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Verteilung von N-[1#C] Methyl-N-nitroharnstoff in der Ratte
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Distribution of N-[YUC] Methyl-N-nitrosourea in the rat after systemic application

Summary. 1. The distribution of N-[1*C] methyl-N-nitrosourea in the rat was investigated
by the method of total body radioautography.

2. Two minutes following the intravenous application of N-[1C] methyl-N-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.

Zusammenfassung. 1. Die Verteilung von N-[4C] Methyl-N-nitrosoharnstoff in der Ratte
wurde mit Hilfe der Ganzkorper-Autoradiographie untersucht.

2. Bereits 2 min nach intravendser Applikation von N-[**C] Methyl-N-nitroscharnstoff
(100 mg/kg) wurde eine weitgehend gleichmaBige Verteilung der Radioaktivitdt auf nahezu
alle Organe der Ratte, einschlieBllich des Zentralnervensystems und der Schleimhiute des
Magen-Darmtraktes beobachtet.

3. Zusitzliche quantitative Untersuchungen ergaben, daB die Konzentrationen der Radio-
aktivitit in den meisten parenchymattsen Organen zu diesem Zeitpunkt von der Konzentration
im Blut nicht mehr als um den Faktor 2 abweichen.

N-Methyl-N-nitrosoharnstoff* hat in den vergangenen Jahren im Rahmen der
experimentellen Tumorforschung zunehmendes Interesse gefunden. Unter den
carcinogenen N-Nitroso-Verbindungen zeichnet sich MNH dadurch aus, daB es
maligne Tumoren in zahlreichen Organen der Ratte hervorzurufen vermag und
dabei die Art der Applikation den Ort der Tumorentstehung in weitem MaBe be-
einfluft (Druckrey u. Mitarb., 1964, 1965; Graffi u. Hoffmann, 1966; Wechsler u
Mitarb., 1969). Wie andere alkylierende Substanzen wirkt MNH im akuten Ver-
such mutagen (Pasternak, 1963; Marquardt u. Mitarb., 1963) und cytostatisch
(Schabel u. Mitarb., 1963; Kleihues, 1969).

In wiBrigen Loésungen ist MNH instabil (Garrett u. Mitarb., 1965; Druckrey
u. Mitarb., 1967). Soweit bekannt, bedarf seine Metabolisierung in vivo keiner
enzymatischen Hydroxylierung (Druckrey u. Mitarb., 1967). Man kann deshalb
annehmen, dall bei systemischer Applikation die primire Verteilung auf die

Wir danken Herrn Dr. Swann fiir die freundliche Uberlassung des radioaktiv markierten
MNH.

1 Abkiirzungen: MNH = (N-Methyl-N-nitrosoharnstoff), *C-MNH = (N-[C] Methyl-N-
nitrosoharnstoff).
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verschiedenen Organe ein wichtiger Faktor ist fiir das Ausmaf der Reaktion des
Carcinogens bzw. seiner Metaboliten mit Zellbestandteilen. Unter den pharma-
kokinetischen Untersuchungen sto8t jedoch die zeitabhiingige quantitative
Messung beim MNH auf Schwierigkeiten, da bei der Ratte die Halbwertszeit der
Substanz nach intravendser Injektion nur wenige Minuten betrigt (Swann, 1968;
Schein, 1969a). Geeigneter erschien uns deshalb zur Losung dieses Problems die
Methode der Ganzkérper-Autoradiographie (Ullberg, 1954; Patzschke, 1968).
Sie erlaubt fiir einen definierten, auch sehr kurzen Zeitraum nach der Injektion
einer radioaktiv markierten Substanz eine Beurteilung der Aktivititsverteilung
in allen Organen der Ratte.

Material und Methodik

Der Versuch wurde durchgefithrt an der weibl. Wistar-Ratte (Zucht der Fa. Madaus,
Koln-Merheim). Das Korpergewicht betrug 160 g. N-[**C]-Methyl-N-nitrosoharnstoff* (spez.
Aktivitat 158 uCi/mM) wurde von Herrn Dr. P. F. Swann hergestellt (s. Swann u. Magee, 1968).
Unmittelbar vor dem Versuch wurde “C-MNH in Citratpuffer (3,0 mM; pH 5,6) geldst (10 mg/
ml). Von dieser Losung wurden 1,6 ml (entsprechend einer Dosis von 100mg/kg) in die Schwanz-
vene injiziert. Eine Minute nach der Injektion wurde das Tier mit Ather narkotisiert und inner-
halb einer weiteren Minute in eine Kaltelosung (Aceton-Trockeneis; etwa —70° C) eingetauchs.
Anschliefend wurden im Kryostaten in sagittaler Richtung durch das ganze Tier 50 um dicke
Gewebeschnitte in verschiedenen Ebenen angefertigt. Diese wurden mit Tesafilm aufgenom-
men und fiir ebwa 18 Std bei —25° C getrocknet. Fiir die Herstellung der Autoradiographien
wurden Agfa-Gevaert Rontgenfilme verwendet. Die Expositionszeit betrug durchschnittlich
21 Tage. Einzelheiten der Methodik sind an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben (Patzschke,
1968).

Zum Ausschlufl von Schwirzungen, die durch direkten Kontakt der Substanz oder der
tierischen Gewebe mit der Filmemulsion evtl. entstehen kénnten, wurden Schnitte eines Tieres,
dem 100 mg/kg inaktives MNH verabreicht wurden, mit doppelter Belichtungszeit exponiert.
Auf diesen Autoradiogrammen zeigten sich keine Schwarzungen.

Da die histologische Aufarbeitung des Tieres nur bis zur Medianebene erfolgt, war es
moglich, von der anderen Halfte des gleichen Tieres Organproben fiir die quantitative Bestim-
mung der Radioaktivitat zu entnehmen. Die Organe wurden im Kalteraum pripariert. Etwa
515 mg der gefriergetrockneten, homogenisierten Gewebe wurden in ein Szintillationsglis-
chen eingewogen und nach Zugabe von je 1 ml Hyamin-Hydroxid fiir etwa 24 Std bei 70° C
inkubiert. Die Messung erfolgte nach Zugabe von 10 ml eines toluolhaltigen Szintillations-
mediums im Packard Modell 3375 Szintillationsspektrometer. Die Ausbeute wurde mit Hilfe
eines internen Standards ([*C]-Toluol) ermittelt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der autoradiographischen Untersuchungen sind in den Abb. 1-3
wiedergegeben. Auf den Autoradiogrammen entspricht die Intensitiat der Schwiir-
zung der Konzentration der Aktivitit in den einzelnen Geweben. Eine verglei-
chende Beurteilung der regionalen Aktivititsverteilung ist jedoch nur innerhalb
eines Bildes zuldssig, da bei der photographischen Wiedergabe der Bilder gering-
fiigige Intensitétsschwankungen der Schwéarzungen im Vergleich zu denen der
Originalautoradiogramme moglich sind.

Aus den in Abb. 1 wiedergegebenen Autoradiographien ist die Verteilung der
Radioaktivitdt in verschiedenen Organen der Ratte 2 min nach systemischer
Applikation von 4C-MNH ersichtlich. Die geringste Aktivitdt findet sich in
Knochen und Fettgewebe. Uber der Muskulatur ist die Schwirzung deutlich
stérker, jedoch mit erheblichen regionalen Unterschieden. Relativ stark ist z. B.

14*



196 P. Kleihues und K. Patzschke:
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Abb. 2. Verteilung der Radioaktivitat im Bereich der Abdominalorgane. AusschnittvergrdBe-
ring aus dem in Abb. 1 (oben) wiedergegebenen Autoradiogramm. Mafistab 3,3:1

die Aktivititskonzentration in der Zungenmuskulatur, sowie in umschriebenen
Teilen der Nackenmuskeln. Unter den parenchymatdsen Organen findet sich die
stirkste Schwirzung iiber Leber, Niere (mit Ausnahme der Papille), Hals- und
Ohrspeicheldriisen, Pankreas und Milz. Die Verteilung der Radioaktivitdt im
Bereich der Abdominalorgane ist in Abb. 2 detailliert wiedergegeben. In allen
Wandschichten des Magens und der Dirme zeigt sich Aktivitét; sie ist {iber dem
Diinndarm auch in den Schleimhautzotten erkennbar. In Schleimhautnéhe sind
Schwirzungen auch iiber dem Magen- und Darminhalt nachweisbar, wihrend die
zentralen Bereiche des Inhalts von Magen und Colon frei von Aktivitdt sind.

Tm Zentralnervensystem ist 2 min nach systemischer Applikation von *#C-MNH
ebenfalls eine deutliche Aktivititskonzentration vorhanden. Das GroBhirn (Abb. 1,
unten) zeigt eine relativ homogene Schwirzung, in der sich das Marklager als
hellere Sichel kaum abhebt. Im Bereich des Riickenmarkes ist das zentrale Grau
durchweg stirker aktiv, als die peripher gelegenen Bahnsysteme der weillen
Substanz. In Abb. 3 ist die Aktivitatsverteilung im Bereiche des Kleinhirns als
AusschnittvergroBerung wiedergegeben. Durch die im Verhaltnis zum Marklager
und zur Molekularschicht stirkere Schwirzung iiber der Kornerzellschicht wird
die charakteristische Kleinhirn- Architelktur sichtbar. Die Aktivitdt im Bereich der
Epiphyse ist der des Hirnstammes vergleichbar, wihrend iiber der Hypophyse
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venose Sinus Kleinhirn

Hypophyse

Abb. 3. Verteilung der Aktivitat in Hirnstamm und Kleinhirn. AusschnittvergréBerung aus
dem in Abb. 1 (uriten) wiedergegebenen Autoradiogramm. MaBstab 9:1

eine deutliche lokale Anreicherung vorliegt. In den Subarachnoidalriumen und
basalen Zisternen ist keine Aktivitit nachweisbar.

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der Radioaktivitat in verschie-
denen Organen sind in Tab. 1 wiedergegeben.

Diskussion

Uber die Verteilung und Metabolisierung von MNH in der Ratte liegen bisher
nur wenige Berichte vor. Swann (1968) fand 15 min nach intravenéser Applikation
(100 mg/kg) polarographisch nur noch etwa 5% der unmittelbar nach der Injek-
tion festgestellten Konzentration. Das entspricht einer biologischen Halbwertszeit
im Serum von weniger als 5 min. Die von Schein (1969a) aus kolorimetrischen
Bestimmungen errechnete Halbwertszeit im Serum liegt mit 25 min deutlich
hoher. Die Untersuchungen von Schein (19692, b) zeigen ferner, dal} innerhalb
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einzelner Organe der Ratte (Leber, Hirn) der Abfall der MNH-Konzentration
noch rascher ist. Wir haben bei den vorliegenden Untersuchungen die Versuchs-
dauer sehr kurz gewahlt, weil es uns darauf ankam, die Verteilung des Carcinogens
selbst, nicht aber die seiner (radioaktiven)Metaboliten auf die verschiedenen Orga-
ne der Ratte zu verfolgen. Bei einer Versuchsdauer von 2 min kann man unterstel-
len, daB} trotz der raschen Metabolisierung des MNH der weitaus grofite Teil der
autoradiographisch und quantitativ nachgewiesenen Radioaktivitdt noch der
unverdnderten Substanz zuzuordnen ist.

Aus den autoradiographischen Befunden geht hervor, dafl sich MNH nach syste-
mischer Applikationsehrschnellund weitgehend gleichméBig anfnahezu alle Gewebe
verteilt. Geringe Konzentrationen wurden lediglich in Knochen und Fettgewebe ge-
funden, wihrend die Muskulatur und insbesondere die parenchymatosen Organe zu
diesem Zeitpunkt bereits eine deutliche Anreicherung aufwiesen. Besonders hervor-
zuheben ist der rasche Ubertritt von MNH in das Zentralnervensystem und die
Schleimhiute des Magen-Darmtraktes. Die Ergebnisse der quantitativen Untersu-
chungen stimmen mit den autoradiographischen Befunden im allgemeinen gut iiber-
ein {(Tab. 1). Eine Ausnahme stellt die Lunge dar, beider die quantitativ ermittelten
Werte deutlich hoher liegen, als nach den autoradiographischen Befunden zu er-
warten gewesen ware. Dieses diirfte im wesentlichen dadurch begriindet sein, daB
die Schwirzungen bei der Ganzkorper-Autoradiographie der Aktivitit entsprechen,
die sich auf das Volumen des betreffenden Organs bezieht, wihrend bei der quanti-
tativen Bestimmung die MefBwerte die Aktivitiatskonzentrationen pro Gewichts-
einheit des Organs kennzeichnen. Da das spezifische Gewicht der Lunge infolge
des hohen Luftgehaltes im Vergleich zu den anderen Organen klein ist, mufl bei
gleicher Aktivititsverteilung pro Gewicht dieses Organ autoradiographisch eine
geringere Schwirzung aufweisen.

Die Ursache fiir die hohe Konzentration in der Lunge ist uns nicht bekannt.
Es ist jedoch auf Untersuchungen von Swann (1968) hinzuweisen, aus denen her-
vorgeht, daB nach intravendser Injektion von *C-MNH innerhalb von 5 Std bis

Tabelle 1. Bestimmung der Radioaktivitdt in verschiedenen Orgamen der Ratte. 2min nach
intravendser Injektion von N-[YC]Methyl-N-nitrosoharnsioff. Die Messung erfolgle nach wvoll-
stindiger Trocknung der tiefgefrorenen Organe. Gleicher Versuch wie in Abb. 1—3

Organ dpm/mg Trockengew.? dpm/mg
Trockengew.> Frischgew. Frischgew.
Haut 427 0,34 ~ 150
Thymus 1161 0,21 ~ 240
Muskulatur 1059 0,24 ~ 250
Hirn 1245 0,22 ~ 270
Blut 1510 0,20 ~ 300
Nebennieren 1151 0,28 ~ 320
Niere 1919 0,24 ~ 460
Lunge 2426 0,21 ~ 510
Leber 1798 0,29 ~ b20

2 Mittelwert aus 3—5 Bestimmungen.
b Die Zahlen basieren auf Ergebnissen eigener Untersuchungen.
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zu 459, der Aktivitit als 14CO, exhaliert werden. Ein weiterer Hinweis fiir den
raschen Ubertritt von MNH in die verschiedenen Organe ergibt sich aus der
Berechnung des Anteils der Radioaktivitdt, der 2 min nach systemischer Appli-
kation von *C-MNH noch im Blutkreislauf vorhanden ist. Unter Zugrundelegung
eines Blutvolumens von 6%, des Koérpergewichtes ergibt sich aus dem in Tab. 1
angegebenen Wert, daB zu diesem Zeitpunkt nur noch etwa 5% der injizierten
Aktivitdt im Blut nachweisbar sind. Die Aktivitdtskonzentrationen in den unter-
suchten Organen wich (nach Umrechnung auf dpm/mg Frischgewicht) vom
Aktivitdtsspiegel im Blut nicht mehr als um den Faktor 2 ab.

Aus den Autoradiographien der Organe des Magen-Darmtraktes (Abb. 1 u. 2)
geht ferner hervor, daf ein Teil der Aktivitiat Gber die Schleimhiute, insbesondere
des Diinndarms und des Magens sezerniert wird. Ob es sich bei dieser im Lumen
des Magen-Darmtraktes nachgewiesenen Aktivitdt noch um die unverdnderte
Substanz oder aber um radioaktiv markierte Metaboliten handelt, kann nicht
entschieden werden. Swann (1968) halt es fiir wahrscheinlich, daB der grofite Teil
der Radioaktivitdt aus 1*C-MNH nach der Metabolisierung als radioaktives Metha.-
nol vorliegt. Da die Herstellung der Autoradiogramme eine Gefriertrocknung der
Gewebsschnitte einschlieBt, halten wir es fiir nicht wahrscheinlich, daB die im
Lumen des Magen-Darmtraktes nachgewiesene Radioaktivitit auf das Vorliegen
von [1C]-Methanol zurickzufiihren ist.

Die Autoradiogramme vom Zentralnervensystem (Abb. 1 unten ; Abb. 3) verdie-
nen besondere Beachtung, da MNH bei diskontinuierlicher, chronischer Applikation
nahezu selektiv Tumoren des zentralen, gelegentlich auch des peripheren Nerven-
systems induziert (Druckrey u. Mitarb., 1965). Bei verschiedenen Tierarten (Ratte,
Kaninchen) waren die GroBhirnhemispharen eindeutig Vorzugssitz der Geschwiil-
ste (Druckrey u. Mitarb., 1965, 1967 ; Stroobandt u. Brucher, 1968; Jéinisch u.
Schreiber, 1969; Wechsler u. Mitarb., 1969; Kleihues u. Mitarb., 1970), wiahrend
eine Lokalisation im Hirnstamm, Kleinhirn oder Riickenmark sehr viel seltener
beobachtet wurde. Den Autoradiogrammen (Abb. 1 unten; Abb. 3) kénnen jedoch
eindeutige regionale Unterschiede in der Aktivitdtsverteilung nach Gabe von
HMC-MNH nicht entnommen werden. Die allgemein etwas geringe Aktivitit tiber
der weilen Substanz koénnte auf die gegeniiber der grauen Substanz geringere
Capillarisierung zuriickzufithren sein. Andererseits fand sich eine deutliche An-
reicherung der Aktivitdt tiber der Hypophyse (Abb. 3), wihrend hier ein ursich-
licher Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Tumoren und der Applikation
von MNH nicht nachgewiesen werden konnte (Mennel, 1969). Dies spricht dafir,
daB die auffallige Haufung der Tumoren in bestimmten Abschnitten des Zentral-
nervensystems, die in dhnlicher Weise auch bei pranataler Applikation von Athyl-
nitrosoharnstoff beobachtet wurde (Klethues u. Mitarb., 1968; Ivankovic u.
Druckrey, 1968; Wechsler u. Mitarb., 1969), nicht auf regionale Unterschiede in
der priméren Verteilung des Carcinogens im Zentralnervensystem zuriickzufiithren
ist.
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