowieka 
(IARC 2010).

W państwach Unii Europejskiej 4-chloro-
-2-toliloamina ma zharmonizowaną klasyfika-
cję Carc.1B, czyli jest substancją o potencjalnym 
działaniu rakotwórczym na człowieka (Rozpo-
rządzenie 1272/2008).

Działanie embriotoksyczne, teratogenne 
i wpływ na rozrodczość

W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono 
informacji na temat wpływu 4-chloro-2-toli-
loaminy na rozrodczość ludzi. Nie ma również 
informacji na temat embriotoksyczności i terato-
genności tego związku.

Badania toksyczności reprodukcyjnej 4-chlo-
ro-2-toliloaminy przeprowadzono na 125 sam-
cach myszy NMRI/SPF, otrzymujących 4-chlo-
ro-2-toliloaminę dożołądkowo w dawce 200 mg/
kg mc./dzień przez 7 tygodni. Po zakończeniu 
narażenia samce były kojarzone z nienarażanymi 
samicami i oceniano płodność u męskiego po-
tomstwa z generacji F1. Nie stwierdzono: zmniej-
szenia liczebności miotów, wzrostu przypadków 
bezpłodności oraz zmian cytogenetycznych. Na 
podstawie liczebności miotów autorzy stwier-
dzili, że 4-chloro-2-toliloamina nie powodowała 
dominujących mutacji letalnych w pokoleniu F1. 
Dane te potwierdzają, że 4-chloro-2-toliloamina 
nie wywołuje szkodliwego działania na rozrod-
czość (Lang, Adler 1982).

W innym badaniu samce myszy Tif:MAG/
SPF otrzymywały jednorazową, dożołądkową 
dawkę chlorowodorku 4-chloro-2-toliloaminy 
wynoszącą 110 lub 330 mg/kg mc., a następ-
nie były kojarzone z nienarażanymi samica-
mi. Nie stwierdzono skutków cytotoksycznych 
lub mutagennych w komórkach rozrodczych 
samców. Nie stwierdzono również zmian w licz-
bie implantacji czy obumarcia zarodków (Fritz  
i in. 1978).

TOKSYKOKINETYKA

4-Chloro-2-toliloamina wchłania się do organi-
zmu drogą pokarmową, przez drogi oddechowe 
i przez skórę. O możliwości wchłaniania tego 
związku przez skórę świadczy występowanie 
ostrego, krwotocznego zapalenia pęcherza mo-
czowego u zwierząt laboratoryjnych po aplikacji 
na skórę (Lehman 1933).

Z uwagi na fakt, że 4-chloro-2-toliloamina 
jest głównym metabolitem insektycydu – chlor-
dimeformu, w literaturze są dostępne dane do-
tyczące toksykokinetyki 4-chloro-2-toliloaminy 

po narażeniu zwierząt doświadczalnych bezpo-
średnio na ten związek, jak i na chlordimeform. 
W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono in-
formacji dotyczących toksykokinetyki 4-chloro-
-2-toliloaminy u ludzi.

Knowles i Gupta (1970) badali metabolizm 
obu tych związków u szczurów Sprague-Dawley. 
W pierwszym badaniu chlordimeform znako-
wany węglem 14C ([14C]-GalecronR) podawano 
per os. Wydalanie z moczem (ocenione po 72 h) 
stanowiło 88%, a z kałem 7,5% podanej dawki. 
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Poza Galecronem w moczu wykryto: demetylo-
-Galecron, N-formylo-4-chloro-2-toliloaminę, 
4-chloro-2-toliloaminę oraz trzy inne (niezi-
dentyfikowane) metabolity. Największe poziomy 
radioaktywności zaobserwowano w wątrobie, 
następnie w mięśniach, a najmniejsze w tkance 
tłuszczowej. W drugim badaniu podawano rów-
nież per os [14C]-4-chloro-2-toliloaminę. Wyda-
lanie z moczem (po 72 h) stanowiło 71% dawki, 
a z kałem 25%. Oprócz 4-chloro-2-toliloaminy 
w moczu zidentyfikowano kwas 5-chloroantra-
nilowy oraz 4-chloro-2-metyloacetanilid, jak 
również pięć niezidentyfikowanych szczegółowo 
metabolitów. Największe poziomy [14C]-4-chlo-
ro-2-toliloaminy stwierdzono tym razem kolej-
no w: tkance tłuszczowej, wątrobie i nerkach. 

Birner i Neumann (1988) przeprowadzili ba-
dania 4-chloro-2-toliloaminy podawanej per 
os samicom szczurów Wistar i samicom myszy 
B6C3F1. Wykazano, że wskaźnik wiązania z he-
moglobiną (HBI) dla 4-chloro-2-toliloaminy był 
11-krotnie większy (HBI = 28 mmol/mol Hb/
nmol/kg) u szczurów niż u myszy (HBI 2.5 mmol/
mol Hb/nmol/kg). Z kolei wyznaczony przez  
Sabbionego i Neumanna (1990) HBI dla 4-chlo-
ro-2-toliloaminy był ponad 10-krotnie mniejszy 
(2,4) i dotyczył narażenia per os samic szczura 
Wistar na chlordimeform. Różnice te są warun-
kowane koniecznością zmetabolizowania chlordi-
meformu do 4-chloro-2-toliloaminy, a następnie 
związania z Hb. 

W przeciwieństwie do innych amin aroma-
tycznych N-acetylacja wydaje się nie odgry-
wać kluczowej roli w metabolizmie i aktywacji 
4-chloro-2-toliloaminy. U szczurów Osborne-
-Mendel, którym podano dootrzewnowo chlo-
rowodorek 4-chloro-orto-[metyl-14C]toluidyny 
w dawce 14 mg/kg mc. wykazano, że poziomy 
adduktów związanych z: białkiem, RNA i DNA 
były istotnie większe w wątrobie niż w 10 innych 
badanych tkankach (Hill i in. 1979). Ponadto 
badania w warunkach in vitro z wykorzysta-
niem frakcji mikrosomalnej wątroby potwier-
dziło powstawanie nieodwracalnego wiązania 
zależnego od: NADPH, czasu inkubacji i stę-
żenia białka. Wiązanie z makrocząsteczkami  
w warunkach in vitro było zwiększone we frakcji 
mikrosomalnej szczurów, którym podawano do-
otrzewnowo fenobarbital (100 mg/kg mc. przez 
2 dni), co sugeruje udział cytochromu P450  

w reakcji. Głównymi metabolitami były 5-chloro-
-2-hydroksyaminotoluen i 4,4’-dichloro-2,2’-di-
metyloazobenzen. Zidentyfikowanie pierwszego  
z nich sugeruje powstawanie związku pośrednie-
go – pochodnej N-hydroksylowej (N-OH), która 
jest dalej utleniana do pochodnej N-nitrozowej, 
na co wskazuje obecność drugiego metabolitu 
(Hill i in. 1979). 

Zgodnie z opisanymi wcześniej badania-
mi Birner i Neumann (1988) oraz Sabbioni  
i Neumann (1990) sugerują, że pochodne N-OH 
monocyklicznych amin aromatycznych są utle-
niane w krwinkach czerwonych do metabolitów 
nitrozowych, które dalej wiążą się z grupami -SH  
w hemoglobinie. 

Wiązanie kowalencyjne 4-chloro-2-toliloami-
ny zarówno z DNA, jak i z białkiem wykazano 
także w kolejnych badaniach z wykorzystaniem 
samców szczurów Sprague-Dawley [Tif: RAIf 
(SPF)] i myszy [Tif: MAGf (SPF)], którym poda- 
wano badany związek per os w dawce 25 mg/kg 
mc. (Bentley i in. 1986a). Potwierdzono trzykrot-
nie większą liczbę wiązań kowalencyjnych z biał-
kiem wątroby szczura (199 ± 18 pmol/mg) niż  
z białkiem wątroby myszy (62 ± 126 pmol/mg). 
Wyniki te są zgodne z opisanym wcześniej wskaź-
nikiem wiązania z Hb dla 4-chloro-2-toliloaminy, 
który był jedenastokrotnie większy u szczurów niż  
u myszy (Birner, Neumann 1988). Z kolei u myszy 
wykryto dwa razy więcej wiązań z wątrobowym 
DNA niż u szczurów. Jeden z dwóch adduktów  
z DNA był wykrywany u myszy w ilości od 6 do  
30 razy większej niż u szczurów. Podobnie większą 
radioaktywność odnotowano w DNA grasicy, gdy 
[14C]-4-chloro-2-toliloaminę aktywowano mysimi  
w porównaniu do szczurzych frakcji subkomór-
kowych. Większy stopień tworzenia się adduktu 
4-chloro-2-toliloaminy u myszy może wyjaśniać 
większą wrażliwość tego gatunku w porównaniu 
ze szczurami na powstawanie naczyniakomięsa-
ków po narażeniu na 4-chloro-2-toliloaminę.

Wyniki oceny wpływu chlordimeformu  
i 4-chloro-2-toliloaminy na biotransformację  
w wątrobie u samców szczurów Sprague-Dawley 
(Leslie i in. 1988) dowiodły, że chlordimeform 
nie prowadził do zmian stężenia całkowitego 
cytochromu P-450, aktywności p-hydroksylazy 
anilinowej ani S-transferazy glutationowej, lecz 
indukował O-deetylazę etoksyresorufinową,  
O-deetylazę etoksykumarynową i hydrolazę epok-
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sydową, zmniejszając jednocześnie aktywność 
epoksydazy aldryny i N-demetylazy aminopiryno-
wej. Skutki te obserwowano po siedmiu kolejnych 
dziennych dootrzewnowych podaniach chloror-
dimeformu w większych dawkach: 50 lub 100 mg/
kg mc., ale nie 1 lub 10 mg/kg mc. (z wyjątkiem 
zmniejszenia aktywności N-demetylazy amino-
pirynowej w dawce 10 mg/kg mc). Natomiast na-
rażenie na siedem dawek 100 mg/kg mc. 4-chlo-
ro-2-toliloaminy prowadziło do zwiększenia 
stężenia całkowitego cytochromu P-450, aktyw-
ności O-deetylazy etoksyresorufinowej, O-deety-
lazy etoksykumaryny, S-transferazy glutationowej 
i hydrolazy epoksydowej. Dawka dziesięciokrot-
nie mniejsza (10 mg/kg mc.) 4-chloro-2-tolilo-
aminy także zwiększała aktywność O-deetylazy 
etoksyresorufinowej i O-deetylazy etoksykumary-
ny. Oba związki zwiększały stopień hydroksylacji 
androstendionu oraz prowadziły do niewielkiego 
zmniejszenia syntezy testosteronu. Zwiększona 
biotransformacja uwarunkowana była prawdopo-
dobnie indukcją izoform CYP 1A1 i 1A2 (Leslie  
i in. 1988).

W badaniu (metabolizm chlordimefor-
mu), ([14C]-GalecronR) u zwierząt wykazano, 

że łączny odsetek dawki wydalonej z moczem  
w 24-godzinnej zbiórce wynosił: 75% u psów 
mieszańców, 65% u kóz mlecznych i 80% u sam-
ców kóz. Procent dawki wydalonej z kałem po 
72 h wynosił odpowiednio: 0,6 i 1,8% u psów  
i kóz. U wszystkich trzech badanych gatunków 
zwierząt wykryto: demetylo-Galecron, N-formy-
lo-4-chloro-2-toliloaminę, 4-chloro-2-toliloami-
nę, kwas N-formylo-5-chloroantranilowy i kwas 
5-chloroantranilowy. Konwersja chlordimefor-
mu do kwasu N-formylo-5-chloroantranilowego 
i kwasu 5-chloroantranilowego była największa  
u kóz, następnie u psów i najmniejsza u szczu-
rów. Wydalanie z żółcią oceniano również  
u psów narażonych na chlordimeform w daw-
ce 0,3 mg/kg mc. Maksymalną radioaktywność  
w żółci odnotowano po 8 h od narażenia, nato-
miast po 72 h – 5% podanej dawki. Zidentyfiko-
wano metabolity w postaci wolnej i sprzężonej, 
które obejmowały wszystkie dotychczas wymie-
nione i kilka niescharakteryzowanych. Głównym 
metabolitem w żółci była N-formylo-4-chloro-
-2-toliloamina (Knowles 1970; Knowles, Gupta 
1970).

MECHANIZM DZIAŁANIA TOKSYCZNEGO

4-Chloro-2-toliloamina jest aminą aromatyczną, 
powodującą u ludzi nowotwory pęcherza moczo-
wego. Dokładny mechanizm działania 4-chloro-
-2-toliloaminy nie jest znany, jak również nie 
jest znany jej metabolizm u ludzi, można jednak 
przypuszczać, że mechanizm działania rako-
twórczego będzie taki sam, jak dla innych amin  
o udowodnionym działaniu kancerogennym.

Mechanizm rakotwórczego działania amin 
aromatycznych jest ściśle powiązany z ich me-
tabolizmem. Metabolizm aryloamin przebiega 
poprzez szlak hydroksylacji (N- i C-hydroksy-
lacji) katalizowanych przez CYP1A2. Za tok-
syczne metabolity są uważane N-hydroksylo-
aminy, które mogą przechodzić w toksyczny 
kation arylonitreniowy. Kation ten ma zdolność 
tworzenia wiązań kowalencyjnych z makro-
cząsteczkami. Hydroksylowane aminy ulegają  
w organizmie reakcjom sprzęgania, a produkty 
sprzęgania są wydalane przez nerki, najczęściej 

w postaci glukuronianów. Kwaśne środowisko 
panujące w pęcherzu moczowym oraz obecność 
β-glukuronidaz powodują częściową hydrolizę 
i ponowne uwalnianie hydroksyloamin, które 
mogą tworzyć w pęcherzu toksyczne kationy. 
Uwolnione hydroksyloaminy mogą ulegać ace-
tylacji z udziałem NAT1, co prowadzi do silnie 
elektrofilowych acetoksyaryloamin, zdolnych 
do tworzenia wiązań kowalencyjnych z urote-
lialnym DNA. Brak naprawy powstałego defektu 
DNA inicjuje mutacje w protoonkogenach oraz/
lub nowotworowych genach supresorowych, 
co prowadzi do transformacji nowotworowej. 
Natomiast acetylacja, zachodząca przy udziale 
NAT2 prowadzi do detoksykacji polegającej na 
przekształceniu amin w acetamidy, które ulega-
ją wydaleniu z organizmu (Carreon i in. 2010).  
W nabłonku pęcherza moczowego obserwo-
wano znaczną aktywność NAT1, kontrastującą 
z niską aktywnością NAT2. W procesie kance-
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W dostępnej literaturze nie znaleziono informa-
cji dotyczących łącznego narażenia na 4-chlo-
ro-2-toliloaminę lub jej chlorowodorek i inne 

związki chemiczne (o znaczeniu przemysło-
wym), badanego w warunkach doświadczalnych. 

Tabela 12. 
Wartości NOAEL i LOAEL występujące u zwierząt narażanych na 4-chloro-2-toliloaminę drogą pokarmową (EPA 2010)

Gatunek, płeć, 
liczba zwierząt 
w grupie

Dawka 4-chloro-
-2-toliloaminy, mg/

kg mc./dzień

Czas i sposób 
narażenia

NOAEL, mg/
kg mc./dzień

LOAEL, mg/
kg mc./dzień

Obserwowany 
efekt krytyczny Piśmiennictwo

Szczury, 5/
płeć/grupę

♂ – 25 ÷ 1 000
♀ – 113 ÷ 5 650

7 tygodni, 
w paszy

677 700 zmniejszenie 
średniej masy ciała 
u samic (10%)

NCI 1979

Szczury, 30/
płeć/grupę

♂ – 1,38 ÷ 34,4
♀ – 1,64 ÷ 41,0

♂: 94 tyg.
♀: 104 tyg.,

w paszy

8,20 34,4 zwiększenie masy 
wątroby u obu płci

Ciba-Geigy 1992a

Myszy,
5/płeć/grupę

♂ – 361 ÷ 2 710
♀ – 2 930 ÷ 3 900

7 tygodni, 
w paszy

1800 2710 zmniejszenie 
średniej masy ciała 
u obu płci (10%)

NCI 1979

DZIAŁANIE  ŁĄCZNE

ZALEŻNOŚĆ SKUTKU TOKSYCZNEGO OD WIELKOŚCI NARAŻENIA

rogenezy znaczenie mają również szlaki wolno-
rodnikowe. 

Ponieważ aminy aromatyczne mogą być ak-
tywowane poprzez acetylację, należy spodzie-
wać się, że osoby, które są „wolnymi acetylato-
rami” będą bardziej podatne na rozwój raka 
pęcherza moczowego,  niż  „szybcy acetylatorzy”  
(Johansson, Cohen 1997). Jest tak w przypad-
ku osób narażonych na 4-chloro-2-toliloaminę,  
gdzie wykazano, że rak pęcherza moczowego 
występuje istotnie częściej u wolnych acetylato-
rów (Popp i in. 1992; Stasik 1988). 

Dokładny mechanizm działania 4-chloro-
-2-toliloaminy u zwierząt nie jest ostatecznie 
poznany. Jednak istniejące dowody na jej dzia-

łanie genotoksyczne sugerują, że działanie rako-
twórcze 4-chloro-2-toliloaminy może zachodzić 
poprzez genotoksyczny mechanizm działania, 
podobnie jak i u innych amin aromatycznych  
o dobrze poznanym działaniu rakotwórczym. 
Dowodem potwierdzającym genotoksyczny  
mechanizm działania 4-chloro-2-toliloaminy 
jest fakt, że jest to związek tworzący addukty:  
hemoglobiną (Birner, Neumann 1988), tkanko-
wym DNA i białkami (Bentley i in. 1986a; 1986b; 
Hill i in. 1979). Jest to zgodne z proponowanym 
mechanizmem kancerogenezy chemicznej, obej-
mującym tworzenie chemicznych adduktów  
z DNA poprzez wiązania kowalencyjne. 

Dostępne dane dotyczące toksycznego wpływu 
4-chloro-2-toliloaminy na ludzi nie pozwala-
ją na wyprowadzenie zależności dawka-skutek.  
Z podprzewlekłych i przewlekłych badań na 
zwierzętach, otrzymujących 4-chloro-2-tolilo-
aminę drogą pokarmową wynika, że najczulszy-
mi skutkami działania tego związku jest działanie 

rakotwórcze i działanie na wątrobę. Tabela  12. 
przedstawia wartości NOAEL i LOAEL (mg/kg/
dzień) występujące u zwierząt doświadczalnych 
narażanych na 4-chloro-2-toliloaminę drogą 
pokarmową w warunkach narażenia podprzew-
lekłego i przewlekłego.
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Gatunek, płeć, 
liczba zwierząt 
w grupie

Dawka 4-chloro-
-2-toliloaminy, mg/

kg mc./dzień

Czas i sposób 
narażenia

NOAEL, mg/
kg mc./dzień

LOAEL, (mg/
kg mc./
dzień)

Obserwowany 
efekt krytyczny Piśmiennictwo

Myszy, 30/
płeć/grupę

♂ – 3,60 ÷ 89,9
♀ – 3,69 ÷ 89,9

przez  
18 miesięcy, 

w paszy

3,69 18,0 (FEL) zwiększenie padnięć 
zwierząt u obu płci; 
wzrost aktywności 
aminotransferazy  
alaninowej

Ciba-Geigy 
1992b

Objaśnienia:
♂ – samiec.
♀ – samica.

4-Chloro-2-toliloamina jest aminą aro-
matyczną, która będzie wywoływała raczej 
nowotwory pęcherza moczowego (obserwowane 
u ludzi) niż nowotwory naczyniowe (obserwo-
wane w badaniach na myszach).

Dane dotyczące działania rakotwórczego u lu-
dzi są ograniczone i nie pozwalają na wyprowa-
dzenie zależności dawka-odpowiedź. 

W badaniach na zwierzętach najczęściej 
występującymi nowotworami były nowotwory 
naczyniowe (naczyniaki i naczyniakomięsaki 

krwionośne) obserwowane u myszy obu płci. 
Częstość występowania nowotworów naczy-
niowych (naczyniaków i naczyniakomięsaków 
krwionośnych) u myszy, otrzymujących chloro-
wodorek 4-chloro-2-toliloaminy w paszy, w wa-
runkach narażenia przewleklego, przedstawiono 
w tabeli 13. 

cd. tab. 12. 

Tabela 13. 
Częstość występowania nowotworów naczyniowych u myszy narażanych przewlekle na chlorowodorek 4-chloro-2-toliloaminy 

Gatunek 
zwierząt, płeć

Stężenie w paszy, 
mg/kg paszy

Średnia dawka,  
mg/kg mc./dzień Częstość występowania nowotworów Piśmiennictwo

Myszy CD-1, 
samce 

0
750

1 500

0
90
180

0/14
12/20
13/20

Weisburger i in. 1978

Myszy CD-1, 
samice 

0
2 000

0
260

0/15
18/19

Weisburger i in. 1978

Myszy B6C3F1, 
samce 

0
3 750

15 000

0
450

1 800

0/20
6/50
41/50

NCI 1979

Myszy B6C3F1, 
samice 

0
1 250

0
162

1/20
43/50

NCI 1979

 

Na podstawie przedstawionych danych Cal/
EPA (1992) wyznaczyła współczynnik poten-
cjału rakotwórczego (odpowiednik SF – współ-
czynnik nachylenia dawka-odpowiedź), który 
dla 4-chloro-2-toliloaminy (po uwzględnieniu 
różnicy wynikającej z mas cząsteczkowych) 
wynosi 0,27  (mg/kg-dzień)-1. Wyliczono także 

wartość ryzyka jednostkowego, uwzględniając 
masę ciała człowieka – 70 kg i wentylację –  
20 m3/dzień. Dla 4-chloro-2-toliloaminy  
ryzyko jednostkowe wynosi 7,7 · 10-5 (µg/m3)-1  
(OEHHA online 2019).
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Istniejące wartości NDS i ich podstawy

W USA żadna z agencji (ACGIH, OSHA, NIOSH) 
nie ustaliła wartości normatywów higienicznych 
dla 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku, 
a w NTP przyjęto ich klasyfikację jako R – zwią-
zek rozpatrywany jako prawdopodobnie rako-
twórczy dla ludzi (ang. reasonably anticipated to 
be a human carcinogen), (ACGIH 2018). 

W Niemczech nie ustalono normatywu dla 
4-chloro-2-toliloaminy, uznając ten związek jako 
kancerogen kategorii 1 oraz mutagen katego-
rii 3A, wchłaniający się przez skórę (H), (DFG 
2018). 

Także w Polsce, zgodnie z rozporządzeniem 
MRPiPS z dnia 12.06.2018 r. w sprawie najwyż-
szych dopuszczalnych stężeń i natężeń czynni-
ków szkodliwych dla zdrowia w środowisku pra-
cy (DzU 2018, poz. 1286) nie ustalono wartości 
NDS w środowisku pracy dla 4-chloro-2-tolilo-
aminy i jej chlorowodorku. 

Jedynym krajem europejskim, w którym usta-
lono wartość normatywu, jest Chorwacja, gdzie 
wartość NDS ustalono na poziomie 0,01 mg/m3  
z jednoczesną notacją „skóra” (Ordinance… 
2013). Podstawy ustalenia tej wartości nie są  
znane. 

Podstawy proponowanej wartości NDS

Jako podstawę do zaproponowania wartości 
NDS przyjęto działanie rakotwórcze 4-chloro-
-2-toliloaminy. Ponieważ 4-chloro-2-toliloami-
na jest genotoksycznym kancerogenem, wobec 
tego wartość normatywu higienicznego oparto 
o szacowanie ryzyka nowotworowego dla tego 
związku. 

Do wyliczenia wartości NDS dla 4-chloro-2-to-
liloaminy wykorzystano współczynnik nachyle-
nia krzywej dawka-odpowiedź (SF) na poziomie  
0,27 (mg/kg-dzień)-1, podany przez OEHHA. 
Przy założonym poziomie ryzyka, wynoszącym  
R = 10-4, obliczono średnią dawkę całożyciową 
(pokarmową) na podstawie wzoru: 

R = SF . D,

gdzie:
–  R – ryzyko,
–  SF – współczynnik nachylenia (ang. slope 

factor),
–  D – dawka średnia całożyciowa, mg/kg-

-dzień.

Dawka ta wynosi:

Wartość NDS dla 4-chloro-2-toliloaminy  
obliczono ze wzoru:

gdzie:
– D – dawka całożyciowa, mg/kg-dzień,
– 24 – doba (godziny),
– 8 – liczba godzin pracy,
– 365 – liczba dni w roku,
– 240 – liczba dni pracy w roku,
– 70 – wiek (lata),
– 40 – staż pracy (lata)
– 10 – wentylacja płuc człowieka, m3,
– 70 – masa ciała człowieka, kg.

Po podstawieniu do wzoru uzyskuje się odpo-
wiednią wartość NDS:

Przy założonym ryzyku R = 10-4 obliczona 
wartość NDS 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlo-
rowodorku wynosi 0,02 mg/m3 (w  przeliczeniu 
na 4-chloro-2-toliloaminę). Ponieważ narażenie 
przez skórę może mieć znaczny udział w ilości 
4-chloro-2-toliloaminy pobranej przez pracow-
ników, wymagana jest notacja „skóra”.

Nie znaleziono podstaw do ustalenia warto-
ści chwilowej NDSCh i dopuszczalnego stężenia  
w materiale biologicznym (DSB).

NAJWYŻSZE DOPUSZCZALNE STĘŻENIE (NDS) 
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY ORAZ DOPUSZCZALNE STĘŻENIE  

W MATERIALE BIOLOGICZNYM (DSB)  
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Zakres badania wstępnego

Ogólne badanie lekarskie ze zwróceniem uwa-
gi na skórę i pęcherz moczowy, w zależności od 
wskazań badanie dermatologiczne.
Badania pomocnicze: badanie ogólne moczu, 
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirometria. 

Zakres badania okresowego 

Ogólne badanie lekarskie ze zwróceniem uwa-
gi na skórę i pęcherz moczowy, w zależności od 
wskazań badanie dermatologiczne,
Badania pomocnicze: badanie ogólne moczu, 
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirome-
tria, w zależności od wskazań badanie poziomu  
methemoglobiny (MetHb).
Częstotliwość badań okresowych: co roku lub co 
2 lata.

U w a g a 
Lekarz przeprowadzający badanie profilaktycz-
ne może poszerzyć jego zakres o dodatkowe 
specjalistyczne badania lekarskie oraz badania 
pomocnicze, a także wyznaczyć krótszy termin 
następnego badania jeżeli stwierdzi, że jest to 
niezbędne do prawidłowej oceny stanu zdrowia 
pracownika lub osoby przyjmowanej do pracy. 

Zakres ostatniego badania okresowego przed 
zakończeniem aktywności zawodowej 

Ogólne badanie lekarskie ze zwróceniem uwa-
gi na skórę i pęcherz moczowy, w zależności od 
wskazań badanie dermatologiczne. 
Badania pomocnicze: badanie ogólne moczu, 
morfologia z rozmazem, AST, ALT, spirometria, 
w zależności od wskazań badanie poziomu me-
themoglobiny (MetHb).

Narządy (układy) krytyczne 

Narządami krytycznymi podczas pracy w nara-
żeniu na 4-chloro-2-toliloaminę i jej chlorowo-
dorek są pęcherz moczowy i wątroba.

Przeciwwskazania lekarskie do zatrudnienia

Przeciwwskazaniami lekarskimi do zatrudnienia 
w narażeniu na 4-chloro-2-toliloaminę i jej chlo-
rowodorek są:

 – methemoglobinemie,
 – nawracające stany zapalne skóry,
 – przewlekłe zapalenie pęcherza moczo-

wego,
 – nowotwory pęcherza moczowego w wy-

wiadzie, 
 – ciąża.

U w a g a
Wymienione przeciwwskazania dotyczą kandy-
datów do pracy.
O przeciwwskazaniach w przebiegu zatrudnie-
nia powinien decydować lekarz sprawujący opie-
kę profilaktyczną, biorąc pod uwagę wielkość  
i okres trwania narażenia zawodowego oraz oce-
nę stopnia zaawansowania i dynamikę zmian 
chorobowych.
Ze względu na działanie rakotwórcze na człowie-
ka (Carc. 1B) do pracy w narażeniu na 4-chlo-
ro-2-toliloaminę i jej chlorowodorek nie wolno 
zatrudniać pracowników młodocianych, kobiet 
w ciąży lub karmiących piersią.
Wskazane informowanie pracowników o po-
tencjalnym działaniu rakotwórczym związku 
i zwiększonym ryzyku nowotworów pęcherza 
moczowego. 


