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Induction o/ Neurogenic Malignancies by One Single Dose o/ Ethyl-Nitrosourea 
(ENU)  Given to Newborn and Juvenile BD 1X-Strain Rats 

Summary. Rats at the age of one, 10 and 30 days received one single dose of ENU ranging 
from 5 to 80 mg per kg body weight. Out of 296 rats treated 242 later died from malignant and 
multiple tumors of the nervous system. Brain tumors, ependymomas, oligodendrogliomas, 
astrocytomas, and mixed gliomas were observed in 144 animals, malignant tumors of the spinal 
cord in 70, of the cranial nerves in 89, and of the PNS in 140 rats. Nine rats died from tumors 
of the heart, 7 of which we classified as malignant ncurinomas. - -  In all three age groups clear 
dose-response relationships were obtained. The sensitivity of the nervous system to the car- 
cinogenic ENU, judged by the tumor yield and the length of the latent period in the respective 
dosage groups, decreased to about a tenth within the first month after birth. On the other 
hand, the incidence of nephroblastomas increased with the age at treatment and the dose. 
Since ENU after a single subcutaneous injection of 20 mg per kg to newborn or 10 days old 
rats produced almost a 100~ yield of malignant tumors of the nervous system, it offers a sim- 
ple model for morphogenetic, biochemical or immunological studies in neurooncology. 

Zusammen/assung. Ratten im Alter yon einem, bzw. yon 10 und 30 Tagen crhielten eine 
einmalige Dosis ANH yon 5 bis zu 80 mg/kg K6rpergewicht. 242 von 296 behandelten I~atten 
starben sparer an malignen und racist multiplen Tumoren des Nervcnsystems. Geschwiilste des 
Gehirns, Ependymome, Oligodcndrogliome, Astrocytomc und Mischgliome wurden in 144 Fallen 
beobachtet, des Riickenmarks bei 70, von Hirnnervcn bci 89 und des PNS bei 140 Ratten. 
9 Ratten hatten tterz-Tumoren, die in 7 Fitllen als malignc Neurinome klassifiziert wurden.-- 
In allen 3 Altersgruppen ergaben sich klare Dosis-Wirkungs-Bezichungcn. Die Empfindlichkcit 
des Nervensystems gegen das careinogene ANti, beurteilt nach der Tumor-Ausbeute und der 
Lange der Latenzzeit in den einzelnen Dosierungsgruppen nahm wahrend des ersten Monats 
auf etwa den zehnten Teil ab. Auf der anderen Seite stieg die Haufigkeit yon Ncphroblastomen 
mit dem Alter bei der t~ehandlung und der Dosis. Da At{N nach einmaliger subcutaner Injek- 
tion yon 20 mg/kg an neugeborene oder 10 Tage alte Rattcn in praktisch allen Fallen zu malignen 
Tumoren des Nervensystems fiihrte, stellt dies ein sehr einfaches Modell dar fiir morpho- 
genetische, bioehemische und immunologische Untersuchungen in der Neurooncologie. 

1. Problemstel lung 

Die Erzeugung  yon Krebs  kann als ,,Verst~rkerwirkung" grunds/~tzlich durch 

eine einma]ige Dosis auch von  sehr kurzlebigen Carcinogenen wie z . B .  Alkyl-  

n i t rosoharnstoff -Verbindungen regelm~tssig erreicht  werden (Druckrey u. 

Mitarb.,  1964; Druckrey,  1967). D a m i t  wurde es m6g]ich, die Empf indl ichkei t  in 

verschiedenen Stadien der pri~natalen und  pos tna ta len  En twick lung  sys~ematisch 

* Die Arbeiten wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinsehaft erm6glicht. 
** Dissertation, )/[ediz. Fakultat der Universitat Freiburg. 
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zu prfifen. Vorangegangene  Versuche b a t t e n  gezeigt,  da6  die einmalige Gabe  von 
~ thy l -n i t r o soha rns to f f  (~NH) ,  1 ,2-Digthylhydraz in ,  Azo- oder  Azoxy-g~han an  
schwangere  R a t t e n  zwischen dam 12. u n d  le tz ten  Tage  der  Ges ta t ion  noch in 
sehr kle iner  Dosis yon  4~o der  L D  50 bei  p rak t i sch  al len N a c h k o m m e n  zu mal ignen 
Tumoren  speziell  des Nervensys tems  ffihrt  ( Ivankovic  u. Druckrey ,  1968; 
D r u c k r e y  u. Mi tarb . ,  1968 u. 1970). Bisher  wurden  insgesamt  mehr  als 1000 F&lle 

beobach te t .  
Die Empf ind l i chke i t  de r  Feten war  in den  le tz ten  Tagen  vor  der  Gebur t  a m  

gr61~ten. A n  erwachsenen R a t t e n  war  dagegen eine e twa 50faeh h6here Dosis ~NI-[ 
fiir die gleiche W i r k u n g  erforderl ich.  Dabe i  wurde  K r e b s  aul~er im )~ervensystem 
aueh in den verschiedens ten  Organen beobachte t .  Nach  der  Gebur t  n i m m t  also 
n ich t  nur  die Empf ind l i chke i t  erhebl ich ab,  sondern es gnder t  sich auch die Lokal i -  
sa t ion  der  Tumoren .  Es  war  daher  zu priifen,  warm diese J~nderungen erfolgen, und  
ob die in den  t r a n s p l a e e n t a r e n  Versuchen fas t  ausschlieBlich beobach te t e  En t -  
s tehung neurogener  Mal ignome auf der  neuro t ropen  W i r k u n g  der  Subs tanzen  be- 
r u h t  oder  nur  auf  der  besonderen  Empf ind l i chke i t  des Nervensys tems  w i h r e n d  
der  p r aena t a l en  Entwick lung .  Der  d a m i t  angesprochene Ze i t f ak to r  ha t  fiir die 
Ursachenforschung des K r e b s  besondere  Bedeutung.  

2. Literatur 
2qeugeborene Tiere, vor allem Miiuse, sind im letzten Jahrzehnt hi~ufig zur Prfifung 

chemischer Carcinogene verwendet worden. Pietra u. Mitarb. (1959) beobachteten nach ein- 
maliger subcutaner Injektion yon 30 mcg 7,12-Dimethylbenzanthrazen maligne Lymphome, 
die bereits nach 105 Tagen auftraten. Doell u. Carnes (1962) erzeugten Lymphome der Thymus 
dutch Urethan. I-[epatome konnten durch verschiedene Carcinogene erzeugt werden (Toth u. 
Miturb., 1964; Nishizuka u. Mitarb., 1965; Klein u. Weisburger, 1966; Toth u. Shubik, 1967). 
Die mehrfach beschriebene Entstehung yon Lungen-Adenomen k~nn hier aul3er ]~etracht 
bleiben, well es gutartige Tumoren sind, die bei zahlreichen Miusesti~mmen auch ,,spontan" 
vorkommen. Neurogene Malignome wurden nicht beobachtet. 

An neugeborenen Ratten konnten Terracini u. Magee (1964) durch einmalige Gabe yon 
])imethylnitrosamin anaplastische ~ierentumoren erzeugen. Urethan ffihrte in Versuchen yon 
Vesselinovitsch u. Mihailovich (1968) mit hoher Ansbeute zu malignen Tumoren in ver- 
schiedenen Organen, ~uch im Gehirn und Nervensystem. Della :Porta (1968) empfahl die Ver- 
wendung neugeborener Tiere als besonders empfindlichen Test und betonte: :'The sooner in 
life treatment is started, the stronger is the carcinogenesis response." In einer kritischen 
Literatur-~oersicht warnte Toth (1968) vor Verallgemeinerungen und wies mit Recht darauf 
hin, dal~ eine Beurteilung nnr durch quantitative Vergleichsversuche an neugeborenen und 
erwachsenen Tiercn m/Sglich sei, die meist nicht durchgeIfihrt wurden. 

3. Methodik 
Urn die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der vorangegangcnen Versuche an fetale~ 

und erwachsenen Ratten (Ivankovic u. Druckrey, 1968) zu gew~hrleisten, wurdcn die vor- 
liegenden Untersuchungen unter gleiehen Bedingungen durchgeffihrt, n~mlich mit ANH bei 
einmaliger Dosis an BD IX-l~atten. Sie erfolgten streng quantitativ in mehreren Dosierungs- 
gruppen an jeweils 3 Altersklassen. 

Das ANH wurde yon P~. Preussmann synthetisiert. Die Spezifikationen f fir die Identiti~t, 
l~einheit und Stabil i t i t  der Substanz in wiBriger LSsung sind bereits ausffihrlich mitgeteilt 
worden (Druckrey u. Mitarb., 1967). 

Die verwendeten BD IX-l~atten (C:PAH, wildfarben) verhalten sich nach Bruder- 
Schwester-Inzucht fiber mehr als 50 Generationen sehr einheitlich und sind daher fiir quanti- 
tative Versuche hervorragend geeignet. O. Stark (mfindl. Mittlg.) konnte inzwischen naeh- 
weisen, dal~ tIaut-Transplantate bei Geschwistern dieses Stammes anwachsen und toleriert 
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werden. Die Genoty-pen und Phanotypen der BD-Stamme wurden bereits beschrieben 
(Druckrey u. Mitarb., 1962). 

Fiir die vergleichende Priifung der Empfindlichkeit erschienen die ersten Wochen nach der 
Geburt yon besonderem Interesse. Deswegen erfolgte die einmalige Applikation yon ANH an 
Ratten im Alter von einem, 10 und 30 Tagen. Die Dosierungsgruppen umfassen den Bereich 
yon 5 -  80 mg/kg t(6rpergewicht mit dem Faktor 2 ansteigend. Die Applikation erfolgte stets 
in waBriger 0,9~ KochsalzlSsung. Insgesamt wurden 296 t~atten verwendet. Die Versuche 
begannen 1966. 

Als Standard-Diat dienten Altromin und Latz-Kekse im Wechsel unter Zufiitterung yon 
Salat bzw. Mohrriiben einma] in der Woche. Getrank war Wasser. Die oft sehr charakteristischen 
klinischen Symptome der Entwicklung yon neurogenen Tumoren sowie die Praparation des 
Nervensystems bei der Sektion wurden bereits eingehend yon Ivankovic u. Druckrey (1968) 
beschrieben. Die histologischen Diagnosen und Klassifizierungen der neurogenen Tumoren 
verdanken wir Prof. H. J. Ziilch, Dozent Dr. W. Wechsler u. Dr. tt. D. Mennel vom Max- 
Planck-Institut ffir Hirnforschung in K6ln, die der anderen Geschwiilste Dozent C. Thomas, 
Pathologisches Institut in Freiburg. Eine Reihe yon Praparaten wurde im eigenen Institut yon 
S. Ivankovic untersucht. Bei der quantitativen Auswertung wurden nur maligne Tumoren 
beriicksichtigt. Die Kontrol]e der Malignitat erfolgte an mehreren Beispielen durch Transplan- 
tation auf t%atten des gleichen Stammes. Sie war stets erfolgreich. 

4. Versuche und Ergebnisse 

4.1. Neugeborene Ratten 
Die Applikation des ~ N H  war am ersten Tag nach der Gebur~ nut durch 

subcutane In]ektion mSglich. Die Tiere wurden nach der Injektion kurz fiber die 
Genitalregion der Muttertiere gestreift, um k6rperfremde Gerfiche zu iiberdecken. 
Unter diesen Umstgnden machte die Aufzucht keine Schwierigkeiten. 

Die Bestimmung der akuten Toxicitat ergab eine LD 50 yon 240 mg/kg, 
/ihnlich wie bei erwachsenen t%atten. Im transplacentalen Versuch waren 80 mg/kg 
fiir die Feten bereits letal. Die Empfindlichkeit gegenfiber der akuten Giftwirkung 
nimmt also nach der Geburt auffallend schnell ab. 80 mg/kg wurden gut ver- 
tragen. Da ein quantitativer Vergleich der Ergebnisse an neugeborenen Tieren 
mit denen nach Exposition am letzten Tag vor der GeburC besonders wichtig er- 
schien, wurden 5 Dosierungsgruppen angesetzt. Die Gesamtzahl der untersuchten 
neugeborenen Tiere betrug 91. 

5 mg/kg. Von 28 behandelten Tieren starben 9 im Alter yon 238-809 Tagen 
an malignen Tumoren des Nervensystems. Die mittlere Absterbezeit betrug 
500 Tage. 8 Geschwfilste, Ependymome oder Gliome yon meist betr~chtlicher 
Ausdehnung (Abb. 1 a), lagen im Gehirn. Ein weiteres Tier hatte ein Ependymom 
des Rfickenmarks, das sich fiber den ganzen Lumbalbereich erstreckte. Tumoren 
in anderen Organen wurden nicht beobachtet. 19 der 28 t~atten starben ohne 
Tumor. Die Ausbeute betrggt also rund 32 ~o. Die zahlenm~Bigen Ergebnisse sind 
zur Vereinfachung und besseren Obersicht mit denen aller anderen Dosierungs- 
und Altersgruppen in der Tab. I zusammengefagt. 

10 rag~leg. Es wurden 16 Ratten aufgezogen. 11 yon ihnen gingen zwischen dem 
16i. und 487, Tage an neurogenen Malignomen zugrunde. Die mittlere Induktions- 
zeit war mit 310 Tagen signifikant kfirzer als im Versuch mit der halben Dosis. 
Nur 2 Tiere hatten Hirntumoren, eines davon ein Astrocytom. An Hirnnerven 
wurden 10 F/~lle yon malignen Neurinomen beobachtet. 9 betrafen den N. trige- 
minus (Abb. 2a), in 3 Fallen beidseitig, und 1 den N. sta~o-acusticus. 2 Ratten 
hatten Tumoren im t~iickenmark und 7 im peripheren Nervensystem (PNS) an 
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einem Plexus braehialis oder lumbosaeralis, am Ischiadicus oder an motorisehen 
Wurzeln. Bei einem weiteren Tumor im Mesenterium konnte der neurogene Ur- 
sprung histologisch nachgewiesen werden. Die meisten Ra t t en  bat ten  zwei 
Tumoren in verschiedenen Teilen des Nervensystems. 5 g a t t e n  starben ohne Ge- 
schwulst. 

a b 

C 

Abb. 1 a--c. Hirntumoren nach einmaliger Gabe yon J~thyl~nitrosoharnstoff an neugeborene 
bzw. 10 T~ge alten BD IX-Ratten. a Mischgliom in der Ammonshorn-Region, 5 mg/kg sub- 
cutan am 1. Lebenstag, Tod nach 548 Tagen. b Ependymom, 10 mg/kg oral am 10. Tage, Tod 
n~ch 468 Tagen. c polymorphes Mischgliom, 10 mg/kg oral am 10. Tage, Tod' nach 420 T~gen 

20 mg/kg. Hier starben alle eingesetzten 16 Rat ten  an malignen Tumoren des 
Nervensystems. Insgesamt wurden 35 Geschwiilste beobaehtet,  im Durchschnit t  
waren es 2,2 pro Tier. Davon lagen 3 (2 Ependymome und 1 Astroeytom) im Ge- 
him, 13 an Hirnnerven, 6 im t~fickenmark und 12 ira PNS. Ein Tier hat te  ferner 
ein pflaumengroBes Nephroblastom. Das Alter beim Tode lag zwisehen 187 und 
280 Tagen mit  einem Mittelwert yon 240 Tagen. 

40 mg/kg. Bei 15 l~atten wurden 35 neurogene Malignome beob~ehtet. 5 lagen im 
Gehirn, 8 an Hirnnerven, meist Trigeminus und je ]1 im l~fickenmark bzw. PNS. 
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In  einem Falle wurde ein Sarkom des Uterus gefunden. Die Absterbezeiten lagen 
zwisehen 133 und 409 Tagen, das mittlere Todesa]ter war 205 Tage. 

80 mg/kg. Alle 16 Rat ten  starben zwisehen dem 98. und 255. Tage an Krebs. 
Der Mittelwert betrug 183 Tage. 47 Tumoren lagen im Nervensystem, davon 9 im 
Gehirn, 15 an Hirnnerven, 9 im Riiekenmark und 14 im PNS. Die ]etzteren waren 

Abb. 2a--d. Maligne Neurinome von Hirnnerven nach einmaliger subcutaner Injektion yon 
Athylni~rosoharnstoff (ANH) an neugeborene bzw. 10 Tage alte Ratten. a des Ganglion 
Gasseri und Trigeminus, l0 mg/kg am 1. Lebenstag, Tod nach 161 Tagen. b des Stagoacusticus 
10 mg/kg am 10. Tage, Tod nach 479 Tagen. c des Itypoglossus, l0 mg/kg am 10. Tag, Tod 

nach 650 Tagen. d des Vagus, 40 mg/kg am 10. Tag, Tod nach 260 Tagen 

in 9 Fgllen yon einem Plexus lumbosaeralis ausgegangen, kitsch- bis walnuBgroB 
und meist in das R/iekenmark bzw. die Cauda equina vorgewaehsen; bei 2 g a t t e n  
betrafen sie den Plexus brachialis und bei den restliehen 3 motorisehe Wurzeln des 
Riiekenmarks. Ein Tier hat te  ein malignes Neurinom des Dfinndarms. Ferner  
wurden bei 4 der 16 Rat ten  groge Nephroblastome beobaehtet.  

Die Steigerung der Dosis hat te  also nieht nur eine erhebliehe Zunahme der 
Tumor-Ausbeute yon 9 auf 51 zur Folge, sondern aueh eine signifikante Vet- 
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kfirzung des mittleren Absterbealters yon 500 auf 183 Tage (Tab. 1 u. 3). Auf- 
f~tllig ist ierner das Auftreten yon Nephroblastomen bei der hSchsten Dosierung. 
Darauf wird zurfickzukommen sein. 

4.2. 10 Tage alte Ratten 

In  diesem Alter betri~gt das K6rpergewieht der BD IX-l%atten bereits 20 =k 4 g, 
so dab eine Applikation dureh Magensonde mSglich war. Deswegen wurde ~ N H  
verg]eichend naeh subeutaner und oraler Gabe untersueht. Die niedrigste Dosis 
yon 5 mg/kg kam in Fortfall, weft mi~ einer Abnahme der Empfindlichkeit gegen- 
fiber neugeborenen Ratten gereehnet werden konnte. 

4.21. Subcutane In]ektion 

10 mg/kg. Von 29 behandelten Ratten starben 21 im Alter yon 241-694 Tagen 
(Mittelwert 500 Tage) an ma]ignen Tumoren ausschlieBlieh des Nervensystems. 
Sie lagen bei 13 Tieren im Gehirn und gingen in 5 Fs von Hirnnerven aus, 
3 vom Trigeminus und je 1 vom N. stato-aeusticus bzw. hypoglossus (Abb. 2b u. e). 
6 Ratten batten Tumoren des Rfickenmarkes (Abb. 3~) und 9 des PNS. Ferner 
wurde ein kastaniengroBer abdominaler Tumor gefunden, der yon einem Mesen- 
terial-Nerven ausging und als malignes Neurinom diagnostiziert wurde. 8 Ratten 
blieben ohne Tumor. 

Abb. 3 a u. b. Misehgliom des Riiekenmarks (a) naeh einmaliger s. e. Injektion yon 10 mg J~Ntt 
pro kg am 10. Tage, Tod nach 647 Tagen. Malignes Neurinom beider Plexus lumbosaerales 
(b) mit Ausdehnung auf beide N. ischiadici nach 40 mg/kg i. v. am 30. Tage. Tod naeh 280 Tagen 

20 mg/kg. 16 yon 18 behandelten Ratten entwickelten maligne Tumoren, dig 
im Alter yon ]81-515  Tagen zum Tode ffihrten. Die mittlere Absterbezeit war 
350 Tage. 9 Ratten hatten Tumoren im Gehirn. An Hirnnerven wurden 3 Ge- 
schwfilste beobaehtet, und zwar je ein malignes Neurinom eines Iq. trigeminus 
und facialis sowie erstmalig ein Gliom des opticus. 6 F~tlle betrafen d~s Rficken- 



Erzeugung neurogener Malignome 147 

mark  und 12 das PNS. Die Gesamtzahl der neurogenen Maligome betrug also 30 
an 16 Ratten.  Ein Tier hatte ferner ein hellzelliges Careinom eines Ovars. 2 l~atten 
entwiekelten keinen Tumor. 

40 mg/kg. Alle 19 Rat ten  starben naeh einer mittleren Induktionszeit  yon 
300 Tagen an neurogenen Maligomen. Sie verteilten sich wie folgt: Gehirn 12, 
Hirnnerven 7, davon 6 am Trigeminus und 1 vom N. vagus ausgehend (Abb. 2 d), 
R/ickenmark 7 und PNS ebenfalls 7. Eine Rat te  hatte zus/~tzlich ein hellzelliges 
Ovarial-Careinom, eine andere ein subcutanes Sarkom, das einzige, das bei den 
insgesamt 157 subcutan injizierten Tieren beobachtet wurde. 

4.22. Orale Gabe 

Die Applikation der w~Brigen LSsung von ]~NH erfolgte durch eine stampfe, 
leieht gebogene Metallkanfile, die zwecks genauer Dosierung auf eine Tuberkulin- 
spritze aufgesetzt war. Die Kaniile wurde vorher mit  Wasser oder 01 benetzt, um 
sie gleitfghig zu maehen. 

10 mg/kg. 23 der 26 behandelten Rat ten  starben im Alter zwisehen 226 und 
870 Tagen (Mittelwert 520) an neurogenen Tumoren. 21 yon ihnen hatten Ge- 
sehwiilste im Gehirn (Abb. 1 b u. e). Die weiteren Fglle betrafen: Trigeminus 3, 
R/iekenmark 4 und PNS 10. Eine Rat te  hat te  einen Tumor im Rectum (Abb. 4). 
Es wurde als faserreiches Neurofibrom mit  Ausgang yon Sehwannsehen Zellen 
diagnostiziert. In  dieser Serie kam zum ersten Mal ein Tumor im Herzen zur Beob- 
achtung. Er  lag im linken Ventrikel, war yon glasig-weicher Konsistenz und fiillte 
die Kammer  fast vollst~ndig aus (Abb. 5a). Die Diagnose ergab ein malignes 
Neurinom mit  sarkomat6sem Anteil. Danach ist ein Ausgang yon Fasern des 
N. vagus anzunehmen. Sehlieglieh wurde je ein Fall yon Ovarial-Careinom und 
yon Sarkom des Uterus gefunden. 3 Rat ten  blieben negativ. 

Abb. 4. Neurofibrom des Rectum nach einmaliger oraler Gabe yon ANH, I0 mg/kg am 
10. Tage. Tod nach 479 Tagen 

20 mg/kg. Von 18 Tieren entwiekelten 17 maligne Tumoren und zwar aussehliel3- 
lieh im Nervensystem. Sie verteilten sich auf Gehfl'n 14, Trigeminus 4, Rfieken- 
mark  5 und PNS 15. AuBerdem wurde wieder ein Herz-Tumor im linken Ventrikel 
beobachtet.  Aueh hier konnte der neurogene Ursprung histologiseh gesiehert 
werden. Insgesamt wurden also bei den 17 positiven l~atten 38 verschiedene 
Tumoren gefunden. Die mittlere Absterbezeit betrug 370 Tage. 1 Tier hatte keine 
Geschwulst. 

40 mg/kg. 19 yon 20 behandelten Rat ten  starben an neurogenen Malignomen. 
In  13 Fs lagen sic fin Gehirn. 6 gingen yore Trigeminus aus und einer vom 
Bulbus olfaetorius, ein entdifferenziertes Neuroblastom. 6 Tumoren lagen im 
11 Z. Krebsforsch.  Bd.  74 
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Abb. 5 a - -  c. Maligne Neurinome des Herzens 
nach einmaliger Gabe von J~thyl-nitrosoharn- 
stoff an  10 bzw. 30 Tage alten BD IX-Ra t -  
ten. a und  b: Tumoren  der Ventrike], 40 mg/ 
kg oral am 10. Lebenstag.  Tod nach 298 
bzw. 377 Tagen. c: Tumor  der VorhSfe in 
die rechte K a m m e r  vorwachsend. Die N. vagi 
sind frei. 40 mg/kg i.v. am 30. Lebenstage. 

Tod nach 484 Tagen 

Tabelle 1. Erzeugung maligner Tumoren des Nervensystems dutch einmalige Gabe yon ~thyl- 
nitrosoharnsto~ an neugeborenen und ]ungen Ratten 

Alter Appli- Dosis l~atten neurogene Malignome andere 
Tag kat ion mg/kg Organe 

pos. neg. Gehirn Riicken- Hirn- PNS 
mark  nerven 

10 

30 

s.c. 5 9 19 8 1 0 0 0 
s.c. 10 11 5 2 2 10 7 0 
s.c. 20 16 0 3 6 13 12 1 
s.c. 40 15 0 5 11 8 11 1 
s.c. 80 16 0 9 9 15 14 4 

s.c. 10 21 8 13 6 5 9 0 
oral 10 23 3 21 4 3 10 2 
s.c. 20 16 2 9 6 3 12 1 
oral 20 17 1 14 5 4 15 0 
s.c. 40 19 0 12 7 7 7 2 
oral 40 19 1 13 6 7 19 2 
oral 80 16 0 8 5 6 10 9 

i.v. 20 18 11 10 0 3 4 6 
i.v. 40 15 3 10 0 4 4 4 
i.v. 80 16 1 7 2 1 6 10 

Summe 242 54 144 70 89 140 42 
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Riickenmark und 19 betrafen das PNS, meist einen Plexus lumbosacralis. In  
dieser Gruppe wurden 2 I-Ierz-Tumoren beobaehtet, und zwar im linken bzw. 
rechten Ventrikel (Abb. 5b). Beide erwiesen sich histologisch als maligne Neu- 
rinome. 2 Rat ten  hat ten Nephroblastome. Die Gesamtzahl der malignen Tumoren 
betrug 47 an 19 Ratten,  pro Rat te  also im Durehschnitt  2,5. Die mittlere Absterbe- 
zeit war mit  310 Tagen praktisch die gleiche wie nach subeutaner Gabe der gleichen 
Dosis. 1 Tier blieb negativ. 

80 rag~leg, t t ier  entwiekelten alle 16 I{atten maligne Tumoren. Die F&lle ver- 
teilten sieh auf Gehirn 8, Trigeminus 6, I%/iekenmark 5 und PNS 10. Der auf- 
f&lligste Befund war der, dab nach dieser hohen Dosierung bei nicht weniger als 
9 yon 16 Rat ten  Nephroblastome yon betr&chtlieher Gr6ge und z. T. beidseitig 
beobaehtet  wurden. Die mittlere Absterbezeit betrug 215 Tage, die Gesamtzahl 
maligner Tumoren 38, also durehschnittlich 2,5 pro Tier. 

Aueh in dieser Altersgruppe ist die Zunahme der Tumor-Ausbeute und die 
Abnahme der Latenzzeit mit  steigender Dosis eindeutig erkennbar. Die Ergebnisse 
waren nach subcutaner Injektion praktisch die gleiehen wie nach oraler Gabe 
(Tab. 1 u. 3). Die Empfindlichkeit der 10 Tage alten Rat ten  war signifikant ge- 
ringer als die der neugeborenen Tiere, und zwar entsprechen die Ergebnisse jeder 
Dosierungsgruppe sowohl nach der Ausbeute an Tumoren als auch naeh der Lgnge 
der Latenzzeit ziemlieh genau denen der um die I talf te kleineren Dosierung bei 
den neugeborenen Tieren. In  dieser Hinsieht verhalten sich die Empfindliehkeiten 
also etwa wie 1 : 2. Das gilt indessen aussehlieSlich fiir die neurogenen Malignome. 
Bei den Nephroblastomen ist es dagegen umgekehrt.  Besonderes Interesse ver- 
dienen die 4 neurogenen tIerz-Tumoren, die s~mtlich nach oraler Gabe beob- 
achtet wurden. 

4.3. 30 Tags alte Ratten 

Das mittlere K6rpergewicht betrug 60 i 7 g. In  diesem Alter war bereits die 
intraven6se Injektion in den Schwartz m6glieh. Sie wnrde gew~hlt, weil die Be- 
handlung in den vorangegangenen transplaeentaren Versuchen und an erwaehsenen 
Rat ten  ebenfalls intraven6s erfolgt war. AuBerdem sehien die Frage interessant, 
ob die Wirkung des XNH in der postnatalen Careinogenese yon der Applikations- 
art  abh/~ngt. Wegen der zu erwartenden geringeren Empfindliehkeit der 30 Tage 
alten Rat ten  wurde 20 mg/kg als kleinste Dosis gew/~hlt. 

20 mg/kg. Da mit  einer vergleiehsweise geringeren Tumor-Ausbeute zu reehnen 
war, wurde aueh in dieser Altersgruppe bei der sehwgehsten Dosis die gr68te 
Tierzahl behandelt, ngmlieh 29.18 yon ihnen starben im Alter yon 270-750 Tagen 
(Mittelwert 600 Tage) an malignen Tumoren. 10 Rat ten  hat ten Tumoren im Ge- 
him. In  3 F/~llen gingen sie yon Hirnnerven aus, je einer vom N. aeustieus, faeialis 
bzw. vagus, und 4 lagen im PNS. Rtiekenmarks-Tumoren wurden in dieser Serie 
nieht gefunden. Eine Rat te  hat te  einen Herz-Tumor im linken Ventrikel, der als 
malignes Neurinom diagnostiziert wurde. Bei einem weibliehen Tier fand sieh ein 
kirsehgrol3er subeutaner Tumor im Bereieh einer Brustdrtise, der zun/~ehst als 
Mamma-Careinom imponierte. Die histologisehe Diagnose ergab einen neuro- 
sarkomat6sen Misehtumor. Er  wurde zur weiteren Klgrung auf BD IX-Ra t t en  
transplantiert.  Die sehnell waehsenden Tumoren erwiesen sieh als maligne Neu- 
rinome. 2 Tiere hat ten hellzellige Ovarialeareinome, 2 weitere Sarkome im Uterus 
11" 
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und 1 ein Sarkom der Leber. Das Vorhandensein yon Cystieereus konnte ausge. 
schlossen werden, l l  Rat ten  blieben ohne Tumor. 

40 mg/kg. Von 18 behandelten l~atten entwickelten 15 neurogene Ma]ignome. 
In  10 F/illen lagen sie im Gehirn, 3 gingen vom Trigeminus aus und 1 vom Vagus. 
I m  Rfiekenmark wurde kein Tumor gefunden, im PNS 4 Fiille yon Geschwfils ten 
des Isehiadieus bzw. Plexus lumbosaeralis (Abb. 3b). Eine g a t t e  hat te  einen 
Tumor  im Herzen, der sieh fiber beide Vorh6fe erstreekte, ein Neurinom. Wie die 
Abb. 5e zeigt, konnten beide N.vagi bis zum Herzen freipr/ipariert werden. Der  
Ursprung ist also in den VorhSfen selbst zu suchen. 3 Rat ten  hat ten Nephro- 
blastome und 1 ein Sarkom des Uterus. 3 Ba t ten  blieben negativ. Die mittlere Ab- 
sterbezeit betrug 410 Tage. 

80 mg/kg. 16 yon 17 Bat ten  starben an malignen Tumoren. Die neurogenen 
Gesehwiilste verteilten sieh auf: Gehirn 7, N. vagus 1, l~fiekenmark 2 und PNS 6. 
In  dieser Gruppe wurden sogar 3 t Ierz .Tumoren beobaehtet. In  einem Falle 
handelte es sieh um eine Sarkomatose. Bei den beiden anderen, die den reehten 
Vorhof betrafen, konnte eine histologisehe Klassifizierung noeh nieht gegeben 
werden. 3 Bat ten  hat ten Careinome der Ovarien und 2 Sarkome des Uterus. Unter  
den 16 positiven Tieren hat ten nieht weniger als 7 Nephroblastome (Abb. 6), also 
fast  die H/ilfte. Eine Rat te  blieb ohne Tumor. Die mittlere Absterbezeit war 
350 Tage. 

Abb. 6. Ausgedehntes Nephroblastom links und beginnendes der rechten Niere sowie hell- 
zelliges Careinom eines Ovars naeh einmaliger intravenSser Injektion yon ANI-I, 80 mg/kg am 

30. Lebenstage. Tod naeh 321 Tagen 

Bei 30 Tage alten Bat ten  war die careinogene Wirkung deutlich schw~tcher 
als bei jfingeren Tieren. Die Tumor-Ausbeute und die L/~nge der Latenzzeit naeh 
der h6ehsten Dosis yon 80 mg/kg entsprieht etwa der nach 20 mg/kg bei 10 Tage 
alten und 10 mg/kg bei neugeborenen Tieren (Tab. 1 u. 3). Die H/~ufigkeit der 
extraneuralen Gesehwfilste nahm dagegen mit  steigendem Alter und mit  wachsen- 
der Dosierung erheblich zu. 

5. Die Tumoren 

Die Gesamtausbeute an malignen Tumoren betrug 485, die sieh auf 242 positive 
Ra t ten  verteilen. 443 Geschwfilste betrafen das Nervensystem (Tab. 1). 
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5.1. Gehirn, Hirnnerven,  Riickenmarlc und P N S  

Die Lokalisation der Tumoren zeigte keine eharakteristisehe Abh~ngigkeit yon 
der Dosis J~NH, wohl aber yore Alter der Ra t ten  bei Gabe des ~ N H .  Die prozen- 
tuale Verteilung auf die einzelnen Systeme ist in Tab. 2 zusammengestellt. Die 
relative Ausbeute an I t i rntumoren steigt yon 18~o bei neugeborenen auf 53% bei 
30 Tage alten Rat ten  an. Die Hitufigkeit yon Geschwfilsten der Hirnnerven und 
vor allem im Rtiekenmark n immt dagegen ab, wahrend die Zahlen ffir das PNS 
etwa gleich bleiben. 

Tabelle 2. Prozentuale Verteilung der Malignome im Nervensystem, abhiingig vom Alter der 
BD IX-Ratten bei einmaliger Gabe von A'NH 

Alter Prozent 2r 

Gehirn Him- ]Riicken- PNS 
T~ge Nerv mark 

I 18 32 20 30 
10 37 14 16 33 
30 53 16 4 27 

Hirntumoren wurden in 144 FAllen (32%) beobachtet. Sie fanden sieh in allen 
Teilen des Gehirns und waren meist yon betraehtlieher GrSfte. Die in den 
vorausgegangenen transplacentalen Versuchen auffallige Haufung der Lokalisation 
im Bereieh des Ammonshorn war hier nieht erkennbar. Histologiseh fanden sieh 
praktiseh die gleiehen Gesehwulsttypen. Da sie bereits ausftihrlieh besehrieben 
wurden (Ivankovie u. Druekrey, 1968; Weehsler u. Mitarb., 1969 sowie Zfileh, 
1969), kann hier auf eine noehmalige Darstellung verziehtet werden. Bemerkens- 
wert war die relative H~ufigkeit yon Ependymomen.  Ferner wurden Oligoden- 
drogliome, vereinzelt aueh reine Astroeytome, meist aber gemisehte Gliome und 
gli6s-mesodermale Komposit ionstumoren gefunden, sowie in wenigen F/tllen 
Medulloblastome. 

I m  Riiclcenmark lagen 89 Tumoren (20~o). Sie erstreekten sieh lanzettf6rmig 
fiber einen weiten Bereieh und lagen meist im Lumbalmark  (Abb. 3 a). Vereinzelt 
beobaehtete Gesehwfilste des eerviealen Tefls waren nut  klein, weft sie bald zum 
Tode ffihrten. Die histologische Untersuehung ergab Oligodendrogliome, pleomorphe 
Gliome, Medulloblastome oder Ependymome (Abb. 7), hi~ufig aber aueh maligne 
Neurinome, die offenbar yon motorischen Wnrzeln ausgingen. Gesehwfilste der 
Plexus braehiales oder lumbosaerales waren oft in das R/iekenmark eingewaehsen 
(Abb. 3 b), wurden abet bei der Auswertung dem PNS zugeordnet. 

Von Hirnnerven gingen 70 Gesehwfilste (16Wo ) aus. Die fiberwiegende Mehrzahl 
betraf die N. trigemini bzw. ganglion Gasseri (Abb. 2a). Diese Tumoren waren 
meist sehr ausgedehnt und unter ZerstSrung der Knoehen in die Nasenh6hle oder 
0rbi ta  vorgewaehsen. Andere Hirnnerven waren nur selten betroffen. Eine Ge- 
sehwulst des Vagus (Abb. 2d) wnrde bei 4, des Stato-aeustieus (Abb. 2b) bei 3 
und des Faeialis bei 2 Rat ten  beobaehtet. Je ein Tumor ging yore Olfaetorius und 
vom I-Iypoglossus (Abb. 2c) aus. In  allen FAllen waren es maligne Neurinome. 
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Abb. 7 a-- e. l%fiekenmarks-Tumoren nach einmaliger s. e. Injektion yon Athyl-nitrosoharnstoff 
an junge BD IX-Ratten. a und b : Ependymom, 40 mg/kg am 10. Tage, I-I.E. 12,5 bzw. 160fach. 

Schliel]lich wurde bei der histologischen Unte r suchung  ein Gliom eines N. opticus 
gefunden. 

Als auffs Befund  sei vermerkt ,  dab bei den im Alter yon 30 T~gen be- 
handel ten  64 l%atten nur  3 Tr igeminus tumoren  beobaehtet  wurden.  Ihre Hgufigkeit  
war in  der pr~Ln~tMen Carcinogenese mi t  175 yon  ]97 Geschwfilsten der H i m -  
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Abb. 7c: 0ligodendro-Astrocytom, 40 mg/kg am 1. Tag, H.E. 125lath 

nerven sehr hoeh (Ivankovic u. Druekrey, 1968). Aueh naeh Gabe des XNH an 
neugeborene Ratten kamen sie fast aussehlieglieh vor, w/~hrend in der Altersgruppe 
von 10 Tagen bereits in 6 von 35 F~llen andere Hirnnerven betroffen waren. Die 
Empfindliehkeit der N. trigemini nimmt also naeh der Geburt erheblich ab. Darauf, 
sowie auf die vereinzelte Beobaehtung maligner Tumoren des Olfaetorius, Optieus 
und Statoaeustieus, die bei der prgnatalen Careinogenese dutch XNH niemals 
befallen waren, wird sparer eingegangen werden. 

Im PNS  fanden sieh 140 Malignome (32~0). Sie gingen meist vom Plexus 
lumbosaeralis aus, erreiehten eine betr~ehtliehe Gr6Be (Abb. 3) und waren yon 
ser5sen oder blutigen Cysten durehsetzt. In  anderen F~llen betrafen sie nur einen 
N. isehiadicus oder femoralis. Tumoren des Plexus braehialis waren weniger ausge- 
dehnt und yon fester Konsistenz. Einige solitgre Gesehwiilste im Thorax oder 
Banehraum, die zungehst als Sarkome ersehienen, konnten dutch sorgf~ltige Pre- 
paration auf den Vagus bzw. auf motorisehe Nerven bezogen werden. Die histo- 
logisehe Untersuehung ergab in allen F~llen maligne Neurinome. Die Transplanta- 
tion auf andere BD IX-Rat ten  fiihrte stets zu sehnell waehsenden Gesehwiilsten 
des gMehen Typs. 

5.2. Neurogene Tumoren im Herzen und anderen Organen 

Herz-Tumoren wurden bei 9 Ratten gefunden. Bei den am 1. Lebenstag mit 
:~NH behandelten 91 Tieren war ebenso wie in den vorangegangenen prs 
Versuchen keiner, in der Altersgruppe yon 10 Tagen waren es r yon 145, s~mtlieh 
nach oraler Gabe, und bei den im Alter yon 30 Tagen intravenSs behandelten 
Ratten sogar 5 yon 64, also 8~o. Die Empfindliehkeit nimmt demnaeh mit dem 
Alter deutlieh zu. Diese Frage wird weiter untersueht. Die meisten Tumoren 
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wurden erst naeh dem Aufsehneiden des Herzens festgestellt. Dann zeigte sieh, 
dag sie einen Ventrikel bzw. Vorhof weitgehend ausffillten und als unmittelbare 
Todesursache angesehen werden mugten (Abb. 5). 

In  6 der 9 F~lle konnten der neurogene Ursprung und die Diagnose Neurinom 
histologiseh gesiehert werden (Zfileh, Mennel). Die MMignit/~t kommt durch das 
infiltrative Wachstum zum Ausdruek (Abb. 8). Bei einer weiteren ga t t e  handelte 

Abb. 8. Herz, malignes Neurinom bei einer t~atte, erzeugt durch einmalige orale Gabe yon 
ANH, 40 mg/kg am 10. Lebenstag. H.E. 150faeh 

es sieh um eine Sarkomatose der Herzmuskulatur, und in 2 F~llen steht die Zu- 
ordnung noch aus. Es sei vermerkt, dab wir seitdem aueh nach Gabe von 1-Aryl- 
3,3-dialkyltriazenen an junge Ratten eine ganze Reihe yon Herz-Tumoren/thn- 
licher Art beobachtet haben. Sie verdienen besondere Beaehtung, zumal sie leieht 
tibersehen werden. Uber die Histologie wird Mennel gesondert berichten. Iterz- 
Tumoren sind bei Ratten extrem selten (Strauss u. Merliss, 1945; Priehard, 1951), 
solehe neurogenen Ursprungs bisher iiberhaupt nieht besehrieben. Kiirzlieh be- 
riehteten Vesseiinowitseh u. Mihailovieh (1968) fiber 5 F~lle yon Iterz-Tumoren 
bei 160 Ratten, die kurz naeh der Geburt mit Urethan behandelt waren. Die Dia- 
gnose lautete: Anitschkow-Zell-Sarkome. 

Neurogene Tumoren wurden ferner bei je 2 Tieren im Darm (Abb. 4) bzw. im 
Mesenterium gefunden und in einem Falle an einer Brustdrfise. Sie sind zwar 
extrem selten, kommen aber doeh praktisch vor. Im  Hinbliek auf die neurotrope 
Wirkung des ]~NH erseheint die Annahme eines Kausalzusammenhangs als hin- 
reiehend begrfindet. 
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5.3 Andere maligne Tumoren 

I m  Gegensatz zu den Malignomen des Nervensystems nahm die Hgufigkeit 
yon Geschwiilsten anderer Organe mit  dem Alter, in dem das ANH gegeben wurde, 
eindeutig zu. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, wurden in der 1. Altersgruppe unter 
insgesamt 91 Rat ten  nur 6 F/~lle (7~o) beobaehtet, bei den am 10. Lebenstage be- 
hande]ten Tieren sind es 16 yon 146 (ll~o) und bei den 30 Tage alten Rat ten  20 

Abb. 9. Sarkomartiges Nephroblastom bei einer Ratte nach oraler Gabe yon 40 mg/kg ANH 
am 10. Lebenstag. H.E. 500faeh 

von 64 oder 31~o. In  Vergleiehsversuehen an erwaehsenen lZatten mit MNH und 
ANt i  wurden sogar mehr als 60% der Tumoren au6erhalb des Nervensystems ge- 
funden. Die hohe Empfindliehkeit der Feten und neugeborenen Rat ten  gegeniiber 
der earcinogenen Wirkung des ANN gilt also nur f/Jr das Nervensystem und 1/~13t 
keine Verallgemeinerung zu. Fiir andere Organe ist sie in anderen, und anscheinend 
reeht charakteristisehen Altersstufen zu suehen. Diese wiehtige Frage wird weiter 
geprtift. AuBer dem Lebensalter hat  nach den Ergebnissen der Tab. 1 aueh die 
Dosis eine erhebliehe Bedentung fiir die Lokalisation der Gesehwulstbildungen. 
Ihre H/~ufigkeit in anderen Organen auBerhalb des Nervensystems nimmt in allen 
Altersgruppen mit  der Dosis zu. 

Die Nieren-Tumoren haben im Hinbliek auf ihre H/~ufigkeit beim kindlichen 
Krebs besonderes Interesse. Sie wurden in den vorliegenden Versuehen als 
Nephroblastome bezeiehnet. Histologiseh waren es adeno-sarkomatSse Miseh- 
tumoren (Abb. 6 u. 9) vom Typ der Wilms-Tumoren. Sie erreichten meist eine be- 
tr/~ehtliehe GrSBe mig Gewiehten yon 10-50  g und kamen nicht selten beid- 
seitig vor. Neben weiBen und festen Tumorknoten fanden sieh blutig gef/grbte, 
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sehr weiche Partien. Die Geschwiilste ]iegen sich leieht transplantieren. Die Ab- 
h/~ngigkeit ihres Vorkommens yore Alter der Rat ten  im Zeitpunkt der Behandlung 
ist eindeutig. In  der 1. Altersgruppe waren es 5 yon 91, in der zweiten Gruppe 11 
yon 146 und bei 30 Tage alten Tieren l l  von 64. 20 der insgesamt 27 Nephro- 
blastome wurden in den Versuehen mit  der h6ehsten Dosis yon 80 mg/kg beob- 
aehtet. 

Lediglieh vermerkt  sei der gelegentliehe Befund yon Tumoren im weibliehen 
Genitalapparat,  der sehon in den prgnatalen Versuehen beobachtet  wurde. Hier 
wie dort waren es hellzellige Careinome der Ovarien, oft beidseitig, und Sarkome 
des Uterus. Die Zahl der Fglle betrug insgesamt 12, 8 davon in den Ovarien. 

6. Quantitative Auswertung 

6.1. Dosis- Wirkungsbeziehungen 

Die Eintragung der mit  ansteigenden Latenzzeiten zunehmenden Summen- 
hgufigkeiten von malignen Tumoren in ein log Wahrseheinlichkeitsnetz ergab in 
allen Alters- und Dosierungsgruppen praktiseh lineare Regressionen. Als Beispiel 

sind in der Abb. l0 die Ergebnisse der 
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Abb. 10. Latenzzeiten von neurogenen 
Malignomen bei 10 Tage alten BD IX- 
Ratten n~ch einmaliger subcutaner In- 
jektion yon Athyl-nitrosoharnstoff. Ordi- 
nate: Summenzahl yon l%atten mR Krebs, 
Prozent. Abszisse- L~tenzzeiten his zum 

Tode in Tagen 

Versnche nach subcutaner Injektion yon 
XNH an 10 Tage alten Ra t ten  wieder- 
gegeben. Sie lassen bereits die Dosis-Wir- 
kungsbeziehungen klar erkennen. Die Wir- 
kungsgeraden der drei Dosierungen yon 
10, 20 und 40 mg/kg verlaufen praktiseh 
parallel und sehr steil. Die Standard-Ab- 
weichungen der Einzelbeobachtungen be- 
tragen etwa 4-20%, die Streunngen der 
Mittelwerte liegen bei •  Es erscheint 
interessant, dab die einzelnen Fgl]e sich 
nnabhgngig yon der Lokalisation der Tu- 
moren in die zugeh6rigen Normalvertei- 
lungen einordnen, wie wit das bereits an 
mehreren Beispielen naehgewiesen haben 
(Druekrey u. Mitarb., 1964; Druckrey, 
1967). Dies lgfR auf einen gleiehartigen 
Mechanismus der eareinogenen Primgr- 
wirkung sehliegen. 

Die durch Abb. 10 belegte HomogenL 
tgt  der Ergebnisse begriindet die Beur- 
teilung der Mittelwerte. In  der Tab. 3 
ist die Abhangigkeit der Ausbeute an 

malignen Tumoren und der mittleren Latenzzeit yon der Dosis in allen 3 Alters- 
gruppen zusammengestellt. Mit steigender Dosis wgchst die Anzahl yon Ge- 
schwiilsten sowohl in der Gruppe als aueh im Durchschnitt  pro einzelne Rat te  
(von 0,3 bis 2,9, multiple Tumoren), wghrend die Lgnge der Latenzzeit stetig 
kiirzer wird. Auf die Zunahme yon Krebsfgllen augerhalb des Nervensystems 
wurde bereits hingewiesen. Wiehtig erseheinen die Untersehiede der Ergebnisse 
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in den 3 Altersgruppen. Bei neugeborenen ga t t en  sind 10 mg/kg naeh Ausbeute 
und Latenzzeit sogar wirksamer als 20 mg/kg an 10 Tage alten Ratten oder 80 mg/kg 
bei Gabe im Alter von 30 Tagen. Die eareinogene Wirksamkeit des J~NI-I bzw. die 
Empfindlichkeit der Ratten nimmt also sehon im 1. Lebensmonat auf etwa den 
zehnten Tell ab. Das gilt aber nut fiir das Nervensystem. Die Empfindliehkeit der 
Nieren verh/~lt sieh entgegengesetzt, die H/tufigkeit yon Nephroblastomen w/~chst 
mit dem Alter der Tiere im Zeitpunkt der Behandlung signifikant an. 

Tabelle 3. Ausbeute an malignen Tumoren im Nervensystem bzw. in den Nieren und Liinge der 
Latenzzeit in Abh~ingiglceit vonder Dosis Jfthyl-nitrosoharnsto] und dem Alter der t~atten bei der 

einmaligen Applikation 

Appli- Dosis maligne Tumoren 

kation mg/kg Ratten Nerven- Nephro- Dureh- t 50 
Tag system blastom S u m m e  sehnitt Latenzzeit 

Anzahl Anzahl pro l~atte Tage 

1 5 ~28 9 0 9 0.3 500 
10 11/16 21 0 21 1,3 310 
20 16/16 34 1 35 2,2 240 
40 15/15 35 0 35 2,3 205 
80 16/16 47 4 51 2,9 183 

10 10 44/55 71 0 71 1,3 510 
20 33/36 68 0 68 1,9 360 
40 38/39 78 2 80 2,1 300 
80 16/16 29 9 38 2,4 215 

30 20 18/29 17 1 18 0,6 600 
40 15/18 18 3 21 1,2 410 
80 16/17 16 7 23 1,4 350 

Grunds~tzlieh beweisen die Ergebnisse auch dieser Versuehe, dag eine einzige 
kleine Dosis yon wenigen Prozent der LD 50 zur Erzeugung yon Krebs geniigt, 
obwohl das hoehreaktive ]~NI-I im Organismus sehnell zerst6rt wird. Die eareino- 
gene Prim~rwirkung verl/~uft also praktiseh zeitlos und startet die Krebsent- 
stehung, die dann als besehleunigter Prozel3 autonom mit noeh unbekannten 
Meehanismen, abet eindeutig abh/mgig yon der Dosis und der altersgebundenen 
Empfindliehkeit der betroffenen Organe fortsehreitet. Der damit angesproehene 
Zeitfaktor bedarf der n/iheren Untersuehung. 

6.2. Dogs  und Latenzzeit 

Quantitative Versuehe mit versehiedenen Careinogenen an erwaehsenen Ratten 
(Druekrey, 1967) hatten fiir die Abhi~ngigkeit der mittleren Induktionszeit (t) yon 
der Dosierung (d) im doppelt log Netz regelmiiBig lineare Regressionen ergeben. 
Sie entsprechen der allgemeinen Gleiehung 

dtn = konst .  

Der Wert des Exponenten n, der den tangens des Anstiegswinkels angibt, war bei 
der Careinogenese - im Gegensatz zu reversiblen pharmakologisehen Wirkungen - 
stets grSBer als 1 und lag meist zwisehen 2 und 4. Danaeh ist die Erzeugung yon 
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Krebs grundsi~tzlich als besehleunigter Vorgang oder als ,Versti~rkerwirkung" zu 
verstehen. Es war zu prfifen, ob das auch bei den vorliegenden Versuchen zutrifft. 

Die Ergebnisse sind in der Abb. 11 dargestellt. In  allen 3 Altersgruppen wurde 
unabh/~ngig yon der versehiedenen Applikationsart eine ]ineare Abh~ngigkeit 
des log Latenzzeit yon dem log Dosis gems der oben gegebenen Gleiehung ge- 
funden. Der tangens des Anstiegswinkels betr/~gt im Versuch an neugeborenen 
t~atten n = 3, an l0 Tage alten Tieren 2,7 und an 30 Tage alten Rat ten  2,6. 
I m  transplaeentalen Versuch wurde n = 3,6 beobaehtet  (Ivankovie u. Druckrey, 
1968). Die Abnahme der Empfindliehkeit mit  steigendem Lebensalter kommt  
also auch in den stetig abfallenden tangens-Werten zum Ausdruek. Am 
deut]iehsten sind indessen die Untersehiede der Latenzzeiten bei den einzelnen 
Dosierungen in den 3 Altersgruppen aus der Abb. 11 und der Tab. 3 zu entnehmen. 
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Abb. 11. Abh/~ngigkeit der mittleren Latenzzeiten yon der ])osis J~thyl-nitrosoharnstoff bei 
3 Gruppen yon BD IX-Ratten, die im Alter yon 1 ; bzw. 30 Tagen eine einmalige Dosis er- 

hielten. 443 neurogene 1Kalignome bei 242 Tieren 

7. Diskussion 

Die quanti ta t iv  durchgefiihrten Versuche haben an einem Material yon 296 BD 
I X - R a t t e n  gezeigt, dab die Erzeugung maligner Tumoren des Nervensystems 
auch postnatal  durch eine einmalige Dosis ~ N H  mit gro6er Sicherheit m6glich 
ist. Die Wirkung war praktisch unabh/~ngig davon, ob die Applikation subcutan, 
oral oder intraven6s erfolgte. Da die einmalige subcutane Injektion an jungen 
Rat ten  technisch viel leichter ist als die intraven6se an schwangeren Ratten,  ist 
damit  eine sehr einfache Methode gegeben, die als Modell ffir morphogenetische, 
biochemische und immunbiologische Studien bei der Entwicklung neuroepithelialer 
Tumoren dienen kann. Auff/illig ist das Fehlen lokaler Sarkome an der subcutanen 
Injektionsstelle, zumal sie an erwachsenen Rat ten  bei allerdings h6herer Dosierung 
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in etwa der Hglfte der Fglle beobachtet  wurden (noch nicht abgesehlossene Ver- 
suehe). 

Die Empfindliehkeit des Nervensystems gegen/iber der eareinogenen Wirkung 
des ANt i  n immt mit  dem Lebensalter erheblieh ab. Wghrend sie bei Neugeborenen 
noeh fast die gleiehe ist wie bei Feten in der letzten Woehe vet  der Geburt, sinkt 
sie bei Gabe an 10 und 30 Tage alten Rat ten  gemessen an der Tumor-Ausbeute 
nnd der Lgnge der Latenzzeit betrgehtlieh, gemessen an der ftir eine bestimmte 
WirkungsgrSge erforderliehen Dosis fast auf den zehnten Teil. 

Mit zunehmendem Lebensalter bei der Behandlung gndert sieh aueh die 
Lokalisation der Tmnoren im Nervensystem. Wie die Tab. 2 zeigt, n immt die 
relative Hgufigkeit der t t i rn tumoren yon 18 auf 53~o zu, wghrend die der Ge- 
sehwiilste an II i rnnerven und im R/iekenmark erheblieh geringer wird. Die 
Empfindliehkeit der Hirnnerven und des Riickenmarks seheint also bei neuge- 
borenen Rat ten  am gr6gten zu sein. 

Besonderes Interesse verdienen die malignen Neurinome (Sehwannome) des 
Ganglion Gasseri und Trigeminns, die ghnlieh wie in den prgnatalen Versuehen 
(Ivankovie n. Druekrey, 1968) aueh naeh Gabe an neugeborene Rat ten  sehr 
hgufig und im Bereieh der Hirnnerven fast aussehlieglieh vorkamen. Naeh Unter- 
suehungen yon Meyerson u. Person (1969) an Sehaf-Feten ist die Aktivitgt  des 
Trigeminus sehon im 2. Drittel der prgnatalen Entwieklung naehweisbar. Mit zu- 
nehmendem Alter bei der Behandlung sinkt die relative ttgufigkeit der Trigeminus- 
Tumoren, und es treten mehr und mehr Geschwiilste anderer Hirnnerven in Er- 
seheinung. In  der Altersgruppe yon 30 Tagen wnrden trotz der h6heren Dosiernng 
bei insgesamt 49 Rat ten  nnr noeh 3 Fglle yon Trigeminus-Tumoren beobaehtet. 
Die anderen betrafen meist den Vagus oder Faeialis, bei einer Rat te  aueh den 
Hypoglossus, an denen auch im prgnatalen Versueh sehon Tumoren gefunden 
wurden. Anffgllig war das Vorkommen yon 3 malignen Neurinomen des Stato- 
aeustieus, einem Gliom des Optieus und einem Neuroblastom des Olfaetorius 
bulbus, die in den prgnatalen Versuehen in keinem einzigen Falle auftraten. Die 
Funktion dieser Sinnesnerven diirfte erst postnatal  einsetzen. Am Bulbus olfae- 
torius des Kaninehens werden naeh Untersnehungen yon Sehwartze (1967) erst 
am 2. Tage naeh der Geburt AktionsstrSme meBbar. Diese Saehverhalte deuten 
darauf hin, dal3 die Empfindliehkeit gegenfiber der neurotrop eareinogenen Sub- 
stanz nieht yon der relativen Gr613e oder Zellteilungsrate der einzelnen Teile des 
Nervensystems abhgngt, sondern vielmehr yon ihrer Differenzierung nnd funk- 
tionellen Aktivitgt. 

Eine interessante Parallele dazu ist das hgufige Vorkommen yon Ovarial- 
eareinomen bei Ratten,  die wghrend der Sehwangersehaft mit  XNH behandelt 
wurden (Ivankovie, 1969; Alexandrov, 1969). Ferner sei die Beobachtung yon 
Itnggins u. Mitarb. (1961 u. 1962) erwghnt, dab Brustkrebs an Rat ten  auffallend 
sehnell und regelms dureh eine einzige orale Dosis 20-Methyleholanthren oder 
7,12-Dimethyl-l ,2-benzanthrazen erzeugt werden kann, wenn sie zwisehen dem 
40. und 70. Lebenstage gegeben wird, nicht aber vorher oder spgter. Es seheint 
also fiir jedes Organ eine eharakteristisehe Periode der h6sehten Empfindliehkeit 
fiir eareinogene Agentien zu geben. Beim Nervensystem liegt sie offenbar kurz vor 
oder naeh der Geburt, ffir die Nieren naeh den vorliegenden Ergebnissen deutlieh 
spgter (Tab. 1 u. 3). II ier liegen wiehtige Probleme, die weiter untersueht werden. 
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Die Annahme, dab neugeborene Tiere grundsi~tzlich fiir careinogene Substanzen 
empfindiicher seien und daher als ,,Schnelltest" dienen k6nnen, muB als unzu- 
1/issige Verallgemeinerung abgelehnt werden. 

Absehliel3end sei vermerkt, dab zwar eine groBe Zahl yon Tumoren des 
Nervensystems bereits im jugendiichen Alter auftraten, vor allem bei den tZatten, 
die kurz nach der Geburt behandelt waren. Dem entsprechen die Ergebnisse der 
Irtiheren transplacentalen Versuche an BD IX-Rat ten  (Ivankovic u. Druckrey, 
1968), die inzwischen an 9 anderen BD-St/~mmen besti~tigt werden konnten 
(Druekrey u. Mitarb., 1970). Die Gabe des ~ q t t  an 10 und 30 Tage alten Tieren 
ffihrte aber zu erheblich 1/ingeren Latenzzeiten. Hier traten die meisten Tumoren 
erst nach mehr als einem Jahr  auf, in Einzelfgllen sogar nach fiber 2 Jahren bis zu 
870 Tagen, also erst im zweiten oder letzten Dittel des Lebens. Daraus folgt, dab 
auch im mittleren oder h6heren Alter erscheinende Geschwiilste sehon in frfiher 
Jugend verursacht sein k6nnen. Je frfiher der Krebs auftritt, um so frtiher ist nach 
den vorliegenden Ergebnissen die Einwirkung des causalen Agens zu vermuten, 
unter Umst/~nden sogar schon wi~hrend der pr/~natalen Entwicklung. 

Im Falle des bier untersuchten _~NH genfigte bereits eine einmalige und sehr 
kleine Dosis, die iiberhaupt keine akuten Symptome verursachte oder zu histo- 
logiseh erkennbaren Frfihsch~Lden am Nervensystem ffihrte. Auch bei den sp~ter 
verstorbenen ga t t en  waren in den geschwulstfreien Teilen des Nervensystems 
morphologisch keine VerSonderungen festzustellen, die als Pri~cancerosen gedeutet 
werden konnten. Die Entwicklung der Tumoren erfolgte nach langer Latenz 
offenbar sprunghaft mit sehr schnellem Wachstum und ffihrte dann bei den Ratten 
in wenigen Wochen znm Tode. Die carcinogene Primi~rwirkung und die ihr 
w/ihrend der Latenzzeit folgenden relevanten Prozesse sind daher im molekularen 
Bereich des genetischen Materials zu suchen. In  dieser Hinsicht besteht volle 
~bereinstimmung zwischen den Ergebnissen biochemischer Untersuchungen, die 
chemische Vergnderungen yon Nucleins~Luren (DNS) durch alkylierende Careinogene 
zweifelsfrei nachgewiesen haben, und denen der bier durchgefiihrten pharmako- 
logischen Versuche. Damit wird zugleich verst/indlich, dab die Prim~reffekte 
irreversibel sind und auch nach einmaliger Dosis als Verstiirkerwirkung ,,mit 
Zins und Zinseszins" schlieglich zu Krebs fiihren kSnnen. 
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