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Risk Assessment of N-Nitroso Compounds and their Precursors
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Einleitung

Die Entdeckung des Kanzerogens N-Nitrosodimethylamin (NDMA) in gepo-
kelten Fleischwaren vor ungefihr 30 Jahren hat eine Welle analytischer Arbeiten
ausgelost, die in iiber 2000 Publikationen belegen, dass fliichtige Nitrosamine, vor
allem NDMA, in den verschiedensten Lebensmitteln aller Volker der Welt vorkom-
men. Weniger klar ist jedoch die Bedeutung dieser Befunde in bezug auf ein
mogliches Krebsrisiko beim Menschen, einerseits in absoluten Zahlen und ande-
rerseits im Vergleich zu der Belastung durch a) nichtflichtige N-Nitrosoverbin-
dungen (NV) in der Nahrung und b) eine mogliche endogene N'V-Belastung, die
durch Nitrosierung im Magen von mit der Nahrung aufgenommenen Amin- und
Amid-Vorlidufern zustandekommt. Zweck der vorliegenden Arbeit ist es, die ver-
schiedenen Quellen von NV in der Nahrung in bezug auf ihren Beitrag zu einem
moglichen Krebsrisiko beim Menschen miteinander zu vergleichen.

Chemische und biologische Eigenschaften der N-Nitrosoverbindungen

«N-Nitrosoverbindung» ist ein Sammelbegriff fiir eine grosse Familie von Sub-
stanzen mit verschiedenen chemischen und biologischen Eigenschaften. Gemeinsam
sind die funktionelle Gruppe >N-N=0 und - bei den krebserzeugenden Vertretern
— der Abbau im Kérper zum hochreaktiven Diazonium-Ion. Um den mdglichen
Beitrag der verschiedenen NV zum Krebsrisiko besser verstehen zu konnen, seien
hier ihre chemischen und biologischen Eigenschaften kurz zusammengefasst.

Die sekundiren Nitrosamine, die bekanntesten Vertreter der NV, sind chemisch
stabil. Um eine krebserzeugende Wirkung zu entfalten, miissen sie zuerst im
Kérper enzymatisch aktiviert werden. Die N-Nitrosamide, N-Nitrosoguanidine
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und N-Nitrosoharnstoffe sind sowohl in Lebensmitteln als auch im Korper weni-
ger stabil als die sekundiren Nitrosamine, was ihre analytische Erfassung er-
schwert. Thre Umwandlung zum alkylierenden Diazonium-Ion, die mit einer
Hydrolyse beginnt, liuft spontan, also ohne Einwirkung von Enzymen, ab. Der
Abbau jeder NV im Korper liuft iiber ein Zwischenprodukt, das die Struktur einer
nitrosierten primiren Aminogruppe hat. Diese ist in der Regel instabil und wandelt
sich mit meist kurzer Halbwertszeit in das entsprechende Diazonium-Ion um.
Primire Nitrosamine werden daher kaum als solche durch die Nahrung aufgenom-
men. Werden sie aber direkt im Magen gebildet, konnten primire Nitrosamine zu
einer endogenen Belastung durch NV beitragen.

Die Kanzerogenitit der NV basiert auf einer Reaktion des elektrophilen Dia-
zonium-Ions mit nukleophilen Stellen der DNS-Basen. Solche DNS-Addukte
konnen die Bildung der Wasserstoffbriicken, die fiir den Einbau der korrekten Base
bei der DNS-Replikation erforderlich sind, storen und dadurch einen Fehler (eine
Mutation) in der DNS-Sequenz verursachen. Passiert dieser Fehler in einem Gen,
das fiir die Wachstumsregulation zustindig ist, kann es die Entartung der Zelle
unter Bildung einer Geschwulst auslosen. (Fir weitere Informationen zur Chemie

und Biologie der NV siehe (1).)

Kanzerogene Potenz der N-Nitrosoverbindungen

Die NV gehoren, neben den polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstotfen
und heterozyklischen Aminen, zu den Familien der stirksten Umweltkanzerogene.
Bei N-Nitrosodiethylamin (NDEA) beispielsweise bewirkt eine lebenslingliche
tigliche Dosis von nur 10-100 pg/kg Korpergewicht in der Nahrung oder im
Trinkwasser von Labortieren, dass die Halfte der Tiere an einem Tumor sterben. In
Versuchen mit iiber 25 verschiedenen Tierarten wurde bis jetzt noch keine gefunden,
die gegen die kanzerogene Wirkung von NV resistent war. Nimmt man an, dass die
Wirkung bei Nagern und Menschen pro Gewichtseinheit ungefihr gleich gross ist,
dann kann grob abgeschitzt werden, dass eine tagliche Dosis von 0,7-7 mg NDEA
zu einer ungefihr 50% Lebertumorrate beim Menschen fithren wiirde. Kanzerogene
Potenzwerte fiir einzelne NV bei Nagetieren und die daraus abgeleiteten Dosisab-
schitzungen fiir den Menschen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Vorgebildete N-Nitrosoverbindungen in der Nahrung

Fliichtige N-Nitrosoverbindungen

Wie eingangs erwihnt, ist das Vorkommen von fliichtigen, sekundiren Alkyl-
nitrosaminen in der Nahrung sehr gut dokumentiert. Die Erfindung des «Thermal
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Tabelle 1. Kanzerogenitat von N-Nitrosoverbindungen

Tigliche Dosis, die zu einer | Geschitzte tagliche Dosis, die
50%-Tumorinzidenz bei zu einer 50%-Tumorinzidenz
Labortieren fithrt *) bei Menschen fiithren kann
(mg/kg Korpergewicht) (mg/Mensch)
N-Nitrosodiethylamin 0,01-0,1 1- 7
N-Nitrosodimethylamin 0,1-1 7—-70
N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin 0,1-1 7-70
N-Nitrosodibutylamin um 1 um 70
N-Nitrosomethylharnstoff 1 -10 70-700
N-Nitrosomethylanilin 10-100 700-7000

*Y nach Gold et al., Environ. Health Persp. 58, 9-319 (1984).

Energy Analyzers», der mit GC gekoppelt einen empfindlichen und spezifischen
Nachweis erlaubt, hat hierin eine grosse Rolle gespielt. Von Grundnahrungsmitteln
wie Kise, Fleisch und Fisch iiber alkoholische Getrinke zu fiir Europaer exotisch
anmutenden Speisen und Getrinken wie «Cantonese-style salted fish» oder nige-
rianischem Whiskey sind Spuren von NDMA auf allen Speisezetteln anzutreffen.
Fiir Europier stellen gepokeltes Fleisch (1-10 pg NDMA/kg; 1-20 ug N-Nitroso-
pyrrolidin/kg), Fisch (€10 ug NDMA/kg), Bier (<1 ug NDMA/kg) und Kise
(<0,5 ug NDMA /kg) die grossten Quellen fliichtiger Nitrosamine dar. Die tigliche
Belastung betrigt gegenwirtig 0,3—1 pg/Person (zusammengefasst in (2)). Grosse
technische Anstrengungen seitens der Lebensmittelindustrie (neue Produktions-
methoden bei der Bierherstellung) und neue Konservierungsmethoden (Tiefkiihlen
statt Pokeln) haben dazu gefiihrt, dass die Belastung im letzten Jahrzehnt erheblich
gesenkt werden konnte und in Zukunft wahrscheinlich auch weiter sinken wird.

Nichtfliichtige N-Nitrosoverbindungen

Zu den nichtfliichtigen NV gehoren neben den sekunddren N-Nitrosaminosau-
ren (N-Nitrosoprolin, N-Nitrososarcosin, N-Nitrosothioprolin usw.) auch die
N-Nitrosamide, N-Nitrosoguanidine und N-Nitrosoharnstoffe. Obwohl mégli-
cherweise ithre Anzahl in der Nahrung viel grosser ist als die der fliichtigen NV, 1st
wegen der schwierigen analytischen Erfassung der nichtfliichtigen NV leider viel
weniger iiber sie bekannt. Weil die vorhandenen analytischen Methoden leider
nicht sehr spezifisch sind, werden die NV eventuell tiberschitzt; andererseits
kénnen sie aber auch unterschitzt werden, weil aufwendige Extraktionsverfahren
angewendet werden, bei denen die NV hydrolysieren kénnen. Am besten wurden
die sekundiren Nitrosaminosiuren erforscht. Sie wurden auch in gepokeltem
Fleisch und in Bier nachgewiesen, und zwar in um 1- bis 10mal héheren Konzen-
trationen als NDMA. Vorstudien aus Japan und Europa lassen vermuten, dass die

nichtfliichtigen NV weiter verbreitet und mengenmissig 10- bis 100mal wichtiger
sind als NDMA in der Nahrung, d.h. die tigliche Belastung diirfte im Bereich von
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10 bis tiber 100 pg/Person liegen (2, 3). Die Entwicklung zuverlassiger analytischer
Methoden ist hier dringend notwendig.

Endogene N'V-Belastung durch Aufnahme von Vorliaufern aus der Nahrung

Vorkommen von Vorliufern und Nitrit

Vorldufer von NV sind in der Nahrung ubiquitar. Einige, wie Proteine und
Aminosauren, sind sogar lebenswichtige Bestandteile der Nahrung und kommen
in dementsprechend grossen Mengen vor. Andere, wie sekundire Amine und
Arylamine, sind nur im Spurenbereich vorhanden. Aus den in der Literatur vor-
handenen Angaben zur Konzentration der Vorlaufer in verschiedenen Lebensmit-
teln wurde abgeschitzt, wie gross die tiglichen Belastungen bei normalen Essge-
wohnheiten sind (4). Leider sind Daten iiber das Vorkommen von Arylaminen
dusserst sparlich, so dass die tigliche Aufnahme moglicherweise unterschatzt wur-
de. Bei den Harnstoffen ist praktisch nichts Quantitatives bekannt, daher wurde
provisorisch eine Aufnahme von 1 mg/Tag angenommen. Die freien Indole sind
vor allem als Glucobrassicine und deren Abbauprodukte in den verschiedenen
Kohlarten anzutreffen. Tryptophanreste, in Protein gebunden, stellen eine weitere,
grossere Quelle von Indolen dar. Die durchschnittliche tigliche Aufnahme der
verschiedenen Vorlduferklassen umspannt 5 Zehnerpotenzen (in Abb. 1 zusam-
mengefasst).

Das Vorkommen von Nitrit in der Nahrung und im Korper ist eingehend
untersucht worden. So ist bekannt, dass Nitrit teils direkt aus der Nahrung aufge-
nommen, teils von Bakterien in der Mundhohle aus Nitrat synthetisiert wird. Nitrat
seinerseits wird teils mitder Nahrung aufgenommen (vorwiegend im Gemdiise), teils
im Korper durch Oxidation der Seitenkette von Arginin gebildet. Die tagliche orale
Aufnahme von Nitrit liegt bei ungefihr 4 mg (direkt aus der Nahrung) + 6 mg (aus
Nitratreduktion) = 10 mg (5). Da Nitrit einerseits durch die Magenwand diffundiert
und andererseits in saurem Milieu chemisch instabil ist, liegt die Magenkonzentra-
tion von Nitrit nach dem Essen nur bei ca. 10-20 uM.

Nitrosierungsausbeute

Beide Reaktionspartner fir die Bildung von NV sind also nach dem Essen im
Magen vorhanden. Da ferner die Nitrosierung bevorzugt unter sauren Bedingun-
gen stattfindet, liegt die Vermutung nahe, dass NV endogen im Magen gebildet
werden. Der quantitative Beweis ist aber schwieriger zu erbringen. Wie vorher
erwihnt, sind die kanzerogenen NV im Korper reaktiv und konnen nicht gut direkt
analytisch erfasst werden. Dies gilt insbesondere fiir die primiren Nitrosamine.
Eine Ausnahme zu dieser Regel stellt das nichtkanzerogene N-Nitrosoprolin dar,
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Abb. 1. Durchschnittliche tigliche Aufnahme von Vorlaufern von N-Nitrosoverbindungen
aus der Nahrung in der Schweiz (in mg, log. Skala)

das zu >99% unverindertim Urin ausgeschieden wird. Anhand von Versuchen mit
dessen Vorliufer, Prolin, konnte am Menschen gezeigt werden, dass endogene
Nitrosierung tatsichlich stattfindet (6). Weitere Versuche mit Ratten zeigten, dass
die Nitrosierungskinetik und -rate in vivo mit derjenigen im Reagenzglas vergleich-
bar ist (7). Dies bedeutet, dass trotz mangelnder direkter Messmoglichkeiten eine
grobe Abschitzung der endogenen Nitrosierungsausbeuten anhand von in vitro
Daten durchfiithrbar ist. Fiir diese Art von Abschitzung gentigt auch ein verein-
fachtes Modell des Magens als 1-1-Gefiss, in dem die Edukte wihrend 1 h reagieren
kénnen.

Die errechneten endogenen Nitrosierungsausbeuten bei einer tiefen (2 uM) und
einer hohen (70 pM) Nitritkonzentration im Magen sind in Abbildung 2 zusam-
mengefasst. Die Beitrige der einzelnen Vorlauferklassen zur endogenen NV-Bela-
stung umspannen mehr als 7 Zehnerpotenzen. Wichtig ist zu bemerken, dass im
Vergleich zur Abbildung 1 (Aufnahme) Rangverschiebungen stattgefunden haben:

Sek. Amine Sek. Amine
Sek. Aminos&uren Sek. Aminosauren l
Prim. Amine Prim. Amine [

Prim. Aminosauren I Prim. Aminosauren J
Guanidine Guanidine }

Arylamine HarnstoﬁeL

Peptid-N-Termini | Amide |

Harnsloffe—‘ Arylamine ]
Amide | Peptid-N-Termini |
? : Indole | REE 3 ] ; Indole |
L i < ; NDMA g Jea00 0.000001  0.0001 0.01 1 f 100 10000 1000000

NDMA
Abb. 2. Berechnete endogene Nitrosicrungsausbeuten (in nmol) tir die verschiedenen
Vorliauferklassen bei (links) tiefer (2 uM) und (rechts) hoher (70 uM)
Nitritkonzentration im Magen (log. Skala)
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Arylamine z. B., obwohl nur in kleinen Mengen in der Nahrung vorhanden, tragen
wegen der schnellen Nitrosierungsrate relativ viel zur endogenen Belastung bei.
Bei kleinen Nitritkonzentrationen ist nur die Nitrosierung von Indolen mengen-
massig wichtiger als die exogene Zufuhr von NDMA. Die taglichen Nitrosierungs-
ausbeuten von primiren und sekundiren Aminen und Aminosiuren liegen, auch
be1 hoher Nitritkonzentration, wahrscheinlich weit unter dem Beitrag von exoge-
nem NDMA. Be1 hohen Nitritkonzentrationen konnte die endogene Nitrosierung
von verschiedenen Vorlduferklassen (Indole, Peptid-N-Termini, Arylamine, ver-
schiedene Amid-Spezies) eine bedeutende Quelle von NV darstellen. Die Mengen
liegen im Bereich der exogenen nichtfliichtigen NV-Belastung.

Risikobeurteilung

Belastung durch exogene N-Nitrosoverbindungen

Nach Ermittlung der Grosse der verschiedenen Expositionsquellen besteht der
letzte Schritt der Risikobeurteilung darin abzuschatzen, wieviele zusatzliche
Krebsfille aufgrund dieser Expositionen zu erwarten wiren. Unter der heute
tiblichen Annahme, dass das Krebsrisiko auch bei kleinen Belastungen proportio-
nal zur Dosis ist, ergibt sich fiir exogenes NDMA bei einer lebenslinglichen
Aufnahme von durchschnittlich 0,7 ng/Mensch/Tag ein zusitzliches Krebsrisiko
von 1 Fall/20 000-200 000 Menschen.

Bei einer Risikobeurteilung der nichtflichtigen NV wird es bereits schwieriger,
weil die einzelnen Verbindungen noch nicht identifiziert worden sind. Kleinmole-
kulare Vertreter wie N-Nitrosomethylharnstoff (NMU) und N-Methyl-IN’-Nitro-
N-Nitrosoguanidin (MNNG) haben dhnliche kanzerogene Potenz wie NDMA,
wahrend die grdsseren, polareren Verbindungen (wie die N-Nitrosaminosduren)
wesentlich schwicher krebserregend sind. Wenn die ganze tagliche 10-100 pg
Belastung von NMU- und MNNG-ihnlichen NV stammen wiirde, wire somit das
Gesundheitsrisiko um 10- bis 100mal grosser als fiir NDMA oder bis zu 1 Krebs-
fall/2000 Menschen. Um die Grosse dieses Risikos besser abschitzen zu konnen,
1st es daher dringend notwendig, analytische Methoden zur Identifizierung und
Quantifizierung der nichtflichtigen NV in der Nahrung zu entwickeln.

Belastung durch endogene N-Nitrosoverbindungen

Die Risikobeurteilung der endogenen NV-Belastung ist zusitzlich dadurch
erschwert, dass Kanzerogenititsdaten bei lange nicht allen Verbindungen vorlie-
gen. Aufgrund von Struktur-Wirkungs-Uberlegungen wurde jedoch eine grobe
Einstufung in verschiedene Potenzklassen vorgenommen (4). Die Resultate dieser
Beurteilung liegen als Vergleich zur Gefihrlichkeit von exogenem NDMA in
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Abb. 3. Abgeschitztes Gefahrdungspotential durch endogene Nitrosierung verschiedener
Vorlauferklassen im Vergleich mit exogenem NDMA in der Nahrung

Abbildung 3 vor. Auch wenn die Unsicherheiten bei der Ermittlung der tiglichen
Aufnahme, Nitrosierungsausbeute und Kanzerogenitit einen Fehler von Faktor 100
ergiben, kann doch mit Sicherheit geschlossen werden, dass die endogene Nitrosie-
rung von primiren und sekundiren Alkylaminen sowie sekundiren Aminosiuren
ein vernachlissigbares Krebsrisiko darstellt. Bei den Amiden, Peptiden, Guanidinen
und primdren Aminosauren ist dies wahrscheinlich auch der Fall, obwohl die
Sicherheitsmarge weniger gross ist. Bei den Harnstoffen und Arylaminen hingegen
konnte die Gesundheitsbelastung im Bereich des exogenen NDMAs liegen, je
nachdem, wieviele Vorlaufer tatsichlich in der Nahrung vorkommen. Die endogene
Nitrosierung von Indolen scheint das grosste Gefahrdungspotential darzustellen,
und zwar bis zu 100fach tiber demjenigen von NDMA in der Nahrung.

Ausblick

Um diese mit vielen Annahmen belastete Beurteilung experimentell zu bestiti-
gen oder zu widerlegen, sollten in Zukunft folgende Priorititen gesetzt werden:
1. Entwicklung analytischer Methoden fir nichtfliichtige N-Nitrosoverbindun-
gen in der Nahrung.
2. Entwicklung analytischer Methoden fiir Arylamine und Harnstoffe in der
Nahrung.

3. Kanzerogenitatsstudien mit nitrosierten Indolen.

Dank

Herrn Prof. Dr. W. K. Lutz gilt mein bester Dank fiir seine zahlreichen sprachlichen
Verbesserungen des Textes.
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Zusammenfassung

Die verschiedenen Arten und Quellen von N-Nitrosoverbindungen (NV) in der Nah-
rung wurden in bezug auf ihren Beitrag zu einem moglichen Krebsrisiko beim Menschen
verglichen. Die tigliche Aufnahme von fliichtigen NV, vor allem von N-Nitrosodimethyl-
amin (NDMA), betrigt 0,3-1 ug/Mensch, was ein zusitzliches Krebsrisiko von ungefihr
1 Fall/20 000-200 000 Menschen darstellen konnte. Die Belastung durch nichtfliichtige NV
in der Nahrung scheint bei 10-100 pg/Tag zu liegen. Ein zusitzliches Krebsrisiko von bis zu
1 Fall/2000 Menschen ist nicht ausgeschlossen. Endogene Nitrosierung im Magen von
Amino- und Amidoverbindungen aus der Nahrung fithrt zu einem breiten Spektrum von
moglichen N'V. Bei hoher Nitritkonzentration (70 uM) diirfte die Menge endogen gebildeter
NV im oder iiber dem Bereich der exogenen nichtfliichtigen NV-Belastung liegen. Die Indole
(10-100 x hoheres Risiko als exogenes NDMA), gefolgt von den Arylaminen und Harnstof-
fen (ihnliches Risiko wie NDMA), sind die Vorlaufer, die am meisten zum Krebsrisiko
beitragen.

Résume

Les différents types et sources de composés nitroso (NOC) dans les aliments sont
comparés par rapport a leur contribution aux risques de cancer de ’homme. L’absorption de
NOC volatils, surtout de N-nitrosodiméthylamine (NDMA), par homme et jour, s’éleve a
0,3-1 pg. Ceci représente un risque supplémentaire d’environ 1 cas/20 000-200 000 humains.
L'apport de NOC non- -volatils par les aliments est de 10-100 pg/jour, un risque supplemen—
taire de 1 cas/2000 humains ne peut étre exclu. La nitrosation endogeéne de composés amino
et amido de la nourriture dans ’estomac est une autre source de NOC. Lors d’une concen-
tration élevée de nitrites (70 uM), la quantité des NOC d’origine endogene devrait se situer
proche ou en dessus de celle des NOC nonvolatils d’origine exogene. Les indols (risque
10-100 fois plus élevé que du NDMA exogene), suivis des arylamines et 'urée (risque
comparable  celui de NDMA) sont les précurseurs qui contribuent le plus au risque de cancer

par le NOC endogene.

Summary

The contributions of the various types and sources of N-nitroso compounds (NOC) in
foods to a possible cancer risk are compared. About 0.3-1 pg of volatile NOC, mainly
N-nitrosodimethylamine (NDMA), are consumed daily, which could result in a cancer risk
of approx. 1 case/20 000-200 000 pop. Exposure to nonvolatile NOC appears to lic at about
10-100 pg daily. This could possibly pose an additional cancer risk of up to 1 case/2000 pop.
Endogenous nitrosation in the stomach of food components containing an amino or amido-
group is a third possible source of NOC exposure. The yields of endogenous nitrosation at
high gastric nitrite (70 M) appear to lie at or above exogenous nonvolatile NOC exposure
levels. The indoles (resulting risk possibly 10-100 fold higher than exogenous NDMA),
followed by the arylamines and ureas (similar-sized risk as NDMA), are the precursors that
contribute the most to an endogenous NOC cancer risk.
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