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Induction of Tumors of the Stomach in Mini-Pigs by Methylnitrosourea

Administration

Summary: The oncogenic effect of N-methyl-N-nitrosourea was studied in Hanford
miniature-pig. The compound - dissolved in 0,97 NaCl (pH 6,1 - 6,2) and supple-~
mented with 17 NaHyPO, - was administered per os to the animals in intervals

of two weeks during 4,5 years, Finally the animals, which had behaved clinically
inapparent during the whole run of the experiment, were sacrificed and autopsied.
All animals of the experimental group had developed stomach tumours, whereas con-
trol animals showed normal conditions of gastric mucosa. Except one, all tumours
were grouped macroscopically as multiple, exophytic, papillary, cauliflower-like
neoplasms of the mucosa, located predominantly within cardia- and fundus-regions.
Histologically they are to be classified generally as benign adenomatous polyps.
However, a few of them also possess cytological characteristics of an early
malign dedifferentiation. One ~ above excepted — tumour probably belongs to the
class of malign neurinomas. The results of the experiment demonstrate in general
that the obvious organotropic properties of certain oncogenic nitrosamides might
be in a way also species-depending ones. This perception seems to be important
in view of morphogenesis as well as of etiopathogenesis of stomach tumours.

Key words: Methylnitrosourea - experimental stomach tumours - adenomatous polyp -
neurinoma ’

Zusammenfassung: Die onkogene Wirkung von N~Methyl-N-Nitrosoharnstoff wurde beim
Hanford-Miniaturschwein untersucht. Die Substanz wurde jeweils unter Zusatz von

17 NaHyPOy in physiologischer Kochsalzldsung geldst (pH 6,1 - 6,2) und den Ver-
suchstieren peroral in l4tigigen Abstinden bis zum Versuchsende verabfolgt. Nach
einer Versuchsdauer von 4 1/2 Jahren wurden die klinisch unauffilligen Tiere ge-
tétet und untersucht, Hierbei zeigte sich, daB alle Tiere Magentumoren entwickelt
hatten. Bei den induzierten Tumoren handelt es sich - von einer Ausnahme abge-
sehen = um multiple, exophytisch wachsende, griéRtenteils gestielte, blumenkohl-
artige Schleimhauttumoren, die vorwiegend in der Kardia- bzw. Fundusregion loka=-
lisiert sind. In einem Falle fand sich zus#tzlich ein im Bereich der Submucosa der
Kardia lokalisierter Tumor. Aufgrund ihrer histologischen Struktur lassen sich die
Schleimhauttumoren als adenomat®dse Polypen klassifizieren. Einige dieser in der
Regel benignen Tumoren tragen cytologische Merkmale einer beginnenden malignen
Entartung. Bei dem in.der Submucosa lokalisierten Tumor handelt es sich vermutlich
um ein malignes Neurinom. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daB die Organotropie
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bestimmter onkogener Nitrosamide u.a. auch speciesabhingig sein kann. Diese Er-
kenntnis diirfte nicht nur hinsichtlich der Morphogenese von Magentumoren sondern
dariiberhinaus auch der Atiopathogenese von Bedeutung sein.

Scehliisselwdrter: Methylnitrosoharnstoff - experimentelle Magentumoren - adenoma-
t8se Polypen - Neurinom

Durch die selektive Erzeugung von Tumoren in bestimmten Organen - insbeson-
dere auf resorptivem Wege - werden wichtige Voraussetzungen fiir das Studium
verschiedener onkologischer Grundprobleme unter iiberschaubaren und standardi-

sierten Bedingungen geschaffen.

N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MNH) zeigt bei Nagern eine deutliche Neuro-
tropie und findet seit den grundlegenden Untersuchungen von Druckrey et al.
(1964) als Resorptivonkogen bei der postnatalen Induktion von Tumoren des
Nervensystems der Ratte (Jdnisch und Schreiber, 1969; Stavrou, 1971), des
Kaninchens (Schreiber et al., 1969; Stavrou, 1969; Kleihues et al., 1970;
Wriedt-Liibbe, 1974) und des Hundes (Warzok et al., 1970; Stavrou u. Haglid,

1972), in der experimentellen Neuroonkologie zunehmendes Interesse.

Da es sich bei den Nitrosamiden zum einen um potente Cancerogene handelt
und zum anderen solche Verbindungen unter bestimmten Voraussetzungen sowohl
in der Umwelt als auch im S#uger—-Organismums entstehen kdnnen, sollte die MNH-
Wirkung modellhaft beim Miniaturschwein untersucht werden., Das Miniaturschwein
wurde deshalb als Versuchstier gewdhlt, weil es einerseits eine relativ niedrige
Spontantumorrate ~ von der Leukose abgesehen - aufweist und andererseits in sei-
nem Stoffwechsel mehrere, dem menschlichen Organismus vergleichbare Parameter

(Dahme, 1968; Marshall et al., 1972) erkennen l&Rt.

MATERIAL UND METHODIK

Zur Untersuchung des onkogenen Effektes und der Organotropie von MNH beim Han-
ford-Miniaturschwein (Tab. 1) wurden 10 Tiere im Alter von 5 Monaten in den Ver-
such genommen. Weitere 5 Tiere, die unter den gleichen Bedingungen gehalten wur-—
den, dienten als Kontrolle. E

Die Substanz wurde jeweils unter Zusatz von 17 NaH,PO, in physiologischer Koch-
salzlésung geldst (pH 6,1 — 6,2), mit 20g Futter vermischt und unmittelbar danach
den Tieren, denen 12 Stunden zuvor Futter und Trikwasser entzogen worden war, ‘
zur Aufnahme angeboten. Die Verabreichung des Onkogens erfolgte in l4tdgigen Ab—i
stinden in einer Einzeldosis von 10 mg/kg und wurde bis zum Versuchsende fort-
gesetzt. Da die Versuchstiere selbst nach einer Versuchsdauer von 4 1/2 Jabren
keine klinisch faBbaren Krankheitserscheinungen zeigten, wurden sie get&tet und
einer pathologisch—anatomischen Untersuchung zugefiihrt.
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Tabelle 1. Induktion von Magentumoren beim Hanford-Miniaturschwein durch wieder-
holte perorale Verabreichung von MNH (10 mg/kg)

Nr. Versuchsdauer MNH-Gesamtdosis Befund
in Mo. ‘ in g
1/34 54 65 MT/++
2/40 54 77 MT/+
3/81 53 90 MT/++
4/88 51 76 MT /++
5/90 33 55 Leucose
6/92 54 96 MT/+
7/94 55 83 MT/++
8/98 53 117 MT/++
9/104 50 67 MT/++
10/105 55 117 MT/+
MT/+ = Magentumor/solitir MT/++ = Magentumor/multipel

Fiir die feingewebliche Untersuchung wurden die Gewebsproben nach der Formol-
fixation in Paraplast eingebettet und die Schnitte folgenden Firbeverfahren
unterzogen: Himatoxilin-Eosin, Versilberung nach Gomori, Trichrom-Masson,
PAS-Reaktion und Mucindarstellung mit Alciangriin.

ERGEBNISSE

Ein Tier (5/90) starb nach einer Versuchsdauer von 33 Monaten an Leucose.
Beli den iibrigen neun Tieren wurden nach Beendigung des Versuches zwischen
dem 51, und 55. Versuchsmonat Magentumoren beobachtet. Die Kontrolltiere

hingegen wiesen keine pathologischen Magenverinderungen auf.

1. Makroskopische Befunde: Bei den Blastomen handelt es sich um solitir

(3) oder multipel (6) - in‘einem Fall wurden 19 Tumoren gezihlt - auftre-
tende, bohnen- bis kastaniengroBe Magenschleimhauttumoren. Diese sind in

der Regel gestielt und nur vereinzelt breit aufsitzend. Ihre Oberfliche
erscheint blumenkohlartig und brdckelig, ihre Konsistenz ist jedoch ins-
gesamt weich. Vorwiegend liegen sie in der Kardia- bzw. Fundusregion und

nur vereinzelt im Pylorusbereich (Abb. la). Neben diesem Tumortyp befindét
sich bei einem Fall (4/88) noch ein kastaniengroBer Tumor in der Fundus—
region, der eine derbe Konsistenz aufweisf, zwischen Magenschleimhaut und
Magenmuskulatur zu liegen scheint und von der Umgebung scharf'abgegrenzt ist.

ist.

2. Mikroskopische Befunde: Histologisch ist zunfchst zwischen einfachen

Schleimhauthyperplasien und adenomat3sen Polypen zu unterscheiden: Im ersten
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Falle handelt es sich um regelrechte Hyperplasien der Mucosa unter Beteili-
gung aller in der betroffenen Magenregion vorkommenden Zell- und Driisenele-
mente. An einigen Pridparaten findet sich vorwiegend eine Hyperplasie des
Oberflidchenepithels und in anderen sind mehr die Driisenzellen vermehrt. In
der Regel liegt allerdings eine sogenannte Mischform der Hyperplasie mit an-
ndhernd gleichmidBiger Beteiligung von mucoiden und spezialisierten Zellen vor.
Uberdies lassen sich in den hyperplastischen Schleimhautregionen unterschied-
lich starke interstitielle Rundzellinfiltrate sowie vereinzelte cystische
Dilatationen der Driisenschliduche nachweisen.

Die Schleimhautveridnderungen des zwelten Typs stellen pilzfSrmige Prolife-
rationen der Magenschleimhaut dar, die in der Regel strukturell hyperpla-
stisch~adenomatdsen (Ming, 1973) bzw. adenomat&sen Polypen entsprechen
(Abb. Ib u. ¢).

Als Frithstadien dieser adenomat®sen Polypen diirfen wohl die zahlreich vor-
kommenden, umschriebenen, atypischen Driisenproliferationen (Driisenhalssegmen-—
te?) gelten (Abb. 1d). Sowohl in derartigen "Frithveridnderungen'" als auch in
den adenomatdsen Polypen sind mucoide Zelldifferenzierungen (Abb. If, e)
nachzuweisen.

Die teilweise lobulierten adenomatdsen Polypen sind von der Magenschleim-
haut scharf abgegrenzt (Abb. Ic) und im wesentlichen durch eine Prolifera-
tion epithelial-driisiger Zellelemente charakterisiert (Abb. lc, 2a-c). Die
neugebildeten Driisenschliduche, die im allgemeinen ein einschichtiges, kubisch
bis hochzylindrisches Epithel besitzen, sind langgestreckt und nur hie und
da gewunden. Ferner sind sie weitlumig oder abschnittsweise dilatiert, und
ihre Lumina sind vielfach mit Zelldetritus sowie mit PAS~ bzw. Alciangriin-
positivem Material ausgefiillt, Obwohl die proliferierenden Epithelzellen
eine gewisse Pleomorphie erkemnen lassen, sind nur ganz wenige Mitosen vor-
handen. In einigen F#llen wachsen die Driisenschlduche, deren Basalmembran -
von einer Ausnahme abgesehen -~ intakt ist, in den Polypenstiel hinein, ohne
jedoch die Grenze der Muscularis mucosae zu erreichen bzw. zu durchbrechen.

Bei einem Polypen, dessen Epithelstrukturen unterschiedlich gestaltet sind

Abb. 1. Experimentell induzierte Magentumoren beim Miniaturschwein: Multiple
exophytisch wachsende Polypen der Kardiaschleimhaut (a), lobuliert (c) oder
nicht lobuliert (b); umschriebene atypische Epithelproliferation im Driisen-
halsbereich (d); mucoide Zelldifferenzierung in einem adenomattsen Polypen
(e, £,7) (b-f HE-Fbg., b, ¢ 12x; d, e 120x; £ 300x)
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(Abb. 2d, e) liegen allerdings eindeutige Basalmembrandurchbriiche und Infil-
trationen des Polypenstromas mit polygonalen Zellen vor (Abb. 2¢).

An der Polypenoberflidche lassen sich hdufig nebeneinander mucoide Deck-
zellen sowie abgeflachte Epithelzellen, in einigen Fillen aber iliberhaupt
keine oberflichliche Epithelzellschicht nachweisen (Abb. 2a, b, c).

Im Polypenstroma finden sich Lymphocyten—-, Monocyten— und Plasmazellinfil-
trate von unterschiedlichem AusmaB. In Polypen ohne Oberflichenepithel sind
solche Infiltrate jedoch am stidrksten ausgeprigt.

Der bei einem Tier makroskopisch als derber Knoten beschriebene Magenwand-
tumor unterscheidet sich auch histologisch eindeutig von den polypSsen Schleim-—
hauttumoren. So handelt es sich bei ihm um ein zellreiches, von der Umgebung
teilweise unscharf abgegrenztes Blastom, das im Bereich der Submucosa lokali-
siert und im wesentlichen kapilldr vaskularisiert ist (Abb. 2f). Die plump-
spindeligen, gegeneinander schwer abgrenzbaren Tumorzellen besitzen einen
stibchenfdrmigen, gekdrnten Kern und lassen ein offensichtlich dreidimensio~
nales Wachstum erkennen. Die Lagerung der Tumorzellen in Strdmen, bzw. die
Bildung von fischzugartigen Formationen und von Umbiegungsfiguren sind als
hervorstechendste Strukturmerkmale zu nennen. Die Muskulatur wird von dem an
Mitosen und Kernatypien reichen Tumor an mehreren Stellen destruktiv infil-
triert. Ein Gitterfasergeriist ist locker bzw. nur liickenhaft entwickelt. Ent=
ziindliche Infiltrate wechselnder Stirke finden sich im Tumorgewebe unter Be-
vorzugung peripherer Tumorareale. Im wesentlichen bestehen sie aus mononu-
cledren Zellen und eosinophilen Granulocyten.

Obwohl eine Klassifizierung dieses Blastoms auf Grund dieses Befundes nicht
sicher mbglich ist, lassen Lokalisation und Struktur grundsdtzlich an einen

neurogenen (Magen-Plexusneurinom?) Tumor denken.

DISKUSSION

Die bei der Ratte beobachtete ausgepridgte Neurotropie organischer Nitroso-
verbindungen, insbesondere der N-Nitrosamide (Mennel u. Ivankovic, 1975),

scheint nicht ohne Einschridnkung fiir andere Species zu gelten. So sprechen

Abb. 2. An der Polypenoberflidche sind mucoide Deckzellen (a), abgeflachte
Epithelzellen (b) oder iiberhaupt kein Oberfléchenepithel (c¢) vorhanden; vor-
wiegend aus polygonalen Zellen bestehender polyp&ser Tumor (d), in dessen
Stroma einzelne atypische Epithelzellen (e,#) oder Epithelzellnester (e,7#)
liegen; in der Submucosa lokalisierter Tumor (f) mit plump-spindeligen,
dreidimensional wachsenden Zellen. (a-f HE-Fbg.; a-c, e 48x; d-e 120x)
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vor allem die in den letzten Jahren erhobenen Befunde von Giithert et al.
(1973) und Stavrou et al. (1974, 1975a, 1975b) dafiir, daf die Organotropie
dieser Verbindungen kein allgemeinbiologisches Phinomen darstellen diirfte,
soridern von mehreren Faktoren - wie Species, Applikationsform, Applika-
tionszeit etc., — mafgeblich beeinfluBt wird. Dies wird insbesondere am Bei~
spiel des Kaninchenexperiments deutlich: Verabreicht man ndmlich, analog
zum Rattenexperiment, graviden Kaninchen Kthylnitrosoharnstoff wihrend der
1étzten Graviditdtsphase, dann treten bei den Nachkommen nephrogene und
nicht, wie bei der Ratte, neurogene Tumoren auf (Giithert et al.; Stavrou

et al., 19743 Fox et al., 1975). Erfolgt dagegen die Athylnitrosoharnstoff-
Iﬁjektion zu einer wesentlich fritheren Gestationsphase, ndmlich am 8. Gra-
viditétstag, dann lassen sich, #hnlich wie bei der Ratte, neurogene Tumoren
induzieren (eigene noch unverSffentlichte Befunde).

Auch die vorliegenden, beim Schwein erzielten Ergebnisse sprechen fiir eine
von Species zu Species unterschiedliche Organotropie resorptivonkogener Ni-
trosamide. Wdhrend die systematische perorale Verabreichung von Methylnitro-
soharnstoff bei der Ratte zur Entstehung von Tumoren des Nervensystems fihrt,
wurden bei gleicher Applikationsart bei Miniaturschweinen Magentumoren indu-
ziert., Dieses Ergebnis war bis zu einem gewissen Grade zu erwarten, nachdem
Kleihues et al. (1973) nach intragastrischer und intravendser Applikation
von N-(1%C)-Methyl-N-nitrosoharnstoff am Miniaturschwein gezeigt hatten, daB
es hierbei zu einer hohen Alkylierung der Nucleinsduren des Magens kommt.Da-
bei war die 7-Methylguaninbildung nach intragastrischer Verabreichung des
Carcinogens 8 mal hdher als nach intravendser,

Ferner haben die Untersuchungen von Kleihues et al. (1973) beim Miniatur-
schwein gezeigt, daB Methylnitrosoharnstoff bzw, seine "Wirkform" (Druckrey
et al., 1967) auf resorptivem Wege auch das Nervensystem erreicht und zu
einer Methylierung der Nucleinsduren des Hirngewebes filihrt. Obwohl die Kon-
zentration der alkylierten Nucleinsiurebasen des Hirns bei Ratte und Miniatur-
schwein bei gleicher Applikationsform vergleichbar ist, traten beim Miniatur-
schwein, im Gegensatz zur Ratte, selbst nach einer 4 1/2j&hrigen Versuchsdauer
keine neurogenen Tumoren auf. Als Erkldrung fiir diese unterschiedliche Wir-
kung des Methylnitrosoharnstoffs kdnnte - neben einer nicht gerade wahrschein-
lichen, iiber die 4 1/2 Jahre hinaus dauernden Induktionszeit neurogener Tu-
moren beim Miniaturschwein ~ eine unterschiedliche Effektivit#t der "repair'-

Mechanismen im Nervensystem beider Species ins Feld gefiihrt werden. Goth u.

Rajewsky (1974) sowie Kleihues u. Margison (1974) konnten ni#mlich nachweisen,
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daB in den verschiedenen Organen der Ratte wesentliche Unterschiede in der
Eliminationsgeschwindigkeit von alkyliertem Guanin (0®-Athyl- bzw. 06-Methyl-
ganih) bestehen. Zwischen der bei der Ratte beobachteten Neurotropie der
Nitrosamide einerseits und einer durch diese Untersuchungen nachgewiesenen,
in Relation zu anderen Organen lingeren Verweildauer alkylierter Nuclein-—
sdurebasen im Nervensystem andererseits wird ein direkter Zusammenhang ge-
sehen. Unter der Voraussetzung, daR die Persistenz von 0®-Alkylguanin im
Hirn fiir die Transformation glialer Zellen verschiedener Species gleicher—
maBen von Bedeutung ist, miiRte die Excision alkylierter Basen im Nervensys-—
tem des Miniaturschweines wesentlich schneller erfolgen als in dem der Ratte.
Dies wiirde aber dann bedeuten, daB die Effektivitdt von "repair'-Mechanismen
bzw. die wohl enzymatische DNS-Reparationskapazitdt nicht nur von der Zell-
épezialisierung (z.B. Glia-, Leberzelle) abhingig, sondern auch innerhalb
gleicher Organe (z.B. Hirn) von Species zu Species unterschiedlich ist.

Durch orale Verabreichung von MNH an Meerschweinchen konnten Druckrey et
al. (1968) neben mesenchymalen auch epitheliale Magentumoren erzeugen. Auch
mit anderen Nitrosoverbindungen wurden bei verschiedenen Species Vormagen-

bbzw. Magentumoren mit unterschiedlicher Incidenz induziert (Wiebecke u.

. Gokel, 1975). Bei diesen experimentellen Magentumoren — einschlieBlich der
von Saito et al. (1970) mitgeteilten Fille ~ handelt es sich im allgemeinen
um maligne Blastome, die sich nur bedingt mit den hier beschriebenen Tumo-
ren des Miniaturschweines vergleichen lassen. Am ehesten ist ein Vergleich
mit den von Wiebecke et al. (1973) beschriebenen adenomat&sen Polypen im
Colon der Ratte nach Dimethylhydrazin-Verabreichung méglich, wenngleich
darauf hingewiesen werden muB, daB bei den adenomatdsen Polypen des Minia-
turschweines fokale Atypien bzw. Infiltrationen des Polypenstiels selten
vorzukommen scheinen. Die beim Miniaturschwein nach chronischer MNH-Applika-
tion auftretenden, in der Regel exophytisch wachsenden adenomat®sen Magen-—
polypen sind als primir benigne Neoplasien aufzufassen, die allerdings hie
und da cytologische Merkmale einer beginnenden malignen Entartung erkennen
lassen. Die beobachteten atypischen Epithelproliferationen im Driisenhals-
bereich (Abb. 1) bestdtigen die Befunde von Schauer et ql. (1974) und diirfen
als Transformationsfelder bzw., als Initialstadien der Polypenentwicklung

aufgefaBt werden.

Die vorliegenden Befunde sind zunichst sicher fiir das experimentell-ver-
gleichende Studium der Magentumoren im Sinne eines guten Modells fiir die

menschlichen Tumorformen und deren formale Pathogenese von Interesse. Auf
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den besonderen Wert solcher Modelle hat ja kiirzlich erst Grundmann (1975)
hingewiesen. Dariiberhinaus diirften unsere Untersuchungsergebnisse auch in
dtiologischer Hinsicht von allgemeiner Bedeutung sein. Von Hugginson (1966)
wird beispielsweise berichtet, daB zwischen der Hiufigkeit von Gastro-
intestinaltumoren und bestimmten Ernidhrungsgewohnheiten des Menschen Zusam~
menhinge bestehen. Unter den mdglichen didtetischen Kausalfaktoren, die in
der retrospektiven Studie dieses Autors fiir ein gehiuftes Auftreten von
Gastrointestinaltumoren verantwortlich gemacht werden, wird auch "bacon”
genannt. Inzwischen ist wiederholt (Sen et al., 1974) auf Vorkommen und
Entstehungsweise von Nitrosaminen, die fiir die Entstehung von Gastrointe-
stinaltumoren eine Rolle spielen kdnnten, in diesem Lebensmittel berichtet

worden.,
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