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Zusammenfassung

Verbindungen, die eine Bedeutung fir ein mogliches Krebsrisiko von Schnupftabak
besitzen, stellen die tabakspezifischen Nitrosamine (TSNA) dar, insbesondere NNN
(N-Nitrosonornikotin) und NNK' (4-Methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon). Der
mittlere TSNA-Gehalt der untersuchten deutschen Schnupftabakproben (n = 8)
betragt 2.5mg/kg NNN, 06mgkg NNK wund 1.1mgkg NAT/NAB (N-
Nitrosoanatabin/N-Nitrosoanabasin). Die tagliche Aufnahme der TSNA bei Gebrauch
von Schnupftabak ist dhnlich der Exposition von Rauchern (20 Zigaretten /Tag),
wenn vergleichbare Nikotinmengen pro Tag zugrunde gelegt werden. Allerdings
konnen durch das Fehlen der Stickoxid- und Kohlenmonoxidexposition als
wesentlich limitierenden Faktoren des Rauchens bei dem Konsum von Schnupftabak
wesentlich héhere Nikotin- und damit auch TSNA Mengen aufgenommen werden.
Das Nasengewebe als primarer Expositionsort bei der Verwendung von
Schnupftabak enthélt ein Enzymsystem, das die Nitrosamine zu den eigentlichen, im
Tierversuch wirksamen Carcinogenen metabolisiert. Neuere Studien zeigen eine
Inhibierung des Enzymsystems durch einen Uberschul® an Nikotin, der im Tabak
vorhanden ist. Inwieweit dies auch auf den Nitrosaminmetabolismus in der
menschlichen Nasenschleimhaut zutrifft, ist noch unbekannt. Im Gegensatz zum
Zigaretten- und Mundtabakkonsum existieren bisher keine eindeutigen
epidemiologischen Studien zur Korrelation zwischen der nasalen Anwendung von
Schnupftabak und der Entstehung von Krebs. Somit kann eine Krebsentstehungﬂ
durch Verwendung von Schnupfttabak zum gegenwartigen Zeitpunkt weder
ausgeschlossen noch belegt werden.

Summary

Tobacco specific nitrosamines (TSNA), especially N-nitrosonornicotine (NNN) and 4-
methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanone-(NNK) are the major risk factors in
carcinogenesis of nasal snuff. The mean concentrations of TSNA in the analysed
nasal snuff samples from Germany (n = 8) are 2.5 mg/kg NNN, 0.6 mg/kg NNK and
1.1 mg/kg NAT/NAB (N-nitrosoanatabine / N-nitrosoanabasine), respectively. Risk
evaluation based on an equal amount of nicotine uptake showed similar TSNA
exposure of nasal snuff users as compared to cigarette smokers ( 20 cigarettes/day).
In contrast to smokers nasal snuff users are not exposed to factors limiting the
tobacco consumption like nitrogen oxide or carbon monoxide and therefore can take
up much higher levels of nicotine and consequently of TSNA. The enzyme system,
responsible for the metabolism of TSNA to ultimate carcinogens, is widespread in the
nasal tissue. Recent studies show an inhibiting effect of nicotine on the enzyme
system but the relevance for human nasal cavity is not known yet. In contrast to
smokers and users of other smokeless tobacco like oral snuff there are no
epidemiological studies with a correlation of nasal snuff use and cancer in the area
of interest (western countries). Thus a cancer risk from the use of nasal snuff can
neither be excluded nor proved at present .
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1. Allgemeines

Schnupftabak ist ein rauchloses Tabakprodukt, das in der Nase angewendet wird.
Die englische Ubersetzung fir Schnupftabak, die auch im Deutschen verwendet
wird, ist Snuff. Im englischen und schwedischen Sprachraum versteht man unter
dem Begriff "Snuff" meist Mundtabak, auch "oral snuff’, genannt, da die Verwendung
von Schnupftabak oder "nasal snuff’ in den entsprechenden Landern so gut wie
nicht verbreitet ist. Eine weitere Unterscheidung in der Verwendung des Begriffs
Snuff bezieht sich auf den Feuchtigkeitsgehalt der rauchlosen Tabake. Die soge-
nannten "moist snuffs" besitzen meist einen Feuchtigkeitsgehalt zwischen 20-50%,
wahrend der "dry snuff’ zwischen 4-6% Feuchtigkeit enthélt (Brunnemann et al.
1987). Moist und dry Snuff kénnen als Mundtabak verwendet werden, wobei hierbei
der Tabak zwischen Unterlippe und Zahnfleisch, oder zwischen Zahnfleisch und
Mundschieimhaut geklemmt wird und bis zu einer halben Stunde dort verbleibt.
Diese orale Anwendung des Snuffs wird als "snuff dipping" bezeichnet. In England
und Deutschland ist dagegen eine Verwendung des Snuffs in der Nase ("sniffing")
Ublich. Dabei wird eine Prise Schnupftabak in die Nase eingeflhrt und nach kurzer
Verweildauer von ca. 3-5 min. Uber ein Taschentuch wieder entfernt.

Je nach Herstellungsland besitzen die Snuffsorten sehr unterschiedliche Zusam-
mensetzung. In Europa wird hauptsdchlich gebeizter Tabak, der mit Aromastoffen
versetzt wird, hergestellt. Sonnengetrockneter Tabak mit pulverisiertem, geléschtem
Kalk (Khaini tobacco) wird in Indien und Saudi Arabien, sonnengetrockneter Tabak
mit Asche verschiedener Pflanzen in Afrika, und fermentierter Tabak mit geléschtem
Kalk, Asche oder Ol in Afghanistan, der UdSSR und im Iran verwendet (Brunnemann
et al. 1987).

2. Carcinogene Verbindungen im Snuff

Die meisten Untersuchungen Uber Snuff erstrecken sich auf den amerikanischen
Markt und den dort erhéltlichen "dry" und "moist" Snuff. Carcinogene Verbindungen,
die im Snuff identifiziert wurden, sind polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe,
210pg, fluchtige Aldehyde, wie Formaldehyd, Acetaldehyd und Crotonaldehyd, sowie
N-Nitrosoverbindungen (Hoffmann et al. 1987, Hoffmann ef al. 1986).

An polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen konnten Hoffmann et al
(1987) in moist Snuff im Mittel 15 ng/g (dry wi) und in dry Snuff durchschnittlich
30 ng/g (dry wt) Benzo(a)pyren nachweisen. Diese Konzentrationen entsprechen der
gerducherter Lebensmittel und werden auf bestimmte Herstellungsverfahren (wie
flue-curing oder fire-curing) zurtickgefihrt. im Vergleich dazu konnten im Partikelfii-
ter des Hauptstromrauchs einer Zigarette 12 verschiedene polycyclische aromati-
sche Kohlenwasserstoffe in einer Konzentration von insgesamt 292 ng/Zigarette und
in der Gasphase 7.5 ng/Zigarette nachgewiesen werden. Im Nebenstromrauch ist
die Konzentration der PAK's um das 10-fache erhoht und erreicht am Partikelfilter
damit Konzentrationen bis zu 6 pg/Zigarette (Grimmer ef al. 1987). Allein an
Benzo(a)pyren wurde im Hauptstromrauch einer Zigarette zwischen 3 und 40 ng, im
Nebenstromrauch 40-80 ng ermittelt. Daraus wurde eine Aufnahme von
Benzo(a)pyren uber 20 Zigaretten in 8 Stunden zu 67 - 568 ng geschatzt (Kaiserman
und Rickert, 1992).
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Der Gehalt an 210Po zwischen 0.16 und 1.22 pCi/g dry Snuff wird von den oben ge-
nannten Autoren als Risikofaktor in Bezug auf die orale Carcinogenese des Snuffs
angesehen. Bei der taglichen, oralen Anwendung von 10 g Snuff ist man einer o-
Strahlung von 0.9-6.7 pCi von 2'0Po ausgesetzt, was den Uber Lebensmittel ge-
schatzte taglich aufgenommene Anteil von 1.6 pCi wesentlich Udberschreitet
(Hoffmann ef al. 1987).

An flichtigen Aldehyden konnten die Autoren Formaldehyd in Konzentration von 2-
7 uglg, Acetaldehyd 1.4-7 ug/g und Crotonaldehyd 0.2- 2.4 pg/g (dry wt) nachweisen
(Hoffmann ef al. 1987).

Unter den Nitrosaminen konnten in rauchlosen Tabakprodukten flichtige Nitros-
amine, nicht-flichtige Nitrosamine und die sogenannten tabakspezifischen Nitros-
amine (TSNA) nachgewiesen werden. Da die TSNA innerhalb der Nitrosoverbindun-
gen sowie im Vergleich zu den Gbrigen, oben aufgefihrten Substanzen mengenma-
Rig im Schnupftabak absolut Uberwiegen, geht man davon aus, dal3 diese Verbin-
dungen hauptsachlich fur eine mégliche carcinogene Wirkung des Snuffs verant-
wortlich gemacht werden kénnen.

3. Bildung der TSNA

In grinem Tabak kénnen keine TSNA nachgewiesen werden. Sie entstehen wah-
rend des Trocknungs- bzw. Fermentierungsprozesses bei der Tabakverarbeitung.
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Abbildung 1: Nitrosierungsprodukte von Nikotin



Dabei entsteht bei Nitrosierung von Nikotin Nitrosonornikotin  (NNN), 4-
{MethylInitrosamino-1-(3-pyridy!)-1-butanon (NNK) und 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-
pyridyl)-1-butanal (NNA) , das wegen seiner chemischen Instabilitat im Tabak nicht
nachweisbar ist. Durch Reduktion von NNK bzw. NNA entstehen die beiden isome-
ren Alkohole 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridy!)-1-butano!l (iso-NNAL) und 4-
(Methyinitrosamino)-1~(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL), die ebenfalls nach Nitrosierung
von Nikotin nachgewiesen werden kénnen. Die Oxidation von NNA flhrt zu iso-
NNAC (4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-buttersaure), das auch uber eine Nitro-
sierung von Cotinin bzw. Cotininséure, den Abbauprodukten des Nikotins, entstehen
kann. NNN entsteht zusatzlich auer durch Nitrosierung des Nikotins durch Nitrosie-
rung von Narnikotin. N-Nitrosoanabasin (NAB) und N-Nitrosoanatabin (NAT) stellen
die Nitrosierungsprodukte der Tabakalkaloide Anabasin bzw. Anatabin dar.

Der Gehalt der TSNA in Tabak wird durch sehr viele verschiedene Faktoren wie z.B.
Tabaksorte, Nitratgehalt, Feuchtigkeit sowie Temperatur beeinfluBt. Nach einer
Untersuchung von Fischer et al. (1985) kann davon ausgegangen werden, daf
Nitrat-arme Tabaksorten auch entsprechend geringe Mengen TSNA enthalten
(Orient-Tabake), wéahrend Nitrat-reiche Tabake groRere Mengen TSNA bilden
(Burley-Tabake). Als Ausnahmen wurden Virginia-Tabake beobachtet, die bei gerin-
gem Nitratgehalt, wenig NNN und grofte Mengen NNK enthalten. Andere Faktoren,
wie der Herstellungsprozel? z.B. sun-cured oder flue-cured spielen ebenfalls eine
Rolle. Bei der Lagerung der Tabake konnte Andersen et al. (1991) beobachten, dal
der Feuchtigkeitsgehalt neben der Temperatur, den gréfiten Einflull auf eine Bildung
der TSNA wahrend der Lagerung der Tabake hat.

4. Carcinogenitéat der TSNA

NNN, NNK und NNAL haben sich im Tierversuch als starke Carcinogene erwiesen
und fahren bei Madusen, Ratten und/oder Hamstern zur Entstehung von benignen
und malignen Tumoren der oberen Luftwege, der Lunge und/oder des exokrinen
Pankreas (Hecht und Hoffmann, 1989). Der Metabolismus verlauft wie bei den fllch-
tigen Nitrosaminen UOber die Aktivierung durch Cytochrom P-450-abhangige
Monooxygenasen (Archer, 1989). Bei NAT und iso-NNAC konnte keine carcinogene
Wirkung festgestellt werden (Hoffmann ef al. 1991). NAB verursacht bei Ratten Oso-
phagus-Tumoren, wéhrend Uber iso-NNAL bisher keine Daten zur Carcinogenitat
vorliegen.



5. Gehalte von nicht-fllichtigen und fliichtigen Nitrosami-
nen in Snuff aus der Literatur und den untersuchten
Schnupftabakproben

Neben den in den héchsten Konzentrationen vorkommenden tabakspezifischen
Nitrosaminen (NNN, NNK, NAT, NAB) kdénnen in den rauchlosen Tabakprodukten
andere nicht-fluchtige Nitrosamine und fliichtige Nitrosamine nachgewiesen werden.

Nicht-flichtige Nitrosamine (auer den TSNA), die in Tabakprodukten in geringen
Mengen vorkommen, sind unter anderem die nitrosierten Aminosauren N-Nitroso-
sarcosin {NSAR) und N-Nitrosoprolin (NPRO), die nitrosierten Carbonsauren 3-(N-
Methyl-N-nitroso)-propionsaure (NMPA), 4-(N-Methyl-N-nitroso)-buttersaure
(NMBA), N-Nitrosopipercolinsaure (NPIC) und 4-(N-Methyl-N-nitroso-(3-pyridyl))-
buttersaure (iso-NNAC) als Oxidationsprodukt von NNA bzw. Nitrosierungsprodukt
von Cotinin- und Cotininsaure sowie N-Nitroscdiethanolamin (NDELA). Die Konzen-
trationen, in denen diese nicht-flichtigen Nitrosamine in den verschiedenen rauchlo-
sen Tabakprodukten vorkommen, sind in Tabelle 1 angegeben.

N-Nitrosoprolin, das weder carcinogene noch mutagene Eigenschaften aufweist,
kommt in den héchsten Konzentrationen in moist (1-20 mg/kg) und dry (4-9 mg/kg)
Snuffproben vor. Der Gehalt von NMPA liegt zwischen 1-7 mg/kg in moist und zwi-
schen 2-6 mg/kg in dry Snuffproben. Alle anderen aufgeflhrten, nicht-flichtigen
Nitrosamine, wie NSAR oder NPIC, kommen nur in geringen Konzentrationen
< 1 mg/kg in den rauchlosen Tabakprodukten vor.

Iso-NNAC wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht, da es nur in Konzen-
trationen < 1 mg/kg nachzuweisen ist und zu den nicht-carcinogenen Nitrosaminen
gehort. NDELA gelangt hauptsachlich durch ein Mittel zur Behandlung der Tabak-
sproflinge in den Tabak und kommt seit der Identifizierung des Kontaminationswe-
ges ebenfalls nur noch in sehr geringen Konzentrationen vor, so dal’ es in dieser
Untersuchung auch nicht berticksichtigt wurde (Brunnemann und Hoffmann, 1981).
Die Ergebnisse der in dieser Studie untersuchten Schnupftabakproben sind in der
Tabelle angegeben und zeigen bei allen nachgewiesenen, nicht-fluchtigen Nitros-
aminen einen geringen Gehalt auf. Zur Verdeutlichung der Daten wurden diese in
Abbildung 1 berechnet auf Nikotin im Vergleich zu einer moist und einer dry Snuff-
probe aus den USA dargestellt. Dabei wird deutlich sichtbar, dal? der Gehalt an
nicht-flichtigen Nitrosaminen in den hier untersuchten deutschen Schnupftabaken
geringer als in den untersuchten englischen und wesentlich geringer im Vergleich zu
den rauchlaosen Produkten anderer Lander ist.
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Abbildung 2: Nicht-flichtige Nitrosamine in den untersuchten Snuffproben und in
einer moist und dry Snuffprobe aus den USA (Djordjevic et al. 1989).

Fluchtige Nitrosamine kénnen nur in ganz geringen Mengen, < 0.5 mg/kg in rauchlo-
sen Tabakprodukten nachgewiesen werden und spielen daher fur die Beurteilung
eines eventuellen Krebsrisikos eine untergeordnete Rolle. Zur Vollstandigkeit der
Literaturdaten wurde der durchschnittliche Gehalt der in der Literatur aufgeflhrten
fluchtigen Nitrosamine in rauchlosen Tabakprodukten in Tabelle 2 angegeben. Als
fluchtige Nitrosamine kénnen NDMA (N-Nitrosodimethylamin), NEMA (N-Nitroso-
ethylmethylamin), NPYR (N-Nitrosopyrrofidin), NPIP (N-Nitrosopiperidin), NMOR (N-
Nitrosomorpholin) und NDPA (N-Nitrosodipropylamin) in den verschiedenen Tabak-
produkten nachgewiesen werden. Das am haufigsten und in den h&chsten Konzen-
trationen detektierte flichtige Nitrosamin in Snuffproben ist NPYR (1 - 330 ug/kg).
Es kann Uber Decarboxylierung von NPRO, das ebenfalls in den hdchsten Konzen-
trationen vorkommende nicht-fliichtige Nitrosamin (siehe oben), entstehen. NDMA
kann ebenso in fast allen Tabakprodukten nachgewiesen werden. Der durchschnitt-
liche Gehalt liegt zwischen 1 und 130 pg/kg Tabak. Uber wachsbeschichtete Ver-
packungen oder durch entsprechend kontaminierte Aromastoffe kann NMOR (bzw.
das Vorlauferamin Morpholin) in die Tabakprodukte gelangen. Die durchschnittiiche
Konzentration schwankt zwischen 1 und 410 uyg NMOR/kg Tabak. Die weiteren
fluchtigen Nitrosamine wie NPIP, NEMA und NDPA kénnen nur in geringen Konzen-
trationen (< 0.05 pg/kg) in den rauchlosen Tabakprodukten nachgewiesen werden,
wobei NEMA und NDPA nur in den Studien von Tricker et al. (1989 a), 1989 b);
1988) identifiziert wurden.
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6. TSNA-Gehalte der untersuchten Schnupftabakproben im
Vergleich mit Daten aus der Literatur

Zur Beurteilung der Nitrosamingehalte der Snuffproben wurden Daten von rauchlo-
sen Tabakprodukten und Hauptstromrauch von Zigaretten aus der Literatur heran-
gezogen. Bei den rauchlosen Tabakprodukten konnten Daten far moist und dry
Snuff sowie zu speziellen Tabakprodukten verschiedener Lander (Nass/ UdSSR;
Kiwan/Zarda/Masheri/Indien; Naswar/Pakistan; Toomback/Sudan) ermittelt werden
(siehe Tabelle 3 ). Innerhalb der verschiedenen Snuffsorten wurden die gefundenen
Werte nach Landern und Trockengewichts-bzw. NalRgewichtsbezug geordnet.

In Bezug auf den Feuchtigkeitsgehalt der Proben liegt der deutsche und englische
Schnupftabak mit 10-20 % Feuchte zwischen dem moist Snuffproben (20-60 %
Feuchte) und den dry Snuffproben, die zwischen 5-15 % Feuchtigkeit enthalten. Der
Nikotingehalt ist sehr starken Schwankungen unterworfen und liegt bei den moist
und dry Snuffproben zwischen 3-50 mg/g. Die hier untersuchten Proben weisen
einen Nikotingehalt zwischen 5-24 mg/g auf. Der Nitratgehalt der Snuffs liegt bei den
Proben der Literatur zwischen 0.5-6 % bezogen auf das Naf3ggewicht und entspricht
damit dem der hier untersuchten Proben (Brunnemann ef a/. 1987, Link ef a/. 1892,
Brunnemann et al. 1985; Djordjevic et al. 1989).

Unter den in der Tabelle aufgefGhrten TSNA ist in der Regel NNN in den hochsten
Konzentration in den verschiedenen Snuffsorten vertreten, gefolgt von NAT/NAB, die
meist gemeinsam bestimmt werden, und NNK. Auffallend sind die hohen Schwan-
kungsbreiten in der Konzentration der jeweiligen Nitrosamine in den Snuffproben. Im
Vergleich zu den Literaturdaten und insbesondere zu einer friheren Untersuchung
von Schnupftabak von Tricker ef a/. (1989) konnten in den untersuchten deutschen
und englischen Proben geringere TSNA Konzentrationen nachgewiesen werden.
Ahniich geringe Gehalte von NNN, NNK und NAT/NAB zeigen einige Untersuchun-
gen von moist Snuff aus Schweden (Osterdahl und Slorach, 1983; Brunnemann et
al. 1985) und den USA (Osterdahi und Siorach, 1983). Samtliche Literaturdaten Gber
dry Snuff weisen wesentliche hohere Gehalte der TSNA auf. Im Mittel zeigen moist
und dry Snuffproben zwischen 3-64 mg NNN /kg und 0.03-9 mg NNK/kg. Bei den
untersuchten Proben liegt der NNN-Gehalt im Mittel zwischen 2 und 4 mg/kg, wah-
rend die mittlere Konzentration von NNK < 1 mg/kg ist. NAT/NAB, die in dieser Stu-
die gemeinsam bestimmt wurden, konnten in einer mittleren Konzentration von
1 mg/kg im Schnupftabak nachgewiesen werden. In der Literatur werden sehr ver-
schiedene Werte zwischen 2-161 mg/kg aufgefuhrt.
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Der Vergleich der hier ermittelten Daten mit anderen rauchlosen Tabakprodukten ist
besser im Zusammenhang mit dem Nikotingehalt der Proben zu beurteilen, da davon
ausgegangen werden kann, daR der Gebrauch der Produkte wesentlich von der Zu-
fuhr des Nikotins bestimmt wird. In diesem Zusammenhang wurden die ermittelten
TSNA-Gehalte der Proben in ug bezogen auf 1 g Nikotin berechnet. Unter Proben,
die einen vergleichbaren Nitrosamingehalt aufweisen (z.B. Léwenprise und Gawith
Apricot Snuff), aber unterschiedlich hohe Nikotingehalte haben, zeigen diejenigen
mit einem hohen Nikotinanteil (Léwenprise) geringere Nitrosaminwerte auf. Soweit in
der Literatur die Nikotingehalte angegeben waren, wurden einige Literaturdaten uber
den TSNA-Gehalt von moist und dry Snuff auf den angegebenen Nikotingehalt der
Proben berechnet. Die Daten sind in Abbildung 3 graphisch dargestellt und verdeut-
lichen erhebliche Unterschiede bei den verschiedenen Snuffsorten. Insbesondere
der dry Snuff aus den USA weist wesentlich héhere NNN-Gehalte bezogen auf Niko-
tin auf als in den untersuchten deutschen und englischen Schnupftabaken zu finden
sind.

Hg/g Nikotin

3500 ("

3000

2500 moist snuff

untersuchte
Proben

0— _ ﬂ:.—: ]
wShushysh  Shynadd Usp‘ﬂgg\wedeﬂ Pbsch\andefeeng\'\sd‘e

Abbildung 3: NNN- und NNK-Gehalte bezogen auf Nikotin in moist Snuff, dry Snuff
und untersuchten Schnupftabakproben (Referenzen: Brunnemann et al. 7987,
Adams et al. 1987; Djordjevic et al. 1989; Brunnemann et al. 1985; Djordjevic et al.
1989)

Neben den als Snuff bezeichneten rauchlosen Tabakprodukten wurden in Tabelle
3b ebenfalls TSNA-Gehalte fur Kautabak und exotische Tabaksorten aus anderen
Landern, die ebenfalls hauptsachlich oral verwendet werden, aufgefihrt. Im Ver-
gleich zu den meisten moist und dry Snuffproben werden im Kautabak geringere
TSNA-Gehalte beobachtet, wobei insbesondere geringe NNK-Konzentrationen
nachgewiesen werden. Auch in Bezug auf den hier untersuchten Schnupftabak ent-
halt der Kautabak geringere Mengen der drei aufgefuhrten TSNA. Unter den beson-
deren rauchlosen Tabakprodukten anderer Lander zeigt vor aliem Toomback aus
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dem Sudan extrem hohe TSNA-Gehalte, die mit den ublichen Snuffproben nicht ver-
gleichbar sind. Die Daten sind aufgefuhrt, um zu verdeutlichen, dafl3 eventuell vor-
handene Daten Uber das Krebsrisiko von rauchlosen Tabakprodukten aus anderen
Landern immer im Zusammenhang mit der unterschiedlichen Zusammensetzung der
Tabakprodukte gesehen werden muf}.

Neben den aufgefiihrten Daten sind in der Literatur Mengenangaben zu dem Gehalt
von rauchlosen Tabakprodukten an iso-NNAL (4-N-Methylnitrosamino-4-(3-pyridyl)-
butanal) zu finden. Als Reduktionsprodukt des NNK konnte es in sehr geringen Kon-
zentrationen in moist Snuffproben aus Schweden, England, USA und Indien (0.02-
0.08 mgrkg) und dry Snuffproben aus den USA und Engiand (0.1-0.7 mg/kg) identifi-
ziert werden (Hoffmann ef al. 1987; Tricker und Preussmann, 1989 a; Tricker ef al.
1989). In deutschem Schnupftabak konnte es in der Studie von Tricker et al. (1989)
in einer mittleren Konzentration von 0.06 mg/kg nachgewiesen werden. Aufgrund der
geringen Konzentrationen und dem fehlenden Nachweis einer eventuellen Car-
cinogenitat dieses Nitrosamins wurde es bei der vorliegenden Untersuchung nicht
bestimmt.

Zur vergleichenden Risikobeurteilung der analysierten TSNA-Gehalte der rauchio-
sen Tabakprodukte wurden bekannte Daten des TSNA-Gehaltes vom Hauptstrom-
rauch von Zigaretten des deutschen Marktes gegenubergestellt. Dabei wurden unter
den Filterzigaretten Daten zu American Blend und Blend Zigaretten und unter den
filterlosen Zigaretten Daten zu Dark- und Blendsorten, die am weitesten verbreitet
sind, ausgewahlt (Fischer et al. 1989). In dieser Gegenlberstellung wird unter dem
TSNA-Gehalt die Summe von NNK und NNN verstanden, da diese beiden Nitros-
amine fUr die Carcinogenitat die entscheidende Rolle spielen. Die TSNA-Gehalte
wurden fur die Schnupftabake und fur den Hauptstromrauch bezogen auf den Niko-
tingehait berechnet und in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 4: TSNA-Gehalt (NNN und NNK) der untersuchten rauchlosen Tabakpro-
dukte und des Hauptstromrauchs von filterlosen und Filterzigareften des deutschen
Marktes (Fischer et al. 1989) bezogen auf den Gehalt an Nikofin

Im Hauptstromrauch von Blend und American Blend Filterzigaretten sowie von filter-
losen Blendzigaretten sind demnach bezogen auf den Nikotingehalt ahnliche TSNA-
Gehalte wie in den meisten untersuchten Schnupftabakproben. Ausnahmen sind
unter den untersuchten englischen Schnupftabaken der Hedges Snuff, der bei sehr
geringem Nikotingehalt (0.5% dry wt) extrem hohe TSNA-Mengen (9347 pg/kg dry
wt) aufweist und unter den deutschen Schnupftabaken der Schmalzler, der bei
ebenfalls geringem Nikotingehalt {0.6% dry wt) im Vergleich zu den anderen Snuff-
sorten hohe TSNA-Gehalte (7044 ug/kg dry wt) zeigt. Dadurch werden in diesen
rauchlosen Tabakprodukten im Verhaltnis zum Nikotin héhere TSNA-Mengen er-
reicht als im Hauptstromrauch schwarzer filterloser Zigaretten.
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7. Aufnahme der TSNA tiber Snuff

7.1. Nasale Absorption von Nikotin

Der Berechnung der taglichen Aufnahme der TSNA uber den Schnupftabak liegt die
Annahme zugrunde, dal die TSNA-Aufnahme in der Nase der Absorption von Niko-
tin entspricht. Die Nikatinabsorption durch die Nasenschleimhaut wurde in zahirei-
chen Studien untersucht (Tabelle 4). Dabei konnte festgestellt werden, daf? nach
Applikation des Nikotins in der Nase eine sehr schnelle Absorption erfolgt und nach
den ersten 10 min die hdchsten Plasmakonzentrationen gemessen werden kénnen.
Setzt man die Nikotinaufnahme Uber eine Zigarette zu 100%, so werden nach Rus-
sell et al. (1983) Uber eine wassrige Nikotinlésung mit pH=5 in der Nase 75% des
Nikotins absorbiert, wahrend Uber ein Nikotinkaugummi nur 43% aufgenommen wer-
den. Im Vergleich zu einer i.v. Injektion von Nikotin werden nach Johnson et al.
(1991) Uber eine wassrige Lésung in der Nase zwischen 60-70% des Nikotins ab-
sorbiert. Dabei wurde eine wassrige Lésung von Nikotin mit neutralem pH-Wert ein-
gesetzt. Ein Einflu® des pH-Werts auf die nasale Absorption des Nikotins konnte bei
Ratten nachgewiesen werden. Mit steigendem pH-Wert nimmt die Absorption zu, da
durch Reizung der Nasenschleimhaut eine bessere Durchblutung erzielt wird und
ein groRerer Anteil des Nikotins in der undissoziierten Form vorliegt (Olsson ef al.
1991). Die hier untersuchten Schnupftabake der Firma Pdschl liegen im pH-Wert
zwischen 7.4 - 9.1, die drei englischen Schupftabake > pH=9. Durch die hoheren
pH-Werte der Schnupftabake ist die Absorption des Nikotins und damit auch der
TSNA verbessert.

Tabelle 4: Vergleich der Absorption von Nikotin

Applikation Nikotin- Hochste Plasma-kon- Referenz
gehalt zentration von Nikotin
(mg) (ng/ml)
Zigarette 1.4 26 ng/ml nach 7.5 min 100 % Russell ef al. (1983)
wissrige Lsg.in 2 14 ng/ml nach 7.5 min 75 %
der Nase (pH=5)
Kaugummi 2 8 ng/ml nach 30 min 43 %
i.v. 0.7 14 ng/m| 100 % Johnson ef al. (1991)
wassrige LOsung 1 8 ng/ml nach 12 min 60-70 %
in der Nase
(pH =7}
Nasenspray 1 8 ng/ml nach 12 min 58 %
Snuff, oral (2 g) 15 ng/ml nach 30 min Holm et al. (1992)
(10 ng/m! nach 10 min)
Nasenspray 2 11.8 ng/ml nach & min Sutheriand ef al.
(1992)
Nasenaerosol 2 10.5 ng/ml nach 5 min
Schnupfiabak 21.1 ng/ml nach 5 min Russell ef al. (1980)

Ein Einflul des Applikationsmediums, wie Losung, Spray oder Aerosol, auf die nasa-
le Apsorption von Nikotin konnte in den verschiedenen Studien nicht festgestelit
werden. Im Vergleich zur Aufnahme des Nikotins Gber die Mundhohle ist die Absorp-
tion Uber die Nase etwas schneller. Insgesamt werden bei regelmaRiger Aufnahme
von Nikotin Gber die Nase dhnliche Plasma-Nikotinkonzentrationen erreicht wie bei
Zigarettenrauchern oder der regelmaRigen Verwendung von Mundtabaken. Ein
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Vergleich verschiedener mittlerer Plasma-Nikotinkonzentrationen von Rauchern,
Schnupfern und Konsumenten von Mundtabaken ist in der folgenden Tabelle aufge-
fahrt.

Tabelle 5: Vergleich der mittleren Plasma-Nikotin-Werte von Rauchern, Schnupfern
und Konsumenten von Mundtabaken aus Russell et al. 1987 und Holm et

al. 1992
n Mittlere Plasma-Nikotin-
Konzentrationen {ng/mil}
Zigarettenraucher 136 36.2 (6-76) 2 min nach Zigarette
(im Mittel 30.5 Zigaretten/ d)
| tégl. Schnupfer (nasal) 11 352 (8-72) 6-15 min nach Schnupfen
tagl. Snuff dipper {oral) 27 36.5 5-15 min nach Anwendung
Zigarettenraucher 35 36.7 1 min nach Zigarette
(im Mittel 17 Zigaretten/d)

Fur die Beurteilung von Schnupftabaken ist von Bedeutung, dal die Nikotinaufnah-
me Uber die Nase von groRen individuellen Unterschieden gepragt ist. Der oben dar-
gestellte Vergleich der mittleren Plasma-Nikotinkonzentrationen wurde bei regel-
méaRigen Schnupfern, Rauchern und Konsumenten von Mundtabaken durchgefuahrt,
da gelegentliche und einmalige Schnupfer weniger Nikotin absorbieren konnen
(Russell et al. 1981).

7.2. Berechnungen zur Aufnahme der TSNA iber
Schnupftabak

Die Berechnung der Aufnahme der TSNA uber den Schnupftabak wurde mit zwei
verschiedenen Verfahren durchgefthrt:

a) Berechnung uber die Nikotinaufnahme in Vergieich zu Rauchern

b) Berechnung Uber die Snuffmengen, die sich aus der durchgefuhrten Verbrau-
cherstudie ergaben.

a) Die tagliche Nikotinaufnahme von durchschnittlichen Rauchern, denen ein Kon-
sum von 20 Zigaretten pro Tag zugrunde gelegt wird, betragt bei Filterzigaretten
(Blend/American Blend) ca. 14mg Nikotin pro Tag, bei filterlosen Zigaretten
(Dark/Blend) 25 mg Nikotin pro Tag (Fischer et al. 1989). Da nach Russell ef al.
(1983) im Vergleich zum Rauchen bei der Nikotinaufnahme Uber die Nase nur 75%
des Nikotins resorbiert werden, wurde, um die gleiche Nikotinaufnahme pro Tag wie
Raucher zu erreichen, zunachst die dafur benétigte Snuffmenge berechnet. Um eine
tagliche Aufnahme von 14 mg Nikotin zu erreichen, mussen dabei im Durchschnitt
2 g der Péschl Snuffproben konsumiert werden, fur 25 mg Nikotin pro Tag im Mittel
entsprechend 3.6 g Snuff. Die TSNA-Aufnahme Uber die verschiedenen Snuffproben
wurde daraufhin fur so festgestellten Snuffmengen pro Tag berechnet. Der Vergleich
mit der Aufnahme der TSNA dber Zigaretten ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5. Vergleich der Aufnahme der TSNA (NNN+NNK) aber Schnupftabak und

Zigaretten
B: Vergleich zu filterlosen Zigaretten bei einer taglichen Aufnahme von 25 mg Nikotin

A: Vergleich zu Filterzigaretten bei einer taglichen Aufnahme von 14 mg Nikotin
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Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, wird bei dieser Berechnungsgrundlage Uber
den Snuff etwa gleich viel NNN und NNK aufgenommen wie Uber den Genufd von 20
Zigaretten pro Tag.

b) Berechnung Gber die Snuffmengen, die sich aus der durchgefhrten Verbrau-
cherstudie ergaben

Uber eine Verbraucherstudie im Rahmen eines Gewinnspiels wurde ermittelt, wieviel
Schnupftabak pro Tag geschnupft wird. Von 125 Befragten nehmen dabei 47 % 10-
20g Snuff pro Tag (siehe
Tabelle 6). Diese Ergebnisse
% der Befrag- Menge Schnupftabak/Tag muassen im Zusammenhang mit
ten dem Gewinnspiel beurteilt wer-
den, da ein Teil der Verbraucher

Tabelle 6: Ergebnis der Verbraucherstudie

9 %

ohne Angabe

35/5/ < ]gg g:zgn:g den Konsum wahrscheinlich
0 P . o .

18 % 20 g Snuff / Tag hc_Jher einschatzt, um die G}e-
12 % 30 g Snuff / Tag winnchancen zu erhdhen. Beim
9 % 40 g Snuff / Tag tagiichen Verbrauch von 10g
18 % >40g Snuff werden je nach Marke

zwischen 50 mg (Schmalzler)

und 206 mg (Lowenprise) Niko-
tin in die Nase eingefuhrt. Bei
einer Aufnahme von 75 % des Nikotins entspricht dies 38-155 mg Nikotin/ Tag,
wofur ein Raucher von Filterzigaretten 54-220 Zigaretten oder 2-11 Packchen, ein
Raucher filterioser schwarzer Zigaretten 32-120 Zigaretten oder 2-6 Packchen am
Tag verbrauchen mifite. Die Mengen an Nikotin und TSNA (NNN+NNK) die beim
Konsum von 10 g Snuff von den Schnupfern aufgenommen wurden, sind im Ver-
gleich zu den unter a) vorgestellten Daten in der folgenden Tabelle wiedergegeben.

Tabelle 7: Nikotin und TSNA Aufnahme bei 10 g Snuff taglich bzw. TNSA Aufnahme
bei 14 mg Nikotin jeweils unter Bericksichtigung, dafl nach Russell et al.
(1983) nur 75% aufgenommen werden

Probe Nikotin NNN + NNK NNN+ NNK Snuffmenge
{mg/Tag) (ng/Tag) {ng/Tag) (9/Tag)
bei 10 g Snuff bei 10 g Snuff | bei Aufnahme von 14 mg
Nikotin/Tag
Léwenprise 206 18 2 0.9
Gawith Apricot 120 19 3 1.6
Ozona 116 20 3 1.6
Radford Snuff 86 25 5 22
Gletscherprise 85 22 5 2.2
Schmalzler 52 48 17 36
Singletons Snuff 81 15 4 2.3
Rumney’s Export 79 17 4 2.4
Medicated No. 99 95 24 5 2.0
Hedges Snuff 41 59 27 45
Top Mill No. 1 76 21 5 25
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Die Aufnahme des Snuffs ist im Vergleich zur Zigarette nur von der gewlnschten
Nikotinaufnahme des Konsumenten abhangig. Limitierende Faktoren der Zigarette,
wie Stickoxidkonzentration oder Kohlenmonoxidaufnahme durch den Rauch, die es
dem Raucher nicht erméglichen viel mehr als 2 Schachteln pro Tag zu konsumieren,
sind bei den rauchlosen Tabakprodukten nicht gegeben. Deshalb konnten auch von
Russell ef al. (1981) bei einem britischen Champion-Schnupfer eine Nikotinkonzen-
tration von 129 ng/ml Plasma als bisher noch nie beobachtete Hochstkonzentration
gemessen werden. Die in der erwdhnten Studie erreichten Hoéchstkonzentrationen
bei starken Rauchern lagen dagegen nur bei 77 ng Nikotin / ml Plasma. Auch bei
Konsumenten von Mundtabaken wird eine hdhere Nikotinaufnahme als bei Rau-
chern festgestellt und diskutiert, dal dies neben der langeren Absorptionsmoglich-
keit aus den Mundtabaken auch am Fehlen der simultanen Exposition mit Kohlen-
monoxid liegen kann (Huhtasaari ef a/. 1992; Bolinder ef al. 1992). Es ist somit sehr
schwierig eine durchschnittliche Konsummenge von Schnupftabak (z.b. 5-10 g) zur
Berechnung der Exposition mit TSNA zugrundezulegen. Im Zusammenhang mit dem
Vergleich der Exposition mit cancerogenen Stoffen Uber den Zigarettenkonsum er-
scheint es sinnvoll, von einer definierten Aufnahme von Nikotin (wie unter a) bear-
beitet) auszugehen. Ein Vergleich von Mundtabaken und Schnupftabak ist proble-
matisch, da bei Mundtabaken zu viele unbekannte Faktoren wie endogene Nitrosie-
rung, l&ngere Exposition und Verschlucken der Speichellésung eine Rolle spielen.

7.3. Vergleich mit Aufnahmedaten aus der Literatur

In einer Studie von Tricker et a/. (1992) wurde die TSNA Exposition durch rauchlose
Tabakprodukte verschiedener Lander verglichen. Dabei wurde fur England und
Deutschland ein Schnupftabakkonsum von 2 g/Tag zugrunde gelegt. Fir orale An-
wendung von Tabaken wurde fur England ein Konsum von 4.5 g/Tag, fur Indien
5 gfTag und Schweden 15.9 g/Tag (Osterdahi und Slorach, 1983) angegeben. In
amerikanischen Studien Gber den Verbrauch von Mundtabaken werden jeweils 10 g
als tagliche Aufnahme vorausgesetzt. In Tabelle 8 sind diese Daten im Vergleich zu
den in dieser Studie ermittelten Werten aufgefihrt, wobei ein taglicher Verbrauch
von 2 g Snuff und 10 g Snuff als Berechnungsgrundlagen verwendet wurden.
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Tabelle 8. Mittlere tagliche Exposition mit NNN und NNK durch verschiedene Snuff-
sorten im Vergleich zu Daten aus der Literatur

Land Gebrauch  Tagliche Nitrosaminbelastung (pg/Tag)

(a/Tag) NNN NNK Referenz
nasal (UK) 2 15 4 (Tricker und Preussmann, 1992)
nasal (FRG) 2 16 6 (Tricker und Preussmann, 1992)
oral (UK) 4.5 8 6 (Tricker und Preussmann, 1992)
oral (moist snuff, 15.9 53 13 (Tricker und Preussmann, 1952)
Schweden)
oral (Zarda, Indien} 5 67 20 (Tricker und Preussmann, 1992)
oral, dry (USA) 10 340 90 (Adams et al. 1987)
oral, moist (USA) 10 83 25 (Hoffmann ef al. 1984)
Pé&schl 2 6 1 diese Studie
andere Firmen 2 3 1 diese Studie
englische Snuffs 2 7 2 diese Studie
Paschl 10 29 6 diese Studie
andere Firmen 10 17 5 diese Studie
englische Snuffs 10 37 9 diese Studie

Da in dieser Studie im Vergleich zu friheren Schnupftabakuntersuchungen gerin-
gere TSNA-Gehalte ermittelt wurden, ist naturlich auch die errechnete mittlere tag-
lich verfigbare Menge an TSNA geringer.

8. Metabolismus der TSNA unter dem Aspekt der nasalen
Applikation

Der Metabolismus der TSNA verlauft wie bei den filichtigen Nitrosaminen uber o-
Hydroxylierung durch mikrosomale P-450-abhédngige-Monooxygenasen (Hecht und
Hoffmann, 1988: Hoffmann und Hecht, 1985). Dabei entstehen a-Hydroxy-nitros-
amine, die unter Aldehydabspaltung in Diazchydroxide (bergehen. Diese kénnen als
Elektrophile mit nucleophilen Zentren der Biomolekiie (DNA) zu stabilen Addukten
reagieren, so dall gentoxische Effekte ausgelost werden kénnen. Die Reaktion kann
direkt oder Uber den Zerfall des Diazohydroxids zu einem Carbeniumion als ultima-
lem Carcinogen erfolgen. in Abbildung 6 ist die a-C-Hydroxylierung von NNN und
NNK, die in der 2°- und 5°-Position stattfinden kann, skizziert. Metabolisierungs-
produkte, die in in vifro Gewebekulturen als ungebundene Metabolite nachgewiesen
werden konnten, sind unter anderem 4-Oxo-4-(3-pyridyl)-butanal (Ketoaldehyd), 4-
Oxo-4-(3-pyridyl)-butano! (Ketoalkohol oder HPB), 4-Oxo-4-(3-pyridyl}-butterséure
(Ketosaure), 4-Hydroxy-(3-pyridyl)-buttersdure (Hydroxysaure) und 4-Hydroxy-4-(3-
pyridyl)-butanol {Brittebo et a/. 1983).
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Abbildung 6: Einige Metaboliten der a-C-Hydoxylierung von NNN und NNK

In Bezug auf die in dieser Studie untersuchten Schnupftabake ist der Metabolismus
der TSNA in der Nasenschleimhaut von Relevanz. Hierzu konnte in zahlreichen
Tierstudien festgestelit werden, dalR NNN und NNK, die fur die Carcinogenitat von
Bedeutung sind, von der Nasenschleimhaut effizient umgesetzt werden konnen
(Brittebo et al. 1983: Van Benthem et al. 1991; Castonguay et al. 1989).

In vitro Kulturen der Nasenschleimhaut von F344 Ratten zeigten eine hohe Aktivitat
im Metabolismus von NNN und NNK zu hydroxylierten Substanzen, die ins Kultur-
medium abgegeben werden (Brittebo ef al. 1983). Untersuchungen der Umsetzung
von NNK mit Nasenmikrosomen von Spague-Dawley Ratten ergaben ebenfalls die o
-Hydroxylierung ais hauptsachlichen Abbauweg, d.h. die Bildung des Ketoalkohols
und Ketoaldehyds, und eine Reaktionsrate die gegenuber Lungenmikrosomen 200-
fach erhoht ist (Smith ef al. 1992). Spezifische Isoenzyme der Cytochrom-P450-ab-
hangigen Monooxygenasen mit hoher Aktivitat sind nach den Autoren fur die hohe
Umsetzungsrate in der Nase verantwortlich (Guo et al. 1992; Smith et al. 1992).
Nach oraler Gabe von NNK an Ratten (F344) zeigte die Nasenmucosa im Vergleich
zur Leber eine 3- bis 4-fach héhere Alkylierungssrate d.h. Gehalt an 0®8-Methylgua-
nin (Belinsky et al. 1986). In Audioradiographiestudien an Ratten konnte nach i.v.
Gabe von markiertem NNN und NNK die Radioaktivitét hauptsachlich im respirativen
und epithelialen Nasengewebe der Ratten nachgewiesen werden (Brittebo et al.
1983).

Affen zeigen ebenfalls eine hohe Metabolisierungsrate von NNN und NNK, wobei
der Gehalt an gebundenen Metaboliten von [2°-14CINNN in der Nase ca. 1.5-fach
héher im Vergleich zur Leber ist (Castonguay et al. 1985).
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In Mikrosomen von olfaktorischem und respiratorischem Nasengewebe von Hasen
konnte ebenfails eine spezifische Aktivitat zur Bildung des Ketoaldehyds und Keto-
alkohols von NNK nachgewiesen werden. Die Aktivitdt der a-Hydroxylierung ist
etwas geringer als in Rattenmikrosomen und das Metabolitenmuster um NNN-N-oxid
im Vergleich zu Ratten erweitert (Hong et a/. 1992). .

Eine Carcinogenitatsstudie von NNN in Nerzen als Nicht-Nager-Spezies zeigte nach
subcutaner Applikation ausschliefllich die Ausbildung von Tumoren in der Nasen-
hohle der Tiere, wodurch sie als Modellsysteme fir Nasencarcinogenitat geeignet
sind (Koppang et al. 1992).

Untersuchungen des Metabolismus von NNN und NNK an menschlichen Gewebe-
kulturen von Osophagus, Lunge, Trachea und der Nasenhdhle zeigten die Fahigkeit
der a-Hydroxylierung dieser Nitrosamine in den Geweben auf, wobei das Ausmaf}
jedoch um 1/10 bis 1/100 geringer als in Tiergeweben ist. Im Vergleich der einzelnen
Gewebe wurde von der Nasenmucosa innerhalb 24 Std. 100% des zugegebenen
NNN (10 nmol) metabolisiert, wahrend Trachea und Bronchien nur 1% umsetzten.
Auch NNK wird von den Geweben umgesetzt, allerdings betragt die o-Hydroxylie-
rung weniger ais 1% der eingesetzten Menge (Castonguay ef al. 1983).

Die cben aufgefGhrten Studien machen deutlich, da das Nasengewebe als primarer
Expositionsort der TSNA aus dem Schnupftabak durchaus in der Lage ist, die Nitro-
samine in einem hohen Ausmaf zu ultimalen Carcinogenen zu aktivieren. Eine Még-
lichkeit, das AusmaR der Belastung mit TSNA am Menschen direkt zu messen, be-
steht in der Bestimmung von spezifischen Hamoglobinaddukten, die vor kurzem
identifziert wurden (Hecht ef al. 1991; Carmella et al. 1990; Richter ef al. 1992).
Hintergrund dieser Untersuchungen ist der Metabolismus von NNN und NNK Gber o-
Hydroxylierung, der neben Methylierung zu einer Pyridyloxobutylierung der Biomole-
kule fahren kann. Da Methylierungen von einer Vielzahl von Substanzen ausgelost
werden, sind pyridyloxobutylierte Addukte von Hamoglobin oder DNA als Biomarker
geeigneter. Nach milder Basenbehandlung konnte die Freisetzung von 4-Oxo-4-(3-
pyridyl)-butanol oder 4-Hydroxy-1-(3-pyridyl)-1-butanon (HPB) als spezifisches Ad-
dukt der tabakspezifischen Nitrosamine aus dem Hamoglobin isoliert werden (siehe
Abb.6). Hdmoglobinaddukie haben gegentber DNA-Addukten die Vorteile der leich-
ten Zuganglichkeit, langere Lebenszeit der Erytrozyten und damit die Moglichkeit
der Erfassung einer chronischen Exposition und einer guten Korrelation zu DNA-
Addukten (Hammond ef a/. 1993).

Die Messung der 4-HPB-Addukte von Rauchern, Nichtrauchern und Konsumenten
von Mundtabaken ergab in einer Studie von Carmella et a/. (1990) unerwartet hohe
mittlere Hamoglobinadduktkonzentrationen von 517 fmol HPB/g Hamoglobin bei
Anwendern von Mundtabaken im Vergleich zu 80 fmol/g bei Rauchern und 30 fmol/g
bei Nichtrauchern. Die Autoren gehen bei Rauchern und Konsumenten von Mund-
tabak von einer geschéatzten Aufnahme von 5 pg/Tag NNN und NNK aus. Es konnte
keine Korrelation zwischen dem Ausmaf und der Dauer der oralen Snuffanwendung
bzw. Anzahl der Zigaretten und den HPB-Gehalten festgestellt werden. Als Ursache
fur die wesentlich hohere Adduktmenge bei Konsumenten von Mundtabaken wird
zum einen eine schnelle Bindung der Metabalite an Hamoglobin bei einer oraler Auf-
nahme und zum anderen eine endogene Nitrosierung von Nikotin und Nornikotin im
Magen diskutiert. Eine endogene Nitrosierung von Nikotin kann jedoch nach einer
Studie von Tricker et al. (1993) an Rauchern und Nichtrauchern ausgeschlossen
werden. Zudem wird diskutiert, dal Uber das Rauchen, nicht aber Uber die rauchlo-
sen Tabakprodukte, Fre_amdstoff—metabolisierende Enzyme aktiviert werden, die die
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Adduktbildung bei Rauchern durch Detoxifizierungsreaktionen verringern (Carmella
et al. 1990).

Ahnliche Ergebnisse, die Carmella et al. (1990) bei Konsumenten von Mundtabaken
erzielte, konnte Richter et al. (nichtpublizierte Daten 1993) bei der Untersuchung der
HPB-Addukte von Schnupfern, Rauchern und Nichtrauchern feststellen. Im Plasma
von Schnupfern wurden im Mittel 425 fmol HPB/g Hamoglobin, bei Rauchern
70 fmol/g und bei Nichtrauchern 37 fmol/g nachgewiesen. Parallel dazu wurden in
den verschiedenen Konsumentengruppen auch Hamoglobinaddukte von 4-Aminobi-
pheny! (4-ABP), einem Blasencarcinogen, nachgewiesen, das auch im wesentlichen
auf das Rauchen zurtckgefihrt werden kann (Richter et al. 1992). 4-Aminobipheny!l
kommt hauptséchlich im Nebenstromrauch (bis zu 143 ng/Zigarette), wenig im
Hauptstromrauch (bis zu 5 ng/Zigarette) und nicht in den rauchlosen Tabakproduk-
ten vor (Patrianakos und Hoffmann, 1979). Dabei zeigte sich das erwartete Bild, daf
im Plasma der Raucher im Mittel die hochsten Konzentrationen des 4-Aminobi-
phenyladdukts von 132 pg/g Hamoglobin nachgewiesen werden konnten. Im Ver-
gleich dazu konnten im Plasma von Nichtrauchern 29 pg/g und von Schnupfern nur
15 pg Addukt/g Hamoglobin detektiert werden. Die héheren Adduktgehalte von 4-
Aminobiphenyl der Nichtraucher gegenuber Schnupfern kann mit einer héheren Ex-
position der Nichtraucher zu Tabakrauch in der Umgebung, sogenanntem ETS (=
environmental tobacco smoke) zusammenhangen. In einer kurzlich veréffentlichten
Studie konnte gezeigt werden, daRl die 4-Aminobiphenyl-Adduktmenge mit steigen-
der Exposition zu ETS ebenfalls ansteigt (im Mittel <0.5 pg/m3 Nikotin/Woche =
15 pg 4-ABP-Addukt/g Hamoglobin; im Mittel >2 ug/m3 Nikotin /Woche = 26 pg/g)
(Hammond et al. 1993). Die sehr geringen HPB-Addukigehalte von Rauchern ge-
genuber Schnupfern wird von Richter ef a/. mit der Hypothese diskutiert, dal} in der
Lunge der Metabolismus der TSNA durch Nikotin selektiv gehemmt wird. Erste Ver-
suche an Ratten mit NNK und einem 500-fachen Uberschuf? an Nikotin bestatigen
diese Hemmung, jedoch nur bei subcutaner Gabe, d.h. bei einem first-pass Metabo-
lismus in der Lunge. Allerdings konnte in diesem Zusammenhang Hong et al. (1992)
zeigen, dal® Nikotin die a-Hydroxylierung von NNK durch Cytochrom-P-450-Isoen-
zym NMa kompetitiv hemmt. Dieses Isoenzym konnte auch in olfactorischen und
respiratorischen Mikrosomen von Hasen nachgewiesen werden, so dall eine hem-
mende Wirkung von Nikotin in der Nase nicht ausgeschlossen werden kann. Die
hohen HPB-Addukigehalte im Plasma der Schnupfer kénnen unter Umsténden auf
die hohe Umsatzrate der TSNA in der Nase zurlckzufihren sein. Zudem kénnen die
geringeren Werte bei Rauchern auf inhibierende Effekte von Substanzen im Tabak-
rauch zurlickgefuhrt werden.
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9. Diskussion der Ergebnisse in Bezug auf ein mogliches
Krebsrisiko

Verbindungen, die eine Bedeutung fur ein mogliches Krebsrisiko von Schnupftabak
besitzen, stellen die tabakspezifischen Nitrosamine (TSNA), insbesondere NNN und
NNK dar.

Die mittlere tagliche Exposition eines regelmaRigen Schnupfers mit diesen Carcino-
genen ist mit der mittleren Belastung eines Rauchers (20 Zigaretten / Tag) ver-
gleichbar. Bei dieser Aussage ist allerdings zu bericksichtigen, dal? der mittlere tag-
liche Konsum von Schnupfern schwer zu erfassen ist. Durch das Fehlen der Stick-
oxid- und Kohlenmonoxidexposition als wesentlich limitierenden Faktor des Rau-
chens ist der Konsum von Schnupftabak und damit die Aufnahme von Nikotin bei
Schnupfern stark von dem individuellen Konsumentenverhalten abhéngig und kann
fast unbegrenzt in die Héhe getrieben werden. So konnte Russell et al. (1981) im
Plasma eines britischen Schnupfers Hochstkonzentrationen von Nikotin von
129 ng/ml nachweisen, wéhrend bei regelmanigen Rauchern nur bis zu 77 ng Niko-
tin/m! Plasma detektiert wurden. Die ebenfalls erhdhte Nikotinaufnahme von Mund-
tabakkonsumenten wird auch auf das Fehlen der simultanen Exposition mit Kohlen-
monoxid zurtickgefuhrt, wobei hier jedoch die langere Absorptionsméglichkeit des
Nikotins eine gréRere Rolle spielt (Huhtasaari et al. 1992; Bolinder et al. 1992). Da
die Nikotinaufnahme mit der Aufnahme der TSNA aus dem Schnupftabak gleichge-
stellt ist, kann im Einzelfall von wesentlich héheren TSNA-Belastungen bei Schnup-
fern ausgegangen werden.

Als Folge der hoheren Nikotinaufnahme konnte in einer "Cross-sectional-Studie” in
Schweden eine Pravalenz zu erhdhtem Blutdruck bei rauchlosen Tabakkonsumen-
ten im Vergleich zu Rauchern und "Tabak-freien" Personen aufgezeigt werden
(Bolinder ef al. 1992). In der erwahnten Studie werden allerdings unter rauchlosen
Tabakkonsumenten vor allem Anwender der Mundtabake verstanden, da mit Aus-
nahme von Deutschland und England der nasale Gebrauch des Snuffs nur wenig
verbreitet ist.

Die uber den Schnupftabak aufgenommenen tabakspezifischen Nitrosamine mussen
als Pracarcinogene mit Hilfe von Enzymsystemen zu den eigentlichen ultimalen
Carcinogenen aktiviert werden. Wie aus den verschiedenen in vitro und in vivo Stu-
dien (siehe Kapitel 8) hervorgeht, scheinen die Voraussetzungen zur Aktivierung der
Nitrosamine zu carcinogenen Verbindungen in den Nasengeweben besonders gut
gewahrleistet zu sein (Reed, 1993). Dies kann unter anderem durch die Studie von
Richter ef al. belegt werden. Dabei konnten im Plasma von regelmafRigen Schnup-
fern wesentlich mehr tabakspezifische Hamoglobinaddukte als bei Rauchern nach-
gewiesen werden. Eine hohe Metabolisierungsrate der Stoffe nach nasaler Applika-
tion zeigt sich auch durch die héheren Plasma-Cotininkonzentrationen von Schnup-
fern im Vergleich zu Rauchern. Cotinin stellt ein Abbauproduki des Nikotins dar und
konnte im Plasma von Schnupfern im Mittel in 23% hoherer Konzentration als bei
Rauchern nachgewiesen werden, obwohl die mittlere Plasma-Nikotinkonzentration
bei beiden Verbrauchergruppen bei regelmaRigem Konsum ahnlich ist (Russell et a/.
1981).

In Bezug auf den Metabolismus bzw. die Aktivierung der TSNA zu ultimalen Car-
cinogenen sind immer die individuellen Unterschiede zu beachten (Castonguay et a/.
1983). In einer Untersuchung der tabakspezifischen Hamoglobinaddukte konnte in
23% der untersuchten Mundtabakkonsumenten und in 18% der Raucher wesentlich
erhéhte Adduktmengen im Vergleich zu anderen Probanden der jeweiligen Gruppe
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aufgezeigt werden (Carmella et al. 1990). Zudem ist der EinfluR anderer Stoffe wie
z.B. Nikotin auf den Metabolismus der TSNA von Bedeutung. Nikotin hemmt den
Metabolismus von NNN und NNK in oralem Geweben von Ratten, wobei die Wir-
kung auf NNN etwas gréRer als auf NNK ist. Dabei ist der inhibierende Effekt um so
gréRer, je héher die Konzentration des Nikotins in den Kulturmedien gewahlt wurde
{Murphy und Heiblum, 1990). Die inhibierende Wirkung von Nikotin beruht wahr-
scheinlich auf einer Konkurrenzreaktion zwischen Nikotin und NNK um das metaboli-
sierende Enzymsystem und darauf, dal Nikotin und NNK als Liganden far nikotini-
sche, cholinerge Rezeptoren konkurrieren (Schuller et al. 1991). Hong et al. (1992)
konnte feststellen, dal das Enzymsystem, das NNK metabolisiert und von einem
Uberschuf von Nikotin gehemmt wird, im olfaktorischen Nasengewebe von Hasen
zu finden ist, so dal davon ausgegangen werden kann, daf? der hemmende Effekt
von Nikotin auch in der Nase stattfinden kann. Da Nikotin in den Tabaken in 500-
fach hdheren Konzentrationen als die TSNA vorhanden ist, ist eine Hemmung des
Metabolismus von NNN und NNK durch Nikotin bei Verwendung von Schnupftabak
nicht auszuschlieRen. Damit wird jedoch auch das Krebsrisiko Uber diese Verbin-
dungen gemindert.

In diesem Zusammenhang muR auch darauf verwiesen werden, dall es bisher keine
epidemiologischen Studien in dem fur die untersuchten Schnupftabake interessie-
renden Konsumentenraum gibt, die eine Korrelation zwischen der Verwendung von
Schnupftabak und der Entstehung von Nasenhohlen- bzw. Nasennebenhohienkrebs
aufzeigen. Zwei Fall-Kontrollstudien bei einer Bantu-Subpopulation in Sudafrika zei-
gen zwar ein schwach erhohtes Nasenkrebsrisiko mit dem Gebrauch von Snuff,
jedoch ist zum einen nicht geklart, ob der Snuff oral oder nasal angewendet wird,
zum anderen besitzt der Snuff eine besondere Zusammensetzung, die mit europai-
schen Schnupftabaken nicht zu vergleichen ist. Er enthélt Asche von Aloe und ist
stark mit Schwermetallen belastet. Andere Tabakkonsumgewohnheiten, wie z. B.
das Rauchen wurden in der Studie zudem nicht berucksichtigt (Baumschlag und
Keen, 1971; Higginson und Oettlé, 1960). Die Untersuchung von 160 Patienten mit
Nasenhohlen- und Nasennebenhdhlenkrebs eines Krankenhauses in North Caroli-
na/Virginia im Vergleich zu 290 Kontrollen ergab eine Korrelation fur Plattenepithel-
carcinome (relativ risk: RR=1.9) und fur Adenocarcinome (relativ risk: RR=3.1} im
Zusammenhang mit dem Gebrauch von rauchlosem Tabak, worunter jedoch oraler
Snuff verstanden wird (Brinton et al. 1984). In dieser Studie wurden ebenfalls even-
tuelle begleitende Rauchgewohnheiten auler Acht gelassen. Neuere Studien, in
denen auch die nasale Anwendung von Snuff beriicksichtigt wird, wurden von
Sankaranarayanan et al. in Indien durchgefuhrt. Dabei konnte eine Korrelation zwi-
schen dem Schnupfen und Zahnfleischkrebs festgestellt werden (Sankaranarayanan
et al. 1989), jedoch kein Zusammenhang zur Krebsentstehung am Kehlkopf
(Sankaranarayanan ef al. 1990) oder Osophagus (Sankaranarayanan et al. 1991).
Die Autoren geben zu bedenken, daR die Korrelation zwischen der Anwendung von
Snuff und der Entstehung von Zahnfleischkrebs (RR = 3.9 bei taglichem Gebrauch)
noch einmal best&tigt werden muf3, da nur wenige Probanden (5) zur Verfugung
standen. Nachteil dieser Studie ist, dal die Zusammensetzung der in der Nase ver-
wendeten Schnupftabake nicht bekannt ist. Die TSNA Gehalte indischer Schnupf-
tabake sind nach Studien von Tricker und Preussmann (1988; 1989; 1992) stark
unterschiedlich. In Zarda konnten wesentlich héhere Gehalte, bis zu 13.4 mg/kg
NNN und NNK, als in europaischen Schnupftabaken nachgewiesen werden (Tricker
und Preussmann, 1988), so daf} die Vergleichbarkeit nicht gewahrleistet ist. Im Ge-
gensatz zum Schnupftabak existieren zur Anwendung von Mundtabaken eine Reihe
von Studien Uber positive Korrelationen zwischen Mundtabakkonsum und der Ent-
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wicklung von Mundhéhlenkrebs (Boyle ef a/. 1990; Cullen et al. 1986; Connolly et al.
1986; Kaugars et al. 1992; Langdon, 1985; Winn, 1988) und anderen Krebsarten wie
z.B. Osophaguskrebs (Winn, 1988), Magenkrebs (Kneller et al. 1991), Postatakrebs
(Hsing et a/. 1990) und Bauchspeicheldrusenkrebs {(Heuch et al. 1983). In einer Stu-
die von Tolbert et a/. (1991) konnte bei Konsumenten von Mundtabaken eine grole-
re Anzahl von Mikrokernen in Epithelzellen der Backengewebe nachgewiesen wer-
den als bei Rauchern oder Rauch- und Tabak-freien Personen. Da jedoch bei der
Anwendung von rauchlosen Tabakprodukten im Mund und in der Nase vollig andere
Bedingungen berlcksichtigt werden mussen (langere Absorptionszeiten, bakterielle
Umgebung im Mund, Verschiucken der Substanzen), ist ein Vergleich der Studien
von Mundtabakkonsumenten mit Studien Gber Schnupfer nicht aussagekréftig.

Im Vergleich zur Zigarette sind im Schnupftabak als rauchlosem Tabakprodukt
natdrlich wesentlich weniger Stoffe enthalten, die eine bekannte. carcinogene Wir-
kung im Tierversuch aufweisen. Im Zigarettenrauch sind Gber 2000 verschiedene
Substanzen enthalten wie z.B. aromatische Amine, 4-Aminabiphenyl oder 2-Naph-
tylamin (Vineis et al. 1990). In diesem Zusammenhang zeigte ein Vergleich der
mutagenen Aktivitat von Urinen von Rauchern mit dem von Konsumenten von
Mundtabaken eine wesentlich erhdhte Aktivitat bei den Rauchern (Curvall et al.
1987). Auch das Herzinfaktrisiko ist bei Rauchern erhéht, wéhrend bei taglichem
Snuffgebrauch kein erhéhtes Risiko festgestellt werden konnte (Huhtasaari ef al.
1992). Die Autoren dieser Fall-Kontroll-Studie gehen davon aus, dal? beim Rauchen
die Toxizitadt von Kohlenmonoxid oder der aromatischen Kohlenwasserstoffe bei
myocardialen Erkrankungen eine grof3e Rolle spielen.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, da® durch die Anwendung von
Schnupftabak eine mit dem Rauchen vergleichbare Exposition mit tabakspezifischen
Nitrosaminen gegeben ist. Das Enzymsystem, das diese Pracarcinogene zu den
eigentlich, im Tierversuch wirksamen Carcinogenen metabolisiert, ist im Nasenge-
webe reichlich vorhanden. Neuere Studien zeigen jedoch eine Inhibierung des
Enzymsystems durch ein Uberschufd Nikotin, der im Tabak vorhanden ist. Inwieweit
letzteres auch auf den Nitrosaminmetabolismus in der menschlichen Nasenschleim-
haut zutrifft, ist noch unbekannt. Im Gegensatz zum Zigaretten- und Mundtabakkon-
sum existieren bisher keine eindeutigen epidemiclogischen Studien zur Korrelation
zwischen der nasalen Anwendung von Snuff und der Entstehung von Krebs. Somit
kann eine Krebsentstehung durch Verwendung von Schnupftabak nicht ausge-
schlossen werden, jedoch bisher auch nicht eindeutig belegt werden.
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10. Analytik

10.1. Vorbereitung der Proben

4-5 g Schnupftabak oder Tabakmeh| wurden Gber Nacht mit 100 ml 0.01n NaOH, in
der 100 ppm Natriumethylmercurythiosalicylat enthalten sind, extrahiert. Nach
Zentrifugation der Proben wurde der Uberstand zur Analytik auf tabakspezifische
und nicht-flichtige Nitrosamine verwendet.

10.2. Analytik der tabakspezifischen Nitrosamine

Die Bestimmung der praformierten TSNA in den Schnupftabakproben und -mehlen
erfolgte nach der Methode von Spiegelhalder et al. (Spiegelhalder et al. 1989). Hier-
zu wurden 10 mi der vorbereiteten alkalischen Tabaklésung (aus 1.) mit 1 mi interner
Standarditsung NPICPEN (N-Nitrosopentyl-3-picolylamin in Ethanol) in einer Kon-
zentration von 1 yg/mi und 10 ml Wasser versetzt. Diese Losung wurde einer flus-
sigfflussig Extraktion an Extretlut (Merck, Darmstadt) unterworfen. Dazu wurde eine
Glassaule mit 2 g Extrelut, 5 g Ascorbinséure und weiteren 18 g Extrelut (Merck)
gefilit. Zur Extraktion wurde die waftrige Lésung auf die S&ule gegeben und nach
30 mindtiger Einwirkzeit mit 40 ml Dichlormethan in ein Kuderna-Danish-Konzentra-
tor, der aus einem graduierten 10 ml Receiver und einem Luftkihler mit Kugelauf-
satz besteht, eluiert. Nach Zugabe von 1.5 ml Hexan und einigen Siedesteinen wird
die Probe im Heizblock bei 80 C auf 5 ml eingeengt. Nach dem Abkuhlen wird der
Konzentrator mit 1-2 ml Dichlormethan gespult und die Lésung unter Stickstoff auf
1 m} eingeengt. Nach dem Abfillen wird diese Ldsung zur Gaschromatographie
verwendet.

Die fur diese Proben optimalen Gaschromatographiebedingungen sind:

Saule; 2.4 m x 2 mm Glassaule mit 3 % OV 275 auf Chromosorb
WIHP

Tragergas: Helium 30 mi/min

Injektor: 220°C

Temperaturprogramm: 180°C/2min mit 7°C/min auf 200°C/2 min mit 10°C/min auf
240 min/20 min

Ein typisches Gaschromatogramm einer Standardmischung der TSNA ist in der fol-
genden Abbildung wiedergegeben. Unter den gewahlten Bedingungen werden
NAT/NAB nicht getrennt. Die Nachweisgrenze der Methode betragt 0.1 pg/kg Tabak.
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Abbildung 7: Chromatogramm eines TSNA-Standards (1 ug/ml in Ethanol),
1: NPICPent (interner Standard), 3: NAT, 4: NNN, 5: NNK11.3. Bestimmung der

nicht-fluchtigen Nitrosamine

10.3. Bestimmung der nicht-fliichtigen Nitrosamine

Die Bestimmung der nicht-flichtigen Nitrosamine erfolgt nach der Methode von
Tricker et al. (1988). Hierzu werden 10 ml der alkalischen Tabakldsung (siehe 1.) mit
15 g Ammoniumsulphat, 1 ml 15 % Amoniumsulphamatiésung in 3.6 n Schwefel-
saure und 1 ml interner Standard NCPIP (N-Nitroso-4-carboxypiperidin, 1 pg/ml in
Aceton) versetzt. Diese Lésung wird auf eine Glasséule, die mit 2 g Extrelut, 5 g
wasserfreiem Ammoniumsulphat und weiteren 18 g Extrelut beschickt ist, zur flus-
sig/flussig Extraktion gegeben. Nach 30 min Einwirkzeit werden die nicht-flichtigen
Nitrosamine mit 80 ml Ethylacetat in einen 150 ml Rundkolben eluiert. Die Losung
wird am Rotationsverdampfer bei 40°C bis zur Trockene abrotiert. Um dies zu errei-
chen, ist es hilfreich 50 mi Cyclohexan zuzugeben und erneut abzurctieren. Der
trockene Ruickstand im Kolben wird mit Aceton in einen Spitzkélbchen dberfGhrt und
unter Stickstoff zur Trockene abgeblasen. Durch Zugabe einer konzentrierten
Diazomethanlésung werden die Carbonséuren 30 min bei Raumtemperatur methy-
liert. Nach Abblasen der Diazomethanldsung unter Stickstoff wird die Probe in 1 ml
Methancl aufgenommen und zur Gaschromatographie verwendet.

Gaschromatographiebedingungen:

Saule: 1.2 m x 2 mm Glassaule mit 10 % OV 275 auf Volaspher A2
Tragergas: Helium 30 ml/min
Injektor: 200° C

Temperaturprogramm: 160°C/0Omin mit 5°C/min auf 200°C/20 min
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Ein typisches Gaschromatogramm einer Standardmischung der methylierten, nicht-
fluchtigen Nitrosamine ist in der folgenden Abbildung wiedergegeben. Die Nach-
weisgrenze der Methode betragt 0.1 pg/kg Tabak.

3
2
4
1 5
r -
0 20 Zeit

Abbildung 8: Gaschromatogramm eines Standardgemisches der nicht-fliichtigen
Nitrosamine (Konzentration 1 ug/ml in Acefon). 1: NSAR; 2: NPIC; 3: NMPA, 4:
NPROQ; 5: NCPIP (interner Standard)

10.4. Nitrat/Nitrit-Bestimmung

Zur Bestimmung des Nitrit/Nitrat-Gehaltes der Tabakproben wurde ebenfalls der
alkalische Uberstand (wie unter 1. beschrieben) verwendet. Nitrit wurde nach Diazo-
tierung mit Sulfanilamid und anschlieRender Kopplung mit N-(1-nahptyl)-ethylen-
diamin als Diazofarbstoff photometrisch bestimmt. Die Messung erfolgte bei 450 nm
in einem kontinuierlichen DurchfluRphotometer. Nitrat wird nach Reduktion in einer
Kupfer-Cadmium-Séaule wie Nitrit nachgewiesen und die Konzentration aber Diffe-
renzbildung ermittelt. Der Mefbereich fur Nitrit liegt zwischen 1 und 50 ppm, fur
Nitrat zwischen 2 und 250 ppm. Héher konzentrierte Lésungen wurden mit dest.
Wasser verdunnt und nochmals vermessen. Die Eichung des Gerates erfolgte mit
Nitrit-/Nitratstandardlésungen. Durch Vergleich der Peakhdhen wurden die Ni-
trit/Nitratgehalte der Proben bestimmt.
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