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The hydrochlorides from tetracycline and six tetracycline derivatives * — 7-dimethylamino-6-des- 
methyl-6-desoxytetracycline [minocycline], 7-chlorotetracycline [chlorotetracycline], 7-chloro-anhy- 
drotetracycline [anhydrochlorotetracycline, 7-chloro-6-desmethyltetracycline [demethylchlorotetra- 
cycline], 5-hydroxytetracycline [oxytetracycline] and 6-desoxy-5-hydroxytetracycline [doxycycline] 
— were reacted with different amounts of sodium nitrite at 37 °C for two hours in aqueous buffer 
solutions at pH 2 and 4.

Dimethylnitrosamine formation was confirmed by gas-liquid chromatography and by combined 
gas-liquid chromatography/mass-spectrometry from minocycline, doxycycline, oxytetracycline and an­
hydrochlorotetracycline.

Dimethylnitrosamine formation from minocycline and doxycycline was blocked by ascorbic acid. 
The catalytic effect of sodium thiocyanate for the dimethylnitrosamine formation from minocycline 
and nitrite was investigated.

The different reactivity of the investigated tetracycline derivatives towards nitrite in acidic 
solutions is discussed by stereochemical considerations in connection with the formation of hydrogen 
bridge linkages. This hypothesis was confirmed by dimethylnitrosamine formation from anhydro­
chlorotetracycline and sodium nitrite at pH 2.

Einleitung

Nicht nur sekundäre Amine, sondern auch tertiäre 
Amine vermögen mit Nitrit in saurer Lösung unter 
Bildung von Nitrosaminen zu reagieren. Die Bil­
dung von Diäthylnitrosamin aus Triäthylamin und 
salpetriger Säure wurde erstmals von Geuther 1 be­
schrieben. Einen Mechanismus für diese desalkylie- 
rende Nitrosierung schlugen Smith et al. 2>3 vor.
Endprodukte dieser Reaktion sind ein Nitrosamin 
und eine Carbonylverbindung. Über die Historie 
der Reaktion berichtet Hein 4.

Nahezu alle im Tierversuch getesteten Nitrosamine 
erwiesen sich als kanzerogen 5~7. Eine Gefährdung 
des Menschen durch diese chemischen Karzinogene 
gilt als wahrscheinlich.

Nitrosamine wurden mit zuverlässigen analyti­
schen Methoden im Bereich 0,1 —80 ppb vereinzelt 
in Lebensmittelproben nachgewiesen 8. Es waren dies 
Dimethylnitrosamin, Diäthylnitrosamin und Nitroso- 
pyrrolidin.

Sonderdruckanforderungen an Dr. Harald Röper, Institut 
für Organische Chemie und Biochemie der Universität,
Martin-Luther-King-Platz 6, D-2000 Hamburg 13.

* Bei einigen Verbindungsnamen im Text handelt es sich 
um eingetragene Warenzeichen.

Neben diesen präformierten Nitrosaminen, die 
z. B. mit der Nahrung aufgenommen werden kön­
nen, gilt die Aufmerksamkeit seit längerer Zeit auch 
den Vorstufen von Nitrosaminen, also Verbindungen 
mit sekundärer oder tertiärer Aminstruktur und 
Nitraten und N itriten9, besonders nachdem eine 
Nitrosamin-Synthese im Tiermagen aus sekundärem 
Amin und Nitrit nachgewiesen w urde10. Bei den 
Verbindungen mit tertiärer Aminstruktur stehen ali­
phatische A m ine11-13, aber auch bestimmte Pesti­
zide 14,15 und Arzneimittel16-18 im Mittelpunkt des 
Interesses.

Das Ausbeutemaximum der Nitrosaminbildung 
aus sekundären Aminen10,19 und tertiären A m inen11 
liegt bei pH 3. In engem Zusammenhang mit den 
kinetischen Untersuchungen stehen Experimente mit 
Katalysatoren und Hemmstoffen einer Nitrosamin- 
Synthese in vitro und in vivo.

Thiocyanat-Anionen katalysierten die Nitrosamin- 
Synthese in vitro 20-22 und in vivo 23. Auch die Bil­
dung von Dimethylnitrosamin aus Aminopyrin, 
einem tertiären Amin, mit Nitrit in saurer Lösung 
wird durch Thiocyanat-Ionen katalysiert24. Thio- 
cyanat ist im menschlichen Speichel vorhanden25. 
Eine Katalyse der Nitrosamin-Synthese im neutralen 
und basisdien Medium durch Carbonylverbindungen
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wurde von Keefer bewiesen 26, 27. Er diskutierte auch 
die Möglichkeit einer Katalyse durch Metallionen 28.

Als Hemmstoffe einer Nitrosamin-Synthese im 
Magen aus Aminen und Nitrit sind natürliche „Ni­
trit-Fänger“ , wie primäre Amine, Aminosäuren29, 
P ro teine30,31, Phenole32, T annine33 u .a . zu nen­
nen. Die Ascorbinsäure wurde erstmals von Mir- 
vish 34 als Hemmstoff einer Nitrosamin-Synthese in 
vitro erkannt. Er wies diese Hemmung bei der Nitro­
sierung sekundärer und tertiärer Amine, z. B. Oxy­
tetracyclin, nach35. Sie beruht auf einer schnellen 
Reaktion der Ascorbinsäure mit Nitrit 36.

Die Bildung von Dimethylnitrosamin aus einem 
Tetracyclin-Antibiotikum (Oxytetracyclin) und Ni­
trit in saurer Lösung wurde erstmals von Lijinsky 
et a l .16>17 nachgewiesen. Das Ergebnis wurde von 
Mirvish 34 und Rao 18 bestätigt. Diese in vitro Mo­
dell-Versuche wurden insbesondere hinsichtlich der 
gewählten Nitrit-Konzentrationen unter nicht-physio­
logischen Bedingungen durchgeführt. Die Ausbeuten 
an Dimethylnitrosamin waren dabei relativ hoch.

Das Ausbeutemaximum der Nitrosamin-Bildung 
wurde zwischen pH 3 und pH 4 gefunden. Scheunig 
und Z iebart37 wählten als Reaktionsmedium Magen­
saft. Die eingesetzten Mengen an N itrit38 entspra­
chen eher realen physiologischen Verhältnissen im 
menschlichen Magen. Eine Bildung von Dimethyl­
nitrosamin konnte nicht nachgewiesen werden. Um­
fassende in vitro Nitrosierungsexperimente am Oxy­
tetracyclin unter simulierten „magenähnlichen“ Be­
dingungen in wäßrigem Milieu wurden von einer 
Arbeitsgruppe der Fa. Hoechst AG 39 durchgeführt. 
Die Ausbeuten an Dimethylnitrosamin, bezogen auf 
eingesetztes Oxytetracyclin, betrugen 0,002 — 0,05%.

In verschiedenen Ubersichtsartikeln wird über die 
Nitrosamin-Problematik berichtet 40_4°.

W ir haben eine Reihe von Tetracyclin-Derivaten 
vergleichend auf eine mögliche Dimethylnitrosamin- 
Bildung in Gegenwart von Nitrit untersucht (Tab. 1). 
Es wurde versucht, die Versuchsparameter dieser in 
vitro Nitrosierungsreaktionen denen anzugleichen, 
die unter bestimmten Bedingungen auch im mensch­
lichen Magen auftreten können (Tetracyclin- und 
Nitrit-Konzentrationen, pH-Bedingungen, Tempera­
tur, Reaktionszeit). Auch der katalytische Einfluß 
von Thiocyanat-Ionen und der hemmende Effekt von 
Ascorbinsäure auf eine Dimethylnitrosamin-Bildung 
unter physiologischen Konzentrationsverhältnissen 
wurden in die Untersuchungen einbezogen. Hierbei 
können die tatsächlichen Verhältnisse im Magen mit

diesen Reaktionen nur teilweise simuliert werden. 
Sie sind jedoch für die Abschätzung einer möglichen 
Gefährdung des Menschen durch eine in vivo Bil­
dung von kanzerogenem Dimethylnitrosamin aus 
Tetracyclinen und Nitrit im Magen wichtig.

Materialien und M ethoden

Tetracycline (Tab. I)
Tetracyclin (Achromycin HCl), Minocyclin (Mi­

nocyclin HCl), 7-Chlortetracyclin (Aureomycin 
HCl) und Demethylchlortetracyclin (Ledermycin 
HCl) wurden von der Fa. Lederle-Cyanamid, Oxy­
tetracyclin HCl von der Fa. Hoechst und Doxycyclin 
HCl von der Fa. Pfizer zur Verfügung gestellt.

Anhydrochlortetracyclin (Anhydroaureomycin 
HCl) wurde nach der Vorschrift von Stephens et 
al. 46 präparativ dargestellt. Die Schmelzpunkte stim­
men mit Literaturangaben überein. Die eingesetzten 
Tetracyclin-Mengen entsprechen etwa den in der 
Therapie applizierten höchsten Einzeldosen (Tab. II.) 
Alle Reagentien und Lösungsmittel erwiesen sich 
als frei von Amin- und Nitrosamin-Verunreinigun­
gen.

Natriumnitrit
Es wurde N atrium nitrit p.a. (Fa. Merck) einge­

setzt. 10  ppm (mg/kg) N aN 02 werden im mensch­
lichen Magen bei normaler Ernährung nicht über­
schritten 47. Eine bakterielle Reduktion von Nitrat zu 
Nitrit ist bei dem niedrigen Magen-pH einge­
schränkt.

Die mittlere Nitrataufnahme eines US-Bürgers 
wurde von W hite48 auf 106 mg Nitrat/Tag ge­
schätzt. Zwei Drittel des Nitrits, das den Magen er­
reicht, kann aus dem Speichel herrühren, ein Drittel 
aus gepökelten Fleisch-Produkten. Der Nitritgehalt 
des menschlichen Speichels kann bei übermäßiger 
und einseitiger Nahrungsaufnahme bis zu 300 ppm 
(z.B. bei Genuß von Portulak) betragen49. Über 
Nitrat- und Nitritgehalte von Lebensmitteln und 
Trinkwässern wurde berichtet 50~52.

Die in den Modellversuchen eingesetzten Mengen 
von N atrium nitrit betrugen 30 mg, 20 mg, 10  mg 
und 1 mg in je 100 ml Reaktionslösung. Dies ent­
spricht 300 ppm, 200 ppm, 100 ppm und 10 ppm 
N aN 02 in dem Reaktionsansatz (Tab. II) .

Reaktionsbedingungen
Das Volumen des Mageninhaltes beim Menschen 

beträgt etwa 50 ml im nüchternen Zustand und 
500 ml nach Einnahme einer normalen Mahlzeit.

Der pH-Wert normal aciden Mageninhalts liegt 
bei etwa pH 2. Bei Anacidose sind die pH-Werte 
zu höheren Werten verschoben. Das pH-abhängige 
Ausbeutemaximum der Dimethylnitrosamin-Bildung
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Antibiotikum R i r 2 r 3 r 4 r 5 Untersuchte
Präparate

Achromycin, 
Hostacyclin, 
Tetracyclin u. a.

Tetracyclin H H c h 3 OH H Achromycin HCl 
98%, MG 480,9 
Batch 6070 D 4,74

Minocin 7-Dimethylamino-6- 
desmethyl-6-desoxy- 
tetracyclin [Minocyclin]

H H H H N (CH2) 3 Minocyclin HCl 
81,9%, MG 493,94 
Batch 198 4,74

Aureomycin u. a. 7-Chlor-tetracyclin
[Chlortetracyclin]

H H c h 3 OH CI Aureomycin HCl 
97,2%, MG 515,34 
Batch 3234 E 10,74

Ledermycin u. a. 7-Chlor-6-desmethyl- 
tetracyclin
[Demethylchlortetracyclin]

H H H OH CI Ledermycin HCl 
95,6%, MG 501,32 
Batch 738 10,74

Terramycin u. a. 5-Hydroxy-tetracyclin
[Oxytetracyclin]

H OH CHS OH H Freie Base 
MG 460,44 
Hydrochlorid 
MG 496,90

Vibramycin 6-Desoxy-5-hydroxy- H OH c h 3 H H Doxycyclin HCl
tetracyclin
[Doxycyclin]

MG 480,9 
lot 636-58146

aus Oxytetracyclin wurde zwischen pH 3 und pH 4 
gefunden 16-18.

Die Nitrosierungsexperimente wurden jeweils in 
100 ml Volumina wäßriger Pufferlösungen von pH 2 
und pH 4 (s. u.) durchgeführt. Es wurde 2 Stunden 
lang bei 37 °C umgesetzt. Die Reaktionen wurden 
in 250 ml Rundkolben (NS 29) mit Rückflußkühler 
durchgeführt.

0,1 M Natriumcitratpuffer (pH 2)
58,82 g Natriumcitrat 2 H20  (Fa. Merck) wur­

den in einem 2 1 Meßkolben mit destilliertem Wasser 
aufgefüllt und mit 49,2 ml konz. HCl auf pH 2 ein­
gestellt (Glaselektrode).

0,2 M Natriumacetatpuffer (pH 4)
54,4 g Natriumacetat 3 H20  (Fa. Merck) wur­

den in einem 2 1 Meßkolben mit destilliertem Wasser 
aufgefüllt und mit 26,3 ml konz. HCl auf pH 4 ein­
gestellt (Glaselektrode).

Katalyse durch Thiocyanat-Ionen
Der Speichel von Nichtrauchern enthält 0,5 —1,0 

m M  Thiocyanat im Liter, der von Rauchern kann bis 
zu 5,0 m M  im Liter enthalten25. Nach B oyland21 
sekretiert ein Mensch 3 3 0 —1000m l Speichel und

2000 — 3000 ml Magensaft pro Tag. Der Speichel 
wird im Magen durch Magensaft, Nahrung und Ge­
tränke verdünnt. Der Verdünnungsfaktor wird auf
5 — 10 geschätzt.

Bei Nichtrauchern mit 1,0 m M  Thiocyanat im 
Liter Speichel entspricht dies bei einem Verdün­
nungsfaktor von 10 etwa einer Konzentration von 
0,1 m M  Thiocyanat pro Liter im Magen (8,1 mg 
NaSCN/11). Bei Rauchern mit 5,0 m M  Thiocyanat 
im Liter Speichel entspricht dies bei einem Verdün­
nungsfaktor von 10 einer Konzentration von 0,5 m M  

Thiocyanat pro Liter im Magen (40,5 mg NaSCN/ 
11). Diese Thiocyanat-Konzentrationen wurden bei 
den Katalyse-Experimenten zugrunde gelegt.

Hemmung durch Ascorbinsäure
Bei diesen Experimenten wurde Ascorbinsäure 

(Fa. Merck) in molarem oder doppelt molarem Ver­
hältnis zum verwendeten Nitrit zugesetzt. Eine Zu­
sammenstellung der Experimente zeigt Tab. II.

Nitrosamin-Analytik
a) Aufreinigung und Aufkonzentrierung der P ro­

ben. Wiederfindungsrate 
Nach beendeter Reaktion wurden die Reaktions­

ansätze mit 3 g NaOH alkalisiert, mit NaCl gesät-



Tab. II. Versuche und Ergebnisse zur entalkylierenden N itrosierung von Tetracyclin-Derivaten mit N atrium nitrit in saurer 
Lösung unter Bildung von Dimethylnitrosamin *.
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Tetracyclin-
Derivat

[mg] [mM]

N aN 02

[mg] [mM] [ppm] pH

DMNA-Gesamt- 
ausbeute ** 
(gaschromato­
graphisch)

[%] GC
MS

Achromycin HCl 200 0,42 30 0,44 300 2 _ _
200 0,42 10 0,15 100 2 — —

200 0,42 1 0,015 10 4 — —
200 0,42 30 0,44 300 4 — —

200 0,42 10 0,15 100 4 — —
200 0,42 1 0,015 10 4 - —

Aureomycin HCl 200 0,39 30 0,44 300 2 — —
200 0,39 30 0,44 300 4 - —

Anhydroaureo­ 170 0,34 30 0,44 300 2 7,0 0,02 +
mycin HCl

Ledermycin HCl 200 0,40 30 0,44 300 2 — —
200 0,40 30 0,44 300 4 — —

Minocyclin HCl 250 0,51 30 0,44 300 2 750, 660, 734 2,0; 1,8; 2,0 +
250 0,51 20 0,29 200 2 304 0,9 +
250 0,51 10 0,15 100 2 220,170, 243 0,6; 0,5; 0,7 +
250 0,51 1 0,015 10 2 20 0,05 +
250 0,51 30 0,44 300 4 420,490 1,1; 1,3 +
250 0,51 10 0,15 100 4 440 1,2 +
250 0,51 1 0,015 10 4 83 0,2 +
250 0,51 10 0,15 100 2 4 mg NaSCN *** 183 0,5 +

[0,5 mM/1]
250 0,51 10 0,15 100 2 1 mg NaSCN 228 0,6

[0,123 mM/1]
250 0,51 30 0,44 300 2 77,4 mg Ascorbin­ 21, 24 0,06; 0,07 +

säure ***
[0,44 mM]

250 0,51 30 0,44 300 2 154,8 mg Ascorbin­ — — —
säure

[0,88 mM]
Oxytetra­ 250 0,50 30 0,44 300 2 30 0,08 +
cyclin HCl
Doxycyclin HCl 216,4 0,45 30 0,44 300 2 12, 9 0,04; 0,03 +

216,4 0,45 30 0,44 300 2 154,8 mg Ascorbin- 9

säure

* Alle Reaktionen wurden in einem Puffervolumen von 100 ml, bei 37 °C, 2 Stunden lang unter Rühren durchgeführt. 
** Die Ausbeuten an Dimethylnitrosamin sind auf die eingesetzten Tetracyclinhydrochloride bezogen.

*** Reihenfolge der Komponentenzugabe: Minocyclin HCl, Ascorbinsäure, N itrit bzw. Minocyclin HCl, NaSCN, N aN 0 2 . 
— : DMNA nicht nachgewiesen.
Der Nachweis von DMNA durch GC/MS-Analyse erfolgte beim Anhydroaureomycin und Doxycyclin aus weiter aufkonzen­
trierten Lösungen.

tig und einer Wasserdampfdestillation unterworfen. 
150 ml wäßriges Destillat wurden aufgefangen und 
mit 2 ml konz. H 2S 0 4 angesäuert. Nach Sättigung 
der Lösung mit NaCl wurde mit 3 x  10  ml CHoCL 
(Uvasol für Fluoreszenzspektroskopie, Fa. Merck) 
extrahiert. Die vereinigten CH2C12-Extrakte wurden 
über Na2S 0 4 getrocknet und filtriert. Im schwachen 
Stickstoff ström wurde zuerst auf ein Volumen von 
8 ml und nach Zugabe von 2 ml n-Hexan p. a. (Fa. 
Merck) auf ein Endvolumen von 1 ml (geeichter

Meßkolben) eingeengt. Je 1 fi\ der CH2C12-Extrakte 
wurde gaschromatographisch (s. u.) analysiert.

Die Wiederfindungsrate wurde mit Dimethyl- 
nitrosamin-Lösungen bekannten Nitrosamingehaltes 
bestimmt. Sie beträgt 6 6%.

b) Quantitative Nitrosamin-Bestimmung mit Gas­
chromatographie. Nachweisgrenze

Die quantitativen Dimethylnitrosamin-Bestim- 
mungen erfolgten gaschromatographisch an einem
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Gaschromatographen, Modell Fractovap 2101 (Fa. 
Carlo-Erba), mit Flammenionisationsdetektor unter 
folgenden Arbeitsbedingungen: 2 m Glassäule [ 0 a :
6 mm, 0 , :  2 mm] gepackt mit 15% Carbowax 4000 
+  3% KOH auf Kieselgur 60/100 mesh (Fa. Per- 

kin-Elmer). No-Strömung: 30 ml/min (10 0  °C ), 
Säulentemperatur: 140 °C (isotherm), Detektor- 
Abschwächung: 1/16.

Die Gesamtretentionszeit von Dimethylnitrosamin 
beträgt unter diesen Bedingungen 233 sec.

Die quantitativen Dimethylnitrosamin-Bedingun- 
gen erfolgten mit Hilfe eines Computer-Integrators, 
Modell: Autolab System I (Fa. Spectra-Physics) 
nach der „Externen-Standard-Methode“ . Die aus den 
Nitrosierungsansätzen gemessenen Dimethylnitros- 
amin-Mengen wurden hinsichtlich der Wiederfin- 
dungsrate korrigiert (Tab. II) . Die Nachweisgrenze 
des Detektors (FID) betrug unter den Analyse­
bedingungen ~  3 ng Dimethylnitrosamin/1 ju\ 
CHXlo-Lösung.

c) Nachweis von Dimethylnitrosamin mit Gaschro­
matographie /  Massenspektrometrie. Nachweis­
grenze

Die eindeutige Identifizierung gebildeten Dime- 
thylnitrosamins erfolgte durch kombinierte Gaschro­
matographie/Massenspektrometrie an einem GC/MS- 
System, Modell MAT 111 (Fa. Varian MAT), unter 
folgenden Arbeitsbedingungen: 3 m Glassäule [ 0  a: 
3,18 mm, 0 [ i  1,7 mm] gepackt mit der unter b) er­
wähnten Phase. He-Strömung: 15 ml/min (25 °C ), 
Säulentemperatur: 100 °C, Elektronenenergie: 80 
eV, Elektronenstrom: 270 juA.

Bei der GC/MS-Analyse war von 15 ng Dimethyl­
nitrosamin in der Ionenquelle noch ein einwand­
freies Massenspektrum zu erhalten.

Diskussion der Ergebnisse

Auffällig ist, daß von den fünf erstmals unter­
suchten und im Handel befindlichen Tetracyclin- 
Derivaten (Tab. II) unter nahezu identischen Reak­
tionsbedingungen nur das Minocyclin HCl und das 
Doxycyclin HCl mit Nitrit in saurem Medium, je 
nach pH-Bedingungen und gewählten Nitrit-Konzen­
trationen, unterschiedliche Mengen an Dimethyl­
nitrosamin bilden. Die Ausbeuten, bezogen auf ein­
gesetztes Minocyclin HCl betragen 0,05 — 2,0% der 
Theorie, auf eingesetztes Doxycyclin HCl 0,03, 
0,04% der Theorie.

Beim Minocyclin HCl ist der Abfall der Nitros- 
amin-Ausbeuten mit sinkender Nitrit-Konzentration 
bei konstanter Minocyclin HCl-Konzentration aus 
der Kinetik der Reaktion zu erklären.

Die Nitrosamin-Ausbeuten liegen für die Ver­
suche mit 30 mg N aN 02 bei pH 2 höher ( 1,8  — 
2,0%), als bei pH 4 (1,1; 1,3%). Für die mit 10  mg 
und 1 mg N aN 02 sind die Nitrosamin-Ausbeuten 
bei pH 4 höher ( 1 ,2 % bzw. 0,2%) als bei pH 2 
(0,5 — 0,7% bzw. 0,05% ). Diese Befunde sind durch 
unterschiedliche Reaktionsmechanismen und Kinetik 
der Reaktion bei veränderten Konzentrationen zu 
erklären.

Die Nitrosierungsversuche mit Minocyclin HCl 
unter Thiocyanat-Katalyse, entsprechend den Kon­
zentrationen im Raucher- bzw. Nichtrauchermagen, 
mit 0,5 m M  NaSCN/1 bzw. 0,123 m M  NaSCN/1 und 
100  ppm N aN 02 bei pH 2 zeigen nach einer Reak­
tionszeit von 2 Stunden bei 37 °C keinen Unter­
schied in der Nitrosamin-Ausbeute (0,5% und 0,6%) 
im Vergleich zur nicht katalysierten Reaktion (0,5 —
0,7%). Da das gebildete Nitrosamin nach einer 
Reaktionszeit von zwei Stunden gemessen wurde, ist 
jedoch nicht auszuschließen, daß eine Beschleunigung 
der Reaktion in der ersten Reaktionsphase auftritt.

Die Versuche zur Hemmung der Dimethylnitros- 
amin-Bildung mit Ascorbinsäure zeigen deutliche 
Effekte. Bei molarem Verhältnis von Ascorbinsäure 
und Nitrit wird eine Hemmung der Nitrosamin-Bil­
dung von 97% beobachtet. Bei der Umsetzung von 
Minocyclin HCl mit einem molaren Verhältnis von 
Ascorbinsäure und Natriumnitrit von 2 : 1 wird 
eine 100% Hemmung der Nitrosamin-Bildung beob­
achtet. Der gleiche Effekt wurde beim Doxycyclin 
HCl nachgewiesen. Die zum Vergleich durchgeführte 
Reaktion mit 250 mg Oxytetracyclin HCl ergab eine 
Dimethylnitrosaminausbeute von 0,08% (30 jug) . 
Ergebnis und Reaktionsbedingungen sind denen der 
Hoechster Gruppe 39 ähnlich. Unter identischen Reak­
tionsbedingungen wurden aus 250 mg Minocyclin 
HCl im Mittel 710 ,ug Dimethylnitrosamin nachge­
wiesen, also im Vergleich zum Oxytetracyclin HCl 
die 24fache Menge. Eine abschließende Beurteilung 
dieser Ergebnisse als Risikofaktor für den Menschen 
ist zur Zeit nicht möglich. Im Realfall, d. h. im 
menschlichen Magen ist das Reaktionsgeschehen sehr 
komplex. Im Magensaft, vor allem im Speisebrei 
werden eine Reihe von Substanzen, z. B. Amine, 
Aminosäuren, Proteine, Phenole u. a., mit demTetra- 
cyclin-Derivat um das nitrosierende Agenz konkur­
rieren und teilweise auch verbrauchen. Dadurch 
würde die Nitrosamin-Ausbeute noch herabgesetzt, 
vielleich dessen Bildung, wie durch die Ascorbin­
säure, vollständig verhindert.
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Bis zur Klärung dieser Problematik wird als P rä­
ventivmaßnahme die gleichzeitige Applikation von 
Ascorbinsäure empfohlen, um eine mögliche endo­
gene Dimethylnitrosamin-Bildung im Magen zu 
hemmen.

Eine Erklärung für die unterschiedliche Reaktivi­
tät der untersuchten Texracyclin-Derivate gegenüber 
Nitrit in sauren Pufferlösungen im Hinblick auf eine 
Dimethylnitrosamin-Bildung läßt sich in folgender 
Weise geben (Tab. I ) :

Achromycin, Aureomycin und Ledermycin tragen 
als Rest R4 an C-6 eine OH-Gruppe. Es ist anzuneh­
men, daß die Tetracyclinhydrochloride in Lösung zu 
einem geringen Teil mit den freien Tetracyclinbasen 
im Dissoziationsgleichgewicht stehen. Am Molekül­
modell läßt sich zeigen, daß bei den genannten Ver­
bindungen die OH-Gruppen an C-6 (Ring C) mit 
der epimerisierten Dimethylaminogruppe an C-4 
(Ring A) intramolekulare Wasserstoffbrückenbin- 
dungen ausbilden können. Derartige reversible Epi­
merisierungen bei Tetracyclinen in Pufferlösungen 
zwischen pH 2 und pH 6 sind untersucht53. Ein 
elektrophiler Angriff von NO+ auf das freie Elek­
tronenpaar der Dimethylaminogruppe ist behindert.

Die Gültigkeit dieser Arbeitshypothese wurde 
exemplarisch am Aureomycin HCl durch das Experi­
ment belegt. Die für die Wasserstoff brücke verant­
wortliche OH-Gruppe an C-6 /wurde in saurer Lö­
sung unter Bildung von Anhydroaureomycin elimi­
niert 46, 54. Dieses Tetracyclin-Derivat wurde unter 
Standardbedingungen mit Nitrit bei pH 2 umgesetzt. 
Die Bildung von Dimethylnitrosamin wurde massen- 
spektrometrisch nachgewiesen (Tab. II ) .

Im folgenden werden die Verhältnisse bei den 
Tetracyclin-Derivaten erörtert, bei denen eine Di­
methylnitrosamin-Bildung nachgewiesen wurde:
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