Stofiwechselversuche mit radioaktiv markiertem Buttergelb®.
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(Eingelangt am 28. Juni 1954.)

Mit Radiokohlenstoff am Kern markiertes Buttergelb wurde
an Ratten verfuttert. Nach Ablauf bestimmter Zeit wurde die
spezifische Radioaktivitét des Kohlenstoffs in Organen der Tiere
bestimmt. Die spezifische Aktivitdt des Kohlenstoifs ist in
manchen anderen Organen von der gleichen GréBenordnung
wie in der Leber. Auffallend hohe und lange andauernde
Aktivitét zeigt das Blut, und zwar ist die Aktivitdt mit den
Blutkdrperchen vergesellschaftet. Der Radiokohlenstoff wird
aus dem Korper innerhalb weniger Wochen ausgeschieden, und
zwar hauptsichlich durch den Harn, zu einem geringeren Teile
durch die Faeces. Kein Radiokohlenstoff wird veratmet.

Einleitung.

Das sogenannte Buttergelb (p-Dimethylamino-azobenzol) ist ein
fettloslicher Farbstoff, der durch Jahrzehnte zum TFirben von Butter,
Kise und Margarine verwendet wurde. Im Jahre 1936 wurde zuerst
von Kinosita' und in der Folgezeit von einer groBen Anzahl Autoren?
berichtet, dal Buttergelb bei Ratten nach entsprechend langer Fiitterung
in einem hohen Prozentsatz nach anfinglicher Leberschidigung zum
Auftreten von Lebercirrhose, Leberadenomen und schlieSlich Leber-
carcinomen  fithrt, Seither sind zahlreiche morphologische? 4 5,

* Herrn Prof. Dr. L. Ebert zum 60. Geburtstag in Verehrung zugeeignet.
1 R. Kinosita, Trans. Soc. Path. Japoun. 27, 665 (1937).
2 Siehe J. Zeitlhofer, Der Krebsarzt 6, 154 (1951).
® N. Brock, H. Druckrey und H. Hamperl, Z. Krebsforsch. 50, 431 (1940).
4 E.L.Opie, J. Exper. Med. 80, 231 (1944).
® Siehe J.A. Miller und E.O. Miller, Advances in Cancer Research 1,
339 (1953).
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chemische? ¢ und pharmakologische” Untersuchungen angestellt worden,
die der Aufklirung der Wirkungsweise des Buttergelbs dienen sollen.
Unter anderem wurden die Abhiingigkeit der Krebserzeugung von der
Dosis? und der Abbau des Buttergelbs im Tierkdrper untersucht®.

Zur Aufklirung des Stoffwechsels ist offenbar die Verwendung
markierten Buttergelbs von groBem Vorteil. Tatséichlich ist Buttergelb
mit schwerem Stickstoff, mit schwerem inaktiven Kohlenstoff und auch
mit langlebigem radioaktiven Kohlenstoff markiert worden, und zwar
im letzteren Falle an den Methylgruppen®. Da aber zu vermuten ist,
daff die Verfolgung des Weges des Benzolkern-Kohlenstoffs im Korper
mehr Aufschluf} iitber den Mechanismus der Krebsentstehung geben wird,
als die Verfolgung des Weges des Methyl-Kohlenstoffs, wurde neuerdings
aus Radiocanilin ein am Benzolkern markiertes Buttergelb hergestellt®.
Dieses Buttergelb enthilt Radiokohlenstoff in dem Benzolring, der die
Dimethylaminogruppe nicht enthilt, und zwar ausschliellich in der
der Azogruppe benachbarten Stellung.

TUm nun den Weg dieses Kohlenstoffs im Koérper zu verfolgen, haben
wir einer Anzahl Ratten je eine Portion Buttergelb per os zugefiihrt.
Von einer Mehrfachfiitterung wurde zunichst abgesehen, um mdoglichst
einfache Versuchsbedingungen zu schaffen. Nach bestimmten Zeitinter-
vallen wurden die Tiere getitet und mehrere Organe auf Radioaktivitat
gepriift, Diese zeigt an, welcher Teil des Kohlenstoffs, der im Buttergelb
die genannte Stellung einnimmt, sich zur gegebenen Zeit im betreffenden
Organ befindet. Der Kohlenstoff kann natiirlich in Form von intaktem
Buttergelb oder von Abbauprodukten vorliegen.

Experimentelle Durchfiihrung.

Die verwendeten Tiere méinnlichen und weiblichen Geschlechtes ent-
stammen einem seit Jahren am Institut fiir Pathologische Anatomie fort-
geziichteten gesunden Rattenstamm, der in iiblicher Weise mit Nahrungs-
mittelabfillen gefiittert wird. Hine besondere Diét wurde nicht eingehalten.
Das Kérpergewicht der verwendeten Tiere betrug im Mittel etwa 250 g,
streute jedoch betrdchtlich.

Nach einer Hungerperiode von 24 Stdn. wurden mittels Schlundsonde
3 mg markierten Buttergelbs in 0,8 ml Olivensl direkt in den Magen der
Tiere eingebracht. Jede Portion enthielt 0,25 Microcurie Radiokohlenstoff,
entsprechend etwa 555000 Zerfillen pro Min. Die Sonde wurde mit 1 ml
Olivensl nachgespiilt. Die verabreichte Menge wurde von den Tieren gut
vertragen.

Wurden die Tiere innerhalb von 24 Stdn. nach der Fiitterung getdtet,

¢ H.v. Euler, B.v.Buler und H.Hasselquist, Z. Krebsforsch. 59, 652
(1954).

7 H. Druckrey und K. Kipfmiiller, Z. Naturforsch. 3 b, 254 (1948).

8 Siehe Anm. 9.

® 0. Hromatka und L. Schlager, Mh. Chem. 85, 29 (1954).
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so bekamen sie keine weitere Nahrung. Erfolgte die Tétung dagegen erst
zu einem spiteren Zeitpunkt, so erhielten sie wieder ihr gewohntes Futter.
Die Tiere wurden durch Nackenschlag getotet, sofort obduziert und die zu
untersuchenden Organe entnommen. Die Organe wurden sofort weiter-
verwendet; fiir eventuelle Mehrfachbestimmungen, wie sie bisweilen notwendig
waren, wurden sie bei — 20° C gelagert. Um Verluste zu vermeiden, wurde
von einer Homogenisierung abgesehen. Es ist zwar damit zu rechnen, daf
verschiedene Teile des gleichen Organs verschiedene Aktivitédten aufweisen
kénnen, doch dirfte der dadurch verursachte Fehler beim gegenwirtigen
Stand der Untersuchungen keine grofie Rolle spielen.

Zum Zwecke der Messung der Radioaktivitit wurde eine hinreichende
Menge des Organs nach der Methode von Van Slyke und Folch na verbrannt.
Die entstandene Kohlensdure wurde mit Natronlauge aufgefangen und mit
Bariumion gefélit. Aus dem erhaltenen Bariumkarbonat, das auch lingere
Zeit gelagert werden kann, wurde schlieflich die Kohlensdure mit Siure
wieder in Freiheit gesetzt und — ohne Zumischung von Fremdgasen —
zur Fullung eines Gas-Geiger-Zahlrohres verwendet. Da die MeBausbeute
mit diesem Gerdt nicht weit unter 1009, liegt, kOnnen selbst sehr geringe
Aktivitdten, wie sie tatsdchlich bei den meisten vorliegenden Versuchen
herrschen, noch gemessen werden. In der Regel wurde jede Probe einmal
16 Min. gemessen, das Zéhlrohr also blof einmal gefiillt, In einer Anzahl
von Fillen wurde die Fiillung und Messung jedoch mehrmals durchgefihrt;
dann wurden die arithmetischen Mittel der Einzelwerte eingesetzt.

Zur Auswertung wurde vorsichtigerweise angenommen, daf unter den
gegebenen MeBbedingungen nur Aktivitdten sicher nachweisbar und daher
signifikant sind, wo die gemessene Stofzahl den Leerwert von 47 bis 67 StéBe
pro Min. (je nach dem verwendeten Ziahlrohr) um mindestens vier St6Be
Gbertrifft; diese Schitzung zieht einerseits die statistische Schwankung
von Aktivitdt der Probe und Leerwert, anderseits auch die Méglichkeit von
Unsicherheiten bei der Messung in Betracht. Aktivitdten von drei oder
weniger wurden daher in Tabelle 1 als ,,Null eingezeichnet; in Wirklichkeit
moégen manche dieser Aktfivititen reell gewesen sein.

Ergebnisse.

Die Werte fiir die spezifischen Aktivititen in Tabelle I sind die
unmittelbar gemessenen experimentellen Werte nach Abzug des Leer-
wertes, wenn die Fiillung des Zahlrohres bis zum Normaldruck erfolgte.
Wenn der Filldruck anderseits vom Normaldruck abwich, so wurde
auf Normaldruck umgerechnet. Eine Normalfiillung entspricht 8,57 mg
Kohlenstoff.

AuBler den in Tabelle 1 genannten Organen wurden in einigen Fillen
auch andere Organe gemessen, ndmlich Knochen (Femur) und Haut,
doch wurde in ihnen keine Aktivitdt gefunden.

Um die Darstellung der Ergebnisse tibersichtlicher zu gestalten, sind
in Tabelle 2 die jeweils in bestimmten Zeitintervallen liegenden Zahlen-
werte der Tabelle 1 zu Mittelwerten zusammengezogen.

0 G. Rohringer und E. Broda, Z. Naturforsch, 8 b, 159 (1953).
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Tabelle 1. Spezifische Aktivitdten des Kohlenstoffs in den
Organen.
Versuch Zf’ib nach Organ -
Nr. Fiitterung . ] . Skelett- .
(Stdn.) Leber J Niere i Blut f Milz 1 Lunge muskel Hirn

23 2 23 5 25 ‘ 14 ' 19 ‘ 35 \ 11 —
24 2 25 | 28 | 17T | 18 19 9 4
25 2 45 19 | 29 ' 9 25 7 10
26 6 38 | 36 | 40 | I8 2 14| —
27 6 | 37 39 | 20 | 62 | 45 | 7 | 14
28 6 80 | 43 f 46 . 21 | 38 10 18
1 10 40 | 64 | 38 S ¥ S — — 5
2 10 54 26 | 28 | 28 ’ _ — 5
21 10 58 82 40 | 17 | 28 30 12
22 10 160 93 ' 63 44 | 36 22 ‘ —
3 24 32 ‘ 19 29 16 10 ‘ 7 1 0
19 24 | 32 | 35 | 58 | 16 | 15 | 0o | 1
20 24 31 33 | 25 | 10 | 48 8 16
5 48 12 | 16 / 37 12 11 0 5
11 48 10 |7 8 9 18 4 4
12 48 13 | 12 | 18 | 5 l 16 5 0
17 72 47 55 | 9 15 0 0
18 72 14 13 ‘ 41 ' o | 13 10 0
8 75 13| 5 | 25 5 | 12 o ! 0
9 93 9 | 5 | 22 0 | 15 8 | 0
10 120 8 5 10 | ol 12l o o
32 168 — = / o | — | = — ‘ —
29 240 8 8 8 o ! o0 0 —
13 264 6 ' 7 34 0 7 0 —
14 264 o | 1w 7 , 0 7 0 } —
16 360 o o0 ; 12 ! o 9 0 —
15 408 o | 7 { — | 0| 4 o | —
33 456 — — 5 | — —_ — —
30 840 — — | 0 ] — — — —
6 888 0 0o — 0 6 0 ‘ 0
7 984 o | 6 | — J o o | o

Aus den in Tabellen 1 und 2 zusammengefaBten spezifischen Aktivi-
tdten lassen sich die Gesamtaktivititen der Organe berechnen, wenn die
Kohlenstoffmengen in diesen Organen bekannt sind. Diese Kohlenstoff-
mengen wurden durch Multiplikation der Organgewichte mit ihren
Kohlenstoffgehalten berechnet.
allerdings am Menschen bestimmt worden waren, wurden der Literaturt
entnommen. Es ergeben sich die Werte der Tabelle 3. Der Einfachheit
halber sind nur die Frgebnisse zur Zeit der maximalen Aufnahme an
Radiokohlenstoff (6 und 10 Stdn.) angefiihrt. Das Gewicht des Blutes

Werte dieser Kohlenstoffgehalte, die

11 H. Vierordt, Anatomische, physiologische und physikalische Daten
und Tabellen. Jena. 1888.

Monatshefte fiitr Chemie. Bd. 85/4.
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Tabelle 2. Mittelwerte der spezifischen Aktivitdten.

Zeit . Organ

Versuch Nr. nach Fiitterung b o |
(Stdn.) Leber ‘ Niere | Blut \ Milz ’ Lunge Muskel; Hirn

23, 24, 25 2 s1 [ 24 | 20 | 15 | 26 | o | 7
26, 27, 28 6 52 | 39 ° 38 | 34 35 ' 10 16
1, 2, 21, 22 10 78 | 66 | 42 26 | 32 2 | 7
3, 19, 20 24 32 29 37 14 | 24 5 | 10
5, 11, 12 48 iz 12 021 9! 15 3 ‘ 3
8, 17, 18 7275 14 | 8 40 0 5 13 3 0
9, 10, 32 93, 120, 168 91 35 ! ‘ 0 | 13 ‘ 4 ‘ 0
29, 13, 14 240—264 5 11 16 1 0 ‘ 5 0 e
15, 16, 33 360—456 0 3 8 0 6 0 —
30, 6, 7 840—9084 0 3 — 0 3 01 o

Tabelle 3. Gesamtaktivitédten der Organe.

Mittleres | Normalkohien- | Kottt [ﬁ‘gcl;geiekst?slztlab Gesamt-

Organ Organgewicht ] stoffgehalt menge im pro me C aktxvxt.at

(g) (%) 1‘ Organ (mg) = und Min, ! pro Min.

a) Nach 6 Stdn.

Leber .... 6,08 15,9 970 6,1 5900

Niere..... 0,50 8,7 43 | 4,6 200

Blut ..... 16,67 11,5 , 1900 4,4 ‘v 8400

Milz...... 0,55 12,1 1 67 4,0 270

Lunge ... 1,54 10,7 160 4,1 660

Muskel . .. 86,7 11,7 © 10000 1,2 ¢ 12000

Hirn ..... 1,12 12,6 ; 140 1,9 ' 270

b) Nach 10 Stdn.

Leber .... 4,91 15,9 780 9,1 ‘ 7100

Niere..... 0,67 | 8,7 58 | 7,7 450

Blut ..... 10,57 | 11,5 1 1200 4,9 5900

Milz...... 0,31 12,1 : 37 3,0 ! 110

Lunge ... 1,62 10,7 ‘ 160 3,7 : 600

Muskel ... 69,5 1 11,7 8100 | 3,0 24000

Hirn ..... 0,96 | 12,6 120 0,82 : 100

wurde mit 1/, das der Muskulatur mit 2/, des Kérpergewichtes ein-
gesetzt.

Da das an jede Ratte verfiitterte Buttergelb eine Gesamtaksivitit
von 5556000 min—" aufwies, erkennt man durch Vergleich mit Tabelle 3,
dal} der beobachtete Hochstgehalt der Leber im Mittel nur etwa 1,39,
des gesamten, dem Tier zugefilhrten Radiokohlenstoffs betrug. In
Experimenten mit Buttergelb, das mit schwerem Stickstoff markiert
worden war, wurde eine Aufnahme durch die Leber in etwas kleinerem
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Ausmaf gefundeni?, Der Hochstgehalt einer Niere (10 Stdn.) betrigt
im Mittel 0,08, der Milz (6 Stdn.) 0,05, der Lunge {6 Stdn.} 0,01, der
Muskeln (10 Stdn.) 4,3, des Gehirns (6 Stdn.) 0,05 und des Blutes (6 Stdn.)
1,5%,. Damit erhebt sich die Frage nach dem Verbleib der Hauptmenge
des Radiokoblenstoffs.

Zur Feststellung dieses Verbleibes wurden fallweise Aktivitéits-
bestimmungen an verschiedenen Wandabschnitten des Verdauungs-
traktes, am Inhalt des Magen-Darmkanals sowie an Harn, Faeces und
der Atemluft vorgenommen. Diese Bestimmungen sind naturgemilf
weniger exakt als jene an den Organen der Tiere. Es ergab sich jedoch
einwandfrei, dal die Hauptmenge des Radiokohlenstoffs den Korper
mit dem Harn verlifit, ein Ergebnis, das damit im Einklang steht, dafl
auch schwerer Stickstoff aus markiertem Buttergelb hauptséichlich durch
den Harn ausgeschieden wird!2

Die Aktivitdt der ausgeatmeten Kohlensiure wurde acht Stun-
den nach Fitterung an einem Tier bestimmt. Es wurde keinerlei
meBbare Aktivitdt festgestellt. Daraus ergibt sich, dafll “uBerstenfalls
ein verschwindender Bruchteil des Radiokohlenstoffs mit der Atem-
luft den Kérper verlassen haben kann. Dieses Ergebnis steht in inter-
essantem Kontrast zu den Befunden fritherer Autoren (siehe %), die
nach Markierung des Buttergelbs an der Methylgruppe einen Haupt-
teil des Radiokohlenstoffs in der Atemluft fanden.

Die Bestimmungen am Inhalt des Verdauungstraktes ergaben, daB
der Mageninhalt nach 24 Stdn. nur mehr wenige Prozent der Aktivitit
aufweist, die er 10 Stdn. nach der Fiitterung hatte und daf nach 48 Stdn.
keine Aktivitdt mehr nachweisbar ist. Auch der Dinndarminhalt ist
nach 24 Stdn. nur mehr wenig aktiv, wihrend die Aktivitédten der Dick-
darminhalte nach 10 und nach 24 Stdn. dhnlich sind; 48 und 72 Stdn.
nach der Fitterung findet sich im Dickdarminhalt nur mehr wenig
Aktivitit. Wihrend aber die Aktivitit von Magen und Dinndarm
entsprechend dem physiologischen Resorptionsgefille im Inhalt stets
héher ist als in der Wand, um schlieBlich in beiden nach 48 Stdn. zu
verschwinden, fallt im Falle des Dickdarms auf, daf hier in den ersten
2 Tagen zunichst ebenfalls ein gleiches Verhalten nachweisbar ist, dann
aber am 3.Tag eine Umkehr stattfindet und jetzt bei 2 angestellten
Versuchen die Werte in der Dickdarmwand hoéher liegen als gleichzeitig
im Dickdarminhalt (Tier 17: spezifische Aktivitdt im Dickdarminhalt 16,
in der Dickdarmwand 110; Tier 18: spezifische Aktivitit im Dickdarm-
inhalt 0, in der Dickdarmwand 30).

Die nihere Untersuchung des Blutes ergab, daB die Aktivitit aus
dem Blutplasma relativ rasch verschwindet, in den Erythrocyten aber

12 M. Berenbom und J. White, J. Nat. Cancer Inst. 12, 583 (1951).
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lange nachweisbar bleibt und hier weniger mit dem Hémoglobin, mit
den lipoiden Blutschatten vergesellschaftet ist. Dal gerade die Blut-
korperchen Aktivitdt festhalten, ist schon frither bei Versuchen mit
3’ -Methyl-1%C-dimethylamino-azobenzol festgestellt worden (siehe 5).

Wurde die Ollssung von Buttergelb in vitro einer 10%igen Aufschwem-
mung von Hammelerythrocyten zugesstzt, wiederholt geschiittelt und
wurden nach 2 Tagen die Erythrocyten gewaschen und himolysiert,
so ergaben die Blutschatten ebenfalls eine Radioaktivitét.

Ein orientierender, unter gleichen Bedingungen wie bei den Ratten
durchgefithrter Versuch mit Meerschweinchen ergab 2 Tage nach der
Fiitterung eine relativ hohe Akfivitit in der Galle bei noch héherer
Aktivitdt in den Blutschatten und sehr geringer Aktivit#f im Serum.

Diskussion.

Die Einzelwerte, die die Grundlagen der Tabellen 1 bis 3 bilden,
streuen natiirlich in erheblichem Mafle. Diese Streuung ist wohl einer-
seits auf die biologische Variabilitdt des Versuchsmaterials (unter anderem
hatten die Tiere verschiedenes Gewicht und Alfer), anderseits auf eine
Verschiedenheit des weiter unten noch zu besprechenden Blutgehaltes
der Organe zuriickzufithren. Im ganzen ist aber die Glitte der Kurven,
die den zeitlichen Verlauf der Aktivitit der einzelnen Organe wiedergeben,
doch bemerkenswert.

Zunichst ist festzustellen, daf der Hauptteil des Radiokohlenstoffs
bei der hier verwendeten Dosierung durch einmalige Gabe innerhalb
der ersten zwei Tage aus dem Verdauungskanal aufgenommen wird. Er
verliBlt den Korper hauptsichlich mit dem Harn, in viel geringerem
MaBe mit Galle und Stuhl, wobei aus dem Dickdarm vom dritben Tag
nach Fitterung ebenfalls eine Ausscheidung stattfinden dirfte.

Der relative Gehalt der einzelnen Organe (spezifische Aktivitdt
ihres Kohlenstoffs) ist in den ersten Tagen nicht sehr verschieden. So
bleibt z. B. die Niere kaum hinter der Leber zuriick. Die Aktivitit aller
Organe nimmt mit der Zeit iiberraschend schnell ab, doch zeigen unsere
Versuche, daf das Blut eine Ausnahme bildet.

Da die spezifische Aktivitdt des Blutes besonders hoch ist, und zwar
itber einen lingeren Zeitraum, mull wohl ein bedeutender Teil der
Aktivitdten der Organe auf ihren Blutgehalt zuriickgefithrt werden.
Daher diirften auch die Aktivititen des (Gehirns, des Muskels und der
Lunge zum GroBteil durch den Blutgehalt verursacht sein, wobei beim
Gehirn und der Lunge zu berticksichtigen ist, dafl beim Toten der Tiere
durch Nackenschlag Parenchymblutungen unvermeidbar sind.

Die hohe Aktivitit des Blutes steht offenbar mit dem hohen Butter-
gelbgehalt des Blutes im Zusammenhang, da ein solcher nach chemischen
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Methoden?: ¢ nachgewiesen worden ist. Dabei fillt aber besonders auf,
dafl das Blut noch zu einer Zeit eine relativ hohe Aktivitit aufweist,
wenn Resorption, Transport und Ausscheidung des zugefithrten Butter-
gelbs oder seiner Abbauprodukte bereits als abgeschlossen angesehen
werden kénnen. Dieser Befund 146t die Moglichkeit eines nach erfolgter
massiver Ausscheidung des Buttergelbs in der Folge durch lingere Zeit
wiederholt auftretenden Stimulus der Milz und vor allem der Leber
durch Produkte des Erythrocytenunterganges zu. Fiir Zusammenhinge
dieser Art spricht das frithzeitige Auftreten von MilzvergréBerung nach
fortgesetzter Buttergelbfitterung® 8. Sollte dies zutreffen, so wire wobl
zu erwarten, daB bei noch empfindlicherer Messung der Aktivitdt in der
Leber durch lingere Zeitrinume minimale Aktivititen nachweisbar sind.

Es wire aber anderseits auch denkbar, dafl das Buttergelb in der
Leber Stérungen hervorruft, die selbstéindig weiterwirken, nachdem es
selbst oder seine Abbauprodukte die Leber endgiiltig verlassen haben.
Einen solchen Mechanismus kénnte man formell mit jenem der Krebs-
entstehung durch Strahlung vergleichen. Auch in diesem Falle bleibt
ja das krebserzeugende Agens selbst, also die Strahlung, nicht im Gewebe
erhalten.

Ob der eine oder der andere Mechanismus zutrifft, soll durch weitere
Versuche gepriift werden. In diesem Zusammenhang muB natiirlich
auch untersucht werden, ob Radiokohlenstoff, durch den das Butter-
gelbmolekiil an anderer Stelle markiert ist, dhnliches Verhalten im
Stoffwechsel zeigt wie der in den vorliegenden Versuchen verwendete
Radiokohlenstoff.
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