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Aus dem strahlenbiologischen Laboratorium der radiotherapeutischen Klinik der
Universitiit Ziirich — Direktor: Prof. H. R. Schinz

Friithverinderungen der Zelle
nach der Einwirkung cancerogener Stoffe

Von PD. Dr. Hedi Fritz-Niggli

Es ist bekannt, dal} gewisse cancerogene Stoffe als Summationsgifte
wirken. Sie schidigen die Zelle irreversibel, und jede Einzeldosis sum-
miert sich. Uns interessierte nun die Frage, ob diese unwiderruflichen
Noxen, die ja schon frith — vor der eigentlichen Krebsbildung — auftreten
miissen, eytologisch faBbar seien, d. h. ob spezifische Anderungen auf-
treten, die eine Zelle auf ihrem Weg zur Krebszelle kennzeichnen.

Methode

Als Studienobjekt wiihlten wir die Leber der weillen Ratte und be-
obachteten cytologisch und biochemisch das Gewebe withrend der Ver-
futterung von Buttergelb (Dimethylaminoazobenzol) und 2- Actylamino-
fluoren. Die letztere Substanz erzeugt bei ménnlichen Ratten vorwiegend
Leberkrebs, wie frithere Versuche (Schinz u. Mitarb., 1955) gezeigt
haben. Beide Substanzen wurden in 0.1%iger Konzentration den iib-
lichen Rattenbiskuits beigemischt., wobel in der Buttergelbdiit durch
Hefeentzug der Vitamin-B-Gehalt moglichst niedrig gehalten wurde.
Mit dieser Diat entwickelte sich beispielsweise nach Verfiitterung von
702 mg Buttergelb wihrend 67 Tagen, in 252 Tagen ein Lebercarcinom
von 80 g. Da die Nahrungsaufnahme fiir die verschiedenen Tiere vari-
iert, wurden die Ratten einzeln gehalten und die Konsumation der can-
cerogenen Substanzen fiir jedes Individuoum bestimmt.

Die cytologischen Studien wurden an Leberhomogenaten durchge-
fithrt, um die Zelle als Ganzes zu erfassen. Zunichst wurde die lebende
Zelle im Phasenkontrastvertahren beobachtet und dann die fixierten
Zellen (Alkohol-Eisessig) mit Karminessigsdure gefarbt. Parallel dazu
wurden Gewebeschnitte angefertigt.

An den Homogenaten und den isolierten Mitochondrien wurde gleich-
zeitig die Aktivitiit des Zitronensiurezyklus tiberpriift und papierchro-
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matographische Untersuchungen des Aminosiuregehaltes durchgefiihrt.
Uber diese Experimente wird spiter im Zusammenhang mit den aus-
fithrlichen cytologischen und histologischen Beobachtungen berichtet
werden.

Morphologische Anderungen der Leberzelle wihrend und nach der
Verfiitterung von Buttergelb

Bereits nach der Aufnahme von beispielsweise 58 mg Buttergelb (Ver-
fiitterungsdauer: 1 Woche) ist die Leber gelblich gefirbt und schwer
homogenisierbar. Die Gelbfiirbung wird vermutlich durch Speicherung
von freiem Buttergelb verursacht, die nach den ausgezeichneten chemi-
schen Untersuchungen von Miller und Miller (s. Monographie 1952)
nachgewiesen ist. Gleichzeitig trat eine MilzvergréBerung auf, und zwar
um etwa das Doppelte gegentiber der Norm. Die Kerne der Leberparen-
chymzellen sind teilweise vergroBert und weisen eine vermehrte Zahl
von Nucleolen auf. Vereinzelt sind geordnete chromatische Bildungen
im Kern zu sehen. Nach 19tiigiger Verfiitterung von insgesamt 117 mg
Buttergelb treten Kerne verschiedenster Grofle auf. Wie aus Abb. 1
hervorgeht, entstehen vereinzelt Riesenzellen und Riesenkerne, welche
die normalen Leberzellen um das Doppelte, sogar Dreifache tibertreffen.
Dieses polymorphkernige Bild fiel bereits Sasaki und Yoshida (1935) auf,
die allerdings o-Amidoazotoluol verfiitterten. Brock u. Mitarb. (1940)
machen ebenfalls auf die grofle Vielgestaltigkeit der Kerne nach Butter-
gelbverfiitterung aufmerksam, allerdings nach langerer Wirkungsdauer.
Gleichzeitig finden sich wiederum in etlichen Kernen Chromatinstruk-
turen, die sich im Phasenkontrastverfahren bei der Lebendbeobachtung
deutlich von den runden Nucleolen unterscheiden lassen. Die Kern/
Plasma-Relation ist bei den einzelnen Zellen bereits zu ungunsten des
Cytoplasmas verschoben und die Mitochondrienzahl vermutlich ver-
mindert. Zweikernige Zellen sind, tibrigens wie bei der normalen Leber,
durchaus haufig. Das histologische Bild zeigt in diesem Stadium eine
dullerst mélige Gallengangwucherung mit einer geringen lympho-
plasmacelluldren Infiltrierung der periportalen Felder.

Nach iiber 30tagiger Diit (Abb. 2) mit Buttergelb sind die Kerne mit
geordneten Chromatineinschliissen durchaus hédufig. Die Kerne sind
polymorph und weisen spirlich Anzeichen von Vertfall auf. Hyperchro-
matosen der Kernwand konnten ebenfalls beobachtet werden.

Nach langerer Diiit (54 und 63 Tage) mehren sich die grollen Kerne
und zerfallenden Zellen (Abb. 3). Das Cytoplasma zeigt vielfach fettige

Degeneration.
Setzt man die Diidt ab, so verschwindet die gelbe Farbe der Leber,
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und ebenso bildet sich die Milz zur Norm zuriick (Abb.4.) Hiufig sind
Kerne mit vermehrter Nucleolenzahl zu sehen. Die Nucleolen selber sind
vergroflert und oft von kantiger Gestalt. Mitochondrien scheinen spér-
licher zu sein. Ob ein echter Strukturverlust vorliegt, werden elektronen-
mikroskopische Aufnahmen beweisen, die gegenwirtig durch von Alber-
tini im histopathologischen Institut der Universitit begutachtet werden,
wo auch die Aufnahmen hergestellt wurden.

Endomitotische Vorginge in der Rattenleber

Von besonderem Interesse schienen uns die geordneten Chromatin-
strukturen im Kern zu sein, die bereits nach einer Woche Buttergelb-
diét erscheinen und nach einem Monat auffillig werden, um spiter wieder
von Kernen im Zerfall, Riesenzellen mit vergroflerten Nucleolen, an
Zahl weit iiberfligelt zu werden. Nach unserer Interpretation stellen diese
Erscheinungen endomitotische Vorginge wihrend oder nach ihrem Ab-
lauf dar. Unter Endomitose versteht man eine Zweiteilung der Chromo-
somen oder ihrer Aquivalente im Zellkern ohne Bildung einer Spindel
und ohne Teilung des Kerns. Es ist das Verdienst von Geitler (s. Mono-
eraphie 1953) darauf aufmerksam gemacht zu haben, dal} Endomitosen
und eine damit verbundene Polyploidie im Tier- und PHlanzenreich viel
hiufiger auftritt als frither angenommen. Das Frgebnis der Endomitose
ist eine Zelle mit vermehrter Chromosomenzahl. Es ist nicht von der
Hand zu weisen, dal} die hiufigen Riesenkerne mit grofler Nucleolenzahl
in den Buttergelblebern vermehrte Chromosomenzahlen besitzen und
damit das Endergebnis endomitotischer Vorgiéinge sind.

Es zeigte sich, daf} vinnere» Kernteilungen ebenfalls nach Verabrei-
chung von 2-Acetylaminofluoren auftreten, und zwar morphologisch
genau gleich wie im Buttergelbexperiment. Yereinzelte Chromosomen
lassen sich schwerlich erkennen, was, nach Geitler!, der die Freundlichkeit
hatte unsere Priparate zu begutachten, der beste Beweis fiir das Vor-
liegen einer echten Endomitose wire. In einem Phasenkontrast- Quetsch-
priparat lieBen sich allerdings mit gréfter Wahrscheinlichkeit distinkte
Chromosomen beobachten (Abb. 5), die mit Bildern der Endomitosen
bei Drosophila iibereinstimmen. Weitere Untersuchungen sind im Gange.
Sie sind lediglich durch die Tatsache erschwert, dall endomitotische
Vorginge bei Warmbliitern kaum beobachtet worden sind, mit Aus-
nahme in Zellen von Impftumoren.

Um die I'rage abzukliaren, ob diese Erscheinungen spezifisch fiir can-
cerogene Substanzen sind, untersuchten wir auch die Leber nach Ver-
giftung mit Tetrachlorkohlenstoff. Nach 4 subcutanen Injektionen mit

! Herrn Prof. L. Geitler sei an dieser Stelle fiir seine Bemiithung herzlich gedankt.
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0.15 ecm? Tetrachlorkohlenstoff sind in der Leber degenerierende Zellen
haufig. Der Kern ist gequollen und weist grole Nucleolen auf (Abb. 6b).
Endomitosen wurden, auch nach mehreren Injektionen, keine beobachtet.
Es sicht aus, als ob cancerogene Stoffe die Leberzellen zu einer inneren
Kernteilung veranlassen wiirden, die zu Riesenkernen fithren kann.
Dies scheint uns das erste Stadium der Cancerogenese zu sein. Diese
Zellen mit vermehrtem Chromosomenbestand gehen meist zugrunde.
Andere vitale Zellen iiberleben, und im zweiten Stadium der Selektion bil-
det sich eine Zellrasse heran, die vielleicht zum Krebs fithrt. Analysen an
histologisch identischen Mammacarcinomen des Menschen (Fritz-Niggli,
1955) zeigten besondere Zellrassen mit verschiedenem Chromosomen-
bestand (Abb. 7), die auf eine zufallsmiBige Selektion hindeuten.

Zusammenfassung

Wahrend der Verfiitterung von Buttergelb an ménnliche weille Ratten
tritt bereits nach einigen Tagen eine VergréBerung der Leberzellkerne
auf. In den Kernen werden nach ca. einer Woche (58 mg Butter-
gelb) auffillig geordnete Chromatinstrukturen sichtbar, die nach einem
Monat {ca. 300 mg Buttergelb) hdufig werden. Wir deuten diese FErschei-
nung als Endomitose. «Endomitotische» Vorginge konnten auch wiih-
rend der Verfiitterung von 0,1%, 2-Acetylaminofluoren beobachtet wer-
den, hingegen nicht nach subcutanen Injektionen mit Tetrachlorkohlen-
stofl.

Wihrend der Buttergelbdiit tritt eine starke Vergrélierung der Milz
auf, die sich nach Absetzen der Diiit zuriickbildet. Mit fortschreitender
Verfiitterung des cancerogenen Stoffes vermindert sich die Zahl der
Mitochondrien im Cytoplasma und die Kern/Cytoplasma-Relation wird
zusehends zu ungunsten des Cytoplasmas verschoben.

Résumé

5i I'on nourrit des rats blancs males avec du jaune de beurre, on peut
observer au bout de quelques jours déja une augmentation des noyaux
des cellules hépatiques. Au bout d’une semaine (58 mg de jaune de
beurre), on voit dans les cellules une structure chromatinienne caracté-
ristique, qui au bout d’un mois (aprés environ 300 mg de colorant jaune)
devient fréquente. Ces modifications nous paraissent étre de l'endo-
mitose. Des altérations «endomitotiques» semblables ont pu &étre ob-
servées aussi aprés administration d’une nourriture contenant 0,19%, de
2-acétyl-aminofluoréne, par contre, on n’a pu en mettre en évidence aprés
administration par voie sous-cutanée de tétrachlorure de carbone.

Au cours de la diéte au colorant jaune de beurre apparait une forte
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Abb. 5. Lebendanfnahme einer leicht gequetschien Leberzelle nach Verliitterung von
320 mg 2-Acetylaminofluoren. Vermutlich einzelne Chromosomen sichibar,



Abb. 6. a: Karminessigsiiurepriiparat von Leberzellen nach Verabreichung von 373 mg Buttergelb.
Geordnete Chromatinbildungen, « Endomitosens,
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Abb, 7. Dbe Zellrassen dreier verschiedener, histologisch identischer Mammacareinome des Menschen,

a: Ca, 1: Zumeist verminderte Chromosomenzahl, hier 36,  b: Ca, 2: Immer Zahlen iiber 48 Chromosomen, oft gegen 100, wie hier im Bild.
¢: Ca. 3: Chromosomenzahl schwankt um die Norm, hie und da vermehrt.



hypertrophie de la rate, qui diminue aprés interruption de la didte. Si
I'on continue 'administration de substances cancérigénes, 'on voit
diminuer le nombre des mitochondries dans le cytoplasme et le rapport
novau/cytoplasme se déplace manifestement en faveur du noyau.

Riassunto

Se si somministra il colorante giallo del burro a ratti bianchi maschi,
si constata un ingrossamento dei nuclei delle cellule epatiche gia dopo
alcuni giorni. Nei nuclei si vedono dopo circa una settimana (58 mg di
colorante) strutture di cromatina disposte in maniera strana, le quali
dopo un mese (circa 300 mg di colorante) diventano frequenti. Noi inter-
pretiamo questo fenomeno quale endomitosi. Quadri analoghi di «endo-
mitosi» furono pure osservati durante la somministrazione di 2-acetil-
aminofluorene al 0,1°%;, ma non dopo iniezioni sottocutanee di tetracloro-
metano.

Durante il periodo nel quale gli animali ricevono il colorante giallo
del burro la milza s'ingrossa fortemente, e riprende dimensioni normali
dopo cessazione di tale dieta, Se la somministrazione della sostanza
cancerogena continua, il numero dei mitocondri nel citoplasma dimi-
nuisce e la relazione nucleo/citoplasma si modifica sempre piu a sfavore
del citoplasma.

Summary

During feeding butter yellow to male white rats, enlargement of the
liver cell nuclei occurs after a few days. After about one week (58 mg
butter yellow), strikingly arranged chromatin structures were seen in
the nuclei, and after one month (ca 300 mg butter vellow), these were
frequent. The author interpretes this phenomenon as endomitosis. «En-
domitotie» processes can also be seen during feeding 0.19;, of 2-acetyl-
amino-fluorens, while subcutaneous injections of tetra-chlor-carbon do
not produce it.

During the butter vellow diet, there is a strong enlargement of the
spleen which disappears again on discontinuing the diet. With con-
tinuing feeding the cancerogenic substance, the number of mitochondria
in the cytoplasm decrease and the nuclei/cytoplasm relationship is shifted
to the disadvantage of the cytoplasm.
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