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Verteilung von N-[14C] MethyI-N-nitroharnstoff in der Ratte 
nach systemischer Applikation 
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Isotopen-Institut der Farbenfabriken Bayer A.G., Werk Elberfeld 

Eingegangen am 19. Juni 1970, angonommen am 6. Oktober 1970 

Distribution o/ N-[14C] Methyl-N-nitrosourea in the rat after systemic application 

Summary. I. The distribution of N-[laC] methyl-N-nitrosourea inthe rat was investigated 
by the method of total body radioautography. 

2. Two minutes following the intravenous application of N-[14C] methyl-~7-nitrosourea 
(100 mg/kg) a rather uniform distribution of radioactivity was observed in most organs of 
the rat  including the central nervous system and the mucous membranes of the gastro-intestinal 
tract. 

3. At that time quantitative determinations indicated that the concentration of radio- 
activity in most parenchymatous organs, as compared to the concentration in the blood, deviat- 
ed not more than by a factor of 2. 

Zusammen/assung. 1. Die Verteilung yon N-[I~C] Methyl-N-nitrosoharnstoff in der Ratte 
wurde mit Hilfe der GanzkSrper-Autoradiographie untersucht. 

2. Bereits 2 rain nach intravenSser Applikation yon 2q-[~aC] Methyl-N-nitrosoharnstoff 
(100 mg/kg) wurde eine weitgehend gleichm~Bige Verf~ilung der Radioaktivit~t auf nahezu 
alle Organe der Ratte, einschlielMich des Zentralnervensystems und der Schleimh~ute des 
Magen-Darmtraktes beobachtet. 

3. Zus~tzliche quantitative Untersuchungen ergaben, d~l~ die Konzentr~tionen der l~adio- 
aktivit~t in den meisten parenchymatSsen Organen zu diesem Zeitptmkt yon der Konzentration 
im Blut nicht mehr als um den Faktor 2 abweichen. 

N-Methy l -N-n i t rosoharns to f f  1 ha t  in den vergangenen  J a h r e n  im R a h m e n  der  
exper imcnte l len  Tumorforschung zunehmcndes  In teresse  gefunden.  Un te r  den 
carcinogenen N-Ni t roso-Verb indungen  zeichnct  sich M_NH dadurch  aus, da$  es 
mal igne  Tumoren  in  zahlre ichen Organen der R a t t c  hervorzurufen  ve rmag  u n d  
dabe i  die A r t  der  App l ika t i on  den Ort  der  Tumoren t s t ehung  in wei tem MaBc be- 
einfluBt (Druckrey  u. Mitarb. ,  1964, 1965; Graffi u. Hoffmann,  1966; Wechs ler  u 
Mitarb. ,  1969). Wie  andere  a lkyl ie rende  Subs tanzen  wi rk t  M N H  im a k u t e n  Ver- 
such mu tagen  (Pas te rnak ,  1963; Marqua rd t  u. Mitarb. ,  1963) und  cy tos ta t i sch  
(Schabel  u. Mitarb. ,  1963; Kleihucs,  1969). 

I n  w/~Brigen LSsungen ist  M N I t  ins tab i l  (Garre t t  u. Mitarb. ,  1965; Druckrey  
u. Mitarb. ,  1967). Soweit  bekannt ,  bedar f  seine Metabol is ierung in vivo ke iner  
enzymat i schen  H y d r o x y l i e r u n g  (Druckrey  u. Mitarb. ,  1967). Man k a n n  desha]b 
annehmen,  dab  bei  sys temischcr  App l ika t ion  die prim/~re Ver tc i lung auf die 

Wir danken tterrn Dr. Swarm fiir die freundliche l)berlassung des radioaktiv markierten 
M:NH. 

1 Abkiirzungen: M_Ntt : (N-Methyl-N-nitrosoharnstoff), 14C-MNH : (N- ['4C] Methyl-N- 
nitrosoharnstoff). 
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versehiedenen Organe ein wichtiger  F a k t o r  is t  fiir alas AusraaB der  R e a k t i o n  des 
Carcinogens bzw. seiner Metabo] i ten  mi t  Zel lbestandtei len.  Un te r  den phar raa-  
kokine t i schen  Unte r suehungen  s t6gt  jedoeh die zei tabh~ngige quan t i t a t i ve  
Messung be im M N H  auf  Schwierigkei ten,  da  bei  der  R a t t e  die Ha lbwer t sze i t  der  
Subs tanz  naeh  in t raven6ser  I n j e k t i o n  n a r  wenige Minuten  betr / igt  (Swarm, 1968; 
Schein, 1969a). Geeigneter  erschien uns deshalb zur L6sung dieses Problems  die 
Methode  der  Ganzk6rper -Autorad iograph ie  (Ullberg, 1954; Patzschke,  1968). 
Sie e r laubt  ffir einen definierten, aueh sehr kurzen  Ze i t raura  nach  der  I n j e k t i o n  
einer r ad ioak t i v  mark ie r t en  Subs tanz  eine Beur te i ]ung der  Akt iv i t / t t sver te i lung  
in  al len Organen der  Ra t t e .  

Material und Methodik 
Der Versuch wurde durchgefiihrt an der weibl. Wistar-Ratte (Zucht der Fa. Madaus, 

KSln-Merheim). Das KSrpergewicht betrug 160 g. N-[l~C]-Methyl-N-nitrosoharnstoff 1 (spez. 
Aktiviti~t 158 #Ci/mM) wurde yon Herrn Dr. P. F. Swann hergesbellt (s. Swarm u. Magee, 1968). 
Unmittelbar vor dem Versuch wurde I~C-MNH in Citratpuffer (3,0 raM; pH 5,6) gelSst (10 nag/ 
ml). Von dieser LSsung wurden 1,6 ml (entsprechend einer Dosis yon 100mg/kg) in die Schwanz- 
vene injiziert. Eine Minute naeh der Injektion wurde das Tier mit J~ther narkotisiert und inner- 
halb einer weiteren Minute in eine K~ltelSsung (Aeeton-Troekeneis; etwa - -70  ~ C) eingetaueht. 
AnschlieBend wurdtn ira Kryostattn in sagi~taler Richtung durch das ganze Tier 50/~m dicke 
Gewebesehnitte in verschiedtnen Ebenen angefertigt. Diese wurden mit Tesafilm aufgenom- 
men und fiir t twa 18 Std bei - -25  ~ C ge~rotknet. Ftir die tterstellung der Autoradiographien 
wurden Agfa-Gevaert RSntgenfilme verwendet. Die Expositionszeit betrug durehschnittlich 
21 Tage. Einzelheittn der Mtthodik sind an anderer S~elle ausftihrlich besehrieben (Patzsehke, 
1968). 

Zum AusschluB yon Schw~rzungen, die durch direkten Kontakt der Substanz oder dtr 
tierischen Gewebe rait der Filmemulsion evtl. entstehen k6nnten, wurden Schnitte eines Tieres, 
dem 100 rng/kg inaktives MNH verabreieht wurden, mit doppelter Beliehtungszeit exPoniert. 
Auf diesen Autoradiogrammen zeig~en sich keine Schw~rzungen. 

Da die his~ologisehe AufarbeiSung des Tieres nur bis zur Medianebent erfolgt, war es 
m6glich, yon der anderen H~lf~e des gleichen Tieres Organproben fiir die quantitative Bes~im- 
mung tier Radioaktivitiit zu entnehmen. Die 0rgane wurden im KNteraum pr&pariert. Etwa 
5--15 mg der gefriergetrockntten, homogenisierten Gewebe wurden in tin Szintillationsgli~s- 
chen eingewogen und nach Zugabe yon j t  1 ml Hyamin-Hydroxid fiir etwa 24 Std bei 70 ~ C 
inkubitrt. Die Messung erfolgte nach Zugabe yon 10 ml tines toluolhaltigen Szintillations- 
mediums ira Packard Modtll 3375 Szintillationssptktrometer. Die Ausbeu~e wurde mit Itilfe 
eines internen Standards ([t4C]-Toluol) ermittelt. 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse  der  au to rad iograph ischen  Unte r suchungen  s ind in  den Abb.  1-3 
wiedergegeben.  Auf  den Autorad iogra ra raen  en tspr ich t  die Intensit/~t der  Schw/~r- 
zung der K o n z e n t r a t i o n  der  Aktivit /~t  in  den einzelnen Geweben.  Eine  verglei-  
chende Beurteilung der regionalen Al~ivi~tsverteilnng ist jedoch nur innerhalb 
eines Bildes zul/~ssig, da  bei  der  pho tograph ischen  Wiedergabe  der  Bi lder  gering- 
fiigige In tens i t / i t s schwankungen  der  Schw~rzungen im Vergleich zu denen der 
Or ig inMautorad iogramme ra6glich sind. 

Aus  den in  Abb.  1 wiedergegebenen Au to rad iog raph ien  is t  die Ver te i lung der  
l~adioakt iv i t / i t  in verschiedenen Organen der  R a t t e  2 rain nach  systeraischer  
A p p l i k a t i o a  yon  14C-MNH ersichtlich.  Die ger ingste  Aktivit /~t f inder sich in 
Knoehen  und  Fe t tgewebe .  Uber  der  Muskn la tu r  is t  die Schw/~rzung deut l ich  
st/ irker,  jedoch mi t  erhebl ichen regionalen Unterschieden.  Re l a t i v  s t a rk  is t  z. B. 

14" 
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Abb. 2. Verteilung der Radioak~iviti~t im Bereich tier AbdominMorgane. Ausschnit~vergrOl3e- 
rting aus dem in Abb. 1 (oben) wiedergegebenen Autoradiogramm. MaBstab 3,3:1 

die Aktivit~tskonzentration in der Zungenmuskulatur,  sowie in umschriebenen 
Teilen der Nackenmuskeln. Unter  den parenchymat6sen Organen finder sich die 
st~rkste Schwarzung fiber Leber, I~iere (mit Ausn~hme der Papille), ttals- und 
Ohrspeichelch'iisen, Pankre~s und Milz. Die Verteilung der l%adio~ktivitgt im 
Bereich der Abdominalorgane ist in Abb. 2 detailliert wiedergegeben. In  allen 
Wandschichten des Magens und der Di~rme zeigt sich Aktiviti~t ; sie ist fiber dem 
I)finndarm auch in den Schleimhautzo~en erkennbar. In  ScMeimhautnahe sind 
Schwarzungen auch fiber dem Magen- und Darminhalt  nachweisbar, wi~hrend die 
zentrMen Bereiche des InhMts yon Magen und Colon ffei yon Aktivit~t sind. 

I m  ZentrMnervensystem ist 2 min naeh systemischer Applikation yon 14C-MNI-I 
ebenfalls eine deutliche Aktivit~tskonzen~ration vorhanden. Das Gro]~hirn (Abb. 1, 
unten) zeigt eine relativ homogene Schwi~rzung, in der sieh das Markiager als 
hellere Sichel kaum abhebt.  I m  Bereieh des Rfickenmarkes ist das zentrale Grau 
durchweg starker ~ktiv, als die peripher gelegenen Bahnsysteme der weil3en 
Substanz. In  Abb. 3 ist die Aktiviti~tsverteilung im Bereiche des Kleinhirns als 
Ansschnittvergr6]3erung wiedergegeben. Durch die im Verhgltnis znm Marklager 
und zur Mo]ekularschicht stiirkere Schw~rzung fiber der K6rnerzellschicht wird 
die char~kteristische Kleinhirn-Architektur sich~b~r. Die Aktivit~t im Bereich der 
Eloiphyse ist der des Hirnstammes vergleichbar, w~hrend fiber der I-Iypophyse 
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Abb. 3. Verteilung der Aktivitiit in I-Iirnstamm und Kleinhirn. AusschnittvergrSgerung aus 
dem in Abb. 1 (unten) wiedergegebenen Autoradiogramm. Magstab 9:1 

eine deutliche lokale Anreicherung vorliegt. In  den Subarachnoidalr/~umen und 
basalen Zisternen is~ keine Aktivit~t nachweisbar. 

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der Radioaktivit/~t in versehie- 
denen Organen sind in Tab. 1 wiedergegeben. 

Diskussion 

~be r  die Verteihmg und Metabolisierung yon MNH in der Rat te  liegen bisher 
nut  wenige Beriehte vor. Swann (1968) land 15 rain nach inSr~ven6ser Applikation 
(i00 mg/kg) polarographisch nut  noch etwa 5 % der unmittelbar nach der Injek- 
tion festgestellten Konzentration. Das entspricht einer biologischen ttalbwertszeit  
ira Serum yon weniger als 5 rain. Die yon Schein (1969a) aus koIorimetrischen 
Bestimmungen errechnete tIalbwertszeit  irn St rum liegt mit  25 rain deu~lich 
h6her. Die Untersuehungen yon Schein (1969a, b) zeigen ferner, da]] innerhalb 
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einzelner Organe der Ratte (Leber, Him) der Abfall der MNH-Konzentration 
noch raseher ist. Wir haben bei den vorliegenden Untersuehungen die Versuchs- 
daner sehr kurz gew/~hlt, weft es uns darauf ankara, die Verteflung des Carcinogens 
selbst, nich~ aber die seiner (radioaktiven) Metaboliten auf die versehiedenen Orga- 
ne der Ratte zn verfolgen. Bei einer Versuchsdaner yon 2 Inin kann man unters~el- 
len, dab trotz der rasehen Metabolisierung des MNH der weitaus gr68te Teil der 
autoradiographisch nnd qnantitativ naehgewiesenen Radioaktivit~t noeh der 
unver/~nderten Substanz zuzuordnen ist. 

Aus den antoradiographisehen Befunden geht hervor, dab sich MNtI nach syste- 
mischer Applikation sehr sehnell und weitgehend gleichmggig auf nahezu alle Gewebe 
verteilt. Geringe Konzentrationen wnrden lediglich in Knoehen und Fettgewebe ge- 
funden, wghrend die Muskulatur und insbesondere die parenehymatSsen Organe zu 
diesem Zeitpunkt bereits eine deutliche Anreicherung aufwiesen. Besonders hervor- 
zuheben ist der rasehe Ubertritt  yon MNH in das Zentralnervensystem und die 
Schleimhgute des Magen-Darmtraktes. Die Ergebnisse der quantitativen Untersu- 
ehnngen stimmen mit den autoradiographischen Befmlden im allgemeinen gut fiber- 
ein (Tab. 1). Eine Ausnahme stell~ die Lunge dar, bei der die quantitativ ermittelten 
Werte deutlieh hSher liegen, als naeh den autoradiographisehen Befunden zu er- 
warren gewesen w/hoe. Dieses diirfte im wesentliehen dadureh begrtindet sein, dab 
die Sehwarzungen bei der Ganzk6rper-Antoradiographie der Aktivit/~t entsprechen, 
die sieh auf das Volnmen des betreffenden Organs bezieht, w/~hrend bei der quanti- 
tativen Bestimmung die Mel~werte die Aktivit/~tskonzentrationen pro Gewiehts- 
einheit des Organs kelmzeichnen. Da das spezifische Gewieht der Lunge infolge 
des hohen Luftgehaltes im Vergleich zu den anderen Organen klein ist, mu8 bei 
gleieher Aktivit/~tsver~eilung pro Gewich~ dieses Organ autoradiographisch eine 
geringere Schwgrzung aufweisen. 

Die Ursache ffir die hohe Konzentration in der Lunge ist uns nieh~ bekannt. 
Es ist jedoch auf Untersuchungen yon Swann (1968) hinzuweisen, aus denen her- 
vorgeht, dab nach intraven6ser Injektion yon I~C-MNH innerhalb yon 5 Std bis 

Tabelle 1. Bestimmung der Radioaktivitiit in verschiedenen Organen der Ratte. 2 rain nach 
intravengser In]ektion von N@4C]Methyl-N-nitrosoharnsto~. Die Messung er]olgte hash voIl- 

sffindiger Trocknung der tie/ge/rorenen Organe. Gleicher Versuch wie in Abb. 1--3 

Organ dpm/mg Troekengew. b dpm/mg 
Troekengew. ~ Fr i sehgew.  Frisehgew. 

I-Iaut 427 0,34 N 150 
Thymus 1161 0,21 ~ 240 
Muskula~ur 1059 0,24 N 250 
ttirn 1245 0,22 ~ 270 
Blu~ 1510 0,20 ~ 300 
Nebennieren 1151 0,28 ~ 320 
Niere 1919 0,24 N 460 
Lunge 2426 0,21 ~ 510 
Leber 1798 0,29 ~ 520 

Mittelwert aus 3--5 Bestimmungen. 
b Die Zahlen basieren auf Ergebnissen eigener Untersuchungen. 
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zu 45 % der Aktiviti~t als 14C0~ exhaliert werden. Ein weiterer Hinweis ffir den 
raschen Ubertri t t  yon M~NH in die versehiedenen Organe ergibt sieh aus der 
Berechnung des Antefls der Radioaktivit~tt, der 2 rain nach systemischer Appli- 
kation yon laC-MNH noeh im Blutkreislauf vorhanden ist. Unter Zugrundelegung 
eines Blutvolumens yon 6 % des K6rpergewichtes ergibt sieh aus dem in T~b. 1 
angegebenen Wert, dab zu diesem Zeitpnnkt nut  noch etwa 5 % der injizierten 
Aktivits im Blur nachweisbar sind. Die Aktiviti~tskonzentrationen in den unter- 
suchten Organen wich (nach Umrechnung auf dpm/mg Frisehgewicht) yore 
Aktivit~tsspiege] im Blur nicht mehr als um den Faktor  2 ab. 

Ans den Autoradiogralohien der Organe des Magen-Darmtraktes (Abb. 1 u. 2) 
geht ferner hervor, dug ein Teil der Aktiviti~t fiber die Schleimh~ut% insbesondere 
des Dfinndarms und des Magens sezerniert wird. Ob es sich bei dieser im Lumen 
des Magen-Darmtraktes nachgewiesenen Aktivit~t noch um die unvergnderte 
Subst~nz oder abet um radioaktiv markierte Metaboliten handelt, kann nicht 
entschieden werden. Swann (1968) h~lt es ffir wahrscheinlich, dal~ der grS~te Tefl 
der Radioaktiviti~t aus 14C-MNH naeh der Metabolisierung als radioaktives Metha- 
nol vorliegt. Da die tterstellung der Autoradiogramme eine Gefriertrocknung der 
Gewebsschnitte einschlie~t, halten wir es ffir nicht wahrscheinlich, dab die im 
Lumen des Magen-D~rmtraktes nachgewiesene l%adioaktivit~t a ~  das Vorliegen 
von [laC]-Methano] zurfickzufiihren ist. 

Die Antoradiogramme vom Zentr~lnervensystem (Abb. i unten; Abb. 3) verdie- 
nen besondere Beachtung, da MNtI bei diskontinuierlicher, chronischer Applikation 
nahezu selektiv Tumoren des zentralen, gelegentlich auch des peripheren Nerven- 
systems induziert (Druckrey u. Mitarb., 1965). Bei verschiedenen Tierarten (R~tte, 
Kaninchen) waren die GroBhirnhemisphi~ren eindeutig Vorzugssitz der Geschwfil- 
ste (Druckrey u. Mitarb., 1965, 1967; Stroobandt u. Brucher, 1968; J~nisch u. 
Schreiber, 1969; Wechsler u. lV[itarb., 1969; Kleihues u. Mitarb., 1970), wi~hrend 
eine Lokalisation im Hirnstamm, Kleinhirn oder Rfickenmark sehr viel seltener 
beobaehtet wurde. Den Autoradiogrammen (Abb. 1 unten; Abb. 3) kSrmen jedoch 
eindeutige regionale Unterschiede in der Aktivit~tsverteflung naeh Gabe von 
14C-MNH nieht entnommen werden. Die allgemein etwas geringe Aktivit~t fiber 
der wei~en Substanz kSnnte atd die gegenfiber der grauen Substanz geringere 
Capfll~risierung zurfickzuffihren sein. Andererseits land sich eine deutliehe An- 
reieherung der Aktiviti~t fiber der Hypophyse (Abb. 3), w~thrend hier ein urs~eh- 
lieher Zusammenhang zwisehen dem Auftreten yon Tumoren und der Applikation 
von MNH nieht naehgewiesen werden konnte (Mennel, 1969). Dies sprieht daffir, 
dal~ die auffi~llige H~ufung der Tumoren in bestimmten Abschnitten des Zentral- 
nervensystems, die in iihnlieher Weise aueh bei pr~nataler Applikation yon Athyl- 
nitrosoharnstoff beobachtet wurde (Kleihues u. Mitarb., 1968; Ivankovie u. 
Druckrey, 1968; Weehsler u. Mitarb., 1969), night auf regionale Untersehiede in 
der primi~ren Verteflung des Carcinogens im Zentralnervensystem zurfiekzufiihren 
ist. 
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