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4-CHLORO-O-TOLUIDYNA: ETIOLOGICZNY CZYNNIK INDUKCJI RAKA
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StrRESzZCZENIE Whrew obowiazujacej naukowe;j tezie o rakotwoérczym dziataniu wylacznie wielopierscieniowych amin aromatycznych na pecherz mo-
czowy cztowieka, udato sig wykazac, w badaniu kohortowym, ze réwniez prosta, jednopierscieniowa aryloamina - 4-chloro-orto-toluidyna (4-COT)
- surowiec do syntezy barwnikéw, pigmentéw i pestycydu chlordimeformu - indukuje raka pgcherza moczowego.

W badaniu tym wykazano osiem zachorowan na raka pecherza wérdd 116 mezczyzn, narazonych na 4-COT stanowigcych subkhorte. Kazdy z tych
o$miu robotnikéw zatrudniony byt w zaktadzie produkcji 4-COT przed 1970 r., zanim przeprowadzono tam poprawe warunkéw higienicznych pracy.
Ten wzglednie wyzszy poziom narazenia na 4-COT wynosit Srednio 14 lat, a przecigtny okres utajenia 27,5 lat. Standaryzowany wskaznik zachorowan
(SIR) byt 72,7-krotnie wyzszy (95 CI: 31,4-143,3) niz oczekiwany. Do 2000 r. liczba zachorowan na raka pecherza w subkohorcie wzrosta do 12, co
stanowi 12,3% jej cztonkow.

Rakotworczosé u zwierzat dos§wiadczalnych, genotoksycznosé, jak réwniez wigzania kowalencyjne tej aryloaminy z DNA watroby zwierzat zostaty
wykazane wczesniej.

Objawem wiodacym ostrego zatrucia 4-COT jest krwotoczne zapalenie pgcherza moczowego, ktére wydaje sig stanem przedrakowym.

Opierajac sie¢ na wynikach badan, eksperci DFG (1988) i IARC (1990) uznali, ze 4-COT jest kancerogenem dla czlowieka i prawdopodobnym
kancerogenem, odpowiednio. W wigkszosci krajéw zaniechano produkcji 4-COT. Med. Pr. 2003; 54 (4): 355—359

SrowA KLUCZOWE: rak pgcherza moczowego, jednopierscieniowa amina aromatyczna, wigzanie kowalencyjne 4-COT-DNA, fenotypy acetylacji, krwo-
toczne zapalenie pecherza moczowego

AsstrACT Despite a well established scientific thesis on the exclusive cancerogenic effect of polycyclic aromatic amines on urinary bladder of man, we
succeeded to demonstrate in a cohort study that simple, monocyclic aromatic amin, 4-chloro-o-toluidine (4-COT) - an intermediate for the manufac-
ture of dyestuffs, pigments and of chlordimeform, a pesticide - also induces urinary bladder cancer.

Our study revealed urothelial carcinomas in 8 of 116 4-COT exposed workers who formed a sub-cohort. All the eight workers had been employed
in the 4-COT production plant before industrial hygiene improvements were introduced in 1970. This presumably higher level of 4-COT exposure
lasted for 14 year (median). The latency period lasted for 27.5 years (median). The standardized incidence rate for urothelial carcinomas in the 4-COT
sub-cohort was 72.7 times higher (95% CI: 31.4-143.3) than expected.

Until 2000, a sub-cohort incidence increased to 12 bladder cancers (12.3%).

4-COT becomes covalently bound to the DNA of mice and rats’ livers. Its genotoxic and carcinogenic effects in animals have been described ear-
lier.

Hemorrhagic cystitis is a main finding of 4-COT acute poisoning, which can be considered as a precancerous state.

Based on our study results, the DFG and IARC experts classified 4-COT as carcinogenic to humans (1988) carcinogen and probably carcinogenic to
human (1990), respectively. The commercial production of 4-COT discontinued in majority of countries (EPA, 1988). Med Pr 2003; 54 (4): 355—359
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Obowigzujaca przez wiele lat naukowa teza opierajaca sie na  monografia wydana na ten temat przez International Agency
pionierskich badaniach do§wiadczalnych Huepera i wsp. (1),  for Research on Cancer (IARC) w 2000 r. (6).

wynikach epidemiologicznych studiéw Case i wsp. (2), jak
réwniez na pracach Melicka i wsp. (3) zaktadata, ze zawodo-
wy rak pecherza moczowego moze zostaé wywotany jedynie

NH,

. e . . CH:
przez wielopierscieniowe aminy aromatyczne (2-naftyloami- 3

na, benzydyna i4-aminofenol) (4). Innych kancerogenéw
wéréd amin aromatycznych najpierw nie wykryto.

W koricu lat 80. udato si¢ wykazaé, ze réwniez prosta,
jednopierscieniowa amina aromatyczna 4-chloro-o-toluidyna
(4-COT) (ryc. 1) wywoluje raka pecherza moczowego u czto-
wieka (5), co nadal intryguje nauke, o czym §wiadczy kolejna Ryc. 1. Wzér aminy aromatycznej 4-chloro-o-toluidyny (4-COT).
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ZASTOSOWANIE 4-COT W PRZEMYSLE | ROLNICTWIE

Zsyntetyzowana w 1870 r. przez Beilsteina i Kuhlberga 4-
chloro-o-toluidyna (4-COT) rozpoczeta swa ,,kariere” w okre-
sie migdzywojennym od barwnika tekstylnego, zachwycajac
odbiorcéw odcieniem swej lekkiej, pigknej czerwieni (Fast
Red TR, Echtrot TR Base). Z wolnej 4-COT i jej chlorowo-
dorku wytwarzano réwniez barwniki azowe dla bawelny,
jedwabiu i nylonu, a takze stanowita produkt wyjsciowy dla
pigmentéw np. Red 7 czy Yellow 49. Dzigki tym wtasno-
$ciom 4-COT znalazta szybko droge do hal produkcyjnych
Anglii, Niemiec, Szwajcarii, Wtoch, Japonii i USA (7).

W wyniku reakcji 4-COT z dimetyloformamidem otrzy-
mano w 1966 r. pestycyd - chlordimeform. Szczyt kariery
4-COT przypadl na lata siedemdziesiate, kiedy na skale prze-
mystowa zastosowano ja do syntezy tego pestycydu w wielu
krajach.

Tutaj nalezy podkresli¢ szczegdlnag ceche metabolizmu
chlordimeformu, ktéry, niezaleznie czy byt zsyntetyzowany
z 4-chloro-o-toluidyny, czy tez z o-toluidyny* - zawsze meta-
bolizowat do swego gléwnego metabolitu 4-COT - zaréwno
u cztowieka, jak réwniez u zwierzat i roslin.

Chlordimeform, 6wczesnie insektycyd najnowszej
generacji, wykazywat nie tylko szerokie wtasciwosci owa-
dobdjcze, lecz réwniez unicestwial postacie larwalne i jaja
owadow. Szczegdlne zastosowanie znalazt jako akarycyd
zwalczajacy roztocze (Acari) o wielkosci ponizej 1 mm, kté-
rych jest 10 000 gatunkéw, w tym roélinozernych oraz klesz-
cze, bedace plaga dla farmeréw i hodowcédw. Dzigki tym wta-
$ciwosciom chlordimeform zostat uznany za dobrodziejstwo
dla pél uprawnych, potggujac ich plony i btyskawicznie roz-
przestrzenit si¢ na obu pétkulach. I tak, kiedy w Europie byt
stosowany gléwnie do zwalczania szkodnikéw w uprawach
owocow, warzyw i winoroéli, to w obu Amerykach, Azjii Au-
stralii okazal si¢ niezastapiony w ochronie plantacji bawetny,
pol ryzu i ochrony bydta przed insektami (8,9).

Po ogtoszeniu wynikéw prowadzonych badan (5), wedtug
danych US Environmental Protection Agency, produkcja
4-COT zostata zaniechana w wigkszosci krajéw (10), a Food
and Agriculture Organization (FAO) zalecita zaprzestanie
stosowania chlordimeformu tam, gdzie w produktach zyw-
nosciowych moglyby wystapi¢ pozostatosci jego metabolitu
- 4-COT (11). W Chinach produkowano chlordimeform
jeszcze w 1999 r. (6).

KINETYKA | METABOLIZM

Pétokres wydalania 4-COT po podaniu i.p. wynidst 16,5 go-
dzin (12). W moczu wykazano dwa metabolity tej aryloami-
ny: kwas 5-chloroantranilowy i 4-chloro-2-metyloacetanilid.
4-COT 1ijej metabolity ulegaja koniugacji do glikuronidéw
i siarczanéw (13,14), a Hillowi i wsp. z Southern Research
Institute w Alabamie udato sie zidentyfikowaé in vitro dwa
mikrosomalne metabolity 4-COT: 5-chloro-2N-hydroksy-
loaminotoluen i 4,4-dichloro-2,2-dimetyloazobenzen (15).

* W Szwajcarii wytwarzano chlordimeform réwniez z o-toluidyny.

Obecnosé¢ pierwszego z nich potwierdzita zgodnos$é z ak-
tualnym pogladem o chemicznej kancerogenezie (16,17).
Bentley i wsp. z Bazylei stwierdzili, ze (*C) 4-COT wiaze sie
kowalencyjnie z DNA, RNA i biatkiem komérek watroby my-
szy i szczura (18). Wskaznik kowalencyjny z DNA dla 4-COT
wedlug W.K. Lutza z Uniwersytetu w Zurichu wyniést 220
jednostek (19), tyle co dla benzydyny, a tylko 14,2 jednostki
dla aniliny (20,21). Ta aryloamina wiaze si¢ réwniez z hemo-
globing szczura (22).

DZIALANIE TOKSYCZNE

Badania in vitro
Czysty 4-COT jest mutagenny dla Salmonella typhimurium
TA 1535 (22), natomiast 4-COT-HCI dziata mutagennie na
Salmonella typhimiurium TA 98 i TA 100 po aktywacji me-
tabolicznej (23,24), a dla réznych szczepow Escherichia coli
jest silnie mutagenny bez aktywacji metabolicznej (25).
Doustne dawki 200 mg/kg 4-COT hamuja u myszy
testikularng synteze DNA i tylko 25% 3H-tymidyny zostaje
wykorzystana (26).

Doswiadczenia na zwierzgtach
W doswiadczeniu na toksyczno$é ostrg po podaniu 4-COT
i.p. DL, dla myszy (samce, samice) wyniosta odpowiednio
720 i 680 mg/kg, adla szczura (samce, samice) wyniosta
odpowiednio 560 i 700 mg/kg.

W dtugookresowych  badaniach, przeprowadzonych
w National Cancer Institute (Bethesda), 4-COT podawana
z pokarmem indukowala u myszy obojga plci nowotwory:
hemangiosarkoma ihemangioma - gléwnie w §ledzionie
i tkance tluszczowej (27-29). U szczuréw natomiast wysta-
pily jedynie tagodne nowotwory watroby (23).

Dzialanie toksyczne na ludzi

Ostre zatrucia wystepowaly przede wszystkim u robotnikéw
zatrudnionych w produkcji 4-COT lub jej przetwarzaniu.
Najczestszg ich przyczyng bylo ignorowanie zasad higieny
lub awaria urzadzen przemystowych. Zwracato uwage, ze juz
jednorazowa, krétka ekspozycja na wyzsze stgzenie 4-COT
przez skére idrogi oddechowe prowadzita do wystapienia
zatrucia.

Klinicznie dominowaly objawy z drég moczowych z mi-
kroskopowa lub makroskopowa hematuria. Czesto wtasnie
krwiomocz byl pierwszym objawem zatrucia. PéZniej wy-
stepowaly: bolesny czestomocz, boéle w podbrzuszu, jak
réwniez obserwowano zmniejszong pojemno$¢ pecherza
moczowego (30-35). U ponad 90% przypadkéw obser-
wowanych przez autora endoskopowo stwierdzono krwo-
toczne zapalenie pecherza moczowego z owrzodzeniami,
martwica i krwawieniem (35). Pierwsze sze$é przypadkow
opisal Lyons (31), a trzy inne opisane przypadki potwier-
dzone zostaly biopsja (32). Stad uwaza sig, ze krwotoczne
zapalenie pgcherza moczowego jest wiodacym objawem
ostrego zatrucia 4-COT.
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Methemoglobinemia z sinica - typowy objaw zatrucia in-
nymi aminami aromatcznymi - stwierdzony zostal w potowie
badanych przypadkéw zatrué (35).

Stezenia 4-COT w moczu wynosily u trzech robotnikéw
w 3 dni po ekspozycji 1,25; 3,75; 4,16 mg/1 (32), u dwbch
innych robotnikéw 12 i48 godzin po ekspozycji 1,7 i2,1
mg/1 (35).

DZIALANIE RAKOTWORCZE - WYNIKI BADAN
EPIDEMIOLOGICZNYCH

Wyjasnienie uzasadnionego podejrzenia, ze 4-COT posiada
réwniez potencjal rakotwérezy dla cztowieka mogly dostar-
czy¢ tylko analityczne badania epidemiologiczne. Kance-
rogenne dzialanie 4-COT badano juz wczesniej w dwdch
epidemiologicznych studiach w Szwajcarii i USA i wykazano
w nich zwigkszong umieralno$¢ z powodu ztosliwych nowo-
tworéw uktadu trawiennego i oddechowego (36,37). W obu
badaniach nie stwierdzono zwigkszonego ryzyka raka peche-
rza moczowego.

Roéwniez w prowadzonym przez autora wspdlnie z Lange
z Uniwersytetu w Monachium badaniu umieralnosci, obej-
mujacym historyczng kohorte 335 robotnikéw (mezczyzn)
z rejonu Frankfurtu n. Menem, ktérzy w latach 1929-1982
zatrudnieni byli przy produkcji i przetwarzaniu 4-COT, nie
stwierdzono najpierw zadnego przypadku zgonu z powodu
raka pecherza moczowego, lecz pig¢ zgondéw z powodu
zlo§liwych nowotworéw o innej lokalizacji (38). Sadzono
nawet, ze udato si¢ rozwia¢ obawy o raku pecherza indu-
kowanym przez 4-COT. Te pig¢ zgondw wystapilo w grupie
116 robotnikdw, ktérzy pracowali w zaktadzie produkcyjnym
4-COT przed 1970 r., kiedy panowaly tam gorsze warunki
higieny pracy i wzglednie wyzsze stgzenia 4-COT.

Do przetomu w prowadzonym badaniu doszlo pdzniej,
kiedy autor ograniczyt ,,follow up study” do tej wtasnie grupy
116 robotnikéw (subkohorta), zatrudnionych w zakladzie
produkcji 4-COT przed rokiem 1970, tj. przed poprawa wa-
runkéw higieny pracy. W tej subkohorcie, migdzy styczniem
1983 r. a czerwcem 1986 r., wystapilo osiem zachorowan
na raka pecherza moczowego, przy czym dwdch chorych
zmarto w miedzyczasie (5). Tych oémiu chorych na raka
pecherza narazonych bylo przed rokiem 1970 na relatywnie
wysokie stezenia 4-COT od 1,5 do 20 lat (mediana 14 lat).
Dwaj z nich przebyli indukowane przez 4-COT krwotoczne
zapalenie pgcherza na 4 i 14 lat przed wystapieniem raka
pecherza. Currie opisat podobny przypadek raka w trzy lata
po ostrym zatruciu 4-COT (30). Obliczony okres utajenia
u tych o$miu pacjentéw wynosit 17-38 lat (mediana 27,5).
Badaniem histopatologicznym wykazano, ze wszystkie
guzy zlodliwe pecherza, poza jednym, byly brodawkowaty-
mi rakami urotelialnymi (39). Sposréd szesciu pacjentow,
u ktérych udato sig okreslié szybko$é N-acetylacji, u czterech
stwierdzono fenotyp wolnej acetylacji (40-42). Nawyk pa-
lenia papieroséw dotyczyl dwéch chorych, trzej nie palili,
jeden zaniechat palenia, a u pozostatych dwdch - brak byto
danych (43). Standaryzowany wskaznik zachorowalnos$ci

(SIR) dla rakéw pecherza moczowego w subkohorcie, przy
warto$ci oczekiwanej 0,11 byt 72,7-krotnie wyzszy (95% CI:
31,4-143,3) iodpowiadal wskaznikom zachorowalnosci,
stwierdzonym przy narazeniu na akryloaminy uznane juz za
rakotworcze (1-3).

Eksperci Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG),
opierajac si¢ na wynikach opisanego wyzej badania uznali
4-COT za substancje rakotworcza dla cztowieka (A1) (44).
Po raz pierwszy stwierdzono, Ze ta prosta, jednopierscienio-
wa, przemystowa aryloamina jest czynnikiem etiologicznym
w indukcji raka pecherza moczowego, a wydane zalecenia
dotyczyly zakazu jej wytwarzania, przetwarzania i uzycia.
Podobnie zakwalifikowano t¢ aryloaming w Szwajcarii
i w Finlandii (6). Natomiast ocena ekspertéw IARC brzmia-
ta: ,,4-COT jest czynnikiem prawdopodobnie rakotwdrczym
dla ludzi (grupa 2A)” (7).

Xue i wspdlpracownicy z Uniwersytetu w Szanghaju wy-
kazali, ze w badaniach kohortowych, obejmujacych 8732
robotnikéw rolnych, narazonych na chlordimeform podczas
upraw ryzu i bawelny w Chinach, standaryzowany wskaznik
zgondéw z powodu raka pecherza moczowego wynosit 2,65
14,20 odpowiednio dla mezczyzn i kobiet. W moczu robot-
nikéw stwierdzono weczeséniej chlordimeform i gtéwny jego
metabolit 4-COT (45,46).

Zesp6t badawczy Norpotha z Uniwersytetu w Essen od-
notowat w fabryce w Dolnej Saksonii siedem przypadkéow
raka pecherza moczowego (liczba przypadkéw oczekiwa-
nych - 0,13) wéréd grupy 49 robotnikéw, syntetyzujacych
chlordimeform z 4-COT. SIR wyniést 53,8 (47,48). Norpoth
w swym podregczniku medycyny (s. 165), wpisat odkrywce
rakotwodrczosci 4-COT w poczet 15 badaczy, ktérzy na prze-
strzeni ponad dwdch wiekéw odkryli zawodowe substancije
rakotworcze: od Percivalla Potta (1775) przez Rehna (1895)
i Creecha, Johnsona (1974) do Stasika (1987) (49), jedynego
Polaka w tym §wiatowym gronie.

Boyle i Macferlane (1997) obserwowali zachorowania na
raka pegcherza w historycznej kohorcie 847 os6b narazonych
na 4-COT przy produkcji chlordimeformu w czterech kra-
jach: Szwajcarii, USA, W. Brytanii i Australii. Stwierdzono
10 zachorowan w kohorcie na raka pecherza moczowego
(oczekiwano 2,63). SIR wynidst 3,8: przy czym w samej tyl-
ko Szwajcarii wykazano cztery zachorowania (oczekiwano
0,72), a SIR réwnat sie 5,6 (9).

Pézniejsze badania wlasne

Przesledzono losy wspomnianych wczesniej robotnikdw, kté-
rzy przebyli ostre krwotoczne zapalenie pgcherza moczowe-
go; dwudziestu trzech po przebyciu ostrego zatrucia 4-COT,
a dwéch po ostrym zatruciu chlordimeformem. Po $rednio
11,5 lat trwajacej latencji stwierdzono w tej 25-osobowej gru-
pie cztery przypadki zachorowania na raka pecherza moczo-
wego. Przedstawiajac te wyniki na kongresie onkologicznym
w 1994 r. w Hamburgu zostata wysunigta hipoteza, ze ostre
krwotoczne zapalenie pgcherza spowodowane 4-COT jest
stanem przedrakowym (50).



358 M.]. Stasik

Nr 4

Zdefiniowana w 1983 r., 116-osobowa subkohorta 4-
COT okazata si¢ cennym instrumentem badawczym. PéZniej-
sze, drugie 10-letnie ,follow up study” wykazato, ze liczba
zachorowan na raka pgcherza moczowego wzrosta w niej do
12, co oznaczato, ze zachorowato 12,3% cztonkdéw tej sub-
kohorty. Te dane m.in. zostaly przedstawione na kongresie
ICOH 2000 w Singapurze (51).

Itak dobiegta konica historia o 4-COT, z ktéra dlugo
taczono nadziejg w przemysle i rolnictwie. Lecz pdzniejsze
studia i obserwacje tej aryloaminy dostarczyly ewidentnych
dowodéw o jej dwulicowym, rozdwojonym dziataniu, z wy-
razng przewaga efektéw szkodliwych nad pozytecznymi.
Nakazem chwili stalo si¢ zatem wyeliminowanie 4-COT ze
srodowiska cztowieka.
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