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A. Graffi « Untersuchungen iiber den Mechanismus der Cancerogenese

Untersuchungen iiber den Mechanismus der Cancerogenese
und die Wirkungsweise cancerogener Reize

von Prof. Dr. A. GRAFFIL

Leiter der Abteilung fiir biologische Krebsforschung
des Instituts fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Berlin-Buch
(Direktor: Prof. Dr. W. FRIEDRICH)

Schon von Fiscuer-WaseLs (1) wurde die Geschwulstbildung als ein komplexer Vorgang
angesehen, indem er die Bildung einer sogenannten Tumorkeimanlage und deren Reali-
sierung zur manifesten Geschwulst unterschied. Eine wichtige experimentelle Stiitze fiir
diese Ansicht erbrachten DerrLvaw (2), McKeszie und Rous (3), und Roxpont (4), indem
sie feststellten, daf nach einer fiir sich allein unzureichenden Teerung der Miusehaut die
Geschwulstbildung durch Brandwunden oder Verletzungen ausgelost werden kann.

In fritheren Versuchen (5) erzielten wir bereits durch 3- bis 5malige aufeinander-
folgende Benzpyren-Tropfungen einige Geschwiilste und kamen zur SchluBfolgerung, daB
an dem komplexen Vorgang der Cancerogenese neben einer eventuell spezifischen irreversiblen
Wirkung des Cancerogens auf die Epithelzellen noch eine Superregeneration und bestimmte
Veranderungen am Gefaflbindegewebe beteiligt sind. Von entscheidender Bedeutung war
jedoch der Nachweis von BerensLum und Suusik (6),dafl man nach kurzdauernder Behandlung
der Mausehaut mit cancerogenen Kohlenwasserstoffen (KW St) die Geschwulstbildung durch
eine lokale Nachbehandlung mit
Crotonol auslosen kann, welches e [S4Tiere)
allein praktisch keine geschwulst- I ’
bildende Wirkung besitzt. Damit
wurde am eindeutigsten der Nach-
weis erbracht, dall sich die Ge- F
schwulstbildung mindestens aus zwei 41 /
voneinander unterschiedlichen Teil- /

§

vorgangen zusammensetzt:

1. einem spezifischen Initialvor- x
gang, der nur durch ein Can- 2 /
cerogen ausgelost wird und v
den wir im folgenden in An- , 2l
lehnung an Fiscuer -Wasers 74
als die Bildung einer Tumor- x
keimanlage (TKA) bezeichnen 7T 2 3 8 5 € 14 3%
wollen;;

Abb. 1. Vergleich der kombinierten Cancerogen-Crotonslwirkung
9 . ; ifisch mit der Wirkung des Cancerogens und des Crotonsls allein.
»~BE SING wem{.gersp SElisohen; - ., - einmalige Tropfung der Miusehaut mit 100 » DMBA,
auch durch nichteancerogene {),2hproz. Losung in Aceton und laufende, einmal wéchent-
. . iche Tropfung der gleichen Hautstelle (Riicken) mit 5proz.
Reize, z. B. Crotondl oder Ver- Crotondl-Lisung in Paraffingl.
letzungen, auslosbaren Vor- O = einmalige Tropfung der Miusehaut mit 100 y DMBA

. oh ne Crotonslnachbehandlung.
gang, durch den die latente A = laufende, einmal wéchentliche Tropfung mit 5proz. Crotonsl-

TKA in eine manifeste Ge- lésung ohne Cancerogenvorbehandlung.
hwulst iib .. 3 W. Q. = Zahl simtlicher Geschwiilste (gut- und bosartige),
schwulst iibergefithrt wird. dividiert durch Anzahl der iiberlebenden Tiere.

Krebsforschung und Krebsbekimpfung 1



A. Graffi
by T
&0
T Abb. 2. Zeitlicher Abfall des extrahierbaren, fluoreszenzfihigen Bp der Miusehaut
70 nach einmaliger Tropfung mit 0,4proz. Lisung in Aceton = oo 200 p Cancerogen.
9 Vorausgehende Beseitigung der kristallinen Bp-Auflagerung nach der Applikation.
s} o Quantitative Bestimmung des extrahierten Bp durch Fluoreszenzmessungen.
= Ordinate = Menge des extrahierten Bp in y.
S5l ° Abszisse = Zeit in Stunden nach der Tropfung.
s o
&
~ 40
| .
?,30 o An Hand solcher Kombina-
s
§ e tionsversuche mit Crotonsl wollen
< v
821 o d ° wir im folgenden versuchen, den
3 g ;
S . * Vorgang der Cancerogenese zu
° o
° % 4 §
01 3 6 2 —_— % 48 72
Zeitpunkt nach der Befropfung [Stdn]
wa analysieren. In der Abb. 1 ist ein
( "\ derartiger Kombinationsversuch
; / = psaia einer einmaligen Tropfung der
/ . .
o / Mausehaut mit dem starken can-
Z // cerogenen KWSt 9, 10-Dime-
/ thyl-1,2-Benzanthrazen (DMBA)
3 / und nachfolgender Crotonolbe-
x / . . ™
/ A handlung, die laufend einmal wo-
' . . . - .
2 * b4 chentlich mit einer 5proz. Losung
7/
1 i ra in Paraffinol erfolgte, dargestellt.
9 I’ | / s g
i / Lo | e Sowohl das Cancerogen allein in
i v Vo der angewandten Dosierung als
L yos—yoE. paspr=n=F_._a—., s mdorm i 4 1 = 1
Wagy 2 3 4 5 § 7 & 9 10 71 12 13 14 15 76 17 18 19 20 auch das Crotonol allein waren
t — Monate ktincki Sk 1 ah 1
Abb. 3. Crotonslnachbehandlung zu verschiedenen Zeiten nach praktisch wirkungslos, wihrenc

der einmaligen Tropfung mit DMBA.
x = einmal 250 y DMBA und laufende Crotonéltropfung
nach 10 Tagen beginnend.

-———Q = einmal 250 y DMBA und Crotonol, 6 Monate nach
der Cancerogen-Applikation beginnend.

\ = einmal 100 » DMBA und Crotonélnachbehandlung,
14 Monate nach der Cancerogen-Applikation beginnenr.
Crotondltropfung bei siimtlichen Versuchen einmal
wochentlich mit 5proz. Losung. Pfeile geben den Be-
ginn der Crotonéltropfung fiir jede Versuchsserie an.

Abb. 4. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Miusehaut

2 Stunden nach einmaliger Auftropfung einer Benzpyren-Losung

(schwache VergroBerung). Starke Speicherung des cancerogenen

KWSt in der Epidermis und den Haarbiilgen, speziell den Talg-

driisen. Relativ geringe Speicherung im Bindegewebe des Coriums
und der Subcutis.

die Kombination beider Behand-
lungsweisen eine grofe Anzahl
von Geschwiilsten, und zwar im
Durchschnitt 6 Tumoren pro
Tier, ausloste?).

Zunichst wenden wir uns dem
Vorgang zu, der der TKA-Bil-
dung zugrunde liegt.

1. Es handelt sich dabei um
einenrasch ablaufenden Pro-
zel in der Haut, da bereits
eine einmalige Tropfung mit
einem cancerogenen KWSt
ausreicht, um ihn auszulosen
(MorTrAM) (7). In unseren

Versuchen geniigten vom

') Eine Auslésung von Hautgeschwiilsten
gelingt auch durch einmalige iv. oder ip.
Injektion des KWSt und nachtriigliche
Crotonslbehandlung der Haut (GRAFFT
u. SCHARSACH).
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starken cancerogenen KWSt 9,10-Dimethyl-1,2-Benzanthrazen bereits weniger als
10y bei einmaliger Applikation, um TKA hervorzurufen. Nach einmaliger Tropfung
ist der unveriandert fluoreszenztihige cancerogene KWSt nur einige Tage aus der
Haut extrahierbar! (Abb. 2) oder fluoreszenzmikroskopisch in ihr nachweisbar (8).
Bei so geringen Mengen wie 10 » ist die Cancerogenfluoreszenz in der Haut nach
24 Stunden fast immer er-
loschen.

2. Es scheint sich dabei, wie
schon Fiscnur-WaseLs ver-
mutete und BerensLum (6)
und auch wir selber nach-
weisen konnten (9), um einen
irreversiblen Vorgang zu
handeln, da selbst eine
erst viele Monate spiter
eingetzende  Crotonoltrop-
fung zur Tumorbildung
fithrt (Abb. 3), wobei unge-
fahr die gleiche oder sogar
eine etwas hohere Tumor-
quote erzielt wird wie bei

Abb. 5. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Miusehaut
nach einmaliger Applikation des cancerogenen KWSt-Benzpyren
sofort anschlieBender Cro- in das subcutane Bindegewebe. Starke Anreicherung des Cancero-

tondl likati Selbst gens in dem subcutanen Bindegewebe, speziell in den mark-
onolapplikation. eLbs haltigen Nervenfasern und im Fettgewebe der Subcutis, bei fast
wenn die Crotonoltropfung fehlender Speicherung in den Haarbilgen und vor allem in den
. Epithelzellen der Epidermis (schwache Vergriferung).
bei der Maus 14 Monate und pishelz er A {eoltwac gro g)
beim Kavninchen, bei dem #q
das Crotonol ebenfalls ge- ¢
schwulstrealisierende Wir-

kung besitzt (10), 2 Jahre s

T
y (\iﬁere}

nach der Cancerogenappli- ¥
kation einsetzt, kam es in | /
unseren Versuchen zur Re- x
alisierung latenter TKA. y /

Da 14 Monate der durch- o
schnittlichen Lebenserwar- / /'

tung einer Maus entspre- ° /:/-»(ﬁ'r,bfe) o (1 Tiere)
chen, muf} die TKA als ein e "
Vorgang betrachtet werden, 7 . / |

i S ) ' __—o(17Tiere)
der withrend des ganzen S e i Tiere)

L —
R i

7 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1% 715 Monafe

Lebens in latenter Form

bestehen bleiben kann.
3. Es ergibt sich die wichtige Abb. 6. Geschwulsthildung im Kombinationsversuch mit Crotonsl
: bei Auftropfung, intra- und subcutaner Injektion des Cancerogens.

Frage, an welchen Bestand- ; ; 0k
i Tor E dis O x = einmal 100 y DMBA auf die Haut aufgetroptt und laufende
teilen der Haut das Cance- Crotonslbehandlung.

rogen bei der Bildung einer O = einmal 200 y DMBA subcutan injiziert und laufende Croton-
i o dlbehand ?
TKA angreift. Auf Grund Glbshandlvag

A = 5mal 125 y DMBA subcutan injiziert und laufende Crotonol-
behandlung.

! Untersuchungen gemeinsam mit ; ’ 3 s g
D 1 ‘Heryos: g 1 1: : ) ! W — einmal 240 p DMBA intracutan injiziert und laufende
r. L. HErRFORTH, K. SCHNEIDER unc Crotondlbehandlung.

W. KRISCHKE. (WQ = Anzahl der Geschwiilste pro Tier.)
1*



4 A. Graffi

der fluoreszenzmikroskopisch nachweisbaren Speicherung der cancerogenen KWSt
in den verschiedenen histologischen Hautbestandteilen (8) kommen in erster Linie in
Frage: a) die Epithelzellen der Epidermis und Haarbélge, b) die Gefile und das
Mesenchym der Cutis, ¢) die Nerven der Haut, die alle das Cancerogen mehr oder
weniger stark zu speichern vermogen.

Bei verschiedenen Applikationsweisen des
Cancerogens ist die histologische Verteilung des
KWSt stark unterschiedlich. Beim Auftropfen ist
die Speicherung in den Epithelzellen (Epidermis,
Haarbilge, speziell Talgdriisen) weitaus am stéirk-
sten (Abb. 4). Bei der Injektion in die Haut
tritt die Speicherung im Bindegewebe, speziell
Fettgewebe und in den markhaltigen Nerven stark
hervor bei geringer Anreicherung des Cancerogens
im Epithel (Abb.5). Bei der Applikation un-
gefahr gleicher Cancerogenmengen entstehen im
Tropfungsversuch?, also derjenigen Applikation,

bei der die stirkste Anreicherung des Cancero-
Abb. 7a. Warzenbildung an der Kaninchen-  geng in den Epithelzellen stattfindet, weitaus die
haut nach Transplantation diinner Thiersch’scher . " ; .
Lappen, die nach vorausgegangener kurzfristiger meisten Tumoren (Abb. 6). Damit spricht dieser
Tropfung mit DMBA und Zwischenschaltung Befund fiir eine direkte Wirkung des Cancerogens

cines 2 wiichentlichen behandlungsfreien Inter- 4uf die Epithelzelle bei der Bildung einer TKA.
valls entnommen und an entfernter, unbehan- -

delter Korperstelle auf das subcutane Binde- In gleichem Sinne sprechen noch folgende
gewebe transplantiert wurden. Befunde:

Abb. 7b. Warzenbildung am Schwanzende des Riickens einer Maus nach Transplantation diinner Thiersch’-

scher Lappen, die vom kurzfristig mit DMBA (10mal 0,01proz. Lisung in 10 Tagen) getropften Nackenfeld

entnommen wurden. Die Transplantation auf das nicht behandelte hintere Riickenfeld erfolgte eine Woche nach
der letzten Tropfung.

1 Untersuchungen gemeinsam mit Dipl.-Biol. W. KRISCHKE,
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1. In noch nicht vollig abgeschlossenen Versuchen! gelang es uns, sowohl bei der Maus
als auch beim Kaninchen eine Geschwulstbildung dadurch zu erzielen, dafi wir ganz
diinne coriumarme Tuierscu’sche Lappen, die einer kurzdauernd mit einem starken
Cancerogen betropften Hautstelle entnommen wurden, auf eine nichtgetropfte, binde-
gewebige Unterlage (Subcutis) verpflanzten (Abb. 7a u. 7b).

2. In Versuchen an Hauttrans-
plantaten der Maus (11)
konnten wir feststellen, daf
die Bildung der TKA auch
dann erfolgt, wenn die kurz-
dauernde Tropfung des
Transplantates mit dem
Cancerogen in jenem Zeit-
raum nach der Transplan-
tation stattfindet, in wel-
chem auf Grund der mor-
phologischen Untersuchung
die nervose Verbindung des
Hautlappens mit dem Zen-
tralnervensystem aufgeho-
ben ist (Abb. 8). Die zentral-
nervose Versorgung scheint
also fir die Bildung einer
TKA in der Haut nicht
erforderlich zu sein.

3. Verschiedene KWSt unter-
scheiden sich in charak-
teristischer Weise durch
starke quantitative Unter-
schiedeihrer Fihigkeit, TKA
zu bilden (4, 7) (Abb. 9).
Es besteht folgende Reihe
mit abfallender Wirkung:
9, 10-Dimethyl-1, 2-Ben-
zanthrazen (DMBA), 3,
4-Benzpyren (Bp), Methyl-
cholanthren (MCh), 1,2, 5,
6-Dibenzanthrazen (DBA),
1, 2-Benzanthrazen (BA).
Die durch einmalige Trop-
fung am Epithel der Mause-
haut ausgelosten cytolo-
gischen Veranderungen (Ne-
krobiose, Riesenzellbildung
und Polymorphismus, Mito-
chondrienvermehrung, Hy-
perregeneration, Mitosestei-

! Untersuchungen gemeinsam mit D

Abb. 8. Carcinombildung bei der: Maus auf einem Hauttrans-
plantat. Zustand 7 Monate nach der Transplantation. Tropfung
der transplantierten Haut 3mal am 10., 12. und 14. Tage mit
2proz. DMBA-Losung in Paraffinél nach der totalen Heraus-
nahme des rechteckigen Hautriickenfeldes und Wiedereinpflan-
zung nach einer Wendung um 180°. Ab 2 Wochen nach der
letzten Cancerogen-Applikation laufende, einmal wochentliche
Crotondltropfung. Transplantatgrenze durch intracutane Tusche-
injektion markiert.

o

[
s
Gt |

Wirkungsquotient —
ps

/

@
-

S
-

s 7 3 9 w0 1 12
—— Monate

Abb. 9. Anzahl der TKA, die durch konstante Mengen ver-
schiedener cancerogener KWSt hervorgerufen werden.

x = einmalige Tropfung mit 0,5proz. DMBA-Lésung und Cro-
tonglnachbehandlung.

O = einmalige Tropfung mit 0,5proz. Bp-Losung und Crotonél-
nachbehandlung.

A\ = einmalige Tropfung mit 0,5proz. MCH-Lésung und Crotonol-
nachbehandlung.

1 = einmalige Tropfung mit 0,5proz. DBA-Lésung und Crotonél-
nachbehandlung.

Siulen links: Verhiltnis der Wirkung der verschiedenen Cancero-
gene zueinander. Wirksamkeit des DBA = 1.

. F. Scuarsaca und Dipl.-Biol. J. Gmumy.




6 A . Graffi

gerung) (Abb. 10) zeigen bei den verschiedenen Cancerogenen die gleiche quantitative
Abstufung wie hinsichtlich der Fahigkeit, TKA zu bilden (12, 9¢). Dal} es sich bei
dieser Schadigung um eine direkte Wirkung auf die Zellen handelt, ergibt sich aus
der Tatsache, dall auch in der gefili- und nervenlosen Gewebekultur, gemessen an
der Wachstumshemmung und Nekrose, die gleiche quantitative Abstufung der Schi-
digungswirkung vorhanden ist (9 ¢, 13) (Abb. 11). Die Zahl der durch die verschie-
denen cancerogenen KWSt erzeugten TKA lauft also der unmittelbaren zelluliren
Schidigungswirkung parallel, woraus ebenfalls auf eine direkte Wirkung der Cancero-
gene auf die Zelle beim Prozel der TKA-Bildung geschlossen werden kann.

‘f v
7 4 Dder Kulturen in /’
14  relativen Einheiten /
w £0 /
3 50 /
}i' 70 - v/
§ w /
-g 30+ 1 '&@/ x
& $/
20 NY
8 QQ/ /x
10
v
7t s ]

6

§ 30 5

o
= 201 4 g

70

L

=2

x

Nittlerer Kerndurchmesser

2 4 5 8 0 72 7% >76' 18 nach
Cancerogenzugabe

Abb. 11. Wachstumshemmung von Gewebe-

72 P 6 8 10 2 7% 76 kulturen der Méausehaut einschlieBlich der Ver-
—=Tage kleinerung der Kulturen infolge degenerativen
1, . ] f Zellzerfalls durch verschiedene cancerogene
Abb. 10. Die Wirkung einmaliger Tropfung von DMBA KWSt. KWSt-Konzentration = 1 : 25 000 in
(o), Bp (O), MCh (+), DBA (@), Crotongl (-++) auf Form von Glyzerin- Serumlosung zugesetzt.
1. die Epidermisdicke (oberes Diagramm), ——x = DMBA ~—HO-- = MCh
2. Mitosezahl (mittleres Diagramm) und - @---@= Bp X x = BA
3. das Kernvolumen (unteres Diagramm) der Miuse- ————— A = Glyzerin-Serum ohne KWSt
haut in den ersten Tagen nach der Tropfung. (Kontrolle).

Ordinate: Durchmesser der Kulturen in will-
kiirlichen Einheiten.
Abszisse: Tage nach Zugabe des Cancerogens.
Abszisse: Tage nach der Cancerogen-Applikation. 0-Wert auf der Abszisse: GroBle der Kulturen®
_____ = normale Haut, am Tage der Cancerogenzugabe.

Ordinate: 1. Epidermisdicke in p; 2. Mitosezahl pro
1000 Zellen; 3. mittlerer Kerndurchmesser in .

Beim Vorgang der Geschwulstbildung interessieren auch die Beziehungen zwischen an-
gewandter Cancerogendosis und cancerogener Wirkung. Diese Fragestellung wurde vor
einigen Jahren von Druckrey und KiprmiiLLer (14) an Hand der Buttergelbwirkung auf
die Rattenleber untersucht, wobei allerdings die Carcerogenese als ein einheitlicher Vorgang
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betrachtet wurde. Hierbei wurde die Latenzzeit als Mall der cancerogenen Wirkung
gewiihlt. Diese Untersuchungen ergaben, dal fiir den Cancerisierungsvorgang durch-
Buttergelb die c - t - Beziehung Giiltigkeit hat, d. h. die Krebsbildung dann erfolgt (Latenz-
zeit), wenn ein bestimmtes minimales Cancerogenquantum verabreicht wurde (ca. 1 g),
unabhiingig davon, in welcher Zeit die Darreichung erfolgte und wie grof3 die Partialdosen

waren. Es resultierte dar-
aus, dafl sich die Wirkun-
gen der Partialdosen bei
der Cancerogenese addieren,
wie dieses bereits von
TrurscHLAENDER (40) an
Hand von Teerpinselungen
der Mausehaut wahrschein-
lich gemacht wurde.
Ahnliche Resultate er-
zielten auch wir fiir den
Gesamtvorgang der
Cancerogenese durch KWt
an der Miusehaut, wobei
wir allerdings nicht die
Latenzzeit, sondern  die
Zahl der Geschwulsthil-
dungen als Maf} der can-
cerogenen  Wirkung  zu-
grunde legten. In unserem
vergleichenden Versuch
(Abb. 12 wu. 13) wurde
DMBA ohne Crotonol-
nachbehandlung in Partial-
dosen von 2y bei konstan-
ter Konzentration der Lo-
sung (0,004%,) in drei ver-
schiedenen zeitlichen Ver-
teilungen, und zwar jeden
2., 7. und 14. Tag, verab-
reicht. Die durchschnitt-
liche Anzahl der gutartigen
Geschwiilste pro Tier, sowie
der Prozentsatz an Carci-
nomtieren war bei gleicher
(Cancerogenmenge in samt-
lichen Versuchen annahernd
gleich grofl. Vor allem der
steile Anstieg der Ge-
schwulstbildung erfolgte so-
wohl bei den gutartigen
Geschwiilsten als auch bei
den Carcinomen nach der
Uberschreitung des unge-

wa.
4

il

75 y OMBA

60 4

Abb. 12. Bildung gutartiger Geschwiilste bei verschiedener zeit-
licher Verteilung gleicher Cancerogenmengen ohne Crotonél-
nachbehandlung.

Cancerogen: DMBA. Partialdosen: 2 .
Cancerogen-Konzentration: 0,004%, in Aceton.

X = Tropfung jeden 2. Tag 2 y.

————— O = Tropfung jeden 7. Tag 2 7.

_______ A = Tropfung jeden 14. Tag 2 y.

Ordinate: W Q (durchschnittliche Tumorzahl pro Tier).
Abszisse: DMBA-Menge in y.

% |Ca-Tiere
50

40 4

30

20

10

20 25 3 P 50 60 70

Abb. 13. Carcinombildung bei verschiedener zeitlicher Verteilung
gleicher Cancerogenmengen ohne Crotondlnachbehandlung.

Ordinate: Prozentsatz der Carcinom-Tiere.
Cancerogen-Applikation wie fiiv Abb. 12.
------ x = Tropfung jeden 2. Tag 2 y.
~—--0 = Tropfung jeden 7. Tag 2 y.
——— A = Tropfung jeden 14. Tag 2 7.

80y OMBA



8 A. Graffi

fahr gleichen Schwellenwertes (ca. 40—50 y), gleichgiiltig in welcher Zeit (7, 25 oder
50 Wochen) diese Menge verabreicht wurde.

Bei der Anwendung der Latenzzeit als Mall der cancerogenen Wirkung gelangten
wir auf Grund unserer Untersuchungen zu Resultaten, die von denen Druckreys etwas
abweichen. Nach den Ergebnissen Druckreys wire fiir unsere Versuche [es wurde fiir
diese Fragestellung noch eine Versuchsserie hinzugefiigt, bei welcher t & glich 2y DMBA
verabreicht wurden], ein Verhaltnis der Latenzzeiten von ~ 1:2:7: 14 zu erwarten ge-
wesen. Die von uns fiir eine Carcinomquote von 409, ermittelte mittlere Latenzzeit betrug
jedoch fiir die genannten 4 Serien in Tagen: 140, 170, 247, 377 und verhielt sich damit
wie 1:1,2:1,7:2,7. Die Latenzzeit erfuhr also in unserem Versuch mit cancerogenen

KWSt an der Mausehaut

wa. mit der Steigerung der
72 zeitlichen Verteilung eine
7 starke relative Verkiir-

x (20 Tiere)

zung. Gemessen an der
Latenzzeit war also in
o(20T) unseren Versuchen eine
stirkere zeitliche Ver-
teilung einer gegebenen
Cancerogenmenge relativ
wirksamer als die Appli-
kation der gleichen Can-
cerogenmenge in dichter
Aufeinanderfolge, auch
wenn, wie in unserem

_, Fall, die GroBle der Par-
10y Carcinogenmenge tialdosen und damit die
Abb. 14. Beziehung zwischen Cancerogenmenge (10-100y DMBA pro Maus) Konzentration der Can-
und Wirkung. cerogenlosung konstant

% = Beziehung zwischen Cancerogenmenge und Anzahl d;sr TKA. gehalten wurde. Es
Applikation von 10, 25, 50, 75 und 100 y DMBA und anschlieBende . .
Crotonéltropfung einmal wichentlich. scheint also die Ge-

——— O = Beziehung zwischen Cancerogenmenge und sichtbarer Realisierungs- schwindigkeit =~ der Ge-
wirkung. 10—100 y DMBA pro Maus ohne Crotonslnach- schwulstbildung (Reali-

i beh.andluflg. =1 . : _ sierung)nicht allein durch
wurde in bzeilg:tn(g,%%igr(]):leﬁﬁ fl.m'ga%nui ({;at;t;i;ldosen zu 2 y appli- die Dosis, sondern auch
durch einen Zeitfaktor
an sich, bzw. bestimmte, im Gewebe ablaufende Prozesse im Sinne einer Forderung beein-
fluBt zu werden. Dabei kann sowohl an Vorgange gedacht werden, die mit der Wirkung
des Cancerogens ursichlich nichts zu tun haben, wie z. B. die physiologische regenerative
Zellvermehrung in der Epidermis beim Ersatz der verhornten abgestoenen Zellagen oder
aber auch an Prozesse, die zwar durch das Cancerogen angeregt werden, aber nach ihrer
Auslosung autonom weiterlaufen (4). In Ubereinstimmung mit den Buttergelbversuchen
Druckreys ergaben auch unsere Experimente mit cancerogenen KWSt, dall eine starke
zeitliche Verzettelung des Cancerogens keine Erholung des Gewebes von der Cancerogen-
schiadigung zur Folge hat, mithin die Einzelwirkungen sich verlustlos addieren und irre-
versibler Natur sind.
Die eben geschilderten Untersuchungen sind deshalb nicht vollig ausreichend fiir die
Klarlegung der Beziehungen zwischen Cancerogendosis und geschwulsterzeugender Wir-
kung, weil bei ihnen die Cancerogenese als ein einheitlicher Vorgang betrachtet wurde
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und unberiicksichtigt blieb, dafl sich die Geschwulstbildung als komplexer Vorgang aus
mindestens zwei, wenigstens teilweise auch qualitativ verschiedenen Prozessen zusammen-
setzt, die nicht ohne weiteres mit dem gleichen MaBstab und gleichzeitig gemessen werden

kénnen. Deshalb wurden von
uns Experimente durchgefiihrt,
in denen versucht wurde, die
Dosis - Wirkungsbeziehung  fiir
die beiden qualitativ unter-
schiedlichen Phasen der Can-
cerogenese, nimlich die TKA-
Bildung und die Tumorrealisie-
rung, gesondert zu erfassen (9).

In bezug auf den Initial-
vorgang (TKA-Bildung) der
Cancerogenese ergaben diese
Untersuchungen folgende Resul-
tate:

1. Die Zahl der TKA ist der
applizierten Dosis direkt
proportional, so daf} bei
graphischer  Darstellung
eine Gerade resultiert
(Abb. 14). Die Zahl der
durch eine gegebene Do-
sis erzeugten TKA ist also
begrenzt. Unabhingig von
der applizierten Gesamt-
dosis erzeugt eine be-
stimmte Cancerogenmenge,
z. B. 10 y, stets annihernd
die gleiche Zahl an TKA
(Cancemgenmenge

Zahl d. TKA
In unseren Versuchen er-
zeugten 10y DMBA un-
gefihr 1 —2 durch Crotonsl
realisierbare TKA in der
Haut.

2. Die Wirkungen selbst
kleinster Einzeldosen ad-
dieren sich hinsichtlich
der Anzahl der TKA ver-
lustlos.

3. Bei sehr niedrigen Kon-
zentrationen der Losung
und nicht zu dichter Auf-
einanderfolge der Appli-
kationen ist die TKA-Zahl
ziemlich unabhéngig von

=konstant ).
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Abb. 15. Unabhiingigkeit der TKA-Bildung von der zeitlichen
Verteilung bei niederen Cancerogen-Konzentrationen.
————— O = 10 y DMBA in 2 Partialdosen innerhalb von 24 Std.
und anschlieBende Crotondlbehandlung.

———x =10 y DMBA in 100 Tagen (50malige Tropfung mit
0,0004proz. Lisung jeden 2. Tag) und anschlieflende
Crotonslnachbehandlung. 2
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/
/
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/
g
/
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o Muftertiere " / o /'/
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Abb. 16. Abhiingigkeit der TKA-Bildung vom Alter der Tiere.
Einmalige Tropfung mit 0,59, DMBA-Lésung (ca. 250 ) pro Tier
und laufende Crotondlnachbehandlung einmal wichentlich.

X = neugeborene Miuse.
————/\ = 4 Tage alte Miuse.
I = 8 Tage alte Miuse.
————— O = erwachsene Miuse.
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der zeitlichen Verteilung und der Grofie der Partialdosen und nur der Cancerogen-
gesamtdosis proportional (Abb. 15).

Ein Schwellenwert ist bei der Bildung einer TKA nicht nachweisbar oder liegt zu-
mindest sehr tief (unter 1 o) (Abb. 14).

. Die Zahl der TKA ist weitgehend unabhiingig von der Grofle des Hautfeldes. 100 y

DMBA erzeugen auf dem Riickenfeld e in er Maus ungefahr die gleiche Anzahl TKA
wie 10 x 10 y DMBA auf dem Riickenfeld von 10 Méausen. Dieses Ergebnis spricht
gegen das Vorliegen besonders disponierter Zellen (Mitosen) fiir den Angriff cancero-
gener Reize in der Haut, denn in diesem Fall miiite die Zahl der TKA mit der Grofle
des Hautfeldes, auf welches eine gegebene Cancerogenmenge verteilt wird, propor-

tional zunehmen.

In weiteren Experimenten untersuchten wir die Abhingigkeit der TKA-Bildung von
anderen allgemeinen Bedingungen der Tiere, beispielsweise vom Alter (Abb. 16). Es ergab

12 Monate

Abb. 17. TKA-Bildung (Serien mit Crotonslnachbehandlung) und Tumor-
realisierung (Serien ohne Crotondlnachbehandlung) bei jungen und alten
erwachsenen Miusen bei gleicher Cancerogenbehandlung.

——— O = 10mal 0,029, DMBA (100 y Gesamtdosis in 10 Tagen) und Cro-
tondlnachbehandlung bei 1 Jahr alten Tieren.
————— I = 10mal 0,029, DMBA in 10 Tagen und Crotonélnachbehand-
lung bei 3 Monate alten Tieren.
x = 10mal 0,02% DMBA ohne Crotondlnachbehandlung bei
1 Jahr alten Tieren.
————— + = 10mal 0,029, DMBA ohne Crotondlnachbehandlung bei
3 Monate alten Tieren.

Carcinom-Prozentsatz und Latenzzeit in obigen Versuchsserien:
alte Tiere und Crotonsl = 259%, Ca/250 Tage,
junge Tiere und Crotonsl = 509, Ca/260 Tage,
alte Tiere ohne Crotonol = 49, Ca/290 Tage,
junge Tiere ohne Crotonsl = 79, Ca/290 Tage.

sich, dall bei neugeborenen
Miusen sehr viel weniger
TKA ausgelost werden als
bei erwachsenen. Dieses
Ergebnis ist moglicherweise
aber darauf zuriickzufithren,
daf die Haut neugeborener
Tiere, die auch histologisch
kaum auf eine einmalige
Tropfung mit dem Cance-
rogen reagiert, im (legensatz
zur Haut erwachsener Tiere
infolge der noch fehlenden
Talgdriisen und der dadurch
bedingten Lipoidarmut ge-
ringere Mengen canceroge-
ner Substanz, speziell in
der Epidermis aufnimmt
als diejenige erwachsener
Miuse. Diesen Eindruck
vermittelt auch die fluores-
zenzmikroskopische Unter-
suchung. Noch wichtiger
erschien uns die Untersu-
chung der Frage, ob alte
Tiere bei gleicher Cancero-
genbehandlung mehr TKA

entwickeln als junge erwachsene Miuse, da ja Krebs im Alter gehiuft vor-
kommt und man annehmen koénnte, dall eine hohere Empfinglichkeit der gealterten
Haut den Cencerogenen gegeniiber dafiir verantwortlich ist. Dies war jedoch nicht der
Fall. Unsere Versuche (Abb. 17) ergaben, dall in der Haut alter Tiere nicht mehr TKA
durch gleiche Cancerogenbehandlung ausgelost werden als in der Haut junger erwachsener
Tiere. Daraus ergibt sich die Erwigung, dafl das gehaufte Krebsvorkommen im hohen
Alter weniger auf eine besondere Ansprechbarkeit der gealterten Zelle auf die cancerogenen
Reize im Sinne einer gesteigerten Bildung von TKA zu beziehen ist, sondern viel eher dar-
auf beruht, dall bei hoherem Alter die zur Realisierung latenter TKA erforderlichen
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Bedingungen und vor allem die dafiir benotigte Zeit (Latenzzeit) in einem viel hoheren
MaBle gegeben sind.

Verschiedene genetisch unterschiedliche Mausestimme zeigten grolle Unterschiede in
der TKA-Bildung bei gleicher Behandlung (10 a), wobei ein Stamm mit sehr hoher Spontan-
tumorquote eine viel geringere Tumorhaufigkeit aufwies als ein unbelasteter Stamm
(Abb. 18). Dieser Befund spricht gegen eine allgemeine Tumordisposition als wesentlicher
Faktor bei der Bildung einer Hautgeschwulst durch cancerogene KWSt, denn in diesem
Falle wire beim belasteten Méiusestamm die hochste Tumorhaufigkeit zu erwarten gewesen.
Der Versuch unterstreicht die Bedeutung einer erblich bedingten Lokaldisposition fiir die
Geschwulstbildung.

Als wesentliche Befunde iiber die Natur der TKA ergeben sich
also aus diesen Versuchen folgende Resultate: IThre rasche Bil-
dung, Itreversibilitat, ihre wahrscheinliche Entstehung durch

x— s ——d
.07 _a-
2 ’40"'" /_/A //’0_—
/ g . DS s
7 R Tt e e B P e Vo=
o S =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 7t 2 13 14 Monate

Abb. 18. TKA-Bildung bei verschiedenen Inzuchtstimmen bei gleicher Cancerogen-
und Crotondlbehandlung. Cancerogenbehandlung: einmal 100 y (0,2proz. Losung)
und laufende, einmal wichentliche Crotonéltropfung.

X ———— = schwarzer Inzuchtstamm, spontantumorfrei.

O-—— = Diluted - Brown-Stamm, belastet 809, spontane Mamma - Carcinome bei
Weibchen.

/\———— = Agnes-Bluhm-Albino-Inzuchtstamm, weif.

o e = Stamm 46.

diedirekte Wirkung des Cancerogens auf die Epithelzelle, die
direkte Proportionalitat der TKA-Zahl zur Menge des Cancero-
gens sprechen in erster Linie fiir einen Mutationsvorgang an ein-
zelnen Epithelzellen der Haut.

Wir kommen nun zum zweiten Teilvorgang der Cancerogenese, namlich zur G e -
schwulstrealisierung. Die qualitative Abgrenzung der Tumorrealisierung von der
TKA-Bildung ergibt sich aus der Tatsache, daf} sie durch das fiir sich allein nicht cancero-
gene Crotonol bewerkstelligt werden kann. Histologisch bewirkt das Crotonél in der Haut
eine akute Schéadigung, an die sich eine starke Superregeneration mit besonders auffilliger
Gefalreaktion anschlieft. AuBerdem fiihrt das Crotonsl noch zu kleinen oder groBeren
oberflichlichen Nekrosen, die rasch wieder abheilen, wobei das verlorengegangene Epithel
der Epidermis vom Rande her oder aus der Tiefe erhaltengebliebener Haarbilge wieder
regeneriert wird. Dieser Prozel3, in welchem herdweise frische, von einigen wenigen Mutter-
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zellen abstammende Basalzellen neu gebildet werden, ist fiir den Vorgang der Tumor-
realisierung eventuell von besonderer Wichtigkeit. Er wiirde nimlich bedingen, dafl durch
das Cancerogen abgewandelte einzelne Zellen (TKA-Zellen) in sehr schneller Generations-
folge eine rasche {lichenhafte Ausbreitung und Vermehrung in der horizontalen Richtung
erfahren und damit zu dauernd proliferationsfihigen, gleichzeitig geschwulstmaflig ab-
gewandelten neuen Basalzellen werden. Erst diese flidchige Vermehrung der durch
das Cancerogen mutativ abgeinderten Zellen stellt evtl. die Voraussetzung fiir eine
Warzenbildung dar, die ja letzten Endes darin besteht, daB speziell die Basalzellen eines
begrenzten, aber in jedem Fall vielzelligen Hautbezirkes eine vermehrte Wachstums- und
Teilungsgeschwindigkeit besitzen, die sowohl in der Verbreiterung der Epidermis nach oben,
vor allem in Form starker Hornauflagerungen, als auch im vermehiten Tiefenwachstum,
wenn auch zunichst in Form gut abgegrenzter Epithelzapfen, in Erscheinung tritt. Alle
diese, dem Crotonol eigene Wir-

#a! kungen zeigen auch die cancero-
. genen KWt schon bei einmaliger
Applikation. Letztere losen je-

doch, wie bereits erwihnt, auller-

dem noch bestimmte cytologische
Verinderungen an den Epithel-

zellen der Haut aus (5, 12, 15),

wie die Bildung von Riesenkernen,

eine starke Mitochondrienvermeh-

rung u. a., die beim Crotonol in

diesem quantitativen Ausmal}

fehlen (12). Es liegt daher nahe,

die cytologischen Verianderungen

an den Epithelzellen mit der TKA-

e N e R I - A o A 5 Bildung in Verbindung zu bringen
und fiir den Realisierungsvorgang
die fiir das Crotonsl und die Can-

Abb. 19. Abhingigkeit der Crotondlrealisierung (Latenzzeit) von
der Dosis und zeitlichen Verteilung des Crotonéls.

o = einmal 0,29 DMBA (100 y) und Crotondlnach- cerogene gemeinsamen Wirkun-
behandlung zweimal wichentlich (5proz. Losung). gen, nimlich die Superregenera-
X———= = einmal 0,29, DMBA (100 ) und Crotondlnach- ot sederhiolt hocizontals™
behandlung einmal wichentlich (5proz. Losung). 26Ty TWIOROLIONS - 5, AEEOTRG

Epithelneubildungnach oberflach-
lichen Nekrosen und die starke Gefilbindegewebsreaktion verantwortlich zu machen. So-
wohl dem Crotonél als auch den Cancerogenen kommt aulerdem die gemeinsame Eigen-
schaft zu, dafl ihnen gegeniiber die Mausehaut auch bei laufender Tropfung nur eine ge-
ringe, also partielle Gewohnung aufweist, so daf} die gesamten oben angefiihrten Reaktionen
in der Haut wihrend der ganzen Behandlungszeit immer wieder ausgelost und aufrecht-
erhalten werden. Auch diese Tatsache scheint fiir den Realisierungsvorgang wesentlich
zu sein.

Bei der Crotonolrealisierung entstehen bei laufender Crotonéltropfung nach einer ge-
wissen Latenzzeit zuerst gutartige Geschwiilste, von denen ein gewisser Prozentsatz sich
nach einer Behandlungsdauer von vielen Monaten (meist iiber ein Jahr) in echte Carcinome
umwandelt. Auch beim Realisierungsvorgang, und zwar auch bei Anwendung von Crotonél,
findet eine Summation der Einzelwirkungen statt, da doppelt so hiufige Crotonsltropfung
fast in der halben Zeit zur Geschwulstbildung fithrt [Berexsrum und eigene Untersuchungen
(5, 6)] (Abb. 19). Die Latenzzeit ist also eine Funktion der Tumorrealisierung und nicht
der TKA-Bildung. Den cancerogenen KWSt, die bereits allein zur Geschwulstbildung
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fithren, kommen also beide Eigenschaften, die zur Geschwulstbildung erforderlich sind,
gleichzeitig zu (5).

Eine quantitative Erfassung der Realisierungswirkung einer bestimmten Cancerogen-
dosis und Applikationsweise ist durch den Vergleich der Tumorbildung zweier Serien
gleicher Cancerogenbehandlung mit und ohne Crotonslnachbehandlung moglich (Abb. 14).
Aus der Differenz der Tumorzahl zwischen beiden Serien ergibt sich die Realisierungs-
wirkung der reinen Cancerogenbehandlung. Wenn wir mit verschiedenen Dosen diesen Ver-
such durchfithren, so resultiert, dal im Gegensatz zur TKA-Bildung die Realisierung makro-
skopisch sichtbarer Tumoren einen deutlichen Schwellenwert besitzt. Zur Realisierung
einer Geschwulst ist also die Summation einer bestimmten Anzahl von Einzelwirkungen
des realisierenden Reizes erforderlich. Bei dem Realisierungsprozel aullert sich also die
Summation auBler in der Vermehrung der verianderten Zellen vor allem in einer schritt-
weisen Anderung des qualitativen Zustandes der vorhandenen TKA in der Richtung ge-
steigerten geschwulstméBigen Verhaltens der Zellen, withrend bei der TKA-Bildung gleiche
Geschehnisse in ihrer Anzahl vermehrt werden, d. h. der gleiche Initialvorgang in neuen,
bis dahin unverinderten Zellen der Haut ausgelost wird. Auch bei der Tumorrealisierung
addieren sich bereits kleinste Einzeldosen in ihrer Wirkung, und zwar — wie bereits er-
wihnt — auch bei der Crotonolrealisierung. Diese Tatsache spricht dafiir, dafi die Sum-
mationsfahigkeit der Einzelwirkungen cancerogener Reize sowohl im Hinblick auf den Vor-
gang der Geschwulstrealisierung als auch der TKA-Bildung weniger auf die pharmakologi-
schen Besonderheiten der betreffenden Reize bezogen werden kann, sondern vielmehr auf
die biologische Eigenart des Geschwulstbildungsvorganges selber zuriickzufithren ist. Die
zur Cancerogenese fithrenden Reize, und zwar auch die reinen, zum Teil sehr unspezifischen
Realisierungsreize, wie z. B. Crotonél oder selbst regenerationsauslésende Verletzungen oder
Brandwunden, sind im Hinblick auf das Geschwulstgeschehen deshalb in ihrer Wirkung
sich verlustlos addierende sogenannte Summationsreize, weil der Geschwulstbildung eine
bestimmte Vielzahl irreversibler, d. h. spontan nicht mebr riickbildungsfihiger Verinde-
rungen der Zellen zugrunde liegt. Diese bestehen zum Teil wahrscheinlich darin (s. spitere
Ausfithrungen), daB8 mutative Anderungen bestimmter Zellbestandteile ausgelost werden
(TKA-Bildung), teils darin, dal diese mutierten Elemente in den Zellen durch Zellteilungen
angereichert und vermehrt werden (Realisierung).

Zur Geschwulstrealisierung durch einen cancerogenen KWSt allein sei noch folgendes
erginzend vermerkt. Schon aus Versuchen, die in den Abb. 12 und 13 dargestellt wurden,
geht hervor, dal} eine stirkere zeitliche Verteilung einer gegebenen Cancerogenmenge rela-
tiv schneller zur Geschwulstbildung fiihrt als die Applikation in dichter Aufeinanderfolge.
Da die Latenzzeit in erster Linie die Stirke der Realisierungswirkung widerspiegelt, muf3
geschlossen werden, dall die Realisierungswirkung mit steigender zeitlicher Verteilung und
Zahl der Partialdosen bei konstanter Cancerogendosis zunimmt. Bei extrem dichter Auf-
einanderfolge und konstanter Dosis nimmt auch die Zahl der Geschwiilste, und zwar so-
wohl der gutartigen als auch der malignen, ab. So ist beispielsweise die Zahl der gut- und
bosartigen Tumoren bei der Applikation von 100 y DMBA in 10 Partialdosen zu je 10 y
in 10 Tagen (ohne Crotonolnachbehandlung) betrichtlich niedriger als bei der Applikation
der gleichen Dosis, gleichfalls in 10 Partialdosen innerhalb von 100 Tagen (Tab. 1). Die
TKA-Bildung wird durch diese Anderung der zeitlichen Verteilung viel weniger verindert,
da im Kombinationsversuch mit Crotonol zwischen beiden Applikationsweisen eine ge-
ringere zahlenmiBige Differenz auftritt (Tab. 1). Bei der Applikation von 100 y DMBA
in Form von 50 Partialdosen zu je 2y ist bei der Darreichung innerhalb von 10 Tagen im
Vergleich zu 100 Tagen die gleiche Abnahme der Cancerogenwirkung bei der dicht auf-
einanderfolgenden Tropfung nachweisbar (Tab. 1), und zwar in diesem extremen Fall auch



