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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 75,101—109 (1984)

J. Lüthy, B. Carden, M. Bachmann, U. Friederich und Ch. Schlatter, Institut für
Toxikologie der ETH und Universität Zürich, Schwerzenbach

Nitrosierbare Stoffe in Lebensmitteln:
Identifizierung und Mutagenität des Reaktionsproduktes

von Goitrin und Nitrit
Nitrosatable Compounds in Foods: Identification and Mutagenicity of the

Reaction Product of Goitrin and Nitrite

Einleitung

Nitrosamine in Lebensmitteln ist ein Thema, das nicht nur in Fachzeitschriften

auf Interesse stößt, sondern auch in der Laienpresse periodisch immer wieder
Schlagzeilen macht. Schon seit einiger Zeit ist bekannt, daß Nitrosamine in
gepökelten Fleischwaren im Konzentrationsbereich von wenigen ppb vorkommen
können (1, 2). Etwas neueren Datums ist die Entdeckung, daß diese Stoffe —

ebenfalls in sehr geringen Mengen — auch in Bier nachzuweisen waren (3). Die
Gefahr, daß Nitrosamine gebildet werden können, besteht außerdem bei einigen
Arzneimitteln (4), bei Pestiziden (5) und sogar bei Gebrauchsgegenständen aus
Gummi (6).

Im Rahmen dieser Arbeit soll aber nur ein bestimmter Aspekt des ganzen
Problemkreises behandelt werden, nämlich die Frage der endogenen Nitrosaminbil-
dung aus Nitrit und stickstoffhaltigen Precursoren im menschlichen Magen. In
diesem Zusammenhang ist es wesentlich, darauf hinzuweisen, daß es zwei große
Klassen von N-Nitrosoverbindungen mit unterschiedlichen biologischen
Eigenschaften gibt: 1. Die eigentlichen Nitrosamine, die durch Nitrosierung von
sekundären Aminen entstehen und 2. eine Stoffklasse, die hier der Einfachkeit halber

als Nitrosamide bezeichnet werden soll, obwohl es sich streng genommen um
N-Nitroso-urethane, -guanidine oder -harnstoffe handelt.

Dimethylnitrosamin (NDMA), ein typischer Vertreter der ersteren, erzeugt
bei chronischer Verabreichung an Versuchstiere Leber- und Nierentumoren,
N-Nitroso-N-methylharnstoff (MNU), ein Vertreter der zweiten Stoffklasse, dagegen

vor allem Magen- und Gehirntumoren (7). Nitrosamine werden erst in der
Leber (in geringerem Masse auch in anderen Organen) durch mikrosomale Enzy-
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Abb. 1. Aktivierung von Nitrosaminen und Nitrosamiden im Säugetier

me zu reaktiven Metaboliten aktiviert, während bei den Nitrosamiden die
Anwesenheit von Wasser genügt, um eine ähnliche Reaktionsfolge ablaufen zu lassen

(Abb. 1). In der Nitrosaminanalytik wurden bisher weitgehend flüchtige Nitros-
amine nachgewiesen, zum einen, weil es sich wie beim Dimethylnitrosamin um
sehr potente Karzinogene handelt, andererseits aber auch, weil es dafür empfindliche

analytische Methoden gibt (8). Viel weniger weiß man über das Vorkommen

der nicht flüchtigen Nitrosamine und vor allem der Nitrosamide, obwohl
gerade diese Stoffe — wie im folgenden dargelegt werden soll — besondere
Aufmerksamkeit verdienen würden.

In-vivo-Bildung von Nitrosamiden als möglicher Faktor
in der Ätiologie von Magenkrebs

Mehrere Autoren (9—12) haben in jüngster Zeit die Hypothese aufgestellt, daß
die endogene Nitrosierung von (wahrscheinlich noch unbekannten) Amiden vom
Alkylharnstoff oder Alkylurethantyp in der Nahrung bei der Ätiologie von
Magenkrebs eine Rolle spielen könnten. Im folgenden soll nun diskutiert werden,
was für diese Hypothese spricht.
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Sugimura et al. (9) fanden schon 1970, daß ein typischer Vertreter der Nitros-
amide, N-Nitroso-N-methylnitroguanidin (MNNG), im Langzeitversuch bei Ratten

spezifisch Magentumoren erzeugt. Ein Jahr später konnte von Sander {13)
gezeigt werden, daß die chronische Verabreichung von Methylharnstoff im Futter
bei gleichzeitiger Gabe von Nitrit im Trinkwasser ebenfalls zu Tumoren im
Versuchstier führt, was nur mit einer In-vivo-Bildung von N-Nitroso-N-methylharn-
stoff erklärt werden kann. Damit kommen wir zum zweiten wichtigen Punkt, den
chemischen Grundlagen der Nitrosierungskinetik.

Ob sich im Magen wesentliche Mengen einer N-Nitrosoverbindung bilden
können, hängt sehr stark von der chemischen Natur der Vorläufer und dem pH
ab. Die Geschwindigkeit der Nitrosierung von sekundären Aminen mit Nitrit ist
abhängig von der Basizität des Amins. Stark basische Amine wie das Dimethyl-
amin (pKa 10,7) werden auch im pH-Optimum von ca. 3 nur sehr langsam ni-
trosiert, während beispielsweise das weniger basische Morpholin (pKa 8,7) bei
gleichen Reaktionsbedingungen ca. 200- bis 300mal schneller mit Nitrit
reagiert (14). Tatsächlich hat Sander {13) schon im Jahre 1971 gefunden, daß die
gleichzeitige Gabe von Morpholin und Nitrit bei Ratten tumorigen wirken kann,
während das gleiche Experiment auch mit hohen Dosen von Dimethylamin und
Nitrit keine solche Wirkung zeigte. Die In-vivo-Bildung von N-Nitrosodimethyl-
amin (NDMA) im menschlichen Magen ist kürzlich von Meier-Bratschi et al. (28)
abgeschätzt worden. Sie ist gegenüber der Aufnahme von in der Nahrung
präformiertem NDMA vernachlässigbar klein.

Eine etwas andere Nitrosierungskinetik gilt bei den Amiden (Tabelle 1) (14),
aber auch hier wurde eine ausgeprägte Substratabhängigkeit im In-vitro- und
In-vivo-Experiment festgestellt. Die eigentlichen Carbonsäureamide sind praktisch

nicht nitrosierbar. Dies zu wissen ist wichtig, denn wir nehmen ja mit den
Proteinen in der Nahrung große Mengen an solchen Amiden auf, die in der Zeit,
in der sie im Magen verweilen aber kaum eine Chance haben, nitrosiert zu wer-

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstante k für die Nitrosierung von Amiden (25 °C
und pH 2)
Rate k (Amid) (HN02) (H+) (nach S. S. Mirvish (14), modifiziert)

k (M~2 see1)

N-Methylacetamid c^-c'J NH — CH3
0,0025

N-Methyl-guanidin
*NH

NH2"C^NH-CH3 0,004

Ethyl-N-methyl-carbamat
yO

EtO—c'
NH — CH3

0,37

Methylharnstoff NH2 C>*NH—-CH3
10,5
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den. Von wirklicher Bedeutung können aufgrund dieser Überlegungen eigentlich
nur zwei Stoffklassen sein, nämlich die alkylierten Carbamate und vor allem die
alkylierten Harnstoffe (Tabelle 1). Der Unterschied in der Nitrosierungsgeschwin-
digkeit zwischen dem «langsamen» Dimethylamin und dem «schnellen»
Methylharnstoff ist kürzlich für Magensaftbedingungen berechnet worden und beträgt
ca. 108 (15). Dies zeigt, daß die In-vivo-Bildung von Nitrosamiden aus alkylierten
Harnstoffen oder Carbamaten eine Bedeutung haben könnte, sofern entsprechende

Precursoren in der Nahrung in genügender Konzentration vorhanden sind.
Länder mit traditionell hohen Magenkrebsinzidenzen sind Japan und Kolumbien.

In Westeuropa und den USA dagegen sind die entsprechenden Zahlen seit
etwa 1930 stark rückläufig (16). Mehrere epidemiologische Untersuchungen deuten

daraufhin, daß die Art der Ernährung gerade bei dieser Krebsart von großer
Bedeutung ist (17). Bei den in Tabelle 2 aufgelisteten Lebensmitteln zeigten sich
in einigen Studien positive Korrelationen zur Magenkrebsinzidenz (12).

Im Einklang mit der erwähnten Hypothese hat man nun in den letzten Jahren
damit begonnen, inkriminierte Lebensmittel aus Risikogebieten auf nitrosierbare
Amide mit chemischen und biologischen Testmethoden zu prüfen. Dies hat zu
einigen interessanten Resultaten geführt. Die Nitrosierung von Extrakten der
kolumbianischen Favabohnen führt zur Bildung eines stark mutagenen Nitroso-
harnstoffs, dessen Struktur bisher noch nicht ermittelt werden konnte (18). Eine
ähnliche Situation ergab sich bei einem Fischprodukt aus Japan: Nitrosierte
Extrakte aus solchen Fischen führten im Langzeitversuch mit Ratten zu einem
hohen Prozentsatz zu Magentumoren (19). Auch hier vermutet man einen (noch
unbekannten) Alkyl-Nitroso-Harnstoff als Ursache (20).

Aus diesen neuen Daten* kann zumindest zweierlei gefolgert werden: 1. Die
erwähnte Hypothese von Sugimura, Mirvish und Weisberger über eine mögliche
Rolle von Nitrosamiden bei der Ätiologie von Magenkrebs ist zumindest nicht
abwegig. 2. Es ist offenbar in diesem Zusammenhang von allergrößter Wichtigkeit,

nach noch unbekannten Vorläufern vom Alkylharnstoff- und Alkylcarba-
mat-Typ in Lebensmitteln zu suchen. Dies ist der Rahmen, der uns veranlaßt hat,
auf diesem Gebiet eigene Untersuchungen vorzunehmen.

Tabelle 2. Lebensmittel, die in Risikogebieten positiv mit dem Auftreten von Ma¬
genkrebs korreliert sind (nach S. S. Mirvish (12), modifiziert)

Lebensmittel Länder Referenzen

Getrocknete, gesalzene oder
geräucherte Fische
Gepökeltes Fleisch
Favabohnen

Japan
Kolumbien
Kolumbien

Sato et al. (1959)
Haenszel et al. (1976)
Haenszel et al. (1976)

* Eine Übersicht mit ausfuhrlicher Diskussion über die Ätiologie von Magenkrebs und die
Theorie der intragastrischen Nitrosamidbildung ist kürzlich von Mirvish (29) erschienen.
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Eigene Untersuchungen

Goitrin (Abb. 2,1), ein in verschiedenen Kohlgewächsen und Rapsextraktionsschrot

natürlich vorkommendes Glucosinolatspaltprodukt (21), entspricht von
der Struktur her einem dieser gesuchten Nitrosamid-Precursor. Die Behandlung
von Goitrin mit Nitrit und Salzsäure und Extraktion des Reaktionsgemisches mit
Ether führt tatsächlich zu mehreren neuen Produkten. Eines davon zeigte auf
dem Dünnschichtchromatogramm beim Besprühen mit den für Nitrosoverbindungen

verwendeten Nachweisreagenzien die für diese Stoffklasse typischen
Farbreaktionen (22). Ein präparativer Ansatz führte zur Isolierung einer größeren
Menge einer Nitrosoverbindung: Es handelte sich um ein gelbes, lichtempfindliches

Öl, das im UV drei Banden bei 423, 405 und 387 nm aufwies. Das 'H-NMR
zeigte gegenüber dem Spektrum der Ausgangssubstanz Goitrin nur geringe
Unterschiede, dagegen tritt im IR neu eine starke Carbonylbande bei 1810 cm"1 auf
und aus dem Massenspektrum läßt sich ein Molekulargewicht von 142 herauslesen.

Diese instrumentalanalytischen Daten stehen im Einklang mit der Struktur
von N-Nitroso-5-vinyl-2-oxazolidon (4 in Abb. 2). Die Nitrosierung von Goitrin
müßte demnach wohl über das O-Analoge von Goitrin (3 in Abb. 2) verlaufen.
Tatsächlich konnten wir mittels GC-MS im Reaktionsgemisch eine Verbindung
mit dem Molekulargewicht 114 nachweisen. Wir haben diese in der Literatur bisher

nicht beschriebene N-Nitrosoverbindung 4 im Ames-Test (23) geprüft. Die
Resultate mit dem Salmonellenstamm TA1535 sind in Abbildung 3 dargestellt.
Offensichtlich handelt es sich um eine stark mutagene Verbindung, die bereits im
Bereich von wenigen /rg/Platte ohne mikrosomale Aktivierung mit S-9 aktiv ist.
Der Abfall der Kurve im höheren Konzentrationsbereich deutet auf einen
bakteriziden Effekt. Das Bild ist sehr ähnlich demjenigen von MNU oder MNNG:
Beide Stoffe sind ebenfalls direkte Mutagene, vor allem in den beiden Salmonel-
lenstämmen TA100 und TA1535 (24). Aufgrund dieses Verhaltens besteht wenig
Zweifel, daß es sich bei N-Nitroso-5-vinyl-2-oxazolidon auch um eine karzinoge-

-NH

~*s

1

NO
— NH

X̂S-MO

2

^N=0
NO

0' "0
4

Abb. 2. Möglicher Reaktionsmechanismus der Nitrosierung des Glucosinolat-Spaltpro-
duktes Goitrin (1) zu N-Nitroso-5-vinyl-2-oxazolidon (4)
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Abb. 3. Mutagenität von N-Nitroso-5-vinyl-2-oxazolidon in Salmonella typhimurium
TA1535 ohne mikrosomale Aktivierung (Mittelwerte von Dreifach-Bestimmungen)

ne Verbindung handelt. Eine Korrelation zwischen Mutagenität und Karzinoge-
nität hat sich bei den bisher geprüften Nitrosamiden allerdings nur in qualitativem

Sinne gezeigt (24, 25).
Über die chemischen und biologischen Eigenschaften anderer Nitroso-Oxa-

zolidone ist noch sehr wenig bekannt. Miyahara et al. (26) fanden eine ausgeprägte

alkylierende Wirkung dieser Stoffklasse mit dem NBP-Reagens. Haßner
und Reuß (27) studierten die Reaktion von verschieden substituierten Nitroso-
Oxazolidonen mit Nukleophilen und fanden in der Regel eine zweifache
Substituierung, wobei wahrscheinlich Stickstoff und Carbonat als Abgangsgruppen
fungieren. Eine nach einem ähnlichen Mechanismus ablaufende Interaktion mit
Salmonellen-DNA dürfte für die Mutagenität dieser Stoffklasse verantwortlich
sein.

Für eine Risikobeurteilung entscheidend ist — abgesehen von der biologischen

Aktivität — die Frage, in welchem Ausmaß dieses Produkt im Magen gebildet

werden kann. Da es sich bei der Nitrosierung von Goitrin um eine besonders

komplizierte Reaktion handelt, sollte auch die In-vitro-Kinetik noch besser
studiert werden. In diese Richtung zielende Abklärungen sind derzeit in unserem
Laboratorium im Gange.

Die In-vivo-Bildung von Nitrosamiden im Magen aus bisher unbekannten Vorläufern
wird seit einiger Zeit als Faktor in der Genese von Magenkrebs vermutet. Die für diese
Hypothese sprechenden Gründe werden diskutiert. Goitrin, ein in verschiedenen Gemüsen
und Raps vorkommendes Oxazolidine-2-thion und möglicher Vorläufer eines Nitrosami-

Zusammenfassung
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des, führte bei Umsetzung mit Nitrit bei pH 3 zu einer bisher nicht beschriebenen
Nitrosoverbindung. Nach den instrumentalanalytischen Daten handelt es sich um N-Nitroso-5-vi-
nyl-2-oxazolidon. Diese Verbindung vom Nitrosamidtyp erwies sich im Arnes-Test
erwartungsgemäß als starkes direktes Mutagen in den Salmonellenstämmen TA98 und TA100.

Résumé

La formation in vivo de nitrosamides dans l'estomac à partir de précurseurs inconnus
jusqu'à ce jour est soupçonnée, depuis quelque temps, d'être un facteur dans la genèse du

cancer de l'estomac. Les motifs parlant en faveur de cette hypothèse sont discutés. La goi-
trine (vinyl-5 thio-2 oxazolidone), éventuel précurseur d'un nitrosamide, a, en réagissant
avec du nitrite à pH 3, donné naissance à un composé non encore décrit, contenant un
groupe nitroso. Selon certaines données analytiques, il s'agit de la N-nitroso vinyl-5 oxazo-
lidone-2. Ce composé du type des nitrosamides s'est avéré dans le test Ames être un puissant

mutagène direct pour les souches de salmonelles TA98 et TA100.

Summary

The in vivo formation of N-nitrosamides from yet unknown precursors in foods has
been discussed as a factor in the genesis of gastric cancer. Goitrin — a naturally occurring
compound in cruciferous vegetables and rape and a possible precursor of a nitrosamide —

is easily nitrosated by treatment with nitrite under stomach conditions yielding under loss
of sulfur N-nitroso-5-vinyl-2-oxazolidone. This compound has a similar mutagenicity
pattern and potency as N-nitroso-N-methylnitroguanidine (MNNG) in the Ames Salmonella/
mammalian microsome test.
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