(Aus dem Sasaki-Laboratorium zu Tokio.)

Experimentelle Erzeugung des Lebercarcinoms
durch Fiitterung mit o-Amidoazotoluol*.

Von
Takaoki Sasaki und Tomizo Yoshida.
Mit 24 Abbildungen im Text.
( Eingegangen am 8. Dezember 1934.)

Einleitung.

Am 5. 4. 34 hat Sasaki auf der 9. Generalversammlung der Japani-
schen medizinischen Gesellschaft einen zusammenfassenden Vortrag
iber die chemische Morphopathologie gehalten.  Unter chemischer
Morphopathologie versteht Sasaki dasjenige Arbeitsgebiet, das das
pathologische Geschehen — hervorgerufen durch eine chemisch genau
gekennzeichnete Substanz — morphologisch darzustellen und vom
chemischen Gesichtspunkt aus weiter zu ordnen sucht. Freilich spielt
die experimentelle Untersuchung mit Versuchstieren dabei eine wesent-
liche Rolle. Allerdings kénnte man auch Vergiftungsfille und sonstige
pathologische Beobachtungen bei Menschen unter diesen Gesichtspunkt
fassen und noch weitere Aussichten ertffnen. So fallen z. B. die mit
verschiedenen Substanzen aus Steinkohlenteer ausgefithrten Versuche ' 2,
irgendein carcinogenes Agens ausfindig zn machen, zu denen die bahn-
brechende Arbeit von Yamagiwae und Ichikawa ¢ die Anregung gab, meist
unter den Begriff der chemischen Morphopathologie. Bei diesem Arbeits-
gebiet steht die Organbeziiglichkeit (Organotropie im weiteren Sinne)
der betreffenden Substanz wohl an erster Stelle. In der Tat hat 1. Wake 4
im hiesigen Laboratorium experimentell histopathologisch festgestellt,
dafl 3-Aminohydrocarbostyril als ein eigenartiges ,amyostatisches®
Gift 3 durch die Kinverleibung einer geeigneten Dosis bei Kaninchen vor-
wiegend Pallidum und 8. nigra angreift. Yoshide 7 hat schon in dieser
Zeitschrift mitgeteilt, dal o-Amidoazotoluol bei subcutaner Einspritzung
eine augenfillice Thyreotropie zeigh, und zwar Epithelmetaplasie der
Schilddriise bei Meerschweinchen hervorruft.

‘Dem zuerst von Niefzki (1877) dargestellten o-Amidoazotoluol (o-
Toluol-azo-o-Toluidin), der Hauptkomponente des Biebricher Scharlachs,
kommt bekanntlich eine epithelisierende Wirkung zu, wihrend sein
diacetyliertes, entgiftetes Derivat jetzt arzneiliche Verwendung findet.

* Diese Arbeit ist gleichzeitig II. Mitteilung von ,,Beitrige zur Kenntnis der
chemischen Morphopathologie aus unserem Laboratorium. I. Mitt. (Versuche mit
3-Aminohydrocarbostyril) im Druck. Jap. J. med. Sci., Path. 2, Nr 3 (National
research council of Japan).
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Wird dieses o-Amidoazotoluol dem Tierkdrper einverleibt, so fragt sich:
Welche Organotropie wird sich zeigen, und was fiir morphologische Ver-
anderungen wird seine einerseits mehr oder weniger vernichtende, anderer-
seits epithelisierende Wirkung hervorrufen ! Das Studium dieser Wir-
kungen mit besonderer Berticksichtigung der Organbesziiglichkeit mag
hinsichtlich der pathologischen Histologie von Interesse sein. Unter
dieser Fragestellung haben wir die experimentelle Untersuchung mit
o-Amidoazotoluol begonnen.

Zuerst wurde den Tieren die Olivensllgsung der Substanz einverleibt.
Der subcutane Injektionsversuch ergab ein merkwiirdiges Resultat. Die
Substanz zeigte eine deutliche Thyreo- und Hepatotropie & 2. AuBerdem
kamen in der Versuchsreihe mit Ratten einige Hautcarcinomfille vor.
Die Mitteilung der Injektionsversuche wird demnéchst in der japani-
schen Zeitschrift fir Krebsforschung Gann (jap.) erfolgen.

Dieses Ergebnis hat uns nun veranlaBt, die Substanz an kleinen Ver-
suchstieren in geeigneter Versuchsweise, vor allem per os, noch lingere
Zeit einwirken zu lassen. Vorldufig unternabmen wir den Fitterungs-
versuch an der Ratte, die sich unter verschiedenen Tieren als zu diesem
Versuch am besten geeignet erwiesen hatte. Und nach Experimenten
von 11 Monaten Dauer konnten wir an ihr die Entwicklung eines typischen
Leberzellenkrebses, Hepatoms *, feststellen 1°.  Unter 26 Fillen ent-
wickelte sich das Hepatom ausnahmslos bei den 4 Fillen, die tiber
9 Monate tiberlebt hatten. Wir unternahmen von neuem mit zahlreichen
Tieren weitere Experimente, um den Entwicklungsprozel dieses Hepatoms
noch genauer zu verfolgen. Das Ergebnis wird im folgenden mitgeteilt.
Vergleichende TFiitterungsversuche mit p-Amidoazotoluol (o-Toluol-azo-
p-Toluidin) ** — an 20 weilen Ratten; bis zum 476. Tage — und p-
Amidoazobenzol ¥*¥* — an 16 weifien Ratten ; bis zum 449. Tage — wurden
genau in gleicher Weise wie bei denen mit o-Amidoazotoluol, und zwar
parallel mit den Versuchen mit letzterem durchgefithrt. Durch die zwei
genannten Substanzen wurde jedoch im Gegensatz zu o-Amidoazotoluol
keine faBbare Organbeziiglichkeit, und zwar keine erkennbare Ver-
dnderung der Leber, abgesehen von einigen leichten regressiven Ver-
inderungen, hervorgerufen, wobei die betreffenden Tiere infolge der
allgemeinen Schwiche schlieBlich zugrunde gingen. In Anbetracht der
chemischen Konstitution dieser drei Substanzen ist das Ergebnis dieser

* Im folgenden ist nach der in Japan gebriuchlichen Bezeichnung mit Hepatom
jedesmal der Lsberzellenkrebs, mit Cholangiom das von Gallengangsepithelien
abzuleitende Carcinom gemeint [vgl. Yamagiwe dieses Archiv 206, 437 (1911)].
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vergleichenden Untersuchungen von gewissem Interesse. Nebenbei sei
erwihnt, dal3 Diazoamidobenzol im Gegensatz zu o-Amidoazotoluol bei
gleicher Applikationsweise an kleinen Versuchstieren keine bemerkbare
Verdnderung der Leber, sondern merkwiirdigerweise fast regelméafig eine
so auffallende papillomatése Wucherung am Vormagen hervorruft, dafl
man an Fibigers Spiropterakrebs erinnert wird (bearbeitet von 1. Ofsuko
und vorldufig von Sasaeki in seinem Vortrag mitgeteilt). Weitere experi-
mentelle Untersuchungen mit verschiedenen chemischen Substanzen
sind im hiesigen Laboratorium im Gang.

Versuche mit o-Amidoazotoluol.
Versuchsanordnung.
Substanz. o-Amidoazotoluol (o-Toluocl-azo-o-Toluidin)

NNNS AN
< ) N:N« P NH,
CH, CH,

Versuchstier. Die weifle Ratte (Rattus norvegicus var. albus Fitzinger).

Art und Weise der Hinverleibung., 1g Substanz wird in 19 g Olivens] warm
aufgelost (5%ige Losung). 2 g dieser Losung werden mit 98 g unpcliertem Reis
(Genmai) vermischt. 1 g Reisfuttergemisch enthilt also 1 mg Substanz. Die Reis-
korner werden vorher grob zerbrochen, um das Vermischen mit der Ollssung zu
erleichtern.

Das Versuchstier wird ausschlieBlich mit dem in dieser Weise hergestellten
Reisfuttergemisch ernghrt, unter tiglichen Beigaben von Grimfutter in geniigender
Menge. Die tiiglich einverleibte Substanz wird durch Wagen des Futterrestes
berechnet.

Aufgtellen der Versuchsreihen.
A. 1. und 2. Versuchsreihe.

Bei diesem Versuch beabsichtigten wir vor allem, den Werdegang des Hepatoms
stufenweise zu verfolgen. Da das Hepatom beim vorhergehenden Versuch sich am
270. Tage sicher entwickelt hatte, beschlossen wir beim diesmaligen Versuch, die
Leberverinderung bis zum 300. Tage stufenweise zu verfolgen und téteten die
Tiere (jedesmal 3 Tiere) je nach 15 Versuchstagen (1. Versuchsreihe).

Parallel mit dieser stufenweisen Beobachtung der Zustandsbilder der Leber-
verdnderung stellten wir anch eine andere Versuchsreihe anf, bei der an Stelle des
Abtotens der Tiere zu den entsprechenden Zeiten mit der weiteren Zufuhr des Reis-
futtergemisches der Substanz aufgehort warde, um zu becbachten, welche Ver-
anderungen — gegeniiber der 1. Versuchsreihe betrachtet — die Leber durch das
stufenweise Aussetzen der Substanzzufuhr schlieBlich erfahren wiirde (2. Versuchs-
reihe).

Um diese 2 Versuchsreihen auszufiihren, stellten wir die Tiere wie folgt auf:

Fiir 300 weiBe Ratten wurde Fiitterung der Substanz angesetzt und durch-
gefithrt. Von dieser Tierreihe wurden an jedem 15. Versuchstage 6 Tiere nach
Belieben entnommen; 3 davon wurden fiir die 1. Versuchsreihe getotet, wihrend
die anderen 3 Tiere fiir die 2. Versuchsreihe verwendet wurden.

Tatsichlich aber begann die 2. Versuchsreihe, der Unterbrechungsversuch der
Fiitterung, erst am 60. Tage. Also wurden in den ersten je 15 bis zum 45. Tage nur
3 Tiere entnommen und alle fiir die 1. Versuchsreihe abgetotet. AuBerdem wurden
fur die 1. Versuchsreihe 3 Tiere am ersten 7. Tage abgetdtet, um eine gewisse
fritheste Verdnderung zu beobachten.

12*



178  Takaoki Sasaki und Tomizo Yoshida: Experimentelle Erzeugung

Die 1. Versuchsreihe bestebt also im ganzen aus 63 Tieren (Nr.1—63) in
21 Gruppen (jedesmal 3 Tiere am 7., 15., 30., 45. bis 300. Tage abgetotet), wihrend
die 2. Versuchsreihe 51 Tiere (Nr. 64—114) 17 Gruppen umfaBt (bei denen jedesmal
3 Tiere am 60., 75., 90., 105. bis 300. Tage mit der weiteren Zufuhr der Substanz
ausgesetzt und weiterhin gewohnlich gefiittert wurden).

Bei der 2. Versuchsreihe wurden die Tiere nach dem Aufhéren der weiteren
Einverleibung der Substanz ganz wie gewthnlich erndhrt und gepflegt, um mdaglichst
lange am Leben gehalten zu werden. Sie wurden in der Regel nach langem Uber-
Jeben im Zustande der sterbenden Schwiache abgetttet. Bei einigen Tiergruppen
wurde aber gelegentlich eins von 3 Tieren in munterem Zustande getotet und die
Leberveranderung untersucht.

Nun sind noch 186 Tiere (Nr.115—300) nach Entnahme der 114 (63 - 51)
aus 300 Tieren fiir die zwei genannten Hauptreihen Nr. 1 und 2 ibrig. Wir fassen
diese Tiere als Ersatzreihe zusammen. Die groffle Mehrzahl dieser 186 Tiere sind
natiirlich im Verlauf des Versuchs gestorben. Alle diese vor Beendigung des Ver-
suchs gestorbenen Tiere wurden auch histologisch untersucht und konnten als
Ergénzung zur 1. Versuchsreibe dienen, da sie bei Vergleich mit den absichtlich
getoteten. Fallen auch entsprechende Verdnderungen zeigten, indem die geniigend
lang iberlebten Tiere immer die Carcinombildung der Leber zeigten.

B. 3. Versuchsreihe (Nr. 301—360).

An 60 weiBlen Ratten wurde ein anderer Versuch angestellt, bei dem die Be-
ziehung zwischen der Carcinombildung und der Einverleibungsdosis beobachtet
wurde. Die Einverleibungsdosis wurde bei diesem Versuch wie folgt vorgeschrieben:

a) 2 g 7,5%iger Losung werden mit 98 g Reiskdrner in ganz der gleichen Weise
wie oben erwihnt vermischt. Das bereitete Reisfuttergemisch enthalt also in 1 g
1,56 mg Substanz.

b) Das gleiche Gemisch, das bei den obigen Versuchsreihen gebraucht wurde,
also in 1 g 1 mg Substanz.

c) 2,56%ige Losung wird in gleicher Weise vermischt. Dieses Reisfuttergemisch
enthilt in 1 g 0,5 mg Substanz.

Alle Tiere wurden anfnags mit ¢ gefiittert. In zwei Monaten starben die Halfte
der Tiere. (Vielleicht war die Sterblichkeit so hoch, weil die Tiere sehr jung waren.
Das erwachsene Tier geht in der Regel an dieser Dosis nicht zugrunde.) Dann
wurden die {ibrig gebliebenen 30 Tiere in zwei Gruppen eingeteilt. Bei der einen
Gruppe (17 Tiere) wurde die Dosis auf b, und nach weiteren 2 Monaten auf a
gesteigert. Die Fittterung mit a wurde bis zum Ende fortgesetzt. Die andere Gruppe
(13 Tiere) wurde dauernd mit ¢ gefiittert.

Kontrolle mit 40 Tieren (Nr. 361—400).

Als Kontrolle dienten 40 Tiere. Bei 20 unter diesen 40 Fallen wurde Be-
haftung mit Cysticercus fasciolaris gefunden. Spontane Lebergeschwulst wurde bei
keinem Falle gefunden.

1. Versuchsreihe.

Stufenweise Beobachtung der Entwicklung des experimentellen
Lebercarcinoms.

Bei Durchsicht der Ergebnisse dieser Versuchsreihe fillt vor allem
auf, daB das Lebergewicht bei den meisten Féllen deutlich zugenommen
hat. Das Lebergewicht pro 10 g Kérpergewicht betrégt bei den Kontroll-
tieren durchschnittlich 0,4—0,5 g. Bei den Versuchsfallen dagegen iiber-
schreitet das Lebergewicht diesen Kontrollwert schon am 7. Tage, und
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zwar ist der Wert 0,61—0,73 g. Nachher ist dieses Gewicht fast bei allen
Versuchsfillen grofier als 0,5 g und erreicht bisweilen 0,8—0,9 g, gar nicht
zu sprechen von dem auBerordentlich grofien Gewicht der carcinom-
tragenden Félle.

Histologische Befunde.

A. Schrittweise Verdnderungen des Leberparenchyms; stufenweise Ver-

folgung der Hepatomentwicklung. Am 7.Tage. Im Vergleich mit den
Kontrolltieren ist keine nennenswerte Verdnderung zu finden.
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chen sind zu sehen.

Am 30. Tage. Die hyperplastischen Herde der Leberzellen sind auf-
fallend ausgebreitet (Abb. 2).

Am 45. Tage. Stellenweise kommt Hypertrophie der hyperplastischen
Zellen vor, gelegentlich in Begleitung von reichlichen Mitosenfiguren
(Abb. 3).

Am 60. und 75. Tage. Nur die zentrale Zone des Acinus ist von dem
hyperplastischen Vorgang verschont. Die Zellbalken dieses zentralen
Bezirkes sind mehr oder weniger schmal geworden und die Blutcapillaren
erweitert. In den anderen Teilen liegen die Leberzellen dicht aneinander,
und die Zellordnung ist durch die lebhafte Hyperplasie deutlich zerstért.
Die zentralen und peripheren Teile des Acinus stellen somit ein deutliches
Kontrastbild dar. Auch das Verhalten der Faserstruktur ist wohl zu
beachten. In dem zentralen Teil sind die radidr angeordneten Zellbalken
durch ein feines Gitterfasernetz in typischer Weise umsponnen; im peri-
pheren zellreichen Teil sind die Gitterfasern relativ vermindert; sparliche
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Faserstickcehen verlaufen unregelmafig zwischen den dicht anliegenden
Leberzellen. Das weist deutlich auf die alleinige iiberstirzte Hyperplasie

Abb. 2 (Nr. 9; 32 Tage). Diffuse Hyperplasie der
Leberzellen. Die hyperplastischen Zellen auffallend
dunkel (Basophilie des Cytoplasmas).

der Leberzellen ohne Beglei-
tung des Stitzgewebes hin.

Der Zelleib der hyperpla-
stischen Zellen zeigt bald
deutlichen Hamatoxylinfarb-
ton, bald nicht, und dieser
Farbton nimmt in der Regel
umgekehrt mit der Zunahme
der ZellgréBe (Hypertrophie)
stufenweise ab. Stellenweise
tritt die deutliche Verschie-
denheit der Kerngrofe in
Begleitung von reichlichen
Mitosenfiguren hervor. An
diesen Stellen ist das Cyto-
plasma im allgemeinen hell
und vakuolisiert, so dall ein
heller Herd dadurch entsteht.

Am 90. Tage. Ausgedehnte Hyperplasie, und nur sehr kleine Bezirke
um die Zentralvenen bleiben verschont. In den Zellstréngen der hyper-

Abb. 3 (Nr. 10; 45 Tage). Im Zentrum des Bildes kleines

plastischen Herde fin-
den sich gelegentlich
einige auBerordentlich
hypertrophische Zellen
eingeschaltet, die bis-
weilen auch Gruppen
bilden.  Auffallender-
weise kommen daneben
hier und da groBe, schon
makroskopisch erkenn-
bare Herde zum Vor-
schein (Abb. 4). Diese
sind im Ubersichtsbilde
gut umgrenzte Herde
und lassen bei der ge-

periportales Feld. Unten rechts und links Zentralvenen. naueren Untersuchu_ng

Auffallende Hyperplasie der Leberzellen in dem peripheren
Teil des Acinus; Zentralteil verschont. Die hyperplastischen

Zellen hypertrophisch und aufgehellt.

stellenweise einen Uber-
gang zu den umgeben-
den Zellstringen er-

kennen. Die Zellen dieser Herde sind grof und hell und manchmal
alveolir angeordnet; einige nehmen auch tubulire Form an und lassen
das spalt- oder sternférmige driisige Lumen erkennen, ein Gebilde, das
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an die sog. ,,Hepatomrosette’* erinnert. Die Herde sind dicht mit Zellen
angefiillt, die Blutcapillaren kommen kaum zutage. An der Grenzzone
sind die umgebenden Zellbalken platt und bogenférmig gedriickt.

Wir moéchten diesen knotigen Herd vorldufig ,,parenchymatoses
Leberadenom® benennen und diesen Namen auf den knotigen oder
circumscripten hyperplastischen Herd beschrinkt anwenden.

Am 105. Tage. Uberall auffallend reichliche Mitosenfiguren. Die
hyperplastischen Zellen finden sich stellenweise auffallend dicht an-
geordnet vor, und die Zellpolymorphie tritt dabei besonders deutlich
zutage. Nicht selten finden
sich 2—3fach so groBe
Kerne wie normal, mit-
unter bohnenférmig um-
gestaltete Kerne.  Die
Kerne sind im allgemeinen
scharf konturiert und reich
an Chromatin. Hier und
da parenchymatdse Ade-
nome aus groflen hellen
Zellen.

Am 120. Tage. Merk-
wiirdig ist in den hyper-
plastischen Herden, daf3
bei einigen Zellgruppen die

Zellgrenzen auBerordent-  Abb. 4 (Nr.19; 92 Tage). Das parenchymatdse Leber-
lich harf h tret adenom. Die Adenomzellen zeigen hier und da die
1C schar ervorireten, driisige Anordnung. Unten: Das umgebende Leber-
so daB einzelne Zellen gewebe(deutlich hyperplastisch) verdrangt. Oben:
. Allmahlicher Ubergang in den Herd der nicht scharf
polygonal gestaltet sind begrenzten Hyperplasie (mit Hypertrophie).

und die strangartige Ord-

nung ganz verloren geht. DafB} die ZellgroBe dieser Zellen meist zu-
genommen hat und das Cytoplasma noch deutlichen Himatoxylinfarbton
zeigt, ist augenfillig (Abb. 5). Die Zellen ordnen sich bisweilen alveoldr
und haben Endotheliiberzug. v

Am 135—150. Tage. In den diffusen hyperplastischen Herden fallen
an einigen Stellen besondere Bezirke auf, in demen ausgeprigte Kern-
polymorphie, mit reichlichen Mitosen vermengt, zu sehen ist. Riesen-
kerne und umgestaltete Kerne kommen zugleich vereinzelt vor. Die
Kerne sind scharf konturiert und reich an Chromatin, das Cytoplasma
(mit Hamatoxylinfarbton) ist deutlich vakuolisiert.

Diese stellenweise herdférmig auftretendenVerdnderungen weisen deut-
lich darauf hin, daf in dem diffusen hyperplastischen Herde hier und
da einige Zellgruppen sich finden, die eine besonders starke Wucherungs-
tendenz zeigen und sozusagen die Wucherungszentren bilden. An diesen
Stellen wird auch die Entstehung des typischen Adenoms beobachtet.
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Die Adenomzellen waren vorher fast immer grofl und hell, aber in
diesem Stadium erscheinen andersartige Adenome, welche entweder
aus kleineren Zellen oder aus mittelgrofen dunklen Zellen bestehen.
Daneben wird herdfdrmige Verfettung der hyperplastischen Herde deutlich
sichtbar.

Am 165.—180. Tage. Von diesem Stadium liegt ein Schuittpraparat
vor, in dem alle bisher geschilderten Verédnderungen nebeneinander
liegend und in stark ansgeprigtem MafB zu sehen sind; bald finden sich
die kleinen dunklen Zellen dicht angehéuft vor, bald die hypertrophischen

Abb. 5 (Nr. 27; 122 Tage). Im zentralen Teil des Bildes dic Zellgrenzen auBerordentlich
scharf. Die Zellen hypertrophisch und mosaikartig angeordnet.

Zellen mehr locker angeordnet, und die Zellgrenzen treten stellenweise
auBerordentlich scharf hervor. Zahlreiche Mitosen sind tiberall zu sehen.
Auffallend groBe Zellen liegen dazwischen. Einige Adenome lassen die
Kernpyknose oder die Kernschattenfiguren erkennen, indem kleinere
in lebhafte Wucherung geratene Zellen sich dazwischen vorfinden. Das
histologische Bild dieses Adenoms zeigt also ein buntes Ausschen. Einige
Adenome sind dem fast totalen Untergang nahe. Die in degenerative
Verinderungen geratenen Adenomzellen sind meist die grofen hellen
Zellen.

Am 195. Tage. Ganz dhnliche Verdnderungen wie die vorigen, nur
daB die Zellpolymorphie noch deutlicher zutage tritt. Die zahlreichen
Adenome zeigen mannigfaltige Bilder. Bei einigen Adenomen weisen
die hypertrophischen Zellen meistens regressive Veriinderungen auf,
wahrend die kleineren dunklen Zellen mit schaxf konturierten chromatin-
reichen Kernen versehen sind und augenscheinlich sich in lebhafter
Wucherung befinden. Bei anderen Adenomen nehmen die wuchernden
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Zellen gegeniiber den untergehenden Zellen itberhand, um schlieBlich
infiltrativ in die Umgebung vorzudringen.

Bei einem unter 3 Fillen dieses Stadiums sind schon typische Hepa-
tome entwickelt. Zwei Knoten davon finden sich nebeneinander liegend
im Lobus caudatus (Abb. 6). Diese Tumoren sind verhiltnismifig gut
begrenzt und lassen in ihrem histologischen Aufbau eine deutliche Drei-
schichtung erkennen. Von auBlen nach innen gesehen: ein atrophisches

Abb, 6 (Nr. 42; 196 Tage). Zwei beginnende Hepatomknoten im Lobus caudatus.

destruiertes Adenomgewebe, dann eine dichte Schicht ven unversehrten
dunklen Adenomzellen und schlieBlich im zentralen Teile das typische
Hepatomgewebe, in dem die Zellen in der Form vielfach gewundener
Zellstringe von verschiedeuer Breite angeordnet sind (Abb.7). Sie
haben den typischen Endotheliiberzug. Die Blutcapillaren bilden durch
die Windungen und Verdickungen des Parenchyms unregelmiBige Blut-
rdume, also das charakteristische Stroma des Hepatoms. Auffallende
Polymorphie der Hepatomzellen mit reichlichen Riesenzellen und Mitosen-
figuren ist bei der stéirkeren VergroBerung des in der rechten Halfte der
Abb. 6 gezeigten Tumors zu sehen. Dieser Tumor wichst in die Blut-
bahn ein (Abb. 8).
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Am 210.—240. Tage. Die Zellen in den diffusen hyperplastischen
Herden haben stellenweise eine eigentiimliche Ordnung. Sie zeigen eine

Abb. 7 (Nr. 42; 196 Tage). Randpartie eines Knotens des in Abb. 6 gezeigten Hepatoms.

Von oben nach unten gesehen: Diinne Schicht des Lebergewebes, destruiertes Adenom-

gewebe (deutlich vakuolisiert), zelldichte Schicht (des Adenoms), schlieBlich typisches
Hepatomgewebe.

AbDb. 8 (Nr. 42; 196 Tage). Wachstum in die Blutbahn des in Abb. 6 gezeigten Hepatoms.

deutliche trabeculire Anordnung von stellenweise verschiedener Dicke
und die Blutcapillaren sind verschieden stark erweitert. Ein dem Hepa-
tom &uferst dhnliches histologisches Bild ist damit hergestellt. Dazu
kann man noch bisweilen die Rosettenbilder in diesen Teilen feststellen.
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Gelegentlich treten an diesen Stellen einige auffallend hypertrophische
Zellen auf. An einer anderen Stelle bilden die so gearteten Zellen einen
deutlichen knotigen Herd, der schon makroskopisch erkennbar ist und
histologisch ein Hepatom darstellt. Wieder an einer anderen Stelle der-
selben Leber ist ein gréfierer Hepatomknoten von gleichartigen Zellen
gebildet.

Am 240. Tage kann man bei 2 unter 3 Féllen das typische Hepatom
feststellen.

Bemerkenswert ist, dal in diesem Stadium die diffusen hyperplasti-
schen Herde stellenweise in ihrer Zellordnung und in dem Verhalten von
Parenchym und dem Blutcapillarennetz sich dem Hepatombilde weit-
gehend nihern. Die Adenomknoten, welche auf diesem Boden entstehen,
sind in ithrem histologischen Aufbau von dem typischen Hepatom schwer
zu unterscheiden. Im vorigen Stadium war zu beobachten, daf die
Hepatomentwicklung durch die carcinomatose Entartung des Adenoms
zustande kam. In diesem Stadium aber zeigt manch ein Adenom schon
von Anfang an das Hepatombild. HEs besteht also zwischen der als paren-
chymatoses Leberadenom bezeichneten Verdnderung und dem fertigen
Hepatom ein Ubergang, d. h. diese Adenome konnen je nach ihrem Ent-
wicklunggstadium von verschiedenem Charakter sein, um schlieflich
ganz flieBend in das Hepatom, eine maligne Neubildung, tiberzugehen.

Am 255-—300. Tage. Bei diesen 4 Gruppen sind die schon makro-
skopisch augenfilligen Hepatome ausnahmslos bei allen Féllen ent-
wickelt. Bei 2 Fillen sind Hepatom und Cholangiom kombiniert.

Kurz zusammengefafi. 1. Am 15. Versuchstage wird eine deutliche
Hyperplasie der Leberzellen bemerkt, ohne dal ein vorangehender
Untergang des Gewebes sich feststellen 146t. Diese Hyperplasie wird
nicht von anderen Veridnderungen wie Entziindung oder Vermehrung
der Bindegewebselemente begleitet. Sie ist also als eine primére und von
Anfang an einseitige Wucherung der Leberzellen anzusehen.

2. Diese diffuse Hyperplasie schreitet mit den Versuchstagen immer
weiter fort und fithrt durch die schubweise Entstehung immer neuer
Zellen zu einem bunten Leberbild, indem Leberzellen verschiedener
Phasen der blastomatésen Entartung unregelméBig gemischt sind.
AuBerdem zeigen sich darin einige zur weiteren dysplastischen Wucherung
besonders disponierte Zellen. Sie bilden durch ihre dberragende Wachs-
tumstendenz einen circumscripten, knotigen — also selbsténdig wachsen-
den Herd (parenchymatéses Leberadenom). Dieses Adenom ist schon
makroskopisch als weiler Fleck wahrnehmbar.

3. Die noch weitergehende Wucherung dieser selbstindig gewordenen
Zellen (Adenomzellen) fithrt schlieBlich zur typischen Hepatombildung,
worunter wir eine bosartige Leberzellengeschwulst verstehen.

4. Das experimentelle Hepatom entwickelt sich nur durch die immer
fortschreitende Wucherung der Leberzellen. Hs gibt keine erkennbaren
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andersartigen, vorangehenden oder begleitenden Veridnderungen, welche
mit der carcinomatésen Entartung in wesentlichem Zusammenhang zu
stehen scheinen. Das experimentelle Hepatom kommt ganz schrittweise
zustande. Bei dieser Versuchsreihe wurde das fritheste Hepatom am
195. Tage bemerkt, wnd zwischen dem 255.—300. Versuchstage ent-
wickelte sich das typische Hepatom ausnahmslos bei allen Féllen.

B. Verdnderung der Gallengdnge. Am 30. Tage txitt eine leichte Hyper-
plasie der Gallengangsepitheilen derart in Erscheinung, dafl 2—3reihige
Epithelien, von Gitterfaservermehrung begleitet, stellenweise in das
Parenchym  vordringen.
Sie kénnen auch bisweilen
heterotopisch  deutliche
tubulare Gebilde formen
{Abb. 9). Fin Fall vom
180. Tage (Nr. 38) laft
einen deutlichen hyper-
plastischen Herd erken-
nen, dessen Epithelien ab-
norm hochzylindrisch und
mehrsehichtig  geworden
y sind. Sie wuchern papillar

o in das mehr oder weniger
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Abb. 9 (Nr. 12; 45 Tage). Hyperplasic der Gallen- fep 3
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die Umgebung.

Die Hyperplasie der Gallengangsepithelien geht aber nicht immer
Hand in Hand mit dem Versuchstage, und sogar am 280. Tage kann die
Gallengangsverdnderung, in deutlichem Gegensatz zur konstanten und
immer fortschreitenden Wucherung der Leberzellen, fast vollstindig
fehlen. Es ergibt sich also kein erkennbarer Zusammenhang zwischen
beiden hyperplastischen Prozessen.

Die atypische bzw. blastomatése Wucherung der Gallengangsepi-
thelien wird sehr héufig entweder im Hepatomgewebe oder an dem Hepa-
tom direkt anliegenden Stellen bemerkt. Und da die typischen Cholan-
giome nicht nur selten, sondern fast immer mit dem ausgebildeten
Hepatom kombiniert gefunden werden, ist es schwer zu entscheiden,
ob die von Anfang an vorhandene Gallengangswucherung sich selb-
stindig zum Gallengangskrebs entwickeln kann.

Nach alledem ist es also das Hepatom, das sich bei diesem Versuch
regelmiBig entwickelt. Das Cholangiom wird nur gelegentlich, neben
dem Hepatom, beobachtet. Der Entwicklungsgang des Cholangioms
1aBt sich nicht wie der des Hepatoms stufenweise verfolgen *,

* Bei dem Vorversuch der Fiitterung an Ratten beobachteten wir bei einer
Ratte eine deutliche Bindegewebswucherung und bei einigen anderen Tieren Gallen-
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2. Versuchsreihe — Unterbrechungsversuch.

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist folgendes:

Das erste Hepatom findet sich beim Tier Nr.72 vor. Das Tier war
92 Tage lang mit der Substanz gefiittert und hat nach dem Aussetzen
der Fitterung 357 Tage tiberlebt. Es zeigt ein erbsengrofies Knotchen
von typischem Hepatomcharakter.

Bei der Tiergruppe mit 135tégiger Fiitterung (Nr.79—81) sind bei
2 Fillen typische grofe Hepatome (grofles Lebergewicht) entwickelt.
Diese Tiere haben 291 bzw. 338 Tage nach dem Aussetzen der Fiitterung
iiberlebt. Das Tier Nr. 79, das friher (am 90. Tage nach Aussetzen der
Fiitterung) absichtlich getotet wurde, zeigt noch keine Hepatoment-
wicklung.

Auch in anderen nachfolgenden Gruppen ist das gleiche Verhalten
zu beobachten, d.h. deutliche Carcinome treten erst bei langem Uber-
leben nach dem Aussetzen der Einverleibung der Substanz (bisweilen
gegen 10 Monate) auf.

Bei den Fillen von iiber 225tigiger Fiitterung ist das Carcinom zu
jeder Zeit nach dem Aussetzen der Fiitterung zu finden. Dies stimmt
mit den Krgebnissen der 1. Versuchsreihe gut iiberein. Das Hepatom
begann bei der 1. Versuchsreihe nach 195tégiger Fiitterung aufzutreten.

Nach alledem ist es eine merkwiirdige Tatsache, dall das Hepatom
bei diesem Unterbrechungsversuch, mit der 1. Versuchsreibe verglichen,
nach deutlich kiirzerer Futterungsdauer entstand. Demnach kann man
wohl sagen, daBl, wenn die Fiitterung bis zu einem gewissen Stadium der
hyperplastischen Vorginge fortgesetzt wird, das Hepatom sich allméhlich
aus sich selbst entwickelt, auch wenn die Fiitterung aufhort. Die Grenze
der nétigen Fitterungsdauer liegt bei etwa 4 Monaten.

In der 1. Versuchsreihe wurde die Zellpolymorphie bei etwa 4 bis
5 Monaten auffallend deutlich und das Adenom immer reichlicher. Das
Adenom in diesem Stadium war aber hinsichtlich der histologischen
Befunde nicht ohne weiteres fiir bdsartig zu halten. Aber aus den eben
genannten Krgebnissen der 2. Versuchsreihe ist zu ersehen, dafl das
typische Carcinom aus der Verdnderung dieses Stadiums sich bei langer
Zeitdauer unter normalen Lebensbedingungen allméhlich entwickelt.

gangswucherung, die auch von Bindegewebswucherung begleitet wurde. Diese
anscheinend primire Bindegewebswucherung war uns zuerst bemerkenswerter als
die des Parenchyms, das beginnende Hyperplasie zeigte. Sie erinnerte an das
Anfangsstadium der annuldren Lebercirrhose. Wir berichteten iiber diese Befunde
vorlaufig bei der Japanischen Pathologischen Gesellschaft [Trans. jap. path. Soc.
22, 937 (1932)]. Aber durch die nachfolgenden Versuche wurde klargestellt, daf
diese auffallende Bindegewebswucherung nicht regelmiBig ist. Sie gehért vielmehr
zu den seltenen Befunden. Bei dem diesmaligen systematischen Versuch wurde
keine Lebercirrhose hervorgerufen. Starke Bindegewebswucherung der Leber
(nicht typische Cirrhose) wurde nur bei einem Fall (Nr. 82) unter 88 Lebercarcinom-
fallen gefunden.
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Was fiir eine Veranderung bei diesem Fall fiir die weitere carcinomatose
Entartung verantwortlich zu machen ist, ist offenbar nicht ohne weiteres
zu entscheiden. Esist das parenchymatose Leberadenom dieses Stadinms,
welches in dieser Beziehung vor allem in Betracht kommt, da bei der
Durchsicht der Fille der betreffenden Versuchsreihe klargestellt werden
konnte, daf nur das parenchymatose Adenom lange nach dem Aussetzen
der Fitterung sich in lebhaft wucherndem Zustand befindet. Man darf
also fiir dieses Adenom wenigstens eine ihm innewohnende Fahigkeit
zum  autonomen  Weiter-
wachstum annehmen, die
auch unter normalen Lebens-
bedingungen schlieBlich zur
typischen Hepatombildung
fithrt.

Die Diagnose des Hepa-
toms wurde bei diesem Ver-
such immer dadurch sicher-
gestellt, daBl die in Frage
kommenden Gebilde einen
schon makroskopisch augen-
falligen Knoten besafen und
einen deutlich zerstérenden
Einfluf auf die Umgebung

_ austibten, also durch die
Abb. 10 (Nr. 105; Fitterung 256 Tage, nach dem

Aussotzen 118 Tage). GroBer Tumor aus dem Lobus ~ @lleraugenscheinlichsten ma-

sinister (vorwiegend Hepatom), etwa Y/; des Tumors ]ignen Kennzeichen. Man
abgeschnitten. Auch in anderen Lappen mehrere .
verschieden groBe Hepatomknoten. kann aber offenbar keine

scharfe Grenze zwischen dem
Hepatom und dem erwdhnten Adenom ziehen. Vielmehr scheint man
das Adenom in das Hepatom in weiterem Sinne einrechnen zu kénnen.
In der Adenombildung kann man somit einen ersten Schritt zur blasto-
matisen Entartung erkennen.

Schon die #uflerliche Beobachtung der Tiere bei diesem Experiment
stimmt einigermaflen zu dem genannten Werdegang des Hepatoms. Die
Tiere sind beim Aussetzen der Substanzfiitterung (selbst zwischen dem
135. und 210. Tage) dullerlich fast unverdndert und sehr munter. Das
Korpergewicht nimmt nicht ab, vielmehr allméhlich zu. Dann leben sie
in gewohnlicher Weise fort und zeigen ein munteres Wesen. Das Kérper-
gewicht nimmt zu. Nach einigen Monaten (bisweilen 7—8 Monate) zeigt
sich die Bauchauftreibung. Ein deutlicher Tumor wird in der Leber-
gegend fiihlbar. Der Tumor wichst nach und nach aus, manchmal iiber-
raschend schnell. Die Tiere werden schlieBlich schwach.

Die Hepatome bei diesem Unterbrechungsversuch erreichen mitunter
eine enorme GroBe. Das grofite Lebergewicht betrdgt 38 g (Abb. 10),
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und es gibt unter unseren Versuchstieren 8 carcinomtragende Fille von
Lebergewichten iiber 20 g. Bei 2 Féllen (Nr. 101 und 102) wurde Meta-
stasenbildung in den Lungen und Lymphdriisen festgestellt (s. Abb. 24).

Das Cholangiom ist bei 5 Fallen unter 29 Hepatomfillen dieser Ver-
suchsreihe gleichzeitig vorhanden. Die Hyperplasie der Gallenginge
geht bei den Fallen mit Fitterung von 60—90 Tagen ganz spurlos zuriick.
Bei lingerer Fiitterung aber bleibt das hyperplastische Bild lange
bestehen. Bei der Hepatombildung zeigen die Gallenginge verschieden
starke Wucherungsverdnderungen, um schlieflich das Nebeneinander
von typischem Cholangiom vom Hepatom ganz dhnlich wie die vorige
Versuchsreihe zu zeigen.

Bei einem Fall von 120tdgiger Fiitterung (Nr. 78) hat sich ein grofBles
Cysticercussarkom (Spindelzellensarkom, teils polymorphzellig) in
263 Tagen nach dem Aussetzen der Fiitterung gebildet. Die hyper-
plastischen Verdnderungen des Lebergewebes bei diesem Fall sind fast
vollstindig zuriickgegangen. Dies ist der einzige Fall von Cysticercus-
sarkombildung unter 360 Fillen. Manche andere Fille waren auch mit
Cysticercus fasciolaris befallen, aber bei keinem Fall kam das Sarkom vor.

Ersatzreihe.

Diese Reihe besteht aus den nach Entnahme fiir die 1. und 2. Ver-
suchsreihe iibrig gebliebenen Tiere (vgl. die Beschreibung der Versuchs-
anordnung).

In bezug auf die Carcinombildung dieser Versuchsreihe kann man
etwa am 200. Versuchstage eine Grenze ziehen und sie in zwei Gruppen
einteilen. Bei der ersten (Nr.115—273, also 159 Fille von 3-—187 Ver-
suchstagen) findet man keine Carcinombildung, wihrend in der zweiten
Gruppe (Nr.274—300; 27 Fille von 201—346 Versuchstagen) 25 unter
27 Fillen die typische Carcinombildung zeigen. Diese Verhaltnisse
stimmen mit den Ergebnissen der 1. Versuchsreihe gut iiberein. Es gibt
2 Fille, welche nach 200 Tagen noch kein Carcinom zeigen (Nr. 276 und
Nr. 284). Es handelt sich dabei wohl um eine individuelle Verspatung
der Carcinomentwicklung, da die charakteristische Adenombildung auch
bei ihnen beobachtet werden konnte.

Das Ergebnis der mikroskopischen Beobachtung aller Fille dieser
Reihe stimmt tiberhaupt ganz mit den Befunden aller Stadien der 1. Ver-
suchsreihe iiberein.

3. Versuchsreihe.

In dieser Versuchsreihe wurde die Beziehung zwischen der Ein-
verleibungsdosis und - der Carcinomentwicklung untersucht, indem die
Tiere, wie schon erwihnt, in zwei Gruppen eingeteilt und je nach der
Gruppe mit verschiedener Dosis gefiittert wurden.
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Die Halfte aller Tiere (Nr. 301-—330), die innerhalb von zwei Monaten
Futterung gestorben waren, zeigte keine nenmenswerte Verdnderung.

Bei der immer mit kleiner Dosis gefiitterten Gruppe (Nr. 331—343,
13 Tiere) war die Carcinombildung deutlich verzogert ; das erste Hepatom
kam erst am 405. Tage zum Vorschein (Nr. 339). Die Zeitdauer bis zur
Carcinombildung war also doppelt so lange wie bei der 1. Versuchsreihe,
in umgekehrtem Verhiltnis zur Dosis. Bei der mit steigernder Dosis
gefiitterten Gruppe (Nr.344—360, 17 Tiere) dagegen ging die Carcinom-
bildung in der gleichen Zeit wie bei der 1. Versuchsreihe vor sich. (Nur
Nr. 356 zeigt am 365. Tage noch keine typische Carcinombildung, sondern
nur deutliche Hyperplasie der Leberzellen. Dieser Fall ist die einzige
Ausnahme unter allen 360 Versuchsfillen). Die Zeitdauer der Carcinom-
bildung wurde also durch eine Vermehrung der Dosis nicht verkiirzt, aber
durch Verkleinerung der Dosis wurde sie auffallend verlingert.

Die beiden Falle mit kleinerer bzw. gréferer Fiitterungsdosis zeigen
nicht nur in bezug auf die Zeitdauer der Carcinomentwicklung den er-
wahnten Unterschied, sondern auch hinsichtlich der histologischen
Befunde der Leberverinderung vor der Carcinombildung ist ein augen-
falliger Unterschied zu ‘beobachten.

Bei den Fillen mit groBerer Dosis ist die Wucherung der Gallengangs-
epithelien ausgeprigter. Die Entwicklung des Cholangioms tritt dem-
gemiB haufiger auf. Das Hepatom ist bei 15 unter diesen 17 mit steigender
Dosis gefiitterten Fallen entwickelt, und bei 6 von ihnen ist das Chol-
angiom kombiniert.

Ganz im CGegensatz dazu lassen die Falle mit kleinerer Fiitterungs-
dosis fast vollstindig die Gallengangshyperplasie vermissen, nur wird
bei 3 schon hepatomtragenden Fillen (Nr. 341, 342 und 343) das Hepatom
von mehr oder weniger deutlicher Gallengangswucherung begleitet. Es
kommt aber kein typisches Cholangiom vor.

Die Hyperplasie der Gallengangsepithelien scheint somit erst durch
Einverleibung von mehr als einer gewissen Dogis der Substanz hervor-
gerufen zu werden.

Bei einer kleineren Dosis ist auch die Leberzellenhyperplasie schwécher.
Sie kommt nur in geringer Ausdehnung in der Acinusperipherie vor, und
zwar zeiflich verspitet. Selbst bei den Fillen mit iiber 200tégiger
Fiitterung ist die Balkenordnung nicht deutlich zerstért. Der Acinus-
aufbau ist gut erhalten. Das Lebergewicht nimmt nicht zu. Hervor-
zuheben ist aber, dal bei diesen Fillen im fast unversehrten Lebergewebe
auffallend hypertrophische Zellen hier und da herdférmig hervortreten.
Sie konnen schon eine atypische Ordnung, sogar typische Rosetten-
bildung zeigen. Die Struktur dieses kleinen Herdes erinnert schon lebhaft
an das Hepatomgewebe. DaB ein solches atypisches Bild in dem fast
normalen Gewebe, wo weder starke Hyperplasie noch ein Umbau des
Gewebes wahrzunehmen ist, ganz pldtzlich entsteht, ist bemerkenswert.
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Die Hepatombildung bei dieser kleineren Dosis wurde diesmal nicht
stufenweise systematisch verfolgt. Aber die genannten Befunde deuten
vielleicht darauf hin, dafl der Werdegang des experimentellen Hepatoms
mit einer geeigenten Dosis noch eingehender analysiert werden kénnte,
indem die Verdnderungen der Leberzellen sehr langsam vor sich gehen
und die Verdnderung seitens des Gallenganges fast vollig ausgeschlossen
wird.

Beschreibung der histologischen Befunde des experimentellen
Lebercarcinoms.

In den oben geschilderten 4 Versuchsreihen wurde typisches Leber-
carcinom als Ganzes bei 88 Fillen erzeugt. Das Carcinom war in der
Regel multizentrisch ent-
wickelt. Diese Carcinome
sind meistens Hepatome.
Bei 21 Fallen unter 88
ist das Cholangiom ent-
wickelt. Das Cholangiom
istaber fastimmerneben-
séichlich dem  Hepatom
zugesellt. Nur bei 4 Fal-
len (Nr. 278, 279, 282
und 296) wurden nur
Cholangiome ohne deut-
liche  Hepatombildung
gefunden.

Einige Beispiele der
makroskopischen Bilder

dieser  experimentellen  Abb. 11 (Nr. 113; Fatterung 302 Tage, nach dem Aus-

. : : setzen 92 Tage). Hepatom: GroBe Tumoren aus Lobus
Lebercaromome S.lnd n dextra (oben) und Processus papillaris (unten).
Abb. 10—12 gezeigt.

Die Oberfliche des Hepatoms ist glatt. Selbst der grofte Knoten
durchbricht die Leberkapsel nicht. Es findet also keine Verwachsung
mit der Umgebung statt. Die Konsistenz ist fast der der Leber gleich,
manchmal weicher. Das Hepatom neigt zu starker Blutung. Die Chol-
angiomknoten sind dagegen hockerig mit derber Konsistenz und ver-
wachsen hdufig mit der Umgebung (besonders mit dem Zwerchfell).

1. Beschreibung der typischen Hepatomfille. Unter dem typischen
Hepatom gibt es zwei Arten: Die eine besteht aus Zellen von fast gleicher
GréBe wie die normalen Leberzellen (Abb. 13), die andere aus weit
groBeren Zellen (Abb. 14). »

Die Hepatomzellen zeigen wie die Leberzellen eine Balkenanordnung,
aber ihre Breite ist verschieden und unregelmaBig. Dieses Parenchym hat
einen typischen Endotheliiberzug. Es bildet dadurch scharf abgekapselte

Virchows Archiv. Bd. 295. 13
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Zellnester, welche sich vielfach schlingeln und miteinander anastomo-
sieren. Die Maschen dieses Netzwerkes des Parenchyms sind mit Blut

Abb. 12 (Nr. 99; Fiitterung 225 Tage, nach dem Aussetzen 76 Tage). Einwachsen des

Hepatoms in den Ductus choledochus. Die Gallenwege stark erweitert. Multiple Hepatome

hauptsichlich im Processus papillaris und Lobus sinistra. Links unten: Magen mit dem
Anfangsteil des Duodenums.

Abb. 18 (Nr. 350; 303 Tage). Typisches Abb. 14 (Nr. 295; 293 Tage). Randpartie eines
Hepatom (aus kleinen Zellen). typischen Hepatoms (aus groBen Zellen).

gefiillt. Somit wird das Stroma des Hepatoms durch die unregelméBigen
Blutraume gebildet (Abb. 15). Diese Beziehung zwischen dem Parenchym
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und Stroma des Hepatoms entspricht also genau der der Zellbalken und
Blutcapillaren des normalen Lebergewebes.

Abb. 15 (Nr1. 90; Fiitterung 182 Tage, nach dem Aussetzen 286 Tage). Hepatom. Die
Blutrdume als Stroma. Im Parenchym Zellpolymorphie, hier und da Riesenkerne.

Abb, 16 (Nr. 349; 281 Tage). Atypisches Hepatom. Augenfillice Polymorphie und Un-
ordnung der Zellen. Das Stroma nicht deutlich. Ausgedehnte Blutung und Nekrose.

2. Beschreibung der atypischen Hepatomfille. Wird die zellige Wuche-
rung des Hepatoms lebhaft, so wird das eigentliche Stroma des Hepatoms

13*
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vermiBt. Sowohl die Zellordnung wie auch die Zellform werden unregel-
mafBig. Diese eigenartige Wucherung geht gleichzeitig mit einem de-
generativen Prozefl einher. Ein &dufBlerst atypisches Hepatombild wird
dadurch hervorgerufen (Abb. 16). Bei weit ausgewachsenen Hepatomen
wird manchmal der Blutraum als Stroma immer enger und undeutlicher.
Der Endotheliiberzug kollagenisiert sich mehr oder weniger deutlich, um
schlieilich sich bindegewebig umzuwandeln. Dadurch entsteht ein dem
Carcinoma simplex dhnliches Bild.

Abb. 17 (Nr. 101; Fiutterung 241 Tage, ADbb. 18 (Nr.110; Fitterung 285 Tage, nach
nach dem Aussetzen 147 Tage). Hepatom. dem Aussetzen 23Tage). Hepatom.Unregel-
Nekrose des Parenchyms im zentralen Teil miBige Hohlrdume durch Nekrose. Die

der Zellnester. Hepatomzellen zylindrisch (umgestaltet).

Das Hepatom neigt allgemein zu Nekrose, die manchmal im Zen-
trum der Zellnester einsetzt (Abb. 17). Wenn diese Nekrose einen
hohen Grad erreicht und es im zentralen Teil zum Ausfall des Gewebes
kommt, so bildet sich dort ein groBer Hohlraum. Is wird dadurch eine
scheinbare Umkehrung des Verh#ltnisses von Parenchym und Stroma
hervorgerufen, indem der Blutraum im zentralen Teil des Parenchyms
sitzt. Dabei zeigen die Hepatomzellen bisweilen die Form von mehr-
schichtigen Zylinderepithelien. Dieses Bild erweckt den Anschein, als
ob es sich nicht um ein Hepatom, sondern vielmehr um ein zylindro-
celluldres Adenocarcinom, eine Form des Cholangioms, handelt (Abb. 18).
Besonders verwickelt wird das Bild, wenn die Wandzellen der Hohl-
rdume papillomatés in die Lichtungen hinein wuchern.

3. Die Zellpolymorphie. Die Hepatomzellen sind meistens polymorph.
Es finden sich reichlich Riesenzellen, deren Kerne deutlich umgestaltet
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sind. Die Zellpolymorphie tritt ofters im typischen Hepatomgewebe
auf (Abb. 19). Die atypischen Kerne zeigen mitunter monstrose Gestalt
(Abb. 20). Sie zeigen direkte Teilung.

Abb, 19 (Nr. 342; 477 Tage). Hepatom. Ungleichheit der Zell- und KerngroBe.

4. Das sog. Rosettenbild. Dafl im Hepatomgewebe eigenttimliche
Gebilde, die sog. Rosetten, entstehen, hat schon K. Yamagiwa 5 hervor-
gehoben. Auch bei dem experimentellen Hepatom kommt dies sehr haufig

Abb. 20 (Nr. 456; Fitterung 138 Tage, nach dem Awussetzen 338 Tage). Hepatom.
Monstrise Kerne.

vor (Abb. 21). Es gehort zwar zu den seltenen Fillen, dafl das typische
Hepatom die Rosetten vermissen 1dft, aber im weit ausgewachsenen,
atypischen Hepatom werden diese Gebilde in der Regel nicht gefunden.
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Die Rosettenbildung kann auch schon im Stadium der diffusen
Hyperplasie wie auch in den parenchymatosen Leberadenomen beob-
achtet werden. In den verdickten Zellbalken dieser hyperplastischen
Herde werden immer hier und da runde oder ovale Lumen gefunden. Die
inneren Réander der Zellen sind aber gegen diese Offnungen nicht scharf
abgegrenzt, sondern verwaschen. Diese Gebilde zeigen somit nicht eine
typische Gang- oder Driisenform, sondern eine stellenweise blasenférmige
Erweiterung oder Ausbuchtung der verdickten Leberzellbalken. Ganz
dhnliche Gebilde wie die Rosetten werden im Hepatomgewebe beobachtet.

Abb. 21 (Nr. 56; 270 Tage). Xin rosettenreiches Hepatom,

Aber die Lumenweite der Rosette ist im ausgebildeten Hepatom sehr ver-
schieden, vielleicht dank der lebhaften Vermehrungsfihigkeit der Hepa-
tomzellen und der Sekretretention.

Die Lichtungen sind tatsichlich immer mit der blassen Sekretkoagula
ausgefiillt, manchmal unter Beimengung von amorpher gallenfarbiger
Magse oder abgestobenen Zellen. Auch Blutungen sind in der cystig
erweiterten Rosette hiufig zu sehen.

Bemerkenswert ist auch, daf das Schnittbild der Rosette immer
rundlich ist. Die lange tubulire Form wurde, in Ubercinstimmung mit
Yamagiwas Beobachtung, nicht angetroffen. Die typische ringférmige
Rosette ist mit Endothelien iiberzogen und allseitig durch den Blutraum
umgrenzt, ganz wie die dichten Hepatomzellnester. Aus diesen Befunden
geht wohl hervor, daB die Rosettenbildung des Hepatoms durch stellen-
weise blasenformige Ausbuchtung der Hepatomzelluester entsteht, ein
Vorgang, der dem Mechanismus bei den hyperplasierenden Leberzell-
balken genau entsprechen wiirde.
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Im Schnittbild ist aber die Rosette als ein Bauelement des Hepatoms
anzusehen, vielleicht im gleichen Sinne wie die Krebsalveolen im all-
gemeinen. An der Grenze des wachsenden Hepatoms dringen diese
Geschwiilste hiufig in der Form von Rosetten infiltrativ oder destruktiv
in das umgebende Lebergewebe vor. Die groflen erweiterten Rosetten
zeigen mitunter als cystige Gebilde ein eigentiimliches Wachstum. Die
Wandzellen wuchern unregelméBig papillss in die Lichtung hinein,
wodurch ein héchst eigentiimliches Bild entsteht.

5. Beschretbung der Cholangiomfille. Hinsichtlich des histologischen
Aufbaues zeigen die Cholangiome untereinander keine deutlichen Ab-
weichungen. KEs zeigt sich immer das Bild des Zylinder- (bisweilen

Abb. 22 (Nr. 349; 281 Tage). Typisches Cholangiom.

Kubus-)epithelkrebses (Abb. 22). Das bindegewebige Stroma ist ver-
schieden stark entwickelt. In der 3. Versuchsreihe wurde ein Fall von
typischem Adenocancroid beobachtet (Nr.354). Wir méchten die Ent-
stehung dieses Carcinoms auf die metaplastische Umwandlung der
Cholangiomzellen in die Cancroidzellen zuriickfiihren, da wir vorher die
metaplastische Epidermisierung der Follikelepithelien der Meerschwein-
chenschilddriise durch dieselbe Substanz beobachtet hatten 7.

6. Die Mischform. Kommt die blastomatése Wucherung des Gallen-
gangs im Hepatomgewebe nicht in circumscripter Form, sondern in der
Form von Durchmischung mit dem Hepatomgewebe zustande, so wird
sozusagen eine Mischform hervorgerufen (Abb. 23). Im Hepatomteil
dieser in Abb. 23 angefiihrten Mischform wurde histologisch reichlich
Glykogen nachgewiesen, wihrend der Cholangiomteil ganz frei davon
war. Wenn der Hepatomteil einer Mischform reich an Rosetten ist,
kénnen die Wandzellen der zahlreichen darin befindlichen driisigen
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Lumina einmal hepatocelluldr, ein andermal cholangiocelluldr sein. Da-
durch entsteht ein eigentiimliches buntes Bild. Das ZusammenflieBen
von driisigen Gebilden beider Arten 148t sich dabei beobachten.

Abb., 23 (Nr. 49; 240 Tage). Mischform. Die meisten sich im Hepatomgewebe befindenden
Lichtungen cholangiocellulir.

Da die typischen driisigen Lichtungen des Cholangiomteils der Misch-
form aus kubischen oder niedrig kubischen Gallengangszellen bestehen
und deutlich membrands um-
grenzt sind, unterscheiden sie
sich leicht von den Hepatom-
rosetten. Aber bei einer Misch-
form wurde eine noch weiter-
gehendeWucherung dieses chol-
angiocelluldren Teiles beobach-
tet. Eine Form Cholangiom
wurde im Hepatomgewebe
stellenweise gebildet. Dabei
war merkwiirdig, daf} dieser
cholangiocellulére Carcinomteil
nicht mehr das Bild des Adeno-
ADbb. 24 (Nr.101; Fiitterung 241 Tage, nach dem  carcinoms zeigte. Vielmehr
Aunssetzen 147 Taig’;le)éerl\égff;lzt:se des Hepatoms shnelte das Bild deutlich dem

umgebenden Hepatom.

Tm Gegensatz dazu kann auch das Hepatom eine tduschende Ahnlich-
keit mit dem Adenocarcinom (Cholangiom) zeigen, wenn es aus kleinen
Zellen besteht und auffallend reich an Rosetten ist und das typische
Stroma fast véllig zuriicktritt. Das Bielschowsky-Priparat ist bei diesen
Fillen sehr gut zur Differenzierung geeignet. Das Hepatom zeigt auBerst
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spérliche Gitterfasern; bel dem Cholangiom ist dagegen das Fasergeriist
tiberall in eigentiimlicher Weise stark entwickelt.

Nach alledem ist es nicht immer leicht méglich, bei den ausgebildeten
Lebercarcinomen das Hepatom und Cholangiom voneinander scharf zu
unterscheiden.

7. Die Metastase. Das Wachstum des Hepatoms in die BlutgefdGe
wird sehr hiufig beobachtet. Die Metastasenbildung in andere Organe
ist aber verhdltnismaBig selten. Augenfillige multiple Metastasen wurden
bei 2 Fallen in den Lungen und in den Lymphdriisen (Mesenterial- und
Retrosternallymphdriisen) beobachtet (Abb. 24). Ein Cholangiom wuchs
auch metastatisch in eine Lymphdriise der Bauchhohle. Das Netz
wandelte sich dabei in eine groBle Tumormasse um. Ein Hepatom wuchs
in den Duchus choledochus (s. Abb. 12). Starke Gallenstauung und
Gallengangserweiterung wurde dadurch verursacht *.

Zusammenfassung der gesamten Ergebnisse.

1. Durch Fitterung mit o-Amidoazotoluol (o-Toluol-azo-o-Toluidin)
wird das Hepatom (Leberzellkrebs) bei der weillen Ratte experimentell
erzeugt.

2. Die Entwicklung des experimentellen Hepatoms wurde bei
360 Tieren nach verschiedenen Richtungen hin gepriift, besonders wurde
der Werdegang des Hepatoms durch zeitlich abgestufte Tétung der
Tiere verfolgt. Das Hepatom kommt schrittweise zustande, und zwar
durch immer fortschreitende Wucherung der Leberzellen.

3. Das typische Hepatom kam bei Versuchstieren von 255—300tagiger
Versuchsdauer ausnahmslos zustande. Die fritheste Hepatombildung
wurde bei einem Tiere von 196tdgiger Versuchsdauer festgestellt. Alle
in fritheren verschiedenen Stadien absichtlich abgetoteten Fille zeigten
der Einverleibungsdauer entsprechende geringere Verdnderungen.

4. Wenn die Einverleibung der Substanz eine gewisse Zeitlang fort-
gesetzt wurde, entwickelt sich das Hepatom allméhlich von selbst fort,
auch wenn die weitere Einverleibung der Substanz aufgehdrt hat. Die
Grenze der dazu notigen Fitterungsdauer liegt bei etwa 4 Monaten.

5. Durch Verminderung der Einverleibungsdosis wird der Anfang
der Carcinombildung bedeutend verzogert. Bei Fiitterung mit einer
halben Dosis wurde die Entstehungszeit bis zur Carcinombildung etwa
auf das Doppelte verlingert.

* Beim vorliufigen Bericht in der Japanischen Pathologischen Gesellschaft
(1934) sprachen wir iiber ein Carcinom aus dem extrahepatischen Gallengang. Das
war der gleiche Fall wie Nr. 99 (Abb. 12). in dieser Arbeit. Aber durch nachherige
vergleichende Untersuchung sind wir zu der Uberzeugung gekommen, daB es sich
bei diesem Fall um ein Einwachsen des Hepatoms in den Gallengang handelt, wenn
auch der histologische Aufbau dem Adenocarcinombilde (eine Form des Chol-
angioms) dhnelt.
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6. Es wurden 84 typische Fille von Hepatom beobachtet. Das Hepa
tom tritt immer multizentrisch auf, und bildet zuweilen Metastasen in
Lunge oder in Lymphdriisen. Die Cholangiome (Gallengangskrebse)
kamen nur vereinzelt neben dem Hepatom vor. Ausnahmsweise wurden
bei 4 Fillen nur Cholangiome gefunden, ohne daf die typischen Hepatome
daneben vorhanden waren.

Die Untersuchung wurde teilweise mit Mitteln der Japanischen
Gesellschaft der Krebsforschung (Préisident: M. Nagayo) ausgefiihrt.
Die simtlichen Préparate sind im Institut fiir Krebsforschung (Sugamo-
Tokio) einzusehen.
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