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Bleomyecin ® -Induced Changes in Cytokinesis of the Mucosa
of the Small Intestine

Swummary. The alterations in physiological regeneration of mucosa in the small intestine
due to Bleomycin® were examined by radiological, histological and histo-autoradiographical
methods. In contrast to published results it was possible to prove that Bleomycin ® is liable
to damage the regeneration region of the crypts with subsequent transformation and partial
atrophy of the villous. There is every indication that the relatively specifically cytostatic effect
(particularly on squamous cells and squamous-cell tumors) represents not a qualitative but
only a quantitative difference from the effect seen in other tissues with different concentra-
tions of Bleomycin®.

Zusammenfassung. Die Beeintrichtigung der physiologischen Regeneration der Dinn-
darmschleimhaut durch Bleomycin® wurde réntgenologisch, auflichtmikroskopisch, histolo-
gisch und histoautoradiographisch untersucht. Im Gegensatz zu bislang verdifentlichten Unter-
suchungsergebnissen konnte nachgewiesen werden, dal auch Bleomyecin® eine Schidigung der
Regenerationszone der Lieberkithnschen Krypten mit konsekutiver Schleimhauttransforma-
tion und partieller Zottenatrophie verursachen kann. Dies berechtigt zu der Annahme, daB
bei dem relativ ,,spezifischen* cytostatischen Wirkungsspektrum (insbesondere auf Platten-
epithelien und Plattenepitheltumoren) kein qualitativer, sondern ein quantitativer Wirkungs-
unterschied bei verschiedener Bleomycin ® -Konzentration in verschiedenen Geweben besteht.

Bleomycin ® ist seit seiner Isolierung aus Streptomyces verticillus durch
Umezawa u. Mitarb. (1966a, 1966b, 1968a) in den letzten Jahren wegen seiner
antineoplastischen Wirkung in der Onkologie mit in den Vordergrund des Interes-
ses getreten. Zunichst wurde insbesondere im japanischen Schrifttum, inzwischen
aber auch im anglo-amerikanischen Sprachraum und in Deutschland #ber z.T.
sehr gute Ergebnisse bei der Chemotherapie gewisser Tumoren berichtet. Erwihnt
seien in diesem Zusammenhang insbesondere die Untersuchungen von Ichikawa
u. Mitarb. (1967, 1969), die bei der ersten klinischen Erprobung von Bleomycin ®
an Hauttumoren entscheidende Tumorriickbildungen beobachtet haben. In der
Folge haben auch Takeda u. Mitarb. (1970) und Pfister (1971) gute Chemotherapie-
ergebnisse bei Plattenepithel-Geschwiilsten der Haut mitgeteilt. Bleomyecin® ist
aber auch bei Neoplasien in der Urologie (Volter 1971), der Hals-Nasen-Ohren-
Heilkunde, (Ganzer u. Mitarb., 1971) und der Gyndkologie (Suzuki u. Mitarb., 1970)
mit z.T. recht gutem Erfolg klinisch angewandt worden.

* Ergebnisse aus der Inaug.-Dissertation von B. Bithler wurden in diese Arbeit miteinbezogen.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefiihrt.
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Die Nebenwirkungen von Bleomyecin ®sind nicht unerheblich. Hervorgehoben
wird jedoch von den Autoren, die klinische Untersuchungen mit Bleomycin ®
durchgefiihrt haben, dall wihrend der Behandlung bei den Patienten eine Leuko-
penie bzw. eine allgemein cytotoxische Wirkung praktisch nicht in Erscheinung
tritt, die in der Tumorchemotherapie bei den meisten bislang bekannten Cytostatica
die Behandlung limitiert. Wenn sich der Eindruck bestétigt, dal Bleomycin ® kein
ubiquitdres Proliferationsgift mit Depression des granulopoetischen Systems und
Schidigung anderer Wechselgewebe (insbesondere des Diinndarms) ist, wenn also
eine weitgehend selective Tumorwirksamkeit sich nachweisen liele, dann wirden
tatsdchlich ganz entscheidende, in den letzten Jahren immer mehr angestrebte
Wirkungsunterschiede im Vergleich zu den meisten bislang bekannten antineo-
plastischen Substanzen bestehen.

Im Rahmen unserer chemotherapeutischen Beeinflussungsversuche chemisch
induzierter Tumoren bei Laboratoriumsnagetieren, iiber die an anderer Stelle
noch berichtet werden wird, haben wir aber — im C(egensatz zu Ishii u. Mitarb.
(1968) und Matsuda u. Mitarb. (1968) Schleimhautalterationen des Diinndarms
gesehen, die dhnlich aus Untersuchungen mit Methotrexat® (Birkle u. Mitarb. ;
Eder u. Mitarb., 1966) bekannt sind. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es,
die Beeintrachtigung der physiologischen Regeneration der Diinndarmschleim-
haut unter Bleomycin® zu sichern und ndher zu differenzieren. Dazu eignet sich
ganz hervorragend die autoradiographische Untersuchungsmethode, wie sie am
Diinndarm insbesondere von Leblond =n. Mitarb. (1948, 1956), von Oehlert u.
Biichner (1961) und Eder (1966, 1969), Eder u. Mitarb. (1965, 1966) angewandt
wurde. Interessant schien uns auch ein Vergleich unserer mit Bleomycin® ge-
wonnenen Untersuchungsergebnisse mit den Untersuchungen von Eder u.
Mitarb. (1966) mit Methotrexat®, weshalb wir unsere Untersuchungsmethodik
in Anlehnung an die von diesen Autoren verwendeten Verfahren gehalten haben.

Untersuchungsgut und -methoden

Insgesamt 40 weibliche Ratten (SIV-Tiere, Ziichter: Ivanovas, Kissleg, Allgiu) mit einem
Korpergewicht von 245 4 15 g (gehalten bei Altromin®-Standard-Diit und Trinkwasser ad
libitum) wurden in den Versuch einbezogen. 30 Tisre erhielten eine einmalige Bleomycin®.
Dosis von 40 mg/kg intraperitoneal; die restlichen 10 Tiere wurden als Kontrolltiere auf-
gearbeitet.

1. Réntgenologische Untersuchungen zur Darstellung des Dunndarmzottenreliefs in vivo
wurden an jeweils 4 Tieren ohne Behandlung bzw. 72, 120 240 Std nach der Bleomycin®-
Applikation durchgefithrt. Dazu wurden den Tieren mittels einer Magensonde 4 ml einer 1:1
verdiinnten Mikropaque ® -Aufschwemmung in den Magen instilliert und — zur Doppelkon-
trastdarstellung — 5 ml Luft zusitzlich @iber die Magensonde verabreicht. Im posterior-
anterioren Strahlengang wurde dann jeweils in Weichstrahltechnik (38 mA, 38 kV, 0,4 sec)
mit dem Senograph (der Fa. Koch & Sterzel, KG, Essen) auf folienlosem Film (Definix
Medical der Fa. Kodak) eine Aufnahme angefertigt. Die VergroBerung der Réntgenaufnahmen
erfolgte auf photographischem Wege.

2. Die auflichtmikroskopische Beurteilung des Zottenrasens fithrten wir mit dem ,,Tessovar
der Fa. Zeiss, Oberkochen, durch. Untersucht wurden dabei die Duodeni simtlicher 40 Tiere.

3. Zur histologischen Aufarbeitung ist von allen 40 Tieren eine 1—3 cm postpylorisch ent-
nommene Duodenalmanschette nach 24stuindiger Fixierung in gepuffertem 4 %igem Formalin
in iiblicher Weise in Paraplast eingebettet worden. Jeweils 5 . dicke Schnittpriparate wurden
mit Himalaun allein oder mit Himalaun-Eosin gefirbt.
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4. Autoradiographische Untersuchungen: 18 der mit Bleomycin® behandelten und 6 der
unbehandelten Tiere (die nicht den Réntgenuntersuchungen unterworfen waren) wurden in
6 Gruppen zu je 4 Tieren aufgeteilt. Gruppe I wurde nach 4, Gruppe II nach 8, Gruppe III
nach 16, Gruppe IV nach 24, Gruppe V nach 48, Gruppe VI nach 72 Std durch Entbluten in
Thiogenal ® -Narkose getotet. Die Totung der Tiere erfolgte grundsitzlich zwischen 20.00 und
23.00 Uhr, um Schwankungen der diurnalen Mitoseaktivitdt als Fehlerquelle méglichst aus-
zuschalten. Gruppe I-I1I erhielten 1 Std vor der Tétung, Gruppe IV—VI 24 Std vor der Tétung
2 uCi/g Korpergewicht Thymidin-Methyl-3H mit einer spezifischen Aktivitdt von 2,0 Ci/mMol
(bezogen von dem Radiochemical Centre, Amersham). Die autoradiographischen Unter-
suchungen erfolgten nach der Dipping-Methode, wobei die Ilford-G5-Photoemulsion zur
Anwendung kam. Expositionszeit 5 Tage (bei 4°C). Entwicklung und Fixation mit Kodak-
Developer und Kodak-Unifix. Die Farbung der 5y dicken Schnittpraparate mit Himalaun
sowie mit Hamalaun-Eosin erfolgte nach der Beschichtung mit der Photoemulsion und nach
der Exposition.

a) Die Gesamizellzahl pro Krypte wurde durch Auszidhlen der Kerne von 20 exakt lings-
troffenen Krypten in einem Duodenum-Schuittpréparat jeden Tieres festgestellt. Mitgezihlt
wurden dabei nicht in Karyolyse begriffene Kerne.

b) Die Zdhlung der markierten Zellen erfolgte ebenfalls an 20 exakt ldngsgetroffenen
Krypten jeden Tieres. Als markiert wurden Zellen bezeichnet, deren Kern mindestens mit
10 Silberksrnern belegt war.

¢) Der Markierungsindex wurde errechnet aus dem Verhiltnis markierte Zellen: Gesamt-
zellzahl pro Krypte nach einmaliger Gabe von Thymidin-Methyl-SH 60 min vor Tétung der
Tiere.

d) Die Wanderungsgeschwindigkeit der markierten Zellen erfolgte durch Ausmessen des
markierten Bereichs vom Kryptenhals in Richtung Zottenspitze mit einem Ocularmikrometer.
Zur Messung dienten jeweils die 10 ldngsten, vertikal getroffenen Zotten eines Schnittpripa-
rates.

5. Zottenhohen und Kryptentiefen wurden jeweils ebenfalls mit dem Ocularmikrometer an
den 10 Iingsten Zotten bzw. 10 tiefsten Krypten eines Schnittpriparates bestimmt.

6. Die statistische Sicherung erfolgte jeweils durch Vergleich der Mittelwerte (s-Test nach
Student).

Ergebnisse
1. Rontgenologische Zottenreliefdarstellung in vivo

Bei den unbehandelten Tieren stellte sich das Duodenum-Innenrelief mit
tischzugdhnlich angeordneten, regelméiBigen, kreisrunden bis stdbchenférmigen
Kontrastmittel-Fillungsdefekten dar, die auf einen regelrechten, finger- bis
blattformigen Zottenbesatz schlieBen liefen (Abb. 1).

72 Std nach Bleomycin ®-Gabe dagegen zeigten sich sehr unterschiedlich
grofe und meist nicht in ganzem Umfang abgrenzbare , Fillungsdefekte .
Zudem war der Kontrastmittelbeschlag der inneren Oberfliche des Duodenum
— wohl durch Sekretvermehrung — ungleichméBig. Bis zu dieser Versuchszeit hat
also offensichtlich ein Strukturumbau der Duodenalzotten stattgefunden (Abb, 2).

Bei den 120 Std nach Bleomyecin ® -Behandlung réntgenologisch untersuchten
Tieren fand sich gegeniiber dem Kontrollkollektiv noch eine ganz geringe Relief-
Alteration, wihrend das Duodenum 240 Std nach der einmaligen Bleomycin ®-
Dosis in vivo rontgenologish keinen sicheren pathologischen Befund mehr ergab.

2. Auflichtmikroskopische Bewrteilung

Bei der auflichtmikroskopischen Beurteilung des duodenalen Zottenrasens
zeigte das Kontrollkollektiv dichtstehende, hohe, finger-, zungen- und blatt-

15 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Vol. 360
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Abb. 1. Roéntgenologischer Aspekt des duodenalen Zottenreliefs einer unbehandelten Ratte.
Im linken unteren Bildbereich der Pyloruskanal. Vergr. 14 x

Abb. 2. Postpylorische Duodenalmanschette 72 Std nach Bleomyein ® -Applikation (40 mg/kg).
Zottenformationen sind réntgenologisch am lebenden Versuchstier nicht mehr sicher nachzu-
weisen. Vergr. 14 X

formige Zottenkonfigurationen im Duodenum (Abb. 3). In den Versuchsgruppen
I—IV waren bei Lupenvergroferung die Zottenformationen gegeniiber den un-
behandelten Tieren unverdndert.

48 Std nach Bleomycin®-Gabe wurden auflichtmikroskopisch die ersten
Verinderungen der Zotten festgestellt: es fanden sich Héhenminderungen und
Synechien der Zotten. Die Zottenoberfliche erschien unregelmaBig, ,,samtartig*
feingehockert und grauweill gesprenkelt (Abb. 4).
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Abb. 3. Auflichtmikroskopisch unauffilliger duodenaler Zottenrasen eines Kontrolltieres mit
hohen, zungen- bis blattformigen Zotten

Abb. 4.: UnregelmiBig feingehtckerte Zottenoberfliche im Duodenum einer Ratte 48 Std
nach einmaliger intraperitonealer Bleomycin®-Gabe (40 mg/kg) mit deutlicher Hoéhen-
minderung der Zotten

Abb. 5. Fortgeschrittene Synechien stark héhengeminderter, z.T. nur noch rudimentérer
Duodenalzotten 72 Std nach einmaliger Bleomycin ® -Applikation (40 mg/kg)

72 Std nach Bleomycin ®-Applikation wurden erhebliche Zottensynechien bei
ausgeprigter Hohenminderung des Reliefs beobachtet. Die Zottenstrukturen
zeigten sich bei der Mehrzahl der Tiere nur noch rudimentir (Abb. 5).

Bei den Versuchstieren, die 120 Std nach Bleomycin ® -Gabe getdtet wurden,
erschien das Zottenrelief nicht so gleichférmig und regelmiBig wie beim Kontroll-

15%
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Abb. 6. Vertikalschnitt durch die Regenerationszone der Duodenalschleimhaut eines unbehan-
delten Kontrolltieres. Regelrechte autoradiographische Darstellung der DNS-synthetisieren-
den Zellen 1 Std nach Thymidin-Methyl-*H-Gabe. Himalaun. 188 X

kollektiv, auch waren vereinzelt noch Zottensynechien nachweisbar. Insgesamt
fanden sich jedoch nur noch unwesentliche Verdnderungen, die schlieBlich bei den
240 Std nach Bleomycin ®-Gabe getoteten Tieren auflichtmikroskopisch nicht
mehr festgestellt werden konnten.

3. Histologische Befunde

Die Duodena der Kontrolltiere zeigten durchweg hohe, schlanke, dicht stehen-
de, fingerférmige Zotten mit hochprismatischem Deckepithel, basal orientierten
Zellkernen, regelmaBiger Kryptenauskleidung und reichlich Mitosen in den
Lieberkithnschen Krypten. Das Zottenstroma war unauffillig (Abb. 6).

4 Std nach Bleomycin ® -Gabe sind die Zottenstrukturen ebenso wie das Zotten-
stroma unverdndert. In den Kryptenregionen sind Mitosefiguren selten. Dabei
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Abb. 7. Vertikalschnitt durch die Kryptenregion einer Ratte 8 Std nach einmaliger Bleo-

mycin®-Gabe (40 mg/kg i. p.). Ausgeprigte degenerative Verdnderungen zahlreicher Kern-

und Zellen. Deutlich verminderte Markierung gegeniiber Abb. 6. 1 Std nach Thymidin-Methyl-
SH-Gabe. Hamalaun. 188X

finden sich jedoch geringgradige vacuolige Verdnderungen einzelner Krypten-
zellen, vermehrt Kernpyknose und Karyolyse.

8 Std nach Bleomycin ®-Applikation zeigen sich schwere degenerative Schi-
digungen eines groBen Teils der Zellen im Kryptengrund (Abb. 7). Die Krypten-
lumina enthalten z.T. reichlich Zelldetritus und Granulocyten.

Nach 16 Std iberwiegen vacuoldre Verdnderungen der Kryptenzellen bis in
den Bereich des Kryptenhalses. Die Kryptenauskleidung erscheint stark abge-
flacht. Bis zu dieser Zeit stellt sich das Zottenepithel noch regelmiBig einschichtig
und hochprismatisch dar. Die Lamina mucosa ist nun in den tieferen Schichten
bereits entziindlich-zellig infiltriert.

24 Std nach Bleomycin ®-Applikation finden sich Epithelzell- und -kern-
groBenunterschiede in den unteren Zottenregionen; das Kryptenbild ist praktisch
das gleiche wie bei dem nach 16 Std getoteten Versuchskollektiv.
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Abb. 8. Schleimhaut-Transformation im Duodenum mit Verplumpung und Abflachung der
Zotten, Verdnderung des Zotten-/Krypten-Langenverhiltnisses, cystischer Aufweitung
einzelner Krypten und rundzelligen Infiltrationen der Lamina mucosa. HE. 56 X

48 Std nach Versuchsbeginn ist das Zottenstroma deutlich bis in den Zotten-
spitzenbereich lympho-plasmazellulir infiltriert ; die Zotten sind verplumpt, abge-
flacht. Das Deckepithel hat die Basalstindigkeit der Kerne verloren. Die Epithel-
kerne sind iiberwiegend rund bis oval, nicht mehr linglich. Im Zottenspitzen-
bereich erscheinen die Zellkerne ebenso wie das Cytoplasma aufgetrieben und
teilweise vacuolig verdndert.

72 Std nach Bleomycin®-Gabe sind stdrkste Schleimhautverdnderungen
nachweisbar (Abb. 8): Die Zotten sind stark dekonfiguriert, erniedrigt um etwa die
Hilfte ihrer urspriinglichen Hohe und zeigen zahlreiche Synechien. Das Zotten-/
Krypten-Lingenverhéltnis erscheint nahezu wie 1:1, wobei die Kryptentiefe
praktisch wieder die Werte der unbehandelten Tiere erreicht hat. Die Krypten-
region hat ihren morphologischen Aspekt jedoch keineswegs normalisiert. Es ist
zur Ausbildung zahlreicher atypischer tubuldrer Strukturen gekommen, die ge-
legentlich cystisch erweitert sind. Das Drisenepithel ist hiufig mehrschichtig,
stark basophil und polymorph, sodaB stellenweise eine Ahnlichkeit mit den
normalen Epithelzellen vollig vermilt wird. Bei der auBlerdem nachzuweisenden
starken Anderung der Zellfirbbarkeit unter Zunahme der basophilen Substanzen
in der Zelle erinnern das Zellbild und die Gewebsstrukturen in umschriebenen
Bezirken viel eher an das Bild eines Adenocarcinoms, wobei selbstverstindlich die
itbrigen morphologischen Kriterien einer malignen Neubildung fehlen. Im Zotten-
stroma reichlich Lymphocyten, Plasmazellen, eosinophile und — weniger zahl-
reich — neutrophile Granulocyten. Auch die Zottenepithelien sind basophiler als
beim Kontrollkollektiv; sie sind liberwiegend kubisch, im Zottenspitzenbereich
mehrschichtig, hiufig feinvacuoldr verdndert, sodal nahezu schaumzellartige
Zellstrukturen an der Zottenspitze zu beobachten sind.

120 Std nach Bleomyecin ®-Applikation sind immer noch cystische Erweiterun-
gen der Krypten und UnregelméiBigkeiten der verstirkt basophilen Krypten-
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Abb. 9. Zellen nach einmaliger Bleomycin ® -Applikation (40 mg/kg KG i. p.)

epithelien nachweisbar. Die Zotten haben an Lénge wieder zugenommen ; sie sind
jedoch zumeist noch von unrelgelmiBigem, teilweise mehrschichtigem Epithel
bedeckt, das eine basale Kernorientierung héufig noch vermissen laBt. Auch
lockere entziindliche Stromainfiltrate (iiberwiegend Lymphocyten, Plasmazellen
und Eosinophile) sind noch erkennbar, ebenso gelegentliche Zottensynechien.

240 Std nach Bleomyecin ® -Gabe hat sich dann das Strukturbild der Duodenal-
schleimhaut wieder weitgehend normalisiert.

4. Autoradiographische Befunde

@) Gesamizellzahl pro Kryptenlingsschnitt (Abb. 9). Eine Verdnderung der
Gesamtzellzahl in der Krypte ist 4 Std nach der Bleomycin ®-Injektion noch
nicht nachzuweisen; aber 8 Std post injectionem zeigt sich eine deutliche Ab-
nahme der Gesamtzellzahl gegeniiber den Kontrolltieren bis zu einem Minimum,
das 24 Std nach der Injektion erreicht wird. Die Tiere der Versuchsgruppen V und
VI (also 48 bzw. 72 Std post injectionem) zeigen wieder eine Zunahme der Ge-
samtzellzahl im Kryptenbereich, die jedoch gegeniiber den Kontrolltieren noch
signifikant zuriickbleibt.

b) Anzahl der markierten Zellen pro Kryptenlingsschnitt (Abb. 9). Bei den mit
Bleomycin ® behandelten Tieren ist bereits nach 4 Std eine eindeutige Verringe-
rung der in den Kryptenlingsschnitten nachweisbaren markierten Zellen zu er-
kennen. Die Zahl der markierten Zellen im Kryptenldngsschnitt nimmt 8 und
16 Std nach Applikation des Antibiotikums noch weiter ab. In der Versuchsgruppe
IV (also 24 Std post injectionem, wobei das 3H-markierte Thymidin gleichzeitig
mit Bleomycin ®-Applikation verabreicht wurde) ist die kleinste Zahl markierter
Zellen festzustellen. Eine Erholung der 3H-Thymidin-Einbauhemmung fand sich
in den nach 48 und 72 Std getoteten Tieren, wobei die markierten Zellen jedoch
die Werte der Kontrolltiere noch nicht erreichen.

c) Markierungsindex tn der Krypte (Abb. 10). Der aus der Gesamtzellzahl
und der Anzahl der markierten Zellen errechnete Markierungsindex zeigt bereits
4 Std nach der Bleomycin ®-Injektion eine Abnahme, die sich jedoch erst nach 8
und 16 Std bei den angewandten statistischen Methoden als signifikant erweist.
Nach diesen Versuchszeiten ist der mittlere Markierungsindex nur noch wenig
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dber der Hilfte des Normalwertes. [24 Std nach Bleomyecin®-Injektion (bei
simultaner 3H-Thymidin-Gabe) wurde ein gegeniiber den Kontrolltieren stark
verminderter markierter Zellgehalt der Krypten bestimmt, der sich bis 72 Std
nach der Bleomycin ® -Behandlung praktisch wieder erholt hat und gegentiber den
Kontrollwerten keine eindeutigen Unterschiede mehr zeigt.]

d) Die Wanderungsgeschwindigkeit (Abb. 11) der sich differenzierenden Enter-
ocyten vom Kryptenhals in Richtung Zottenspitze wurde durch Bleomycin® in
der hier verwandten Dosis nicht beeintrdchtigt. Im Einzelnen wurden folgende
Mittelwerte der Markierungsbereiche bei 24 Std vor der Tétung markierten
Tieren gemessen: Gruppe IV: 128 u; Gruppe V: 149 p; Gruppe VI: 155 . Das
Kontrollkollektiv fiir die Gruppen IV—VI zeigte einen mittleren markierten
Bereich von 155 p.. Die angegebenen MeBwerte erweisen sich im t-Test (p=0,05)
als nicht signifikant unterschiedlich. Sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den
behandelten Tieren zeigten 1 Std nach 3H-Thymidin-Injektion nur die Zellen in
der Regenerationszone eine Markierung; 24 Std spéater ist bei den Kontrolltieren
ungefahr die Hilfte des Zottenepithels mit markierten Zellen besetzt. Bei den
behandelten Tieren fanden sich entsprechende MeBwerte. Da bei ihnen aber die
Zottenlinge nach der Bleomycin ®-Injektion abgenommen hat, ist — beiunver-
minderter Wanderungsgeschwindigkeit — ein groBerer Teil der Zotten mit
markierten Zellen besetzt.

5. Zottenhohen und Kryptentiefen (Abb. 11)

Nach einmaliger Bleomycin®-Applikation kam es zu einer eindeutigen
Zottenhohen-Abnahme. Dabei wurden in der Versuchstiergruppe VI (Tétung 72
Std nach Bleomycin®-Gabe) eine durchschnittliche Zottenhohe von 234 u ge-
messen, wahrend das Kontrollkollektiv eine mittlere Zottenhdhe von 460 p auf-
wies. Die statistische Signifikanz der Zottenverkiirzung ist bereits 48 Std nach
Bleomyecin ® - Applikation nachzuweisen, wihrend in den Versuchsgruppen I—IV
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Abb. 11. Zottenhshe und Kryptentiefe nach einmaliger Bleomycin ® - Applikation (40 mg/kg
K@G i. p.). Der mittlere Teil stellt die Wanderungsstrecke differenzierter Zellen 24 Std nach
*H-Thymidin-Gabe dar

{(d.h. also bis 24 Std nach Versuchsbeginn) die Zottenléingen-Abnahme rechnerisch
noch nicht als gesichert angesehen werden kann.

In den Versuchstiergruppen 11T und IV (also 16 bzw. 24 Std nach Bleomycin ® -
Applikation) sind die Kryptentiefen gegeniiber dem Kontrollkollektiv signifikant
verringert. 72 Std nach der Injektion wurde die Kryptentiefe jedoch wieder ent-
sprechend den MeBwerten bei unbehandelten Tieren gefunden.

Diskussion

Eine selektiv antineoplastische Wirkung bei moglichst weitgehender Schonung
nicht zum Tumor gehoriger Zellen und Gewebe ist das Ziel bei der Suche neuer
Krebschemotherapeutica. Die bislang bekannten und klinisch eingesetzten
cancerotoxischen Substanzen wirken leider in ausgeprigtem Mafle auch allgemein
cytotoxisch, sodaB ihr Einsatz hdufig mit einer Schddigung der proliferations-
aktiven Wechselgewebe (insbesondere des Knochenmarkes und des Dinndarmes)
erkauft wird, wobei die Dosierung hinsichtlich des cancerostatischen oder cance-
rociden Effektes unzureichend bleiben muf.

Bei Bleomycin ® -Behandlungen sind im klinischen Versuch Leukopenie oder
profuse Durchfille als Zeichen der gefiirchteten Knochenmarks- bzw. Diinndarm-
schidigung praktisch nicht in Erscheinung getreten, obwohl von zahlreichen
Autoren — in allerdings unterschiedlichem Mafie — die antineoplastische Wirkung
von Bleomycin® insbesondere bei Plattenepitheltumoren beobachtet werden
konnte.

Dies fiithrt zu der grundsétzlichen Frage, ob Plattenepithel und Plattenepithel-
tumoren auf Grund irgendwelcher gewebsspezifischer Besonderheiten ,,sensibel*
sind gegeniiber dem Antiobiotikum Bleomycin ®, und andere, noch proliferations-
aktivereGewebe wie das Knochenmark oder die Diinndarmschleimhaut ,,resistent‘‘.
Dieser Eindruck muflte auch nach den bislang berichteten experimentellen Unter-
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suchungsergebnissen entstehen, zumal bei umfangreichen Toxizitdtsuntersuchun-
gen im akuten, subchronischen und chronischen Versuch — auch bei Anwendung
weit hoéherer Bleomycin-Dosierungen wie in vorliegendem Experiment — aufler
einer Hyperaemie histologisch ,keine nenenswerten Verdnderungen der Diinn-
darmschleimhaut festgestellt wurden (Ishii u. Mitarb., 1968; Matsuda u. Mitarb.,
1968).

Nach unseren Untersuchungen ist jedoch auch die Diinndarmschleimhaut
Manifestationsort einer cytostatischen Bleomyecin®-Wirkung: Die gesamte Zell-
population der Lieberkiihnschen Krypten wurde durch eine einmalige Bleomyein ® -
Gabe in der angegebenen Dosierung erheblich reduziert; gleichzeitig verminderte
sich die Zahl der DNS-synthetisierenden Zellen im Verhéltnis zu der Gesamtzell-
zahl in der Germinativzone in erheblichem Malle (Markierungsindex). Die Schadi-
gung der Regenerationszone durch Bleomyecin®, die histologisch auch durch de-
generative Kernverdnderungen in Erscheinung tritt, fihrte unter unseren Ver-
suchsbedingungen bereits zu einer deutlichen Schleimhauttransformation wmit
partiellem Zottenschwund und Abnahme der Kryptentiefe.

Bemerkenswert ist, dafl die Mechanismen der Epithelregeration und-Wande-
rung beim Tier (Leblond u. Mitarb., 1956 ; Oehlert u. Biichner, 1961) im Prinzip —
bei etwas anderen zeitlichen Verhéltnissen — die gleichen sind wie beim Menschen
(MacDonald u. Mitarb., 1964). Bei Beriicksichtigung etwas unterschiedlicher
zeitlicher Verhiltnisse ist eine Beeintrachtigung auch der Zellkinetik im mensch-
lichen Dinndarm durch Bleomycin® zu erwarten. Ob die vergleichsweise wesent-
lich niedrigere Dosierung beim Menschen im klinischen Versuch das Gleichge-
wicht zwischen Zelldesquamation und Zellregeneration so stark beeintrichtigen
kann, daf es zu einem Strukturumbau der Dinndarmschleimhaut kommt, werden
bioptische Untersuchungen wihrend Bleomycin ®-Behandlungen zeigen miissen.

Die absolute Wanderungsgeschwindigkeit der sich differenzierenden Deck-
epithelien in Richtung Zottenspitze wurde durch Bleomycin ® nicht beeintrichtigt.
Ein merklicher antibiotischer Effekt auf die Wanderungsgeschwindigkeit, dhnlich
wie er von Eder und Goppelt (1966) nach Tetracyclinbehandlung nachgewiesen
wurde, konnte von uns nicht festgestellt werden. Diese Autoren haben nach
Tetracyclinbehandlung auller den Zelldegenerationen in den Krypten eine Ver-
zogerung der physiologischen Zelldesquamation im Zottenspitzenbereich und
schliefilich eine daraus resultierende Zottenhypertrophie beobachtet. Dem ent-
spricht auch die Feststellung einer erheblichen Verzogerung der Wanderungsrate
der Diinndarmepithelzellen bei keimfreien Tieren durch Lesher u. Mitarb. (1964).
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dal nach Methotre-
xat ®-Applikation im StoBversuch von Eder u. Mitarb. (1966) nach passagerem
Sistieren der Zellauswanderung in Richtung Zottenspitze eine weit iiberschielende
Zellwanderung autoradiographisch erkennbar gemacht werden konnte. Wir
nehmen an, daB sich bei unserer Versuchanordnung der antibiotische (die Zell-
auswanderung verzogernde) und der cytostatische Effekt des Bleomycin® (mit
der nachfolgenden beschleunigten Zellwanderung) iiberlappen.

Festzustellen ist jedenfalls, dafl auch Bleomycin® auf die proliferationsaktive
Dinndarmschleimhaut cytostatisch wirksam ist. Wenn die antineoplastische Wir-
kung demgegeniiber in den Vordergrund tritt, handelt es sich offensichtlich um
ein quantitatives Problem. Unterschiedliche Bleomycin ® -Konzentrationen in
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verschiedenen Organsystemen von Laboratoriumstieren warden denn auch sowohl
iber die antibakterielle Aktivitdt von Organextrakten als auch nach Tritium-
Markierung von Bleomycin® von Ishizuka u. Mitarb. (1967), von Ichikawa u.
Mitarb. (1967) sowie von Umezawa u. Mitarb. (1968) festgestellt. Die relativ gute
antineoplastische Wirksamkeit, die dem Bleomycin im Schrifttum fiir bestimmte
(meist Plattenepithel-) Tumoren zugeschrieben wird, scheint durch eine Anreiche-
rung dieses Chemotherapeutikums in bestimmten Tumoren zustande zu kommen.
Fiir diese Annahme sprechen auch unsere an autochthonen, chemisch induzierten
Tiertumoren gewonnenen Therapieergebnisse [Biirkle u. Mitarb., (b)].

Der Fa. Heinr. Mack, 7918 Tllertissen/Bayern, danken wir fir die freundliche Uberlassung
von Bleomycin ® -Versuchsmengen. Friulein A. Berens wird fiir die hervorragende technische
Mitarbeit gedankt.
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