
Weitere Stoffwechselversuche mit radioaktivem Bnttergelb* 

Von 

E. Broda und O. Hromatka 
I. Chemisehes Ins t i tu t  der Universiti~t Wien, 

W. Zischka 
Pathologisch-anatomisches Institut der Universit~t Wien, 

und K. Karrer 
()sterreiehisches Krebsforsehungsinstitut 

(Eingeyangen am 9, Jul i  1957) 

Buttergelbproben, die (in einer Versuehsreihe) an dem der 
Dimethylaminogruppe benachbarten Kohlenstoffatom oder (in 
einer zweiten VersuchsreLhe) an allen Kohlenstoffatomen beider 
Benzo]ringe gleiehm~gig markiert  waren, wurden in einmaliger 
Dosis an l%atten verfiittert. Die Tiere wurden naeh verschiede- 
nen Zeitr~iumen get6tet, ihre Organe verbrarmt und die Radio- 
aktivit/~t des Kohlendioxyds mit  dem Gas-Geiger-Zs 
bestimmt. Die grSBte Aktivit/it wurde in Leber, Niere und 
Blur gefunden. Innerhalb des Blutes war der Haupttei l  des 
Radiokohlenstoffs zuerst im Serum, sp~iter in den Erythroeyten 
zu linden, t n  den meis~en Fi~llen wurden die Maxima der 
Aktivit~ten nach wenigen Stunden erreieht; sodann sanken 
die Aktivit~iten der Organe rasch ab. Die Atemluft war inakt iv;  
der Radiokohlenstoff wurde jedenfalls zur Hauptsaehe mit  dem 
H a m  ausgesehieden. Der Kohlenstoff des Rings, der die 
Dimethylaminogruppe tr~gt, wird st~irlter als der Kohlenstoff 
des anderen Benzolrings gespeichert. Doeh verlaufen Speiehe- 
rung und  Ausseheid~mg der Kohlenstoffatome beider Ringe 
qualitativ ~hnlieh. 

E i n l e i t u n g  

I n  einer i r i iheren Ver6ffentl iehung ist fiber den Stoffweehse] von  
rad ioakt iv  mark ie r tem But tergelb  (Dimethylaminoazobenzol)  in R a t t e n  

* I-Ierrn Prof. Dr. H. Ohia,ri zum 60. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
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beriehtet worden ~. Der Farbstoff war an der dureh einen Stern ge~ 
kennzeiehneten Stelle am Kohlenstoff markiert. Zu bestimmten Zeit- 

punkten naeh Verffitterung wurden Ausscheidnngen und Organe von 
Tieren verbrannt und die Radioaktivitat  des erhaltenen Kohlendioxyds 
mit dem Gas-Geiger-Zghlrohr bestimmt. Es ergab sieh, dab der t taupt-  
teil des Radiokohlenstoffs innerhalb sehr kurzer Zeit mit dem H a m  
ausgeschieden wurde. Ein kleinerer Teil verlieB den K6rper mit dem 
Stuhl. Dagegen war die Atemluft inaktiv. 

Unter den Organen wies zwar die Leber die gr613te spezifische t%~dio- 
aktivit~it (Aktivit/it je Masseneinheit Kohlenstoff) auf, doeh war die 
Aktivit~t der Niere und der Er~S~hroeyten immerhin yon der gleiehen 
GrSgenordnung, Der tI6ehstwert der Aktivit~it der Leber wurde naeh 
etwa 10 Stdn. erreicht. Naeh 2 Wochen war die spezifische Aktivit/~t 
der Leber und der Niere bereits auf wenige Prozent des tt6ehstwertes 
abgesunken und konnte sp~tterhin nicht mehr gemessen werden. Relativ 
am lgngsten war Radiokohlenstoff in den Erythroeyten - -  und zwar in 
den Blutschatten - -  nachzuweisen. Qualitativ ~hnliehe Ergebnisse wurden 
mit dem radioaktiv markierten wasserl6sliehen Azofarbstoff Echtgelb 
(NatriumsMz der 4-Aminoazobenzol-3,4'-disulfonsgure) erh~lten 2, 

Die Ergebnisse mit Buttergelb legen den SehluB nahe, dab die Lokali- 
sation der Tumorbildung in der Leber, wie sic bei Verabreiehung dieses 
Farbstoffes ausnahmslos beobaehtet wird, nicht etwa, wie gelegentlieh 
behauptet  worden war, durch eine besondere, gr613enordnungsm~iBig 
fiberlegene Speicherung des krebserregenden Stoffes dureh Lebergewebe, 
sondern eher dm'eh eine spezifisehe Beeinflussung solchen Gewebes dureh 
den krebserregenden Stoff bewirkt ist. Auff~llig ist an den Ergebnissen 
unserer Experimente weiterhin, dag eine nennenswerte Speicherung des 
Radiokohlenstoffs nur relativ kurze Zeit anh~lt, obwohl sieh doeh die 
tumorerregende Wirkung des einmal verabreichCen Buttergelbs fiber 
einen sehr langen Zeitraum (viele Monate oder gar Jahre) erstreckt ~. 

Die in der Ver6ffentliehung beschriebenen Messungen gaben insofern 
kein vollstgndiges Bild, als das Buttergelb nur an einer Stelle des 
Molekfils markiert  war. Es war fraglieh, inwieweit das Verhalten des 
einzigen markierten Kohlenstoffatoms mit dem Verhalten des gesamten 
Kohlenstoffs oder auch nur des Kohlenstoffs der Benzolringe des Butter- 

1 W. Zischka, K.  Karrer, O. Hromatka und E. Broda, Mh. Chem. 88, 856 
(1954). 

2 K.  Karrer, E. Broda, 17. StarE, O. Hromatka trod W. Zischka, Mh. 
Chem. 86, 444 (1955). 

3 H. Druckrey und K.  K~p[miiller, Z. Naturforseh. 8 b, 25r (1948). 



I-[. 6/1957] Weitere Stoffwechselversuche mit radioaktivem Buttergelb 1033 

getbs fibereins~immt. T~tsEehlich war schon frfiher durch Experimente 
mit l~adiokohlenstoff gefunden worden, dab der Kohlenstoff der Methyl- 
gruppen sich vSllig anders verh~lt; er wird etwa zur Hglfte mit der 
Atemluft als CO 2 ausgeschieden 4, 5, s. Zur Vervollst~ndigung der friiheren 
Experimente wurden daher Versuche mit Buttergelbproben ausgefiihrt, 
die an anderen Stellen der Benzolringe als das ursprfinglich verwendete 
Buttergelb (,,A") markiert waren. 

In  einer l~eihe yon Versuchen war das in der Formel durch ein Kreuz 
bezeichnete Kohlenstoffatom markiert. Diese als Buttergelb B be. 
bezeiehnete Verbindung war dureh Kuppeln yon inaktivem Benzol- 
diazoniumehlorid mit 1-14C-Dimethylanilin erhalten worden 7. Das ffir 
eine weitere Versuehsreihe verwendete Buttergelb C war durch Kupplung 
eines an allen Kohlenstoffatomen gleiehmagig markierten Benzol. 
diazoniumehlorids mit am Benzolring gleichmiil3ig markiertem Dimethyl- 
anilin gewonnen worden; in diesem Falle wurde darauf geachtet, daft 
die spezifisehe Aktiviti~t des Kohlenstoffs bender l~inge die gteiche war:. 

V e r s u c h s t e e h n i k  u n d  E r g e b n i s s e  

Die gleiche Versuehstechnik wie in der vorhergehenden Untersuchung 
(mit Buttergelb A) wurde eingehMten. Insbesondere wurde das Buttergelb 
jeder l~atte in einmaliger Dosis yon je 3 mg pro Tier durch Sehlundsonde 
verabreicht. 

Die Atemluft erwies sich auch naeh Verfiitterung von Buttergelb B 
odor C als g/inzlich inaktiv, der ttarn in beiden F~illen als stark radioaktiv. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen an den Organen sind analog wie 
in der Vorver6ffentliehung bereehnet. Die tats/ichlich am Gas-Geiger-Z~hL 
rohr abge]esenen Werte (StSl~e pro Minute) warden um den Leerwert des 
Z/~hlrohres (moist etwa 40 bis 45 pro Minute) verminderb, auf Normaldruck 
umgerechnet und schliefllich durch einen Korrekturfaktor dividiert, der 
angab, wieviel real grSBer die spezifisehe Aktivit/it des im betreffenden 
Einzelversuch eingesetzten Butterge]bs als jene des Buttergelbs der Vor- 
vor6~fentlichung (Buttergelb A) war. :Die Korrekturfaktoren lagen zwisehen 
0,97 und 2,88. Abge]esene Aktivitiiten, die den Leerwert urn weniger als 
4 rain -1 flbertrafen, wurden nicht als signifikant betraehtet. In so]chen F/illen 
wurde in die Tabelle der Wert ,,0" eingesetzt, obwohl manche der beob- 
aehteten Aktivit~ten reell gewesen sein miissen. In einigen F~llen wurden 
die ?r wiederholt; dann wurden in die Tabellen die Mittelwerte 
aufgenommen. Die Tabelle 1 enthglt die Ergebnisse der Versuehe mit 13utter- 
gelb t3. 

4 R. A.  Boissonas, R. A.  Turner und V. du Vigneaud, J. Biol. Chem. 180, 
1053 (1949). 

5 j .  C. MacDonald, A.  M. Pleseia, E. C. Miller und J. A.  Miller, Cancer 
l~es. 12, 280 (1952). 

E. C. Miller, A.  M. Plescia, J. A.  Miller und C. Heidelberger, J, Biol. 
Chem. 196, 862 (1952). 

7 0. Hromatka, L. Stentzel-Petzlbauer und E. Broda, Mh. Chem. 88, 317 
(1957). 
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Tabel le  1. S p e z i - f i s e h e  A k t i v i t / ~ t e n  d e s  K o h l e n s t o f f s  i n  d e n  
O r g a n e n  ( B u t t e r g e l b  B) 

Organ 
Versueh Zei~ naeh 

Nr. Ftitterung :Ery- 
(Stunden) thro- Leber Niere ~ l~uskel Him 

cy ten 

59 
62 
81 
82 
76 
77 
57 
58 
56 
63 
73 
74 
54 
75 
83 
84 
60 
6 i  

6 
6 
6 
6 

10 
10 
11,5 
11,5 
24: 
24 
24 
24: 
48 
48 
48 
48 

864 
864 

Blur Serum 

40 93 
- -  9 5  

35 44 
102 159 
215 131 
120 142 
101 178 

72 81 
- -  17 
62 59 
47 8 
13 19 
10 2 
21 8 
51 13 
14 7 

0 0 
6 4 

13 
19 
22 
47 
61 
82 
10 
42 
27 
64 
25 
10 
17 
19 
43 
11 

0 
6 

185 
138 
225 
447 
221 
381 
234 
107 

60 
131 

48 
48 
17 
34 
67 
17 

103 
47 

176 
258 
113 
2O0 
153 

74 
34 
81 
23 
21 

8 
13 
39 
27 

Milz Lunge 

30 52 
47 57 

105 (495) 
117 107 

46 67 
57 l l 0  
88 76 
37 108 
11 20 

0 52 
0 5 
5 5 
5 9 
0 6 

15 24 
4 20 

24 
16 

55 
35 
54 
38 
15 

3 
19 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

11 
33 
64 
25 
12 
26 
15 
48 

3 
14 

0 
11 

0 
0 
0 
5 

Z u m  Zwecke  der  besseren  U b e r s i e h t  s ind  in Tabel le  2 die ~Verte de r  
Tabel le  1 zu M i ~ e l w e r t e n  z u s a m m e n g e z o g e n .  

Tabe l le  2. M i ~ t e I w e r t e  m i t  B u t t e r g e l b  ]3 

Versueh Nr. 

59, 62, 81, 82 
76, 77, 57, 58 
56, 63, 73, 74 
54, 75, 83, 84 

60, 61 

Zeit nach 
Ffitterung 
(Stunden) 

6 
11 
24 
48 

864 

Blur Serum 

59 98 
127 125 

40 26 
24 8 

3 2 

:Ery- 
thro- 
cyten 

25 
49 
31 
22 

3 

Leber 

Organ 

i 
Niere 

249 146 
236 135 

72 40 
34 22 

~viflz Lunge Biuskel l~irn 

75 72 32 33 
57 9 0 i  35 25 

4 21 5 7 
6 15 0 1 

Tabe l le  3 enbhgt t  e ine Aufs~et lung de r  E rgebn i s se  mi~ B u t b e r g e l b  C, 
Tabel le  4 die Mi t te lwer te .  E ines  der  drei  B u t t e r g e l b p r g p a r a t e ,  die ffir diesen 
Ver such  e ingese tz t  wurden ,  e rgab  ganz  abweichende ,  n g m l i c h  grSBen- 
o r d n u n g s m g B i g  zu n iedr ige  R e s u l t a t e .  Die U r s a e h e  k a n n  nachtr /~gl ich n i ce r  
meb_r fes tges te l l t  w e r d e n ;  v ie l le ieh t  is~ ein ~V/~ge- oder  Ve rd f innungs feh l e r  
u n t e r l a u f e n .  Die ~Terte dieser  Re ihe  w u r d e n  ausgelassen.  

U m  den  Verg le ich  zwisehen den  E r g e b n i s s e n  m i t  B u t t e r g e l b  A, B u n d  C 
zu e r le ich te rn ,  s ind  die MR~elwerte aus  a l len drei  Ve r suchs re ihen  in Tabel le  5 
zusammengeste l l t . .  Die W e r t e  yon  A s ind den f r~he ren  VerSf f en t l i ehungen  1, 2 
ent, nom men.  



I-I. 6/1957] Wei te re  S tof fwechse lversuche  m i t  r ad ioak t ivem But t e rge lb  1035 

Tabe l l e3 .  S p e z i f i s c h e  A k t i v i t ~ t e n  d e s  K o h l e n s t o f f s  i n  d e n  
O r g a n e n  (But te rge lb  C) 

Organ 
Versuch Zeit naeh 

5Tr. t~iitterung Ery- 
(Stunden) thro- Leber  ~iere ~Iuskel Hirn 

cyten 

85 
86 
87 
88 
67 
68 
89 
90 
65 
66 

10 
10 
24 
24 
48 
48 
48 
48 

864 
864 

B~t Serum 

67 130 
88 110 
36 
89 35 
59 10 
24 5 
34 8 
37 - -  

0 0 
- -  0 

96 
36 

136 
85 
33 
78 

0 
0 

129 
86 
29 
66 
33 
17 
22 
35 

82 
98 
49 
59 
26 

7 
35 
30 

Milz Lunge 

3 4 
5 
0 

r 

w 

3 
0 

I __ 

T a b e l l e 4 .  1 V f i t t e l w e r t e  m i t  B u t t e r g e l b  C 

Versuch Hr. 

85, 86 
87, 88 

67, 68, 89, 90 
65, 66 

zeit nach 
Fiitterung 
(Stunden) 

10 
24 
48 

864 

Organ 

Blu~ 

77 
62 
39.  

0 

Serum Erythro- 
cyten 

120 66 
35 136 

8 65 
0 0 

Leber 

108 
47 
27 

~iere 

90 
54 
24 

T a b e l l e 5 .  V e r g l e i c h  y o n  B u t t e r g e l b  A, B u n d  C 

Zeit nacll 
Fiit~erung 
(Stunden) 

6 
10 
24 
48 

Organ 

Blur Serum 

38 
51 
37 
21 

]3 

59 
127 
40 
24 

c �84 A 

77 82 

62 I - -  
39 

B 

98 
125 

26 
8 

120 
35 

8 

Erythrocyten 

A B C 

- -  2 5  - -  

46 49 66 
- -  31 136 

22 65 

Zeit nach 
Ffitterung 
(Stunden) 

6 
10 
24 
48 

52 
78 
32 
12 

Leber 

249 
236 

72 
34 

108 
47 
27 

O r g a n  

~iere 

A I ]3 [ C A 
I 

39 i 136 - -  34 

66 i 135 ' 90 I 26 
29 i 40 54 14 
12 ! 22 24 9 

~llz 

B C 

75 
57 

4 - -  
6 12 
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Zeit nach 
Ftitterung 
(Stunden) 

6 

10 
24 
48 

Organ 

Lunge 

B 

35 72 
32 90 
24 21 
15 15 8 

i Muskel Hirn 

A B C A B c 

10 32 - -  16 33 - -  
26 35 - -  7 25 - -  

5 5 - -  1 0  7 - -  

3 0 2 3 i I 

D i s k u s s i o n  

Qualitativ verliiuft, wie die Tabellen zeigen, die Speicherung und 
Abgabe yon Radiokohlenstoff dureh die Organe der l~atte bei Verffittemng 
yon Buttergelb B und C iChnlich wie bei Verffitterung yon Buttergelb A. 
Wieder erweist sieh die Leber in den meisten F~llen als am. st~rksten 
aktiv, ohne dal3 sie aber anderen Organen (Niere, Blur) gr6/~enordnungs- 
m~Big iiberlegen w~re. Wieder ist der Radiokohlenstoff des Blutes an- 
f/~nglieh zumeist im Serum, spgter jedoch haupts~iehlieh in den Erythro- 
eyten enthalten. Wieder sinkt die Aktivitgt aller Organe im Verlauf 
weniger Woehen unter die Sehwelle der sieheren Naehweisbarkeit. 

In  quant~itativer I-Iinsieht jedoch finder man, dab der Radiokohlen- 
stoff aus Buttergelb B st~irker gespeiehert wird als aus Buttergelb A. 
Nun kann natfirlieh in bezug auf den unabgebauten Farbstoff keine 
untersehiedliehe Speieherung auftreten, an weleher Stelle des Molekfils 
er aueh markiert sei. Daher mu6 gesehlossen werden, dal~ das Molekiil 
alsbald an der Azogruppe gespaiten wird und dag Abbauprodukte, die 
den ,,reehten" Benzolring enthalten, besser gespeiehert werden als jene, 
die den linken Ring enthalten. 

Einem yon M i l l e r  und M i l l e r  s fibersichtlieh zusammengestellten 
Abbausehem~ ist zu entnehmen, dal] das Buttergelb unmittelbar ent- 
weder einer Hydroxylierung am linken I~hlg oder einer Entmethylierung 
oder sehliel31ieh (auf dem Weg fiber eine I-Iydrazoverbindung) einer Teilung 
in einkernige Verbindungen unterlieg~. Alle diese geakt ionen k6nnen 
vermutlieh aueh am gleiehen Molek/il erfolgen. Die Abbauprodukte, 
die ohne Zweifel bisher nut  zum Teil erkannt worden sind, sind demnaeh 
sehr vielf/~ltig. 

Da zur Erkl~irung der ungleiehen Speicherung des Radiokohtenstoffs 
aus Buttergelb A und B nur Abbauprodukte herangezogen werden 
kSnnen, in denen die beiden Ringe voneinander getrennt sind, seien 
diese Produkte aufgez~hlt, soweit sie bisher aufgefunden worden sind s. 
Es sind die Verbindungen I-I~N. CsH~" NH2, I-I2N. C6tt 4 �9 NII(CHs), 
H2N" C6H4"N(CHa)~, C6H ~" NH~ und HO.  C~I 4 - N H  2. Aus dem 
rechten Benzolring entstehen die Umwandlungs- und Abbauprodukte 

s j .  A .  Mi l l e r  und E. U, Mil ler ,  Adv, Cancer Res. 1, 340 (1953). 
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des Phenylendiamins, aus deln linken Ring jene des Anilins. Aus den 
Ergebnissen mit Radiokohlenstoff ist zu sehlieBen, dab die Derivate 
(und Abbauprodukte) des Phenylendiamins im Mittel starker als die 
des Anilins gespeichert werden. 

Eine Sprengung yon Benzolringen innerhalb von Organismen ist 
nur selten und nur in geringem Grade beobachtet worden. Wenn daher 
auch fiir den vorliegenden Fall angenommen wird, dab einer solehen 
Sprengung keine Bedeutung zukommt, vielmehr jeder Benzolring ein 
gemeinsames Schicksal erleidet, so kann der Umstand, dab in Butter- 
gelb C im Gegensatz zu A and B innerhalb der ginge alle sechs Positionen 
markiert waren, keine Rolle spielen. Daher mug sich Buttergelb C 
biochemisch wie eine Mischung yon Buttergelb A und B verhalten, 
und die mit Buttergelb C erhaltenen Aktivit~tswerte sollten zwisehen 
den mit A und B erhaltenen Werten liegen. Die Tabelle 5 zeigt, dab 
dies 6frets zutrifft. Wenn auch die Abweichungen, besonders bei Blur 
und Niere l~ngere Zeit nach Fiitterung, betrgchtlich sind, kSnnen sic 
angesiehts der grogen biologischen Streuung doch nieht als signifikant 
betraehtet werden. 

Somit sind die Schliisse, die in der vorhergegangenen Arbeit aus dem 
Verhalten eines markierten Kohlenstoffatoms im Molekiil des Butter- 
gelbs gezogen wurden, qualitativ auf die Gesamtheit der Kohlenstoffatome 
der beiden Benzolringe auszudehnen. In diesem Sinn ist also das 
Sehicksal des Kohlenstoffatoms, das in Versuchsreihe A markiert war, 
fiir alle diese Kohlenstoffatome typiseh. Insbesondere ist fesgzustellen, dab 
der Kohlenstoff der Benzolringe anfangs in Leber, Niere und Blut (zuerst 
im Serum, spgter in den Erythrocyten) gespeichert wird, dann aber iiber- 
raseliend sehnell (und zwar dureh den Ham) wieder ausgeschieden wird. 

Jedoch zeigt der erhebliche quantitative Unterschied zwisehen Ver- 
suehsreihe A und B, dal3 ein Hauptteil der Aktivit~t der Organe nicht 
auf intaktes Buttergelb, sondern auf einkernige Abbanprodukte zuriick- 
zuftihren ist. Die Verteilung solcher Abbauprodukte seheint abet fiir 
die Krebserregung nicht maBgebend zu sein. Die in Wisconsin an- 
gestellten Untersuchungen maehen vielmehr I)lausibel, dab die Bildung 
spezifischer Verbindungen zwischen Leberpr0teinen and zweikernigen 
Derivaten des Buttergelbs der Tumorbildung parallel geht und sic ver- 
mutlich sogar verursacht s, 9 

Wit danken dem Jane Coffin Childs Memorial Fund for Medical 
Research sowie der Sonnleitner-Stifgung der 0sterreichischen Akademie 
der Wissenschaften fiir finanzielle Unterstiitzung, den Herren Dr. H. Bilina 
und Dr. A. Kore] fiir synthetische Arbeiten und den Herren H. Perschl~e 
und P. Uccusic fiir tatkr~ftige Mithilfe bei den langwierigen Messungen. 

9 Siehe auch T. Hultin, Exptl. Cell Res. 18~ 47 (1957). 


