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After explaining the significance of a cytolysis chain reaction within the set of problems en-
countered in cancer therapy, all our previous studies on the lysosomal chain reaction and its
problems are summarized. It follows a report on a new fundamental in vitro test showing that, at
pH = 5.8, T = 42 °C and in cell suspensions with high cell volume portion (e7 = 40-1073),
EMAC cells are damaged very much quicker than in suspensions of only low cell volume (g7 =
2-1072). Furthermore, there is an increase in acidic phosphatase in the suspension milieu of high
cell densities. In addition, it can be pointed out that the observed damaging of cells is closely
linked with the complete inhibition of glucose metabolism.

The described findings are to be taken as a strong circumstantial evidence for the efficiency of

cell damaging chain reactions.

Zytolyse-Kettenreaktion und Problematik
der Krebstherapie

Entdeckung und Beginn der Nutzung von Ketten-
reaktionen spiegeln sich in der Geschichte der Natur-
wissenschaften stets als revolutionierende Phasen
der Entwicklung wider. Wir glauben daher, dal} die
Moglichkeit, innerhalb der vom Krebsgewebe er-
fiillten Rdume gezielt eine Zytolyse-Kettenreaktion
nahezu homogen einzusteuern, im Rahmen der
Krebstherapie-Problematik  hohes Interesse
dient. Bedingt durch die grole Kompliziertheit der
rdumlichen Mikrotopografie der Zellversorgungs-
lage im Interkapillarraum 174 zum Teil
damit in Zusammenhang stehend, bedingt durch die
sehr grofle Streuung der zellkinetischen Kenngréflen
und der Therapieempfindlichkeit der Zellen in den
Krebsgeweben ist eine homogene Zellvernichtung
durch Cancerostatica bzw. ionisierende Strahlung
nur sehr schwer zu erreichen. Hinzu kommt, daf}
gerade in kapillarfernen Bezirken mit Krebszellen
niedrigster Therapieempfindlichkeit aus pharmako-
kinetischen Griinden die Wirkdosis von Cancerosta-
tica auf Bruchteile des fiir Kapillarnahe giiltigen
Wertes zurtickgeht 5.

Aus den groflen Schwierigkeiten der skizzierten
Situation kann eine Zytolyse-Kettenreaktion heraus-

ver-

sowie,

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. h.c. M. von Ar-
denne, Forschungsinstitut, X-8051 Dresden, Zeppelin-
stralle 7.

fithren, bei der die Zellvernichtung durch einen von
Cancerostatica- bzw. Strahlenwirkung verschiedenen
Mechanismus im wesentlichen unabhingig von Zell-
versorgungslage, zellkinetischen Daten und Thera-
pieempfindlichkeit der Krebszellen erfolgt. Ein sol-
cher unterschiedlicher Mechanismus ist die lyso-
somale Zytolyse % 7. Die Erweiterung dieser Zytolyse
zu einer lysosomalen Zytolyse-Kettenreaktion und
die Untersuchung der Moglichkeiten zu ihrer geziel-
ten Auslésung in Krebsgeweben bildet den Inhalt
erschiedener seit 1965 durchgefithrter Arbeiten,
welche in 8 zusammengefalit sind.

Die EinfluBgroflen zur Auslosung der Zytolyse-
Kettenreaktion in den Krebsgeweben eines Organis-
mus sind lokale selektive pH-Wert-Erniedrigungen
und Hyperthermie (mit etwas Unterstiitzung durch
erhohte Vitamin A-Retinol-Konzentration). Aus 9
ging hervor, daB die selektive Ubersiuerung der
Krebsgewebe in erster Niherung unabhéngig ist von
der Krebszellversorgungslage. Da auch die Uberwir-
mung als GroBe in erster Naherung unabhingig
vom Ort im Gewebe ist, ergibt sich naherungsweise,
dal eine bemerkenswert homogene Einsteuerung
der Zytolyse-Kettenreaktion stattfinden muf}. Die
selektive Grofle zur Einsteuerung der Zytolyse-Ket-
tenreaktion ist die Absenkung des pH-Wertes in den
Krebsgeweben (z.B. fiir unterkritischen Ablauf auf
Werte pH = 5,8 bis 6,3). An denGrenzen der Gewebe-
raume mit lebenden, metabolisierenden Krebszellen
endet Ubersiuerung 1° und Zytolyse-Kettenreaktion,
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d.h. in unmittelbarer Nahe sowohl der Kapillaren
als auch der nekroseerfillten Raume. In diesen kri-
tischen Ubergangsgebieten gilt es, das Zuriickblei-
ben kleiner Inseln von Aggregaten lebender Krebs-
zellen, welche zu Rezidiven fithren konnen, zu ver-
hindern. Gemill Konzept 1973 1! der Krebs-Mehr-
schritt-Therapie (KMT) soll daher versucht werden,
durch kraftige Stimulierung der immunologischen
Abwehr (Abwehr durch polymorphkernige Leuko-
zyten in den kapillarniheren Bezirken, Abwehr durch
T-Lymphozyten in den nekrosenahen Bezirken) die
Wahrscheinlichkeit fir das Zuriickbleiben solcher

Inseln herabzusetzen.

Bei den erregenden theoretischen Aspekten der
therapeutischen Mitnutzung der lysosomalen Zyto-
lyse-Kettenreaktion mufite es eine Hauptaufgabe
unserer Forschung sein, entweder den experimentel-
len Beweis fiir den in vivo-Ablauf der lysosomalen
Zytolyse-Kettenreaktion unter KMT-Bedingungen
zu erbringen, oder durch ein Mosaik zweckmiflig
abgewandelter experimenteller in vitro- und in vivo-
Untersuchungen tiberzeugende Indizien hierfir zu
erarbeiten. Wegen der experimentellen Schwierig-
keit eines direkten Beweises sind wir den zweiten
Weg gegangen. Leider sind die betreffenden Experi-
mente tiber viele Einzelarbeiten verstreut und daher
oft nur teilweise bekannt geworden. Auch ist es bei
Fihrung eines Indizienbeweises stets willkommen,
die Zahl der Indizien zu erhchen. Aus diesem
Grunde soll in den folgenden Abschnitten in Kurz-
form ein Hinweis auf die bisherigen experimentel-
len Arbeiten zu dieser Frage und der Bericht tiber
einen weiteren Grundversuch zur lysosomalen Zyto-
lyse- Kettenreaktion gegeben werden.

Friihere in vitro- und in vivo- Versuche
als Indizien fiir den invivo-Ablauf der Ketten-
reaktion in hochiibersauerten Geweben

In vitro-Versuche

Schidigung von Krebszellen durch
Hinzugabe von frisch zytolysierten

Zellen

In ref. 12, Abb. 1 wird iiber einen Grundversuch
zur Zytolyse-Kettenreaktion berichtet, bei dem unter
Simulierung von KMT-Minimalbedingungen (pH
=6,3, T = 40°C) Ehrlich-Miuse-Aszites-Carci-
nomzellen (EMAC-Zellen) durch Hinzugabe von

verschieden hohen Anteilen frisch zytolysierter
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Krebszellen gleicher Art verstarkt geschadigt wer-
den. Es zeigte sich z.B., dal bei diesem Versuch,
der bei einer Zellsuspensionsdichte &, = 5-1073
und Standard-Krebsgewebekonzentrationen fiir Glu-
kose und Sauerstoff vorgenommen wurde, die Zeit-
dauer fiir 50% Krebszellenschidigung (Anfirbbar-
keit mit Trypanblau) von 300 min auf 180 min sich
verkiirzt, wenn der Anteil zugesetzter frisch zytoly-
sierter Zellen von 25% auf 50% gesteigert wird.
Ein ahnlicher Versuch findet sich in ref. 13,
Abb. 1. Hier wird fir die gleiche Zellenart und Sus-
pensionsdichte gezeigt, da} durch Zusatz von 50%
frisch zytolysierter Zellen etwa die gleiche Krebs-
zellenschidigung erzielt wird wie durch eine Strah-

lendosis von D = 1500 R *.

Schiadigung von Krebszellen durch
selektierte Lysosomen bzw. lyso-
somale Enzyme

Aus ref. 14 Abbn. 2 und 3 geht hervor, daf} z. B.
unter gleichen Bedingungen wie bei den zuvor be-
sprochenen in vitro-Versuchen (pH = 6,3, T =
40 °C) die Zeit fiir 50-prozentige Krebszellenschi-
digung auf 80 min zuriickgeht, wenn mit der Dichte-

gradienten-Ultrazentrifugation  selektierte  Lyso-
somen (aus EMAC-Zellen, entsprechend 50%
der gewihlten Suspensionsdichte & = 5-1073)

zugesetzt werden. Weiter ergibt sich aus diesen
Messungen, dall unter sonst gleichen Bedingungen
die Zeit fiir 50-prozentige Schidigung sich auf etwa
30 min verkiirzt, wenn direkt die freigesetzten lyso-
somalen Enzyme aus den selektierten Lysosomen der
Suspension zugegeben werden. Dieser in vitro-Ver-
such zeigt, dafl unter KMT-Minimalbedingungen in
den extrazelluliren Raum gelangende freie lyso-
somale Enzyme entscheidend zur Schadigung benach-
barter Krebszellen beitragen.

Freisetzung lysosomaler Enzyme
in und aus Krebszellen unter KMT-
Bedingungen

Einen experimentellen Hinweis, dal unter KMT-
Bedingungen (pH =6,2, T =40 °C, Vitamin A-Reti-
nol-Konzentration ¢y =5 bis 10-1077 gml™?!) schon
nach etwa 10 min die Lysosomenmembranen und erst
nach etwa 120 min die dulleren Zellmembranen zer-

* In diesem Zusammenhang sei auf die Beobachtung hin-
gewiesen, daf} in vivo-gesundes Herzmuskelgewebe durch
Oberflichenkontakt mit frisch thermisch abgetitetem
Myokardgewebe geschadigt wird 9.
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stort werden, bringt (ref. 15, Abb. 6) durch Mes-
sung des zeitlichen intra- und extrazelluldren Kon-
zentrationsverlaufes fiir das Leitenzym saure Phos-
phatase. Analoge Verldufe wurden fir die Leit-
enzyme Phospholipase und Esterase bei Messungen
gefunden, welche in ref.16, Abb.3 wiedergegeben
sind. Aus diesen Versuchen geht hervor, dafl unter
KMT-Bedingungen der Zellzerstorung die Schadi-

gung der Lysosomenmembranen lange vorausgeht.

In vivo- Versuche

pH-abhidngige Verstdarkung von Zell-
schddigungen im Bereich der
menschlichen Haut

Trotz der relativ niedrigen Temperatur herrschen
wegen der sehr niedrigen pH-Werte (5,0 bis 5,5) in
den &@ulleren lebenden Schichten menschlicher Haut
Bedingungen, unter denen die lysosomale Zytolyse-
Kettenreaktion unterkritisch, d.h. mit Verstarkung
einer primiren Zellschadigung ablduft. Das Haut-
gewebe ist daher ein giinstiges Objekt, um experi-
mentell invivo die lysosomale Zytolyse-Kettenreak-
tion zu erkunden. Die Ergebnisse solcher Unter-
suchungen sind in ref. 17, Tab. 2 beschrieben. Nach
unseren Befunden steigt bei der menschlichen Haut
die Dosis fiir ein schwaches Strahlenerythem von
normalerweise D = 750R auf fast 2000R an,
wenn der pH-Wert in den genannten tieferen Haut-
schichten durch langeres Waschen mit alkalischen
Waschmitteln um ungefihr eine pH-Einheit wihrend
und fiir einige Zeit nach der Bestrahlung erhoht
wird. Diese Beobachtung konnte inzwischen bei der
Strahlenbehandlung einer groleren Zahl von Patien-
ten durch H. Spies (Universitits-Frauenklinik
Greifswald, Direktor Prof. Dr. sc. med. E. Krauf3old)
bestatigt werden. Der grofie Einflul von erhohten
pH-Werten auf die Senkung der Strahlenempfind-
lichkeit der Haut bzw. nach unseren Vorstellungen
auf die Minderung des Verstirkungsfaktors der
Kettenreaktion geht auch daraus hervor, daf} beim
Pferd, wo von Natur aus das Haut-pH in den kriti-
schen Schichten um etwa eine pH-Einheit hcéher
liegt als beim Menschen, die dem schwachen Strah-
lenerythem zugeordnete Dosis bei 1900 R liegt. Aus
unseren Befunden 1iafit sich abschiatzen, daf3 unter
den Bedingungen der ungewaschenen menschlichen
Haut die unterkritische lysosomale Zytolyse-Ketten-
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reaktion mit einem Verstirkungsfaktor V'~ 3 ab-
lauft.

KMT-Ergebnisse am DS-Karzino-

sarkom der Ratte

Aus Ergebnissen, die in ref. 18, Abschn. 5 zusam-
mengefalit sind, geht hervor, daf} es nur dann ge-
lingt, systematisch mit niedriger Strahlendosis am
Herd (D <1000 R) eine Regression des DS-Karzino-
sarkoms der Ratte herbeizufiihren, wenn im Krebs-
gewebe die aus den inwitro-Versuchen bekannten
Bedingungen fiir schnelle Freisetzung und starke
Aktivierung der Lysosomenenzyme iiber ein ange-
gebenes Zeitintervall aufrecht erhalten werden (opti-
mierte Krebsgewebe-Ubersiuerung in Kombination
mit 40 °C Hyperthermie). Aus den bei diesen Ver-
suchen zur Regression fithrenden niedrigen Strah-
lendosen 1dft sich abschitzen, dafl der Verstirkungs-
faktor der Zytolyse-Kettenreaktion bei V' =~ 5 lag.

Kraftige Verstdrkung der therapeu-
tischen Wirkung in 15 von 17 Zwil-
lings-Versuchsreihen Labortie-
ren durch Hinzunahme von KMT-
Hauptschritten

mit

In einem GroBlversuch mit 921 Versuchstieren,
welcher in ref. 19, Tab. 1 zusammengefalit ist, wurde
in Zwillings-Versuchsreihen mit verschiedenen La-
bortier-Tumorarten gezeigt, dall hochprozentige
Heilungen nach Hinzunahme von KMT-Hauptschrit-
ten (optimierte Krebsgewebe-Ubersiuerung + Hy-
perthermie) dort erzielbar sind, wo mit der Attacke
klassischer Art (Cancerostatica, ionisierende Strah-
lung) allein gerade noch keine Heilung sich ein-
stellte. Der Effekt einer hohen Verstirkung der
Therapiewirkung wurde in 15 von 17 Zwillings-
Versuchsreihen beobachtet.

Nach unserer Vorstellung ist die lysosomale Zyto-
lyse-Kettenreaktion ein wuniversaler Vorgang des
Organismus, welcher tiberall dort ausgelost wird, wo
eine starke Gewebeiibersiuerung eintritt. Wir haben
die Vorstellung, daf} dieser Vorgang bei verschiede-
nen Arten des Gehirntodes 2°, bei der Gewebe-Ein-
schmelzung wihrend bestimmter Phasen der Ent-
ziindung 2!, beim Myokardinfarkt ?? 23 und bei der
generellen Autolyse nach Eintritt des Todes?* ab-
lauft.
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In vitro.Grundversuch mit Krebszellensuspen-
sionen verschiedener Dichte zur lysosomalen

Zytolyse-Kettenreaktion
Versuchskonzeption

Kennzeichen und Definition einer fiir die Krebs-
therapie nutzbaren lysosomalen Zytolyse-Kettenreak-
tion ist, daB} durch in vivo einsteuerbare Ubersiue-
rung und Uberwirmung aller Krebsgewebe die frei-
gesetzten lysosomalen Enzyme wihrend der Therapie
im extrazelluliren Raum auftreten und dal} diese
Enzyme infolge ihrer Aktivierung im sauren Milieu
wesentlich zur Vernichtung weiterer Krebszellen des
Gewebes beitragen. Bei in vitro-Versuchen zur Zyto-
lyse-Kettenreaktion mufl die Konzentration der ex-
trazelluldr auftretenden lysosomalen Enzyme um so
hohere Werte erreichen und damit der Beitrag zur
Vernichtung weiterer Krebszellen um so stirker wer-
den, je grofler die Dichte ¢, der Krebszellensuspen-
sionen ist. Ein inwvitro-Versuch, der unter hinrei-
chender Simulation der in vivo-Bedingungen?® die
Zunahme der Zellschadigung bei Erhohung der
Krebszellen-Suspensionsdichte &; zeigt, wiirde ein
weiteres eindrucksvolles Indiz fiir die Existenz der
lysosomalen Zytolyse-Kettenreaktion unter bestimm-
ten Gewebebedingungen darstellen. Uber einen sol-
chen Grundversuch wird in den folgenden Abschnit-
ten berichtet.

Bei diesem in vitro-Grundversuch wurden Werte
fir die EMAC-Zellsuspensionsdichte von &7 =
4-1072 und 2-10°3 gewihlt. Der hohere Wert liegt
immer noch um etwa eine Zehnerpotenz niedriger
als der invivo-e;-Wert der Krebsgewebe. Invivo
bestehen daher in dieser Griofle bedeutend giinsti-
gere Bedingungen fiir die Wirkung der Zytolyse-
Kettenreaktion als bei dem ¢, =4-10"2in vitro-
Versuch. Diesem positiven Fakt steht der negative
Fakt gegeniiber, dal} in vivo nicht die Homogenitat
einer Zellsuspension, sondern die Mikro-Inhomo-
genitidt eines Krebsgewebes vorliegl. Kenngrioflen
fiir diese Inhomogenitat sind die Mittelwerte der
Vaskularisationsparameter, wie Kapillarlinge [ und
Kapillardistanz d in Krebsgeweben. Nach ! betragen
die [- und d-Werte etwa 100 um. Es darf als
sicher angenommen werden, dal} bei dem Ketten-
reaktionsprozefl mit vielen Stunden Dauer die lyso-
somalen Enzyme durch Diffusion und Konvektion
tiber Strecken um 100 um ziemlich gleichmaBig
verteilt Die Mikro-Inhomogenitdat des
Krebsgewebes diirfte daher gegeniiber der Homo-

werden.
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genitit beim in vitro-Versuch keinen kritischen Wir-
kungsriickgang der Kettenreaktion bedingen.

Bei unserem in vitro-Grundversuch wurden die
EinfluBgroflen zur Auslosung der Zytolyse-Ketten-
reaktion mit pH=25,8 und 7 =42 °C gewdhlt. Ge-
geniiber den KMT-Minimalbedingungen pH =6,3
und 7 =40 °C invivo sind dies giinstigere Parame-
ter. Thre Bemessung erfolgte in der Absicht, die
Zytolyse-Kettenreaktion ohne zusitzliche Einflu}-
groflen mit Wirkungsstreuung, d.h. konkret ohne
auslosende Attacke mit Cancerostatica und ohne
Lysosomenlabilisation mit Vitamin A-Retinol unter-
suchen zu konnen. Bei pH =5,8 und 7' =42 °C geht
im vorgesehenen Zeitintervall von 60 bis 120 min *
die Kettenreaktion sprunghaft vom unterkritischen
in den uberkritischen Zustand tber (Verstarkungs-
grad V—~).

Durch Mitmessung der intrazelluldren und extra-
zelluldren sauren Phosphatase als lysosomales Leit-
enzym und durch Mitbestimmunng des anaeroben
Glukose-Verbrauchs der EMAC-Zellen erhofften wir
tiefere Einblicke in den zeitlichen Ablauf der be-
teiligten Vorgédnge zu gewinnen, d.h. Aspekte fiir
eine Optimierung der Zytolyse-Kettenreaktion in
den Krebsgeweben.

Material und Methode

Mit Zellen des 8 bis 10 Tage alten Ehrlich-Mause-
Aszites-Carcinoms (EMAC-Zellen) wurde in LY-
Medium einé Suspension von 4 Vol.-% Zellanteil
(¢,=4-10"2) und hieraus durch Verdiinnung im
Verhialtnis 1:20 eine weitere Suspension von nur
0,2 Vol.-% Zellanteil (e7,=2-10"3) angesetzt und
jeweils 100 ml hiervon in zwei Temperier-Glas-
gefille eingegeben. Durch den Deckel jedes Gefialles
fihrten Bohrungen fir Glas-Rithrstab, Thermo-
meter, pH-Einstab-Elektrode, Gaseinleitungsrohr,
Infusionsschlduche und zur Probenentnahme. Die
Temperatur betrug 42+ 0,1 °C. Das pH wurde mit
Milchsdure auf 5,80 eingestellt. Begast wurde mit
5Vol.-% CO,, N,. Die Glukosekonzentration be-
trug beim Start des Versuches 10 mg-%. Mit einer
Infusionsmaschine wurden 0,2mg Glukose 1g7!
Frischzellen 1 min~! iiber die gesamte Versuchs-
dauer von 300 min zugegeben ( <1 ml. Losung 300
min~1) und in die Suspension mit nur 0,2 Vol.-%
Zellen eine um den Faktor 207! verdiinnte Glukose-
16sung. Das pH in der 4 Vol.-%-Suspension wurde

* Bei Verdopplung dieser Zeitwerte geniigt hierzu bereits
ein pH=6,1!
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durch Infusion der gleichen Menge 12-prozentiger

NaHCOj;-Losung konstant gehalten. Die pH-Werte

beider Suspensionen wurden fortlaufend registriert
und Abweichungen von Hand durch Zugabe geringer
Mengen 1-prozentiger Milchsdure oder Stoppen der
Bikarbonatzufuhr kompensiert. Maximal erfolgten
kurzzeitige Abweichungen der pH-Werte vom Soll-
Wert 5,8 um =+ 0,05. Alle 30 min wurden Proben
fiir den Trypanblau-Test, die Glukosebestimmung
(o-Toluidin-Methode) und fiir die Bestimmung der

sauren Phosphatase abgenommen.

+ Lysosomale Zytolyse-Kettenreaktion
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Ergebnisse und Diskussion

Die von uns durchgefiihrten fiinf Versuche fiihr-
ten bei quantitativen Unterschieden zu qualitativ
einheitlichen Ergebnissen folgender Art:

1. Die Zellschadigung, gemessen an der Trypanblau-
Anfirbbarkeit erfolgte in den EMAC-Zellsuspen-
sionen der hohen Dichte &7, =40-10"3 (4 Vol.-%)
viel schneller, d.h. bei etwa gleichem Startpunkt

iber der Zeit steiler als in den Suspensionen mit
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Abb. 1. In vitro-Messungen zur Schi-
digung L von EMAC-Zellen als Funk-
tion der Zeit ¢t einer Einwirkung von
pH=5,8 und T=42 °C bei hoher und
geringer Dichte ¢7 der Krebszellensus-
pension. Trypanblaufdarbetest. LY-Me-
dium. pH-Einstellung durch Milch-
sdure. Ergebnis: Starke Zunahme der
Krebszellenschidigung bei  Erhohung
der Zelldichte. Grundversuch zur Zyto-
lysekettenreaktion.

1 Es erfolgt offenbar eine sehr schnelle
Bindung bzw. Inaktivierung der ex-
trazelluldren sauren Phosphatase an
den Nachbarzellen. Siehe auch .

Abb. 2. In witro-Messungen zur
zeitlichen Relation zwischen Try-
panblau-Anfarbbarkeit (A) und
Hemmung der anaeroben Glykolyse
(B) von EMAC-Zellen in hoher
Suspensionsdichte bei Schddigung
durch Einwirken von pH=5.,8 und
T=42°C. (Auslosung Zytolyse-
kettenreaktion.)
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Abb. 3. Messungen der Konzentration cspase des

lysosomalen Leitenzyms, saure Phosphatase im Uber-

stand des LY-Mediums als Funktion der Zeit ¢ einer

Einwirkung von pH=5,8 und T=42°C bei ver-

schiedenen Dichten &7 der EMAC-Zellsuspension.
Ergebnis: Beobachtung von zwei Konzentrations-

maxima.
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nur &,=2-10"3 (0,2 Vol.-%) wie aus dem in
Abb. 1 gezeigten Beispiel zu ersehen ist.

Die Zellschadigung, gemessen an der Hemmung
des anaeroben Glukoseverbrauches (Glykolyse)
war bei &, —=2-10"% gegeniiber &, =40-10"3
ebenfalls bzw. noch mehr verzogert, als dies im

TB-Test zum Ausdruck kam.

Gegeniiber dem TB-Test trat die Zellschidigung
nach dem Glukose-Verbrauch-Test etwas verzo-

gert auf. Ein Beispiel iiber diesen Sachverhalt ist
in Abb. 2 dargestellt.

Die Bestimmung der extrazelluliren sauren
Phosphatase fiihrte bei &7, =40-1073 zu dem 10-
bis 20-fachen mittleren Wert wie bei &=
2-1073; bei ¢, =40-10"3 zeigte sich aullerdem
ein deutlicher Anstieg der Werte im Verlauf der
300-min-Inkubation, der bei &;=2-10"2% nicht
in Erscheinung trat.

. Der Verlauf der Aktivitit der sauren Phos-
phatase deutete eine Zweigipfeligkeit an, zu
deren Sicherung allerdings weitere Versuche und
Bestimmungen in kiirzeren Zeitabstinden erfor-
derlich wiren. Die beiden letzten Befunde werden
in Abb.3 gebracht. — Auch die intrazelluldre
saure Phosphatase, die allerdings nur in einem
Versuch histochemisch bestimmt wurde, zeigt an
zwei Stellen schwache in interessanter Korrela-
tion mit den anderen MeBgroflen stehende Ma-
xima, wie aus Abb. 1 hervorgeht.

Das beschleunigte Absterben der Krebszellen in
Suspensionen mit hoherem Anteil Zellen gegeniiber
sehr verdiinnten Zellsuspensionen bei sonst vollig
identischen Bedingungen beweist, dafl die Zellen
selbst (zuerst absterbende Zellen) einen wesent-
lichen Beitrag zur Abtotung weiterer Zellen liefern.
Dieses Ergebnis steht in volliger Ubereinstimmung
mit unseren in den vorangegangenen Abschnitten
erlauterten Auffassungen und fritheren experimen-
tellen Befunden zur Wirkung einer lysosomalen
Zytolyse-Kettenreaktion. Die Freisetzung der lyso-
somalen Enzyme wird in unserem Versuchsmodell
aullerdem durch den Anstieg der sauren Phospha-
tase in der konzentrierteren Zellsuspension doku-
mentiert. Wie Tab. I zeigt, nimmt die Konzentration

Tab. I. Bei verschiedener Dichte &7 der EMAC-Zellsuspen-
sion gemessene Konzentration cspase des lysosomalen Leit-
enzyms saure Phosphatase im LY-Medium. Messung im
Uberstand bei Erreichen der Anfirbungsquote L =~ 85% im
Trypanblau-Féarbetest. Wie auch das Ergebnis Abb.1 an-
deutet, nimmt die Intensitdt der Kettenreaktion nicht pro-
portional der Enzyme-Konzentration im Medium zu, sondern
langsamer. Im cspase-Verlauf gemdfl Abb. 3 spiegelt sich
wider, daB ein mehr oder weniger grofler Enzymanteil
schlieBlich von Targets in der Suspension (z.B. zunichst
iiberlebenden Zellen) aufgenommen wird.

€7 CsPase
mU-ml—!
2-10-3 0,08
40-10—3 1,84
100-10—3 7,00
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¢spase der extrazelluliren sauren Phosphatase etwa
auf das Zwanzigfache zu, wenn &; von 2-1073 auf
40-1073 erhoht wird! Leider sind invivo entspre-
chende Nachweise schwer oder iiberhaupt nicht zu
fithren, da das Aufbrechen der Lysosomen sowie
die Freisetzung und Verteilung ihrer Enzyme gerade
dazu fithren konnen, daf} geringere Werte an saurer
Phosphatase gefunden werden 6.

Fir die Programmierung der Haupttherapie und
fiir die Empfehlung der Optimaldistanz-Nach-
therapie 27 im KMT-Konzept 1973 11 ist der Befund
von grofler Bedeutung, dal bei Vorhandensein
hoher Zelldichten (in vivo-Situation) es durch die
Wirksamkeit der freigesetzten Hydrolasen (wie
Abb. 2 zeigte) sehr schnell zu einem volligen Stopp
des Glukoseverbrauchs kommt. Bei Ablauf der Zyto-
lyse-Kettenreaktion in vivo erfolgt durch den Meta-
bolismusstopp ein entsprechender Anstieg der Sub-
stratkonzentration (Glukose, O,) im Krebsgewebe
und damit eine Sensibilisierung der noch nicht ab-
getoteten restlichen Krebszellen 7.

Die stoBartige Verbesserung der Substratversor-
gung von Krebszellen der G,-Fraktion, welche die
Anfangsphase der Kettenreaktion noch iberleben,
wird im KMT-Konzept ! dazu genutzt, um gemaf 3°
diese kritischen Zellanteile mit 12 h-Zeitabstand
noch ein zweites Mal teilsynchronisiert anzugreifen.

Unter den Bedingungen des KMT-Konzeptes
1973 lauft die lysosomale Zytolyse-Kettenreaktion
in den Krebsgeweben in der Regel unterkritisch ab.
Die unterkritische Kettenreaktion bewirkt die selek-
tive Verstirkung einer priméren ,auslosenden®
Krebszellenabtotung. Der erzielte Verstirkungsgrad
ist unterschiedlich und steigt, wie schon erwihnt
wurde, an, z.B. mit Zunahme der Uberséuerung,
der Hyperthermietemperatur, der Vitamin A-Reti-
nol-Konzentration und der Zeitdauer mit Aufrecht-
erhaltung der Kettenreaktionsbedingungen im
Krebsgewebe. Um die volle therapeutische Wirkung
der Zytolyse-Kettenreaktion zu erhalten, kommt es
entscheidend darauf an, dal} die primire ,aus-
losende® Krebszellenabtotung stoflartig zu Beginn
des Kettenreaktionsintervalls erfolgt. Diese Forde-
rung bedeutet, daf} die primére Krebszellenabtotung
mit Freisetzung der Lysosomen in einer Zeitspanne
erfolgen muf}, die sehr klein ist gegen das Ketten-
reaktionsintervall im KMT-Konzept 1973 von etwa
20 h. Diese Forderung bedeutet weiter, daf} es dar-
auf ankommt, die zeitliche Programmierung aller
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mit dieser Problematik korrelierenden MaBBnahmen
im KMT-Konzept 1973 1! sehr genau innezuhalten.
Eine moglichst stoBartige primire Krebszellen-
abtotung ist nach® dann gegeben, wenn ein schnell
in Wirkform tibergehendes bzw. gleich in Wirkform
vorliegendes (oder im Tumor schnell aktiviertes)
Cancerostaticum geringer Massenzahl mit schnell
wirkenden Abtotungsmechanismus und geringem
Verbrauch im Krebsgewebe zur Anwendung kommt
und wenn gleichzeitig gegen die Hauptgeschwulst
ein Stof} ionisierender Strahlung (Herddosis je-
weils nur um 800 R) eingesetzt wird.

Hauptziel der weiteren KMT-Forschung ist es,
die lysosomale Zytolyse-Kettenreaktion in den
Krebsgeweben des Organismus iiberkritisch (Ver-
starkungsgrad V' = o) ablaufen zu lassen. Aus theo-
retischer Sicht wiirde sich dann eine ,,auslosende”
Attacke mit Cancerostatica oder ionisierender Strah-
lung eriibrigen, die (stimulierte) immunologische
Abwehr bliebe dadurch in voller Stirke erhalten
und die therapeutische Wirkung konnte in erster
Naherung unabhingig von den zellkinetischen Da-
ten der Krebszellen (Krebszellart, Versorgungstopo-
grafie des Krebsgewebes) werden. Vom Mechanis-
mus aus betrachtet wire so eine universale Krebs-
therapie * denkbar, deren Erfolgsaussichten nur
durch das Ubersiuerungsprofil in den kritischen
Ubergangsgebieten zu den gesunden bzw. zu den
nekrotischen Bereichen limitiert wiirden. Konkrete
Wege zur Anndherung an dieses hohe Ziel sind Be-
mithungen um die weitere Herabsetzung der Krebs-
gewebe-pH-Werte auf z.B. 5.5 bis 5,8 (vielleicht
durch Fortsetzung der in ref. 28 begonnenen For-
schungen) und die stiarkere Labilisierung der Lyso-
somen z.B. durch hohere (lokale) Uberwirmung
der Krebsgewebe.

Die Durchfithrung dieser Arbeit erfolgte im Auf-
trag des Ministeriums fiir Gesundheitswesen der
DDR, Berlin, innerhalb des Komplexthemas ,,Krebs-
Mehrschritt-Therapie“ (Thementrdger Forschungs-
institut Manfred von Ardenne) unter der Wissen-
schaftskonzeption Geschwulstkrankheiten. Fiir die
Durchfithrung der Versuche danken wir unseren
Mitarbeiterinnen Ch. Hentschel, M. Krusche sowie
S. Eisold, 1. Fiille und H. Stephan, fiir die Bestim-
mung der extrazelluldren sauren Phosphatase Herrn
W. Kriiger und seinen Mitarbeiterinnen G. Binder
und R. Domaschka, fiir den histochemischen Nach-
weis der sauren Phosphatase Frau H. Lippmann

und ihrer Mitarbeiterin K. Volkel.
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In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, dafl auch
bei der unspezifischen, kirpereigenen Abwehr durch poly-
morphkernige Leukozyten die Krebszellenvernichtung in-
folge Zytolyse durch Freisetzung und Aktivierung lyso-
somaler Enzyme im sauren Milieu eintritt (verstiarkt
unter KMT-Redingungen wegen des langzeitig auf etwa
6,0 erniedrigten pH-Wertes der Krebsgewebe). Aus die-
sen Abwehrzellen freigesetzte lysosomale Enzyme konnen
den Ablauf der Zytolyse-Kettenreaktion intensivieren.
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