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

Swummary. 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 neurinomas. — In all three age groups clear
dose-response relationships were obtained. The sensitivity of the nervous system to the car-
cinogenic ENT, 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 1009, yield of malignant tumors of the nervous system, it offers a sim-
ple model for morphogenetic, biochemical or immunological studies in neurooncology.

Zusammenfassung. Ratten im Alter von einem, bzw. von 10 und 30 Tagen erhielten eine
einmalige Dosis ANH von 5 bis zu 80 mg/kg Korpergewicht. 242 von 296 behandelten Ratten
starben spéater an malignen und meist multiplen Tumoren des Nervensystems. Geschwiilste des
Gehirns, Ependymome, Oligodendrogliome, Astrocytome und Mischgliome wurden in 144 Fallen
beobachtet, des Riickenmarks bei 70, von Hirnnerven bei 89 und des PNS bei 140 Ratten.
9 Ratten hatten Herz-Tumoren, die in 7 Fallen als maligne Neurinome klassifiziert wurden.—
In allen 3 Altersgruppen ergaben sich klare Dosis-Wirkungs-Beziehungen. Die Empfindlichkeit
des Nervensystems gegen das carcinogene ANH, 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 Hiufigkeit von Nephroblastomen
mit dem Alter bei der Behandlung und der Dosis. Da AHN nach einmaliger subcutaner Injek-
tion von 20 mg/kg an neugeborene oder 10 Tage alte Ratten in praktisch allen Fillen zu malignen
Tumoren des Nervensystems fiihrte, stellt dies ein sehr einfaches Modell dar fiir morpho-
genetische, biochemische und immunologische Untersuchungen in der Neurooncologie.

1. Problemstellung

Die Erzeugung von Krebs kann als ,,Verstarkerwirkung‘‘ grundsitzlich durch
eine einmalige Dosis auch von sehr kurzlebigen Carcinogenen wie z. B. Alkyl-
nitrosoharnstoff-Verbindungen regelmissig erreicht werden (Druckrey u.
Mitarb., 1964 ; Druckrey, 1967). Damit wurde es moglich, die Empfindlichkeit in
verschiedenen Stadien der pranatalen und postnatalen Entwicklung systematisch
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zu priifen. Vorangegangene Versuche hatten gezeigt, dafl die einmalige Gabe von
Athyl-nitrosoharnstoff (ANH), 1,2-Disthylhydrazin, Azo- oder Azoxy-dthan an
schwangere Ratten zwischen dem 12. und letzten Tage der Gestation noch in
sehr kleiner Dosis von 4%, der LD 50 bei praktisch allen Nachkommen zu malignen
Tumoren speziell des Nervensystems filhrt (Ivankovic u. Druckrey, 1968;
Druckrey u. Mitarb., 1968 u. 1970). Bisher wurden insgesamt mehr als 1000 Fille
beobachtet.

Die Empfindlichkeit der Felen war in den letzten Tagen vor der Geburt am
oroBten. An erwachsenen Ratten war dagegen eine etwa 50fach hohere Dosis ANH
fiir die gleiche Wirkung erforderlich. Dabei wurde Krebs aufler im Nervensystem
auch in den verschiedensten Organen beobachtet. Nach der Geburt nimmt also
nicht nur die Empfindlichkeit erheblich ab, sondern es &ndert sich auch die Lokali-
sation der Tumoren. Es war daher zu priifen, wann diese Anderungen erfolgen, und
ob die in den transplacentaren Versuchen fast ausschlieBlich beobachtete Ent-
stehung neurogener Malignome auf der neurotropen Wirkung der Substanzen be-
ruht oder nur auf der besonderen Empfindlichkeit des Nervensystems wahrend
der praenatalen Entwicklung. Der damit angesprochene Zeitfaktor hat fiir die
Ursachenforschung des Krebs besondere Bedeutung.

2. Literatur

Neugeborene Tiere, vor allem Mduse, sind im letzten Jahrzehnt haufig zur Priifung
chemischer Carcinogene verwendet worden. Pietra u. Mitarb. (1959) beobachteten nach ein-
maliger subcutaner Injektion von 30 meg 7,12-Dimethylbenzanthrazen maligne Lymphome,
die bereits nach 105 Tagen auftraten. Doell u. Carnes (1962) erzeugten Lymphome der Thymus
durch Urethan. Hepatome konnten durch verschiedene Carcinogene erzeugt werden (Toth u.
Mitarb., 1964 ; Nishizuka u. Mitarb., 1965; Klein u. Weisburger, 1966; Toth u. Shubik, 1967).
Die mehrfach beschriebene Entstehung von Lungen-Adenomen kann hier auSer Betracht
bleiben, weil es gutartige Tumoren sind, die bei zahlreichen M&usestimmen auch ,,spontan‘*
vorkommen. Neurogene Malignome wurden nicht beobachtet.

An neugeborenen Ratien konnten Terracini u. Magee (1964) durch einmalige Gabe von
Dimethylnitrosamin anaplastische Nierentumoren erzeugen. Urethan fiihrte in Versuchen von
Vesselinovitsch u. Mihailovich (1968) mit hoher Ausbeute zu malignen Tumoren in ver-
schiedenen Organen, auch 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-Ubersicht warnte Toth (1968) vor Verallgemeinerungen und wies mit Recht darauf
hin, daB eine Beurteilung nur durch quantitative Vergleichsversuche an neugeborenen und
erwachsenen Tieren moglich sei, die meist nicht durchgefithrt wurden.

3. Methodik

Um die Vergleichbarkeit mit den Frgebnissen der vorangegangenen Versuche an fetalen
und erwachsenen Ratten (Ivankovie u. Druckrey, 1968) zu gewihrleisten, wurden die vor-
liegenden Untersuchungen unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt, ndmlich mit AN bei
einmaliger Dosis an BD IX-Ratten. Sie erfolgten streng quantitativ in mehreren Dosierungs-
gruppen an jeweils 3 Altersklassen.

Das ANH wurde von R. Preussmann synthetisiert. Die Spezifikationen fir die Identitit,
Reinheit und Stabilitit der Substanz in waBriger Losung sind bereits ausfithrlich mitgeteilt
worden (Druckrey u. Mitarb., 1967).

Die verwendeten BD IX-Ratten (CPAH, wildfarben) verhalten sich nach Bruder-
Schwester-Inzucht iiber mehr als 50 Generationen sehr einheitlich und sind daher fiir quanti-
tative Versuche hervorragend geeignet. O. Stark (miindl. Mittlg.) konnte inzwischen nach-
weisen, daB Haut-Transplantate bei Geschwistern dieses Stammes anwachsen und toleriert
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werden. Die Genotypen und Phéanotypen der BD-Stamme wurden bereits beschrieben
(Druckrey u. Mitarb., 1962).

Fiir die vergleichende Prufung der Empfindlichkeit erschienen die ersten Wochen nach der
Geburt von besonderem Interesse. Deswegen erfolgte die einmalige Applikation von ANH an
Ratten im Alter von einem, 10 und 30 Tagen. Die Dosierungsgruppen umfassen den Bereich
von 5—80 mg/kg Korpergewicht mit dem Faktor 2 ansteigend. Die Applikation erfolgte stets
in waBriger 0,9%iger Kochsalzlosung. Insgesamt wurden 296 Ratten verwendet. Die Versuche
begannen 1966.

Als Standard-Diat dienten Altromin und Latz-Kekse im Wechsel unter Zufiitterung von
Salat bzw. Mohrriiben einmal in der Woche. Getrink war Wasser. Die oft sehr charakteristischen
klinischen Symptome der Entwicklung von neurogenen Tumoren sowie die Praparation des
Nervensystems bei der Sektion wurden bereits eingehend von 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. H. D. Mennel vom Max-
Planck-Institut fiir Hirnforschung in Kéln, die der anderen Geschwiilste Dozent C. Thomas,
Pathologisches Institut in Freiburg. Eine Reihe von Praparaten wurde im eigenen Institut von
S. Ivankovic untersucht. Bei der quantitativen Auswertung wurden nur maligne Tumoren
beriicksichtigt. Die Kontrolle der Malignitat erfolgte an mehreren Beispielen durch Transplan-
tation auf Ratten des gleichen Stammes. Sie war stets erfolgreich.

4. Versuche und Ergebnisse

4.1. Neugeborene Ratten

Die Applikation des ANH war am ersten Tag nach der Geburt nur durch
subcutane Injektion moglich. Die Tiere wurden nach der Injektion kurz iiber die
Genitalregion der Muttertiere gestreift, um korperfremde Geriiche zu iiberdecken.
Unter diesen Umstédnden machte die Aufzucht keine Schwierigkeiten.

Die Bestimmung der akuten Toxicitit ergab eine LD 50 von 240 mg/kg,
ahnlich wie bei erwachsenen Ratten. Im transplacentalen Versuch waren 80 mg/kg
tiir die Feten bereits letal. Die Empfindlichkeit gegeniiber 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 Geburt besonders wichtig er-
schien, wurden 5 Dosierungsgruppen angesetzt. Die Gesamtzahl der untersuchten
neugeborenen Tiere betrug 91.

5 mglkg. Von 28 behandelten Tieren starben 9 im Alter von 238809 Tagen
an malignen Tumoren des Nervensystems. Die mittlere Absterbezeit betrug
500 Tage. 8 Geschwiilste, Ependymome oder Gliome von meist betridchtlicher
Ausdehnung (Abb. 1a), lagen im Gehirn. Ein weiteres Tier hatte ein Ependymom
des Riickenmarks, das sich tiber den ganzen Lumbalbereich erstreckte. Tumoren
in anderen Organen wurden nicht beobachtet. 19 der 28 Ratten starben ohne
Tumor. Die Ausbeute betrigt also rund 32 9%,. Die zahlenmaBigen Ergebnisse sind
zur Vereinfachung und besseren Ubersicht mit denen aller anderen Dosierungs-
und Altersgruppen in der Tab. 1 zusammengefal3t.

10 mg/kg. ¥s wurden 16 Ratten aufgezogen. 11 von ihnen gingen zwischen dem
161. und 487. Tage an neurogenen Malignomen zugrunde. Die mittlere Induktions-
zeit war mit 310 Tagen signifikant kiirzer als im Versuch mit der halben Dosis.
Nur 2 Tiere hatten Hirntumoren, eines davon ein Astrocytom. An Hirnnerven
wurden 10 Fille von malignen Neurinomen beobachtet. 9 betrafen den N. trige-
minus (Abb. 2a), in 3 Fillen beidseitig, und 1 den N. stato-acusticus. 2 Ratten
hatten Tumoren im Riickenmark und 7 im peripheren Nervensystem (PNS) an
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einem Plexus brachialis oder lumbosacralis, am Ischiadicus oder an motorischen
Wurzeln. Bei einem weiteren Tumor im Mesenterium konnte der neurogene Ut-
sprung histologisch nachgewiesen werden. Die meisten Ratten hatten zwel
Tumoren in verschiedenen Teilen des Nervensystems. 5 Ratten starben ohne Ge-
schwulst.

Abb. 1a—ec. Hirntumoren nach einmaliger Gabe von Athyl-nitrosoharnstoff an neugeborene
bzw. 10 Tage 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
nach 468 Tagen. ¢ polymorphes Mischgliom, 10 mg/kg oral am 10. Tage, Tod nach 420 Tagen

20 myglkg. Hier starben alle eingesetzten 16 Ratten an malignen Tumoren des
Nervensystems. Insgesamt wurden 35 Geschwiilste beobachtet, im Durchschnitt
waren es 2,2 pro Tier. Davon lagen 3 (2 Ependymome und 1 Astrocytom) im Ge-
hirn, 13 an Hirnnerven, 6 im Riickenmark und 12 im PNS. Ein Tier hatte ferner
ein pflaumengroBes Nephroblastom. Das Alter beim Tode lag zwischen 187 und
280 Tagen mit einem Mittelwert von 240 Tagen.

40 mg|kg. Bei 15 Ratten wurden 35 neurogene Malignome beobachtet. 5lagenim
Gehirn, 8 an Hirnnerven, meist Trigeminus und je 11 im Rickenmark bzw. PNS.
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In einem Falle wurde ein Sarkom des Uterus gefunden. Die Absterbezeiten lagen
zwischen 133 und 409 Tagen, das mittlere Todesalter war 205 Tage.

80 mglkg. Alle 16 Ratten starben zwischen 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 Riickenmark und 14 im PNS. Die letzteren waren

Abb. 2a—d. Maligne Neurinome von Hirnnerven nach einmaliger subcutaner Injektion von

Athylnitrosoharnstoff (ANH) an neugeborene bzw. 10 Tage alte Ratten. a des Ganglion

Gasseri und Trigeminus, 10 mg/kg am 1. Lebenstag, Tod nach 161 Tagen. b des Statoacusticus

10 mg/kg am 10. Tage, Tod nach 479 Tagen. ¢ des Hypoglossus, 10 mg/kg am 10. Tag, Tod
nach 650 Tagen. d des Vagus, 40 mg/kg am 10. Tag, Tod nach 260 Tagen

in 9 Fillen von einem Plexus lumbosacralis ausgegangen, kirsch- bis walnufigrofl
und meist in das Riickenmark bzw. die Cauda equina vorgewachsen; bei 2 Ratten
betrafen sie den Plexus brachialis und bei den restlichen 3 motorische Wurzeln des
Riickenmarks. Ein Tier hatte ein malignes Neurinom des Dinndarms. Ferner
wurden bei 4 der 16 Ratten groBe Nephroblastome beobachtet.

Die Steigerung der Dosis hatte also nicht nur eine erhebliche Zunahme der
Tumor-Ausbeute von 9 auf 51 zur Folge, sondern auch eine signifikante Ver-
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kiirzung des mittleren Absterbealters von 500 auf 183 Tage (Tab. 1 u. 3). Auf-
fallig ist ferner das Auftreten von Nephroblastomen bei der héchsten Dosierung.
Darauf wird zuriickzukommen sein.

4.2. 10 Tage alte Ratten

In diesem Alter betragt das Korpergewicht der BD IX-Ratten bereits 20 +-4 g,
so daB eine Applikation durch Magensonde méglich war. Deswegen wurde ANH
vergleichend nach subcutaner und oraler Gabe untersucht. Die niedrigste Dosis
von 5 mg/kg kam in Fortfall, weil mit einer Abnahme der Empfindlichkeit gegen-
iiber neugeborenen Ratten gerechnet werden konnte.

4.21. Subcutane Injektion

10 mglkg. Von 29 behandelten Ratten starben 21 im Alter von 241694 Tagen
(Mittelwert 500 Tage) an malignen Tumoren ausschliefilich des Nervensystems.
Sie lagen bei 13 Tieren im Gehirn und gingen in 5 Fillen von Hirnnerven aus,
3 vom Trigeminus und je 1 vom N. stato-acusticus bzw. hypoglossus (Abb. 2bu. ¢).
6 Ratten hatten Tumoren des Riickenmarkes (Abb. 3a) und 9 des PNS. Ferner
wurde ein kastaniengroBer abdominaler Tumor gefunden, der von einem Mesen-
terial-Nerven ausging und als malignes Neurinom diagnostiziert wurde. 8 Ratten
blieben ohne Tumor.

Abb. 3a u. b. Mischgliom des Riickenmarks (a) nach einmaliger s. ¢. Injektion von 10 mg ANH
pro kg am 10. Tage, Tod nach 647 Tagen. Malignes Neurinom beider Plexus lumbosacrales
(b) mit Ausdehnung auf beide N. ischiadici nach 40 mg/kg i.v. am 30. Tage. Tod nach 280 Tagen

20 mg|kg. 16 von 18 behandelten Ratten entwickelten maligne Tumoren, die
im Alter von 181515 Tagen zum Tode fithrten. Die mittlere Absterbezeit war
350 Tage. 9 Ratten hatten Tumoren im Gehirn. An Hirnnerven wurden 3 Ge-
schwiilste beobachtet, und zwar je ein malignes Neurinom eines N. trigeminus
und facialis sowie erstmalig ein Gliom des opticus. 6 Fille betrafen das Riicken-
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mark und 12 das PNS. Die Gesamtzahl der neurogenen Maligome betrug also 30
an 16 Ratten. Ein Tier batte ferner ein hellzelliges Carcinom eines Ovars. 2 Ratten
entwickelten keinen Tumor.

40 mglkg. Alle 19 Ratten starben nach einer mittleren Induktionszeit von
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. 2d),
Riickenmark 7 und PNS ebenfalls 7. Eine Ratte hatte zusétzlich ein hellzelliges
Ovarial-Carcinom, eine andere ein subcutanes Sarkom, das einzige, das bei den
insgesamt 157 subcutan injizierten Tieren beobachtet wurde.

4.22. Orale Gabe

Die Applikation der wéfBrigen Losung von ANH erfolgte durch eine stampfe,
leicht gebogene Metallkaniile, die zwecks genauer Dosierung auf eine Tuberkulin-
spritze aufgesetzt war. Die Kaniile wurde vorher mit Wasser oder 01 benetzt, um
sie gleitfihig zu machen.

10 mgfkg. 23 der 26 behandelten Ratten starben im Alter zwischen 226 und
870 Tagen (Mittelwert 520) an neurogenen Tumoren. 21 von ihnen hatten Ge-
schwiilste im Gehirn (Abb. 1b u. ¢). Die weiteren Félle betrafen: Trigeminus 3,
Riickenmark 4 und PNS 10. Eine Ratte hatte einen Tumor im Rectum (Abb. 4).
Es wurde als faserreiches Neurofibrom mit Ausgang von Schwannschen Zellen
diagnostiziert. In dieser Serie kam zum ersten Mal ein Tumor im Herzen zur Beob-
achtung. Er lag im linken Ventrikel, war von glasig-weicher Konsistenz und fiillte
die Kammer fast vollstdndig aus (Abb. 5a). Die Diagnose ergab ein malignes
Neurinom mit sarkomatésem Anteil. Danach ist ein Ausgang von Fasern des
N. vagus anzunehmen. Schlieflich wurde je ein Fall von Ovarial-Carcinom und
von Sarkom des Uterus gefunden. 3 Ratten blieben negativ.

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

20 mg/kg. Von 18 Tieren entwickelten 17 maligne Tumoren und zwar ausschlies3-
lich im Nervensystem. Sie verteilten sich auf Gehirn 14, Trigeminus 4, Riicken-
mark 5 und PNS 15. AuBlerdem wurde wieder ein Herz-Tumor im linken Ventrikel
beobachtet. Auch hier konnte der neurogene Ursprung histologisch gesichert
werden. Insgesamt wurden also bei den 17 positiven Ratten 38 verschiedene
Tumoren gefunden. Die mittlere Absterbezeit betrug 370 Tage. 1 Tier hatte keine
Geschwulst.

40 mg/kg. 19 von 20 behandelten Ratten starben an neurogenen Malignomen.
In 13 Fillen lagen sie im Gehirn. 6 gingen vom Trigeminus aus und einer vom
Bulbus olfactorius, ein entdifferenziertes Neuroblastom. 6 Tumoren lagen im
11  Z. Krebsforsch. Bd. 74
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Abb. 5a—c. Maligne Neurinome des Herzens
nach einmaliger Gabe von Athyl-nitrosoharn-
stoff an 10 bzw. 30 Tage alten BD IX-Rat-
ten. a und b: Tumoren der Ventrikel, 40 mg/
kg oral am 10. Lebenstag. Tod nach 298
bzw. 377 Tagen. ¢: Tumor der Vorhofe in
die rechte Kammer 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 durch einmalige Gabe von Athyl-

nitrosoharnstoff an neugeborenen und jungen Ratten

Alter Appli-
Tag kation

Dosis Ratten neurogene Malignome andere

mg/kg Organe

pos. neg. Gehirn Riicken- Hirn- PNS

mark nerven

1 s.c. 5 9 19 8 1 0 0 0
s.c. 10 11 5 2 2 10 7 0

8.C. 20 16 0 3 6 13 12 1

s.cC. 40 15 0 5 11 8 11 1

s.c. 80 16 0 9 9 15 14 4

10 s.cC. 10 21 8 13 6 5 9 0
oral 10 23 3 21 4 3 10 2

8.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

30 iv. 20 18 11 10 0 3 4 6
iv. 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 Herz-Tumoren beobachtet, und zwar im linken bzw.
rechten Ventrikel (Abb. 5b). Beide erwiesen sich histologisch als maligne Neu-
rinome. 2 Ratten hatten Nephroblastome. Die Gesamtzahl der malignen Tumoren
betrug 47 an 19 Ratten, pro Ratte also im Durchschnitt 2,5. Die mittlere Absterbe-
zeit war mit 310 Tagen praktisch die gleiche wie nach subcutaner Gabe der gleichen
Dosis. 1 Tier blieb negativ.

80 mg/kg. Hier entwickelten alle 16 Ratten maligne Tumoren. Die Fille ver-
teilten sich auf Gehirn 8, Trigeminus 6, Riickenmark 5 und PNS 10. Der auf-
talligste Befund war der, dal nach dieser hohen Dosierung bei nicht weniger als
9 von 16 Ratten Nephroblastome von betrachtlicher Grofle und z. T. beidseitig
beobachtet wurden. Die mittlere Absterbezeit betrug 215 Tage, die Gesamtzahl
maligner Tumoren 38, also durchschnittlich 2,5 pro Tier.

Auch 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 gleichen wie nach oraler Gabe
(Tab. 1 u. 3). Die Empfindlichkeit der 10 Tage alten Ratten war signifikant ge-
ringer als die der neugeborenen Tiere, und zwar entsprechen die Ergebnisse jeder
Dosierungsgruppe sowohl nach der Ausbeute an Tumoren als auch nach der Linge
der Latenzzeit ziemlich genau denen der um die Halfte kleineren Dosierung bei
den neugeborenen Tieren. In dieser Hinsicht verhalten sich die Empfindlichkeiten
also etwa wie 1 : 2. Das gilt indessen ausschlieBlich fir die neurogenen Malignome.
Bei den Nephroblastomen ist es dagegen umgekehrt. Besonderes Interesse ver-
dienen die 4 neurogenen Herz-Tumoren, die simtlich nach oraler Gabe beob-
achtet wurden.

4.3. 30 Tage alte Ratten

Das mittlere Kérpergewicht betrug 60 4-7 g. In diesem Alter war bereits die
intraventse Injektion in den Schwanz moglich. Sie wurde gewéhlt, weil die Be-
handlung in den vorangegangenen transplacentaren Versuchen und an erwachsenen
Ratten ebenfalls intravends erfolgt war. AuBBerdem schien die Frage interessant,
ob die Wirkung des ANH in der postnatalen Carcinogenese von der Applikations-
art abhingt. Wegen der zu erwartenden geringeren Empfindlichkeit der 30 Tage
alten Ratten wurde 20 mg/kg als kleinste Dosis gewéhlt.

20 myg[kg. Da mit einer vergleichsweise geringeren Tumor-Ausbeute zu rechnen
war, wurde auch in dieser Altersgruppe bei der schwichsten Dosis die grofBite
Tierzahl behandelt, ndmlich 29. 18 von ihnen starben im Alter von 270—750 Tagen
(Mittelwert 600 Tage) an malignen Tumoren. 10 Ratten hatten Tumoren im Ge-
hirn. In 3 Fillen gingen sie von Hirnnerven aus, je einer vom N. acusticus, facialis
bzw. vagus, und 4 lagen im PNS. Riickenmarks-Tumoren wurden in dieser Serie
nicht gefunden. Eine Ratte hatte einen Herz-Tumor im linken Ventrikel, der als
malignes Neurinom diagnostiziert wurde. Bei einem weiblichen Tier fand sich ein
kirschgrofer subcutaner Tumor im Bereich einer Brustdriise, der zunichst als
Mamma-Carcinom imponierte. Die histologische Diagnose ergab einen neuro-
sarkomatdsen Mischtumor. Er wurde zur weiteren Klirung auf BD IX-Ratten
transplantiert. Die schnell wachsenden Tumoren erwiesen sich als maligne Neu-
rinome. 2 Tiere hatten hellzellige Ovarialcarcinome, 2 weitere Sarkome im Uterus
11%
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und 1 ein Sarkom der Leber. Das Vorhandensein von Cysticercus konnte ausge -
schlossen werden. 11 Ratten blieben ohne Tumor.

40 myg/kg. Von 18 behandelten Ratten entwickelten 15 neurogene Malignome.
In 10 Fallen lagen sie im Gehirn, 3 gingen vom Trigeminus aus und 1 vom Vagus.
Im Riickenmark wurde kein Tumor gefunden, im PNS 4 Fille von Geschwiils ten
des Ischiadicus bzw. Plexus lumbosacralis (Abb. 3b). Eine Ratte hatte einen
Tumor im Herzen, der sich tiber beide Vorhoéfe erstreckte, ein Neurinom. Wie die
Abb. 5¢ zeigt, konnten beide N.vagi bis zum Herzen freiprépariert werden. Der
Ursprung ist also in den Vorhéfen selbst zu suchen. 3 Ratten hatten Nephro-
blastome und 1 ein Sarkom des Uterus. 3 Ratten blieben negativ. Die mittlere Ab-
sterbezeit betrug 410 Tage.

80 mglkg. 16 von 17 Ratten starben an malignen Tumoren. Die neurogenen
Geschwiilste verteilten sich auf: Gehirn 7, N. vagus 1, Riickenmark 2 und PNS 6.
In dieser Gruppe wurden sogar 3 Herz-Tumoren beobachtet. In einem Falle
handelte es sich um eine Sarkomatose. Bei den beiden anderen, die den rechten
Vorhof betrafen, konnte eine histologische Klassifizierung noch nicht gegeben
werden. 3 Ratten hatten Carcinome der Ovarien und 2 Sarkome des Uterus. Unter
den 16 positiven Tieren hatten nicht weniger als 7 Nephroblastome (Abb. 6), also
fast die Halfte. Eine Ratte blieb ohne Tumor. Die mittlere Absterbezeit war
350 Tage.

Abb. 6. Ausgedehntes Nephroblastom links und beginnendes der rechten Niere sowie hell-
zelliges Carcinom eines Ovars nach einmaliger intravensser Injektion von ANH, 80 mg/kg am
30. Lebenstage. Tod nach 321 Tagen

Bei 30 Tage alten Ratten war die carcinogene Wirkung deutlich schwicher
als bei jiingeren Tieren. Die Tumor-Ausbeute und die Lange der Latenzzeit nach
der hochsten Dosis von 80 mg/kg entspricht etwa der nach 20 mg/kg bei 10 Tage
alten und 10 mg/kg bei neugeborenen Tieren (Tab. 1 u. 3). Die Héufigkeit der
extraneuralen Geschwiilste nahm dagegen mit steigendem Alter und mit wachsen-
der Dosierung erheblich zu.

b. Die Tumoren

Die Gesamtausbeute an malignen Tumoren betrug 485, die sich auf 242 positive
Ratten verteilen. 443 Geschwiilste betrafen das Nervensystem (Tab. 1).
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5.1. Gehirn, Hirnnerven, Riickenmark und PNS

Die Lokalisation der Tumoren zeigte keine charakteristische Abhingigkeit von
der Dosis ANH, wohl aber vom Alter der Ratten bei Gabe des ANH. Die prozen-
tuale Verteilung auf die einzelnen Systeme ist in Tab. 2 zusammengestellt. Die
relative Ausbeute an Hirntumoren steigt von 189, bei neugeborenen auf 53%, bei
30 Tage alten Ratten an. Die Haufigkeit von Geschwiilsten der Hirnnerven und
vor allem im Riickenmark nimmt dagegen ab, wihrend die Zahlen fir das PNS
etwa gleich bleiben.

Tabelle 2. Prozentuale Verteilung der Malignome im Nervensystem, abhdngig vom Alter der
BD IX-Ratten bei einmaliger Gabe von ANH

Alter Prozent Malignome
Gehirn Hirn- Riicken- PNS
Tage Nerv mark
1 18 32 20 30
10 37 14 16 33
30 53 16 4 27

Hirntumoren wurden in 144 Fallen (32%,) beobachtet. Sie fanden sich in allen
Teilen des Gehirns und waren meist von betréchtlicher Groéfle. Die in den
vorausgegangenen transplacentalen Versuchen auffillige Hiufung der Lokalisation
im Bereich des Ammonshorn war hier nicht erkennbar. Histologisch fanden sich
praktisch die gleichen Geschwulsttypen. Da sie bereits ausfithrlich beschrieben
wurden (Ivankovic u. Druckrey, 1968; Wechsler u. Mitarb., 1969 sowie Ziilch,
1969), kann hier auf eine nochmalige Darstellung verzichtet werden. Bemerkens-
wert war die relative Haufigkeit von Ependymomen. Ferner wurden Oligoden-
drogliome, vereinzelt auch reine Astrocytome, meist aber gemischte Gliome und
gliés-mesodermale Kompositionstumoren gefunden, sowie in wenigen Féllen
Medulloblastome.

Im Riickenmark lagen 89 Tumoren (20%,). Sie erstreckten sich lanzettférmig
itber einen weiten Bereich und lagen meist im Lumbalmark (Abb. 3a). Vereinzelt
beobachtete Geschwiilste des cervicalen Teils waren nur klein, weil sie bald zum
Tode fiihrten. Die histologische Untersuchung ergab Oligodendrogliome, pleomorphe
Gliome, Medulloblastome oder Ependymome (Abb. 7), hdufig aber auch maligne
Neurinome, die offenbar von motorischen Wurzeln ausgingen. Geschwiilste der
Plexus brachiales oder lumbosacrales waren oft in das Riickenmark eingewachsen
(Abb. 3b), wurden aber bei der Auswertung dem PNS zugeordnet.

Von Hirnnerven gingen 70 Geschwiilste (169,) aus. Die tiberwiegende Mehrzahl
betraf die N. trigemini bzw. ganglion Gasseri (Abb. 2a). Diese Tumoren waren
meist sehr ausgedehnt und unter Zerstérung der Knochen in die Nasenhohle oder
Orbita vorgewachsen. Andere Hirnnerven waren nur selten betroffen. Eine Ge-
schwulst des Vagus (Abb. 2d) wurde bei 4, des Stato-acusticus (Abb. 2b) bei 3
und des Facialis bei 2 Ratten beobachtet. Je ein Tumor ging vom Olfactorius und
vom Hypoglossus (Abb. 2¢) aus. In allen Fillen waren es maligne Neurinome.
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Abb. 7a— c. Riickenmarks-Tumoren nach einmaliger s. c. Injektion von Athyl-nitrosoharnstoff
an junge BD IX-Ratten. a und b: Ependymom, 40 mg/kg am 10. Tage, H.E. 12,5 bzw. 160fach.

SchlieBlich wurde bei der histologischen Untersuchung ein Gliom eines N. opticus
gefunden.

Als auffilliger Befund sei vermerkt, dal bei den im Alter von 30 Tagen be-
handelten 64 Ratten nur 3 Trigeminustumoren beobachtet wurden. Thre Hiufigkeit
war in der prénatalen Carcinogenese mit 175 von 197 Geschwiilsten der Hirn-
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Abb. 7c¢: Oligodendro-Astrocytom, 40 mg/kg am 1. Tag, H.E. 125fach

nerven sehr hoch (Ivankovic u. Druckrey, 1968). Auch nach Gabe des ANH an
neugeborene Ratten kamen sie fast ausschlieflich vor, wihrend in der Altersgruppe
von 10 Tagen bereits in 6 von 35 Féllen andere Hirnnerven betroffen waren. Die
Empfindlichkeit der N. trigemini nimmt also nach der Geburt erheblich ab. Darauf,
sowie auf die vereinzelte Beobachtung maligner Tumoren des Olfactorius, Opticus
und Statoacusticus, die bei der prinatalen Carcinogenese durch ANH niemals
befallen waren, wird spéter eingegangen werden.

Im PNS fanden sich 140 Malignome (32%,). Sie gingen meist vom Plexus
lumbosacralis aus, erreichten eine betridchtliche Grofie (Abb. 3) und waren von
serdsen oder blutigen Cysten durchsetzt. In anderen Fallen betrafen sie nur einen
N. ischiadicus oder femoralis. Tumoren des Plexus brachialis waren weniger ausge-
dehnt und von fester Konsistenz. Einige solitdre Geschwiilste im Thorax oder
Bauchraum, die zunédchst als Sarkome erschienen, konnten durch sorgféltige Pri-
paration auf den Vagus bzw. auf motorische Nerven bezogen werden. Die histo-
logische Untersuchung ergab in allen ¥éllen maligne Neurinome. Die Transplanta-
tion auf andere BD IX-Ratten fithrte stets zu schnell wachsenden Geschwiilsten
des gleichen Typs.

5.2. Neurogene Tumoren im Herzen und anderen Organen

Herz-Tumoren wurden bei 9 Ratten gefunden. Bei den am 1. Lebenstag mit
ANH behandelten 91 Tieren war ebenso wie in den vorangegangenen prénatalen
Versuchen keiner, in der Altersgruppe von 10 Tagen waren es 4 von 145, simtlich
nach oraler Gabe, und bei den im Alter von 30 Tagen intravends behandelten
Ratten sogar 5 von 64, also 8%,. Die Empfindlichkeit nimmt demnach mit dem
Alter deutlich zu. Diese Frage wird weiter untersucht. Die meisten Tumoren
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wurden erst nach dem Aufschneiden des Herzens festgestellt. Dann zeigte sich,
daB sie einen Ventrikel bzw. Vorhof weitgehend ausfiillten und als unmittelbare
Todesursache angesehen werden muBten (Abb. 5).

In 6 der 9 Falle konnten der neurogene Ursprung und die Diagnose Neurinom
histologisch gesichert werden (Ziilch, Mennel). Die Malignitdt kommt durch das
infiltrative Wachstum zum Ausdruck (Abb. 8). Bei einer weiteren Ratte handelte

« Uik ¥ o : s

Abb. 8. Herz, malignes Neurinom bei einer Ratte, erzeugt dureh einmalige orale Gabe von
ANH, 40 mg/kg am 10. Lebenstag. H.E. 150fach

es sich um eine Sarkomatose der Herzmuskulatur, und in 2 Fillen steht die Zu-
ordnung noch aus. Es sei vermerkt, dal wir seitdem auch nach Gabe von 1-Aryl-
3,3-dialkyltriazenen an junge Ratten eine ganze Reibhe von Herz-Tumoren dhn-
licher Art beobachtet haben. Sie verdienen besondere Beachtung, zumal sie leicht
iibersehen werden. Uber die Histologie wird Mennel gesondert berichten. Herz-
Tumoren sind bei Ratten extrem selten (Strauss u. Merliss, 1945; Prichard, 1951),
solche neurogenen Ursprungs bisher iiberhaupt nicht beschrieben. Kiirzlich be-
richteten Vesselinowitsch u. Mihailovich (1968) iiber 5 Fille von Herz-Tumoren
bei 160 Ratten, die kurz nach 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 Brustdriise. Sie sind zwar
extrem selten, kommen aber doch praktisch vor. Im Hinblick auf die neurotrope
Wirkung des ANH erscheint die Annahme eines Kausalzusammenhangs als hin-
reichend begriindet.
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5.3 Andere maligne Tumoren

Im Gegensatz zu den Malignomen des Nervensystems nahm die Héufigkeit
von 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 Ratten nur 6 Fille (79%,) beobachtet, bei den am 10. Lebenstage be-
handelten Tieren sind es 16 von 146 (11%,) und bei den 30 Tage alten Ratten 20

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

von 64 oder 319%,. In Vergleichsversuchen an erwachsenen Ratten mit MNH und
ANH wurden sogar mehr als 609, der Tumoren auBerhalb des Nervensystems ge-
funden. Die hohe Empfindlichkeit der Feten und neugeborenen Ratten gegeniiber
der carcinogenen Wirkung des ANH gilt also nur fiir das Nervensystem und 1a8t
keine Verallgemeinerung zu. Fir andere Organe ist sie in anderen, und anscheinend
recht charakteristischen Altersstufen zu suchen. Diese wichtige Frage wird weiter
gepriift. AuBer dem Lebensalter hat nach den Ergebnissen der Tab. 1 auch die
Dosis eine erhebliche Bedeutung fir die Lokalisation der Geschwulstbildungen.
Thre Haufigkeit in anderen Organen auBlerhalb des Nervensystems nimmt in allen
Altersgruppen mit der Dosis zu.

Die Nieren-Tumoren haben im Hinblick auf ihre Héufigkeit beim kindlichen
Krebs besonderes Interesse. Sie wurden in den vorliegenden Versuchen als
Nephbroblastome bezeichnet. Histologisch waren es adeno-sarkomattse Misch-
tumoren (Abb. 6 u. 9) vom Typ der Wilms-Tumoren. Sie erreichten meist eine be-
triachtliche GroBe mit Gewichten von 10-50 g und kamen nicht selten beid-
seitig vor. Neben weillen und festen Tumorknoten fanden sich blutig gefarbte,
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sehr weiche Partien. Die Geschwillste lieBen sich leicht transplantieren. Die Ab-
héngigkeit ihres Vorkommens vom Alter der Ratten im Zeitpunkt der Behandlung
ist eindeutig. In der 1. Altersgruppe waren es 5 von 91, in der zweiten Gruppe 11
von 146 und bei 30 Tage alten Tieren 11 von 64. 20 der insgesamt 27 Nephro-
blastome wurden in den Versuchen mit der héchsten Dosis von 80 mg/kg beob-
achtet.

Lediglich vermerkt sei der gelegentliche Befund von Tumoren im weiblichen
Genitalapparat, der schon in den prinatalen Versuchen beobachtet wurde. Hier
wie dort waren es hellzellige Carcinome der Ovarien, oft beidseitig, und Sarkome
des Uterus. Die Zahl der Falle betrug insgesamt 12, 8 davon in den Ovarien.

6. Quantitative Auswertung
6.1. Dosis-Wirkungsbezichungen

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

sind in der Abb. 10 die Ergebnisse der
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Abb. 10. Latenzzeiten von neurogenen 1967). Dies 1iBt auf einen gleichartigen
Malignomen bei 10 Tage alten BD IX- Mechanismus der carcinogenen Primér-
Ratten nach einmaliger subcutaner In- wirkung schlieBen.

ktion von Ay irowlurnetof, O ™1 %furch Abb. 10 belgte Homogoni-
Prozent. Abszisse: Latenzzeiten bis zum  tit der Krgebnisse begriindet die Beur-
Tode in Tagen teilung der Miftehwerte. In der Tab. 3

ist die Abhéngigkeit der Ausbeute an

malignen Tumoren und der mittleren Latenzzeit von der Dosis in allen 3 Alters-
gruppen zusammengestellt. Mit steigender Dosis wichst die Anzahl von Ge-
schwiilsten sowohl in. der Gruppe als auch im Durchschnitt pro einzelne Ratte
{von 0,3 bis 2,9, multiple Tumoren), wahrend die Lange der Latenzzeit stetig
kiirzer wird. Auf die Zunahme von Krebsfillen auBlerhalb des Nervensystems
wurde bereits hingewiesen. Wichtig erscheinen die Unterschiede der Ergebnisse
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in den 3 Altersgruppen. Bei neugeborenen Ratten sind 10 mg/kg nach 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 carcinogene Wirksamkeit des ANH bzw. die
Empfindlichkeit der Ratten nimmt also schon im 1. Lebensmonat auf etwa den
zehnten Teil ab. Das gilt aber nur fiir das Nervensystem. Die Empfindlichkeit der
Nieren verhalt sich entgegengesetzt, die Héaufigkeit von Nephroblastomen wéchst
mit dem Alter der Tiere im Zeitpunkt der Behandlung signifikant an.

Tabelle 3. Ausbeute an malignen Tumoren im Nervensystem bzw. in den Nieren und Ldinge der
Latenzzeit in Abhdngighkeit von der Dosis Athyl-nitrosoharnstoff und dem Alter der Ratten bei der
einmaligen Applikation

maligne Twmoren

Appli- Dosis
kation mg/kg Ratten Nerven-  Nephro- Durch- 50
Tag system blastom  Summe  schnitt Latenzzeit
Anzahl  Anzahl pro Ratte Tage
1 5 9/28 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

Grundsétzlich beweisen die Ergebnisse auch dieser Versuche, dafl eine einzige
kleine Dosis von wenigen Prozent der LD 50 zur Erzeugung von Krebs geniigt,
obwohl das hochreaktive ANH im Organismus schnell zerstért wird. Die carcino-
gene Primdrwirkung verlduft also praktisch zeitlos und startet die Krebsent-
stehung, die dann als beschleunigter Prozel autonom mit noch unbekannten
Mechanismen, aber eindeutig abhingig von der Dosis und der altersgebundenen
Empfindlichkeit der betroffenen Organe fortschreitet. Der damit angesprochene
Zeitfaktor bedarf der naheren Untersuchung.

6.2. Dosis und Latenzzeit
Quantitative Versuche mit verschiedenen Carcinogenen an erwachsenen Ratten
(Druckrey, 1967) hatten fiir die Abhéngigkeit der mittleren Induktionszeit (¢) von
der Dosierung (d) im doppelt log Netz regelmiBig lineare Regressionen ergeben.
Sie entsprechen der allgemeinen Gleichung

dt* = konst .

Der Wert des Exponenten n, der den tangens des Anstiegswinkels angibt, war bei
der Carcinogenese — im Gegensatz zu reversiblen pharmakologischen Wirkungen —
stets groBer als 1 und lag meist zwischen 2 und 4. Danach ist die Erzeugung von
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Krebs grundsétzlich als beschleunigter Vorgang oder als ,,Verstarkerwirkung* zu
verstehen. Es war zu priifen, ob das auch bei den vorliegenden Versuchen zutrifft.

Die Ergebnisse sind in der Abb. 11 dargestellt. In allen 3 Altersgruppen wurde
unabhéngig von der verschiedenen Applikationsart eine lineare Abhingigkeit
des log Latenzzeit von dem log Dosis gemal der oben gegebenen Gleichung ge-
funden. Der tangens des Anstiegswinkels betrigt im Versuch an neugeborenen
Ratten n — 3, an 10 Tage alten Tieren 2,7 und an 30 Tage alten Ratten 2,6.
Im transplacentalen Versuch wurde n = 3,6 beobachtet (Ivankovic u. Druckrey,
1968). Die Abnahme der Empfindlichkeit mit steigendem ILebensalter kommt
also auch in den stetig abfallenden tangens-Werten zum Ausdruck. Am
deutlichsten sind indessen die Unterschiede 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. Abhangigkeit der mittleren Latenzzeiten von der Dosis Athyl-nitrosoharnstoff bei
3 Gruppen von BD IX-Ratten, die im Alter von 1; bzw. 30 Tagen eine einmalige Dosis er-
hielten. 443 neurogene Malignome bei 242 Tieren

7. Diskussion

Die quantitativ durchgefiihrten Versuche haben an einem Material von 296 BD
IX-Ratten gezeigt, dafl die Erzeugung maligner Tumoren des Nervensystems
auch postnatal durch eine einmalige Dosis ANH mit groBer Sicherheit moglich
ist. Die Wirkung war praktisch unabhingig davon, ob die Applikation subcutan,
oral oder intravenés erfolgte. Da die einmalige subcutane Injektion an jungen
Ratten technisch viel leichter ist als die intravendse an schwangeren Ratten, ist
damit eine sehr einfache Methode gegeben, die als Modell fiir morphogenetische,
biochemische und immunbiologische Studien bei der Entwicklung neuroepithelialer
Tumoren dienen kann. Aufféllig ist das Fehlen lokaler Sarkome an der subcutanen
Injektionsstelle, zumal sie an erwachsenen Ratten bei allerdings hoherer Dosierung
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in etwa der Halfte der Félle beobachtet wurden (noch nicht abgeschlossene Ver-
suche).

Die Empfindlichkeit des Nervensystems gegeniiber der carcinogenen Wirkung
des ANH nimmt mit dem Lebensalter erheblich ab. Wahrend sie bei Neugeborenen
noch fast die gleiche ist wie bei Feten in der letzten Woche vor der Geburt, sinkt
sie bei Gabe an 10 und 30 Tage alten Ratten gemessen an der Tumor-Ausbeute
und der Linge der Latenzzeit betrichtlich, gemessen an der fiir eine bestimmte
Wirkungsgréfle erforderlichen Dosis fast auf den zehnten Teil.

Mit zunehmendem Lebensalter bei der Behandlung &dndert sich auch die
Lokalisation der Tumoren im Nervensystem. Wie die Tab. 2 zeigt, nimmt die
relative Haufigkeit der Hirntumoren von 18 auf 539%, zu, wihrend die der Ge-
schwiilste an Hirnnerven und im Riuckenmark erheblich geringer wird. Die
Empfindlichkeit der Hirnnerven und des Riickenmarks scheint also bei neuge-
borenen Ratten am gréfiten zu sein.

Besonderes Interesse verdienen die malignen Neurinome (Schwannome) des
Ganglion Gasseri und Trigeminus, die #hnlich wie in den prénatalen Versuchen
(Ivankovic u. Druckrey, 1968) auch nach Gabe an neugeborene Ratten sehr
héufig und im Bereich der Hirnnerven fast ausschlieBlich vorkamen. Nach Unter-
suchungen von Meyerson u. Person (1969) an Schaf-Feten ist die Aktivitdt des
Trigeminus schon im 2. Drittel der prénatalen Entwicklung nachweisbar. Mit zu-
nehmendem Alter bei der Behandlung sinkt die relative Hiufigkeit der Trigeminus-
Tumoren, und es treten mehr und mehr Geschwiilste anderer Hirnnerven in Er-
scheinung. In der Altersgruppe von 30 Tagen wurden trotz der hoheren Dosierung
bei insgesamt 49 Ratten nur noch 3 Félle von Trigeminus-Tumoren beobachtet.
Die anderen betrafen meist den Vagus oder Facialis, bei einer Ratte auch den
Hypoglossus, an denen auch im prédnatalen Versuch schon Tumoren gefunden
wurden. Auffillig war das Vorkommen von 38 malignen Neurinomen des Stato-
acusticus, einem Gliom des Opticus und einem Neuroblastom des Olfactorius
bulbus, die in den pranatalen Versuchen in keinem einzigen Falle auftraten. Die
Funktion dieser Sinnesnerven diirfte erst postnatal einsetzen. Am Bulbus olfac-
torius des Kaninchens werden nach Untersuchungen von Schwartze (1967) erst
am 2. Tage nach der Geburt Aktionsstrome mefBbar. Diese Sachverhalte deuten
darauf hin, dal} die Empfindlichkeit gegeniiber der neurotrop carcinogenen Sub-
stanz nicht von der relativen Grofle oder Zellteilungsrate der einzelnen Teile des
Nervensystems abhéingt, sondern vielmehr von ihrer Differenzierung und funk-
tionellen Aktivitit.

Eine interessante Parallele dazu ist das hdufige Vorkommen von Ovarial-
carcinomen bei Ratten, die wihrend der Schwangerschaft mit ANH behandelt
wurden (Ivankovie, 1969; Alexandrov, 1969). Ferner sei die Beobachtung von
Huggins u. Mitarb. (1961 u. 1962) erwihnt, dafl Brustkrebs an Ratten auffallend
schnell und regelmafig durch eine einzige orale Dosis 20-Methylcholanthren oder
7,12-Dimethyl-1,2-benzanthrazen erzeugt werden kann, wenn sie zwischen dem
40. und 70. Lebenstage gegeben wird, nicht aber vorher oder spéter. Es scheint
also fiir jedes Organ eine charakteristische Periode der héschten Empfindlichkeit
fir carcinogene Agentien zu geben. Beim Nervensystem liegt sie offenbar kurz vor
oder nach der Geburt, fiir die Nieren nach den vorliegenden Ergebnissen deutlich
spéter (Tab. 1 u. 3). Hier liegen wichtige Probleme, die weiter untersucht werden.
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Die Annahme, dall neugeborene Tiere grundsétzlich fiir carcinogene Substanzen
empfindlicher seien und daher als ,,Schnelltest” dienen kénnen, mufl als unzu-
lassige Verallgemeinerung abgelehnt werden.

Abschliefend sei vermerkt, daB zwar eine groBe Zahl von Tumoren des
Nervensystems bereits im jugendlichen Alter auftraten, vor allem bei den Ratten,
die kurz nach der Geburt behandelt waren. Dem entsprechen die Ergebnisse der
fritheren transplacentalen Versuche an BD IX-Ratten (Ivankovie u. Druckrey,
1968), die inzwischen an 9 anderen BD-Stéirmmen bestitigt werden konnten
(Druckrey u. Mitarb., 1970). Die Gabe des ANH an 10 und 30 Tage alten Tieren
filhrte aber zu erheblich langeren Latenzzeiten. Hier traten die meisten Tumoren
erst nach mehr als einem Jahr auf, in Einzelfillen sogar nach iiber 2 Jahren bis zu
870 Tagen, also erst im zweiten oder letzten Dittel des Lebens. Daraus folgt, dal
auch im mittleren oder hoheren Alter erscheinende Geschwiilste schon in frither
Jugend verursacht sein konnen. Je frither der Krebs auftritt, um so frither ist nach
den vorliegenden Ergebnissen die Einwirkung des causalen Agens zu vermuten,
unter Umstédnden sogar schon wahrend der prénatalen Entwicklung.

Im Falle des hier untersuchten ANH geniigte bereits eine einmalige und sehr
kleine Dosis, die tiberhaupt keine akuten Symptome verursachte oder zu histo-
logisch erkennbaren Frithschiden am Nervensystem fihrte. Auch bei den spéter
verstorbenen Ratten waren in den geschwulstireien Teilen des Nervensystems
morphologisch keine Verdnderungen festzustellen, die als Priacancerosen gedeutet
werden konnten. Die Entwicklung der Tumoren erfolgte nach langer Latenz
offenbar sprunghaft mit sehr schnellem Wachstum und fithrte dann bei den Ratten
in wenigen Wochen zum Tode. Die carcinogene Primirwirkung und die ihr
wahrend der Latenzzeit folgenden relevanten Prozesse sind daher im molekularen
Bereich des genetischen Materials zu suchen. In dieser Hinsicht besteht volle
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen biochemischer Untersuchungen, die
chemische Verdnderungen von Nucleinséuren (DNS) durch alkylierende Carcinogene
zweifelsfrei nachgewiesen haben, und denen der hier durchgefithrten pharmako-
logischen Versuche. Damit wird zugleich verstidndlich, dal die Priméreffekte
irreversibel sind und auch nach einmaliger Dosis als Verstirkerwirkung ,,mit
Zins und Zinseszins* schliefilich zu Krebs fithren kénnen.
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