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PREFACE

En présentant le volume qui réunit les travaux de la «Semaine
d’Etude» consacrée au < Probléme biologique du Cancer», il me parait
a propos de donner au lecteur quelques notions qui l'aideront & com-
prendre le but de cette Assemblée,

Lorsque I'Académie Pontificale des Sciences fut {ondée en 1936
par le Saint-Pére PIE XI, de vénérée mémoire, dans son « Motu Pro-
prio» du 28 octobre 1936 «In multis solaciis » (), cette création suscita
dans les milieux scientifiques un mouvement général de sympathie et
d’admiration, Cette institution unique aun monde, qui groupait en une
méme assemblée des représentants de toutes les Nations civilisées, était
appelée en effet 4 de hautes destinées dans les développements de la
pensée scientifique.

Dans ce « Motu Proprio» le Pape PIE XI proclamait solennellement
la dignité de la recherche de la vérité pour elle-méme et, éievant sa pensée

au-dessus de toute préoccupation utilitaire, affirmait qu’il ne demandait

{r) 1.’Académie Pontificale des Sciences est ’héritiere légitime de la
célébre Académie des « Lincei» fondée 4 Rome par le prince Federico Cesi
en 1603 sous le titre de « Lyncaeorum Academia» et qui, aprés plusieurs vi-
cissitudes historiques, avait été restaurée en 1847 par Pie IX, qui en fit le
principal organisme scientifique de !'Etat Pontifical, sous le titre de « Pontificia
Accademia dei Nuovi Lincei».
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rien autre aux nouveaux « Académiciens Pontificaux » que de se consacrer
avec une ferveur toujours plus grande au progrés de la science et, par 13,
au culte de Ja vérité: « Cest Notre souhait ardent et Notre ferme esp é-
rance: que par cet Enstitut, 3 ia fois Notre et leur, les ¢ Académicicns
Pontificaux ™ contribuent toujours plus et mieux au progrés des sciences,
Nous ne leur demandons pas autre chose; car en ce dessein généreux
et ce noble labeur consiste le service, qu'en faveur de la vérité nous
attendons de leur part» (*).

Tandis qu’en fixait les travaux de I’Académie, un probléme se pré-
senta bien vite avec évidence: les sciences posent chaque jour des pro-
blémes nouveaux qui donnent [ieu d’ordinaire 4 divers essais de solution,
souvent contradictoires. II arrive ainsi constamment que parmi les re-
présentants les plus autorisés d'une sclence, ef en particulier parmi ceux
qui se sont consacréds i I'étude d’une méme question, on rencontre des
opinions opposées. Pareilles divergences se maintiennent parfois durant
de longues périodes el constituent 4 la fols une grave difficulté pour
I'enseignement des sciences, et fréquemment aussi un obstacle considé-
rable 3 leur développement. Par ailleurs, Uexpéiience montre que les
méthodes actuellement pratiquées dans la discussion des problémes
scientifiques, n'ent qu'une efficacité limitée au point de vue de Pétablis-
sement d'une unit¢ de doctrine. I1 serait dés lors hautement souhaitable
de promouvoir tout ce qui pourrait favoriser un accord sur les points
en discussion,

Un procédé semble devoir étre particulitrement utile sous ce rap-
port: savoir Pétablisseinent de contacts personnels prolongés entre
quelques représentants d’opinions différentes au sujet d'une question
déterminde.

{*) « Nobis autemn in votis expectationeque est, ut fore  Pontificii Acade-
mici'' vel per hoc Nosttum suumque studiorum Institutum, ad scientiarum
progressionem fovendam amplivs excelsiusque procedant; ac nihil praeterea
aliud petimus, quandoquidem hoc eximio proposito praeclarogue labore famu-
latus ille nititur servientium veritati, quem ab fisdem postulamus ».
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Et, en effet, le contact personnel des hommes de science constitue,
sans aucun doute, le moyen le plus efficace de résoudre les controverses
scientifiques.

Dans ce but, 'Académie Pontificale des Sciences a décidé d’organiser
de pareilles rencontres scientifiques qu’on a appelées « Semaines d’Etude ».

L'Académie, agréant ma proposition, confia 'organisation scienti-
fique 4 'Académicien Pontifical S. E, PirTro RoNDoNI, Professeur de
Pathologie Expérimentale & 'Université de Milan et Directeur de I'In-
stitut du Cancer de Milan, et 'organisation pratique au Chancelier de
I’Académie, le Dr. PinTro SALvIiUCCr

D’aprés le réglement des « Semaines d’étude », le nombre des par-
ticipants devait &tre assez réduit, ainsi on dut se borner A inviter des
représentants éminents de quelques domaines de la cancérologie expé
rimentale, dont les recherches peuvent é&ire groupées de facon & lonner
un tableau 4 peu prés complet de certaines questions bien actuelles. On
a cru que le probléme crucial est représenté aujourd’hui par le méea-
nisme de la cancérisation de la cellule: qu'est-ce qui se passe dans la
cellule pour gqu'elle acquitre le caractére de la malignité? L’étude des
bydrocarbures cancérigénes donne un paradigme trés important qui
permet de plonger notre regard dans la complexité de Poutillage cel-
lulaire, C’est ainsi qu'on invita des biochimistes et des expérimentateurs
qui ont apporté quelques lumiéres & ces questions, Mais on ne négligea pas
certains agents étiologiques différents, comme les virus; et certaines mo-
difications de Porganisme qui accompagnent la croissance de la tumeur.

On a regretté beaucoup de ne pas avoir pu élargir le nombre des
participants en y comprenant d’autres savants distingués.

Selon le Réglement de la « Semaine d'Etude » toute question cli-
nique et thérapeutique était exclue,

Ont été invités et ont participé & la « Semaine d’Etude » MM. les
Professeurs dent voici les noms:

Prof. I. BErRENELUM (School of pathology University, Oxford);
Prof. E. Bovr.aND (Chester Beatty Research Laboratory, Caucer Hospi-
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tal, London); Prof. E, V. Cowpry (Division of Cancer Research, School
ol Medicine, Saint Louis, U. 5. A.); Prof. H. v, EuLEr, Prix Nobel (In-
stitutet {or organ.~-kemisk Forskning, Stockholm); Prof. J. P. GREENSTEIN
(Department for Biochemistry, National Institute, Bethesda, U. S. A.);
Dr. J. KreTz (Primarius, Wien); Prof. A. LacassacNe (Laboratoire
Pasteur de I'Institut du Radium, Paris); Prof. J. MasiN (Institut du Cancer
Louvain); Prof, Px, Pracock {Cancer Hospital, Research Department,
Glasgow); Prof. F, PenTiMALLY (Istituto di Patologia generale dell’Uni-
versitd, Napoli); 5. E.le Prof. P. RoNponi, Académicien Pontifical (Istituto
di Patologia generale deil’ Universitd ¢ Direttore Istituto del Cancro,
Mitano); S. E. le Prof, L. Ruzicka, Académicien Pontificai, Prix Nobel
{Institut {. organische Chemie an der Eidgengssischen technischen Hoch-
schule, Ziirich); Prof. J. Sanz Inafiez (fustituto Nacional del Cancer,
Madrid); Prof, H. R, Scainz (Rontgeninstitut und Radiumtherapeutische
Klinik — Kantonsspital, Ziirich),

M. le Prof. J. Brrrner (Division of the Cancer Biology, Medical
School Minneapolis, U. 5. A.) invité, a envoyé son rapport, n’ayant pas
pu participer & la <« Semaine d'Etude » pour des raisons personnelles,
M. le Prof. Happow ({Chester Beatty Research Laboratory, Cancer Ho-
spital, London} a décliné Vinvitation 4 cause d'engagements précédents,
Les Académiciens Pontificaux S. E. EzxsT FEL1X PETRITSCH (Wien) et
S. E. Epvarpc Cruz Coxr (Université du Chili, Laboratoire de Chi-
mie physiclogique et Pathologique, Santiago) ont présenté des mémoi-
res. L'Académicien Pontifical 5. E. Sir ALEXANDER FLEMING (London),
Prix Nohel, a pris part aussi & quelques séances,

J’eus 'honneur d’inaugurer la « Semaine d’Etude » qui se déroula du
6 au 13 juin. L.es travaux se poursuivirent sans interruption, sauf le
matin du 7, pour PAudience du Saint~Pére et pour une Séance ordinaire
que PAcadémie tint le méme jour a I'occasion de la « Semaine d'Etude »
et 4 laquelle furent naturellement invités les cancérologistes.

Dans les premiers jours on écouta les rapports; aprés chacun

d'eux des questions d’ordre technique f{urent parfois posées; mais les
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discussions se déroulérent ensuite dans les derniers jours, groupées
selon I'affinité des sujets. Chaque séance fut présidée par un des mem-
bres,

Ce livre reproduit les rapports selon l'ordre dans lequel ils furent
présentés, chacun étant suivi de Ja discussion qui s’y rapporte.

Pendant la « Semaine d’Etude » quelques-uns des savants partici-
pants eurent la bonié de faire des conférences a un auditoire plus vaste
de médecins et de biologistes. On doit remercier cordialement le Rév.
Pére Paoro Drzza, Recteur Magnifique de la « Pontificia Universitas
Gregoriana » qui mit & la disposition la Grande Salle et d’autres classes.
Ainsi le Prof. J. Mamsin parla devant un public bien nombreux et moins
spécialisé sur ce sujet: « Le cancer est-il contagicux et héréditaire? »,
Suivirent les conférences de M. e Prof. E. BovyLAND sur la biochimie
de la cancérisation; celle de M. le Prof. P. R, PracCOCK sur le cancer de
I’estomac, surtout en relation avec I'alimentation; celle de M. le Prof,
E.W. Cowpry sur le cancer de la peau, surtout au point de vue étio-
logique et pathogénétique. M. Te Prof. A. LACASSAGNE accepta linvitation
de Ja Direction de PlInstitut du Cancer de Rome et y donna une legon
sur les relations entre hypophyse et cancer.

Participérent 4 la « Semaine d’Etude » en qualité de Rapporteurs
techniques: M. le Dr. Grovannt LoTT1 et M. le Prof, MARI0o MARGOT-
TINI; en qualité de traducteurs interprétes, Mme HiELENE LoTTi, Melle
la Comtesse KARINA Carnvi pr Coenzo et M. le Dr. Max Fmvoceonr ;
en qualité de secrétaires sténodactylographes polyglottes Melle Dr. BiaNca
BaTTAGLIA et Melle Dr. LEA MorLACCHI.

Les savants Participants purent faire des démonstrations microsco-
piques et des projections, grice a I'obligeance de S. E. le Prof. DoMENICO
Marotra, Directeur Général de U'lnstitut Supérieur de Santé en Italie,
de M. fe Prof. G. C. TranaccHl, Chef du Laboratoire physique de cet
Institut et du Ilr. M. MAaRrzIALL, technicien du méme Institut, avec ses
assistants, qui fournirent les appareils et s’occuprent de leur mise au

point et de leur fonctionnement.
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La parfaite réussite de la « Semaine d’Etude » est prouvée avec évi-
dence par le présent volume. Il restera dans lhistoire des recherches
biologiques sur le cancer comme un souvenir cher aux savants illustres
qui y prirent part et sera un témoignage des excellents résultats auxquels
on peut aboutir par des réunions organisées sur le modéle de notre
« Semaine d'Etude ». Il est le gage de I'heureux succes des «Semaines
d’Etude » a-venir dont on prépare en ce moment le théme et 'organisation.

Il est de mon devoir, en mon nom comme en celui de tout le
Corps Académique, de remercier tous ceux qui, & des titres divers et
dans des proportions variables, collaborérent & la bonne réussite de
cette « Semaine d’Etude » et, surtout et avant tout, d’offrir un hommage
public de reconnaissance au Souverain Pontife régnant, 5.5. PIE XII,
qui favorise méme le culte des sciences, pour servir cette Vérité a la
connaissance de laquelle il consacre son inlassable et lumineux labeur

quotidien.

Fr. AGOSTINO GEMELLY O. . M.; M. D,

PRESIDENT DE L'ACADEMII PONTIFICALE DE% SCIENCES












IJAUDIENCE
ET LE DISCOURS DU SAINT-PERE






Le mardi 7 juin, 4 g h. 45, le Saint-Pére PIE XII requt en audience
spéciale, dans la Salle du Consistoire, les savants illustres qui avaient été
invités 4 prendre part 4 la « Semaine d’Etude » sur « Le probléme bio-
logique du cancer », & savoir MM. les Professeurs: I. BERENBLUM, E. Bov-
LaNDp, E. W. Cowpry, H. von Eurzr, J. P. GrREENSTEIN, ]J. KrETZ,
A. LACASSAGNE, J. Marsiv, PH. PEacock, F. PEnNTiMALLIL, PAcadémicien
Pontifical S. E. PreTro Ronponi, I'’Académicien Poentifical S. E, LEo-
poLD Ruzicka, J. Sanz Ipafez, H. R. ScHinZ. De nombreux Profes-
seurs étajent accompagnés de leur [amille.

Assistaient en outre i l'audience un nombre important d’Académi-
clens Pontificaux, savoir Leurs Excellences: le Rév.me Pére Acosting GE-
MELLI, O. F. M. Président, AMALDI, ARKMELLINI, BOLDRINI, COLONNETTI,
DE Brasi, FLeMing, CHicl, Gilorpani, Gora, Lepry, LoMearpi, PE-
TRITSCH, PIKRANTONI, SEVERI, ToNIOLO, VALLAURI et VERCELLI; les
Académiciens Surnuméraires Rév. PP. Arnparepa Q. 5. B, GarrtE-
RER S, I, et STEwN S, I.; le Chancelier de "Académie M. le Dr. PigtRo
SaLviucct, Assistait en outre le Prof. Nob, Riccarpo Ganeazzi-Lisi,
Directeur des Services Sanitaires de la Cité du Vaticau,

L'Auguste Pontife, accueilli par I'hommage le plus déférent de tous
les assistants, eut la bonté d’adresser A son auditoire distingué, en fran-

cais, le discours suivant:

St la surcharge des devoivs qui pesent sur Nos épaules, foul parti-
tewliérement en ce lemps-ci, Nous prive, celle fois, a Nolre vif regrel,
Sminents Académiciens el Professenrs, de la satisfaction dec wvous enifre-
lenir & loisir, Nous me saurions pourtant pas résisler aw désir de vous

souhatler lo bienvenue ef de wous manifester I'inlévél frés cordial que
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Nous portons a vos Iravanx, Travaux de capitale imporiance par leur
objel el sivement fructueux, grdce & volre compélence hors lgne ef aux
méthodes de celle Académie.

Ils ont pour oljet, cetle année, le <« probléme biologique du cancer »,
horrible féau, dont le nom seul épouvante, qui ravage incessamment une
Jraction notable de humanilé, fléau vedoutable, dont le traifement chi-
rurgical ou vadiologique ne fail, dans trop de cas, que velarder Dissue
Jatale.

B, jusqu’an dénonement, quelles souffrances physiques, guelles an-
goisses movales ! Dans les formes internes, mysiéricusement caché le cancer
ne signale ovdinatvemeni sa présence gque lovsque ses progrés I'ont déjé
vendit & pew prés incurable: petit & petit, il rvonge silencieusement les
organes vitaux ¢f, rendan!, dans plusicurs cas, difficile ou imipossible
toute absovplion ou foute assimilation de la nowrriture pour laguelle il
cause d'ailleurs, sowvent, une hovvewr insurmontadle, il poursuil son
oeuvre de destruction jusgu’a Ientitre consomption.,

Dans d'auires formes, ostensiblement, il dévore au grand jowr les
chairs de ses victimes, il les défigure, les mutile de fagon si affreuse,
gue ceux qui les approchent, mils par la lendvesse de lewr affection ou
par Uhéroisme de lewur chavité, s'ils parviennent & triompher de la ré-
pugnance naturelle qu’ils Sprouvent, w'arvivent pas loujours & la disst-
muler lellement que le malade ne la puisse deviner. Dans ce miséradle
état, D'isolement dont souffrent quelguefois ces infortunds, ils le vevcher-
chent pouriant el §'y confinent volontaivement dans leuy pudenwr de se
latsser wvoir lels qu’ils sont. Privés, par cel isolement méme, de toute hu-
maine consolation, leur tristesse va parfois jusqu'é la devnidve extrémité
du désespoir, jusqu'd la lenfation de metire jin & une vie que, senle, la
Jerme foi dans une autre vie d'élernelle félicité aide & ftoléver avec pa-
tience.

Ce mal apparail d’auilant plus effroyabie qu’on a devant lui, jusqu'a
présent du moins, Uimpression de se sentir désarmé, on pew s'en faul.
Quand, de lemps & awive, on annonce imprudemment la nouvelle d'une
déconverte sensationnelle apporiant enfin la victoire radicale eof défini-
tive sur [l'impitoyable destrucienr, on ne fail, hélas! que ménager & ceux
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gui s’y laissent prendre el qui ne demandent qu'd s'illusionner, une dé-
ception plus cruelle el plus profonde que tani dauntres qui l'ont précidée.

Combien plus modesie el, donc, combien plus hawte el plus siire est
volre ambition, Messieurs! Fn rvéalilé, bien des hypolhéses ont élé tour
& four hasavdées, bien des théories Uimidement échafaudées ef discréte-
ment proposées. Elles ne sont & déprécier, cerles, car méme non vérifiées,
elles ouvrent la porte & de mowvelles recherches plus heureuses ; elles mar-
guend domc quelque progrés, précieux sans doute mais Jorcément bien lent.
Pour wolre part, appligués depuis de longues années & I'étude conscien-
cieuse du cancer, de ses manifestalions ef sympidmes, de sa nature, de ses
causes, ou, du moins, de ses conditions d'ovigine el de développement,
vous prétendez par &, chacun de wous dans sa propre spécialifé, mais
en permanente liaison entre vous, poursuivre, un pas aprés laulre, volve
marche en avant vers la lumidre sous lagquelle, plus facilement, vous cher-
cherez et, plus heureusement, vous finivez par trowver d'abord le yeméde
gui prévient on qui soulage, avec Uespoiy de prépaver la conguéle du ye-
mede qui guéril.

Les observations soigneusement Jailes, diligemment vecueillies ef com-
parées, méme sans étre concluantes, suggévent cependant & utiles réflexions
sur la nature ef Paction possible des divers agents cavcinogénes, physi-
ques, chimiques, organisés, sur le réle de I'atmospheve, du sol, de la pro-
Session, de I'hérédité, dans I'apparition et la croissance du néoplasme, dans
DUévolution de la cellule normale a la cellule maligne.

Cos observations, ces expériences, ces investigations, vous enlendes les
poursutvre assidiiment dans un labeur patient, dont le grand public sou-
vent ne se vend guéve comple. Il ne vous altivera pas, peul-élre, auprés
de lui la popularité bruyanie, mais vous mévilerez, avec le témoignage de
volre conscience, la recomnaissance des générations & venty.

Il Nous plait de louer ici 'initiative de Notre Académie Pontificale,
sows les auspices de laquelle vous avez inauguré votre « Semaine d’Eludes.
Toujours soucicuse de faire sevviy le progres des sciences au plus grand
bien de P humantts, elle vous convie & précisev, sutvan! ses méthodes vé-
glementaires, « les points sur lesquels un accord seveil déja réalisé, les
points sur lesquels un accord n'aurail pas pavw réalisable, les vaisons
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pour lesquelles Daccord n'anrait pu édive véalisé, les sugpestions velatives
aux recherches paraissant les plus aples & vésoudve les diffienttés ». On
ne saurail, croyous-Nous, micux exprimer volre propre espril el vos pro-
pres intentions.

Voila certes, illustres Maitres, qui doil vous encourager 4 aborder,
avec la confiance de ne pas les entreprendre en vain, vos travaux qui
lendent, comme le dif avec une wodeste assurance votre programme, «a
ouvyiy, sur une base scientifigue, des perspectives vers une thérapeutique
biologigue des tumewrs malignes ».

Nows vous souhailons, dans votre fralernelle collabovation, d'heureux
el féconds résullats, appelant 'de tour Notre coeur sur vos travaux les

lumicres et les bénédiciions de Dien.

Aprés avoir donné la Bénédiction Apostolique, le Saint-Pére admit
au bajser de la main chacun des assistants, s'entretenant aimablement
avec les savants de ia « Semaine d’Etude» et avec les Académiciens et
s’informant des travaux de chacun. Sa Sainteté laissait enfin la Salle
aprés un nouvel hommage de reconnaissance et de filial attachement.






TRAVAUX SCIENTIFIQUES



THE BIOLOGICAL MECHANISM
OF CARCINOGENESIS

Pror. I. BERENBLUM (Oxroxp) *

In science, as in everyday life, it is casy to observe, but often
difficult to interpret the meaning of the observation. When the
pathologist speaks of « aetiology » and « pathogenesis », he is, in
fact, emphasizing this distinction between facts and their meanings;
between the causes of a discase and the mechanism whereby these
causes produce the disease,

This is clearly exemplified in the field of cancer, in which the
studies of experimental carcinogencsis have so far been more suc-
cessful in providing information about the aetiology than about the
pathogenesis of the disease. The little that is known about the
pathogenesis of tumour-formation has been acquired by a variety
of different approaches, including morphological studies of preneo-
plastic lesions, enzymatic comparisons between normal, prencopla-
stic, and neoplastic tissues, the correlation between the physical and
chemical properties and metabolic behaviour of chemical agents and
their carcinogenic propensities, and, finally, certain methods of
experimental biology, whereby the functional scquences during the
early stages of carcinogenesis can be analysed.

It is with the last-mentioned approach that I shall be mainly
concerned in this brief review.

* Now, visiting Research Feilow at the National Cancer Institute, U.S,
Public Health Service, Federal Security Agency, Bethesda Md., U.S5.A.

Berenblum ~ 1
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The biological problem of the mechanism of carcinogenesis has
as its basis the long-recognized fact that the appearance of a tumor
is preceded by pathological changes. During this « latent period of
carcinogenesis », lasting many years in the case of man, many
weeks in the case of the mouse, important changes presumably take
place in the affected tissue as an essential preliminary to the ultimate
evolution of the tumour.

The discovery of chemical carcinogens, capable of inducing
tumours in almost 100 per cent of mice when applied repeatedly
to the skin or injected subcutaneously, laid the foundation for a
scientific approach to the study of the changes leading np to the
development of a tumour. By using large nnmbers of animals per
experimental group, guanfitative values may be obtained as measures.
of neoplastic response, namely, (1) the percentage tumour yield,
and (2) the average latent period. A significant change in either of
these values, following a modification of the experimental procedure,
can be accepted as evidence of some influence having been exerted
on the carcinogenic process.

The simplest procedure of modifying the carcinogenic effect is
to combine the carcinogenic paintings with some added form of
stimulation. Augmentation of carcinogenesis -— or « cocarcinogenic
effect » — has been obtained by the addition of scarification (IDEEL-
MAN, 1g23), heat (DEROM, 1924; BANG, 1g28), ultraviolet radiation
(Finpray, 1928), mild freezing {BERENBLUM, Ig2g-a), certain (non-
carcinogenic) basic fractions of tar {Capor & al., 1g4o0), and croton
oil (BERENBLUM, 1941-a). Examples of inhibition - or « anticarc-
inogenic effect » — have also been observed, as for instance, with
mustard gas and cantharidin (BERENBLUM, 1929-b, 1935), certain
phenolic fractions of tar (SaLL & al., 1940), and a number of chlorine-
containing compomnds (CRABTREE, 1940}, However, by far the lar-
cest number of compounds tested proved to have neither cocarcino-
genic nor anticarcinogenic properties {sec review: BERENBLUM,
1944).

Where the added stimulation is itself carcinogenic, the result-
ing cocarcinogenic effect is hardly surprising, the result being
merely an example of summated action. The most pronounced
cocarcinogenic cffect was observed, however, with croton oil, which

2 ~ Berenbluit
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s itself devoid of carcinogenic action. The results (BERENBLUM,
1941-a) were briefly as follows: A 0.5 per cent solution of croton
oil in acetone applied concurrently with a 1 per cent solution of
benzpyrene gave no significant angmentation of carcinogenesis
(presumably because the carcinogen was already acting near its
optimum efficiency). But when the benzpyrene was diluted to the
point where it was no longer active by itself (0.05 per cent), addition
of croton oil raised the tumour incidence from o to 37 per cent, while
addition of croton resin {the active component of croton oil} raised
the incidence from o to 80 per cent. Yet, as already stated, croton
il or croton resin alone where found to be devoid of carcinogenic
action,

Croton oil, in the concentration used, elicits a skin response
closely similar to that observed in the pre-wart stage of carcinogenic
painting. It seemed plausible to suppose that treatment of the skin
with croton oil alone for some 2o weeks prior to the commencement
of carcinogenic painting, should provide the preliminary phases of
carcinogenesis (epidermal hyperplasia, etc.), enabling the carcinogen
to produce its tumours more quickly, i.e. the average latent period
should be reduced, or the curve (see fig. 1) moved forward., When
tested, this was not found to occur! (BERENBLUM, 1041-b). Thus,
despite the similarity between the changes preduced hy croton oil
and the early changes produced by a carcinogen, as judged by
morphological criteria, croton oil was incapable of replacing the early
biological effects of a carcinogen.

However, when the experiment was reversed, the crofton oil
freatment heing instituted affer a limited period of carcinogenic paini-
ing (see fig. 2}, there was a marked augmentation of tumour
incidence, from 18 to 86 per cent,

Since crotor: oil could act as a substitute for a carcinogen for
the late stages of carcinogenesis (i.e. for the precipitation of a
tumour at a site « prepared » by {reatment with a carcinogen), but
could not institute the preliminary, or preparatory phase of carcino-
genesis, the conclusion seemed invevitable that the mechanisms of the
early and late stages of carcinogenesis must be different.

A similar conclusion was reached by Rous and his associates
(Rous & Kmn, 1941; MacKewziz & Rous, 1g41; FRIEDEWALD

Bevenblum - 3
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& Rous, 1944), from a study of the disappearance, and reappea-
rance, of papillomas of the skin in rabbits. By caunsing the tumours
that had regressed fo reappear by a variety of non-carcinogenic
stimuli, they concluded that tumour cells could persist in a latent

Berenblum - 5
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state, thus indicating that two distinct processes were involved in
carcinogenesis: an [mifiating process, responsible for the original
transformation of normal into « latent tumour cells », and a Promot-
g process, responsible for their conversion into visible growths,

Further evidence in favour of the « two-stage mechanism » of
carcinogenesis was afforded by TANNENBAUM (1044), using caloric
resiriction of the diet as a method of analysis, and by Ruscu (1944),
using ultraviolet radiation and croton oil; while more recently,
HaLr (1948}, in an extension of the work of BIELSCHOWSKY (1944),
was able to demonstrate a similar mechanism in the induction of
thyroid tumours, using acetylaminofluorenc as Initiating agent, and
goiterogenic substances as Promoting agents.

An important refinement in the technigue for demonstrating the
Promoting action of croton oil was introduced by MOTTRAM (1044),
who showed that the effect could be elicited even after a single
application of a carcinogen. {MOTTRAM also claimed that a further
increase in tumour yield could be obtained by applying the croton
oil before as well as after the single painting with the carcinogen, but
this was not confirmed by Berensrum & SHUBIK, (1947-a4) when
larger numbers of animals were used). The value of the refinement
»f the technique, introduced by MoTTraM, lay in the fact that the
method now lent itself to more accurate, quantitative procedures.

If the Initiating action represents the conversion of a few normai
«cells into « latent tnmour cells », while the Promoting action
constitutes the conversion of the latter into wvisible tumours, then
certain deductions secmed permissible, at least as a basis for further
experiment: (1) The potential munber of tumours that can be made
to appear by the Promoting action must be predetermined by the
Initiating action (i.e. the height of the tumour-incidence curve must
be a measure of Initiating action); (2) the speed with which the
tnmours appear must be determined by the efficacy of the Promoting
agent (i.e. the distance of the tumour-incidence curve along the time
axis must be a measure of Promoting action); (3) by changing the
potency of the carcinogen (single painting), but keeping the croton
oil freatment constant, the heights of the curves should vary accord-
ingly, but the average latent periods should remain the same (see
fig. 3); {4} assuming that the « latent tumour cells » indeed remained

6 — Perenbluin
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latent indefinitely, then, by delaying the commencement of crofon
oil treatment, the curves should be correspondingly delayed, the
heights remaining constant (see fig. 4).

These expectations were verified by the following experiments
(BerenBLum & SHUBIK, 1947-0; 1049): Groups of mice painted
once with different carcinogens, and then painted twice weekly with
croton oil, yielded different percentages of tumours, the latent periods
however remaining the same. In another experiment, the different

Tumours %
Tumours %

Time Time

FiG. 3. FI1G. 4.

Type of curves anticipated in the * Model
Experiment’ when different carcitogens
are used for the single, initial painting.

Type of curves anticipated in the < Model

Experiment' when the carcinogen is

kept constant, but the crolen oil treat-
ment is delayed for difierent periods.

groups were painted with one and the same carcinegen, but in diffe-
rent concentrations, and then repeatedly with croton oil. Once again,
there was found corresponding variations in tumour yield, with no
significant difference in latent period (BERENSLUM & SHUBIK, 1940).
Finally, when the croton oil treatment was delayed for 5, 10, 15,
and 2o wecks, respectively, after the single painting of a carcinogen,
the latent periods were correspondingly delayed, buf the fotal tumouy
incidence vemained approximately the same in all.

From the evidence available, it would seem that the Initiating
process differs in its mechanism of action from the promoting process
in being more rapid i action (since a single application of the
carcinogen is sufficient to produce the effect}, and wreversible in s
effect (since the anticipated number of tumours can be clicited, by

Bevenblum - 7
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subsequent promoting action, even after so long an interval as zo
weeks). (In a more recent experiment by BrrENBLUM and SHUBIK,
the effect was elicited even affer an interval of 43 weeks.)

The rapidity of action of the Initialing process raises the possi-
bility that it might be of the nature of a mutation. The weakness
of the Somatic Cell Mutation Theory of Cancer, as originaly pro-
pounded, was that a mutation is, by definition, an immediate
reaction, whereas the development of cancer is one of the siowest
biological phenomena. This objection disappears in the light of the
« two-stage mechanism » of carcinogenesis, since it would now be
necessary to postulate that only the Initiating process was mutational.

The possibility was submitted to experimentation by subjecting
mice to a single painting of the skin with mustard gas, followed by
repeated applications of croton oil. (BERENBLUM & SHUBIK, 1049).
Mustard gas is known to be a potent mufating agent (AUERBACH &
RoBson, 1946), and should, therefore, be capable of acting as an
Initiating agent it the Somatic Cell Mutation Theory of cancer were
correct. The result, however, was negative,

Thus the only available direct evidence does not support this
theory. Moreover, there is accumulating indircet evidence in the lite-
rature of a conflicting nature (see BERENBLUM & SHUBIK, 1949)
which calls for caution in the acceptance of the validity of the theory.
It should also be bome in mind that there are many examples in
biology of rreversible changes that are nonmutational in character,
and there is no reason to suppose that neoplasia may not be yet
another example of this kind.

The nature of promofing action is still obscure. A plausible
explanation would be that promoting action is simply growth stimu-
lation, which acts by encouraging the « latent tumour cells », induced
by Initiating action, to multiply. However, this explanation is neithex
borne out by experiment, nor by theoretical considerations.

SHUBIK (1950) has tested a large number of substances for
promoting action. These were tested in concentrations capable of
inducing vigorous epidermal hyperplasia. Yet none of them were
cffective as a promoting agent.

For the theorelical arguments, it is necessary to examine the
fundamental distinction between hyperplasia and neoplasia.

8 « Berendlum
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Normally, in a fissue such as skin epidermis, the thickness, or
the number of layers of cells, remains constant by virtue of the fact
that the number of new cells produced in the germinal zone is
balanced by the number that die at the surface. This may be
expressed by saying that when the « stem cells » in the germinal
zone divide, half the progeny remain as stem cells and the other half
are destined to mature and die (WEIss, 193g). Increasing the rate
of division of the stem cells causes a piling up of maturing ceils
(hyperplasia), but since these are destined to die, a new equilibrium
is reached. Thus, provided the rule is maintained that half the progeny
of stem cells remain as stem cells and the other half mature and die,
increased rate of division, however great, must inevitably lead in
tine to a new cquilibrium. From this, it is evident that increased
mitotic rate per se can only produce hyperplasia, never neoplasia.
For neoplasia to develop, it is essential that the ratio between stem
cells and maturing cells be permanently disturbed in favour of the
stem cells.

The difficulty arises in explaining the « two-stage mechanism »
of carcinogenesis against this background. If the Initiating process
were responsible for the disturbance in the ratio, as would seem
likely at first sight, then it is difficult to understand what the function
of the Promoting process could be, since once the disturbance in ratio
is established, the normal mitotic activity should be sufficient to
produce a growing tumour. Conversely, if the Promoting process
were responsible for the disturbance in ratio, then it is difficult to
explain the function of the Initiating process.

Here is a problem calling for further study. The « two stage
mechanism » of carcinogenesis is but the beginning of our understand-
ing of the pathogenesis of tumours. As in so many other branches
of science, it has opened up as many new problems as it has solved.

" Berenblum ~ 9
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SUMMARY

After the discovery of experimental carcinogenesis in animals, it
became possible to analyse the process from many difierent angles, e.g.
the relation of chemical structure of carcinogens to potency; the morpho-
logical changes during the latent period; species and tissue specificity and
genetic factors in response to carcinogenesis; chemical and enzymic patiemn
of the tissues during the transformation; arnd the biological mechanism
of carcinogenesis.

The last-mentioned {biological) approach hegan with the study of
the influence of added imitation to carcinogenesis {cf. DEpLManN’s work),
and led 1o the discovery of anticarcinogenic and cocarcinogenic efiects,
and later, to the distinction of separate and indipendent processes in
carcinogenesis.

It is attempted here to review the literature of the whole field, with a
more detailed discussion of the « croton oil » experiments by myself and
Dr. Suusik and by Mortgam, RouscH, & al.; also the studies by Rous
and his associates on similar investigations in rabbits; and to include some
recent works, as yet unpublished.

Finally, some censideration s given to the implications arising from
this work, and from the conception of « latent tumor cells »; and the
significance of these findings in our new ideas on the subject of tumer
aetiology and pathogenesis.

RESUME

Les études de la cancérisation expérimentale nous ont permis d’ana-
liser le processus dans ses différents points de vue, ¢’est-d-dire: relation
entre structure chimique et puissance des agents cancérigénes; alterations
morphoiogiques pendant la phase de latence ; specificité zoologique el
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x

tissural et facteurs génétiques en réponse & la cancérisation; constituiion
chimigne et enzymatique des tissus pendant la transformaticn; et méca-
nisme hiclogique de la cancérisation.

On a commencé I'étude du méecanisme biologique avec des observa-
tions sur Yinfluence produite par des stimulations différentes ajoutés a
Pagent cancérigéne (v. trav. de DEZLMaN), ce qui a conduit & la décou-
verte des effects anticancérigénes et cocancérigénes et, enfin, & la distine-
tion entre processus différents et indépendants dans la cancérisation.

On fait une revue de la litérature du sujet, avec une exposition plus
défaillée sur les expérimentations avec « huile de croton » que j'ai réali-
sées en collaboration avee Dr, SHUBIK, et par MorTRaM, RUSCH, etc.; sur
ies travaux de RoUs et collaborateurs qui ont conduit des études analogues
chez les lapins. On considére aussi des récenis travaux qui n’ont pas en-
core été publiés,

Lnfin, on discutera briévement sur les problémes qui concernent ces
recherches, en partant aussi de la conception de « cellules tomorales la-
tentes »; et sur la signification de ces résultats en relation 4 nos récentes
opinions sur l'é¢tiologie ¢t pathogénése des fumeurs.

ZUSAMMENYTASSUNG

Beziglich des Vorganges der Krebsentstehung durch kanzerogene Stof-
fe sind von Wichtigkeit: Die Beziehung zwischen chemischer Struktur
und Kanzerogenitit, die morphologischen Verinderungen im Gewebe
wihrend des Latenzstadinms, die Eigenarten der Tierart, des Gewcbes
und der LErbfakioien in ihrer Beziehung zur Karzinogenese, chemische
Struktur und Fermentgehalt der Gewebe wihrend der Umbildung von
Normalgewebe zum Krebsgewelbe, sowie der biologische Vorgang der
Krebsentstehung.

Es wurden die biologischen Vorginge mit Beobachtungen iiber den
Einfluss bestimmter Stimulantien, welche der kanzerogenen Substanz
beigegeber wurden, unfersucht und man konnle antikanzerogene und
co-kanzerogene Verdnderungen zwischen Vorgingen, die von der Kanze-
risation vdllig unabhingig sind, unterscheiden. Es wurden Versuche mit
Krotondl ausgefiibit, welches imstande ist, obwohi es selbst nicht kanze-

12 - Berenblum
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rogen ist, die Krebsrate durch kanzerogene Sioffe su erhéhen. Der Be-
griff der « latenten Tumeorzelle » wurde vom gegenwirtigen Standpunkt
tiber die Actiologie und Pathogenese der Tumoren ndher untersuchi.

SOMMARIO

In seguito alla scoperta della cancerogenesi sperimentale negli ani-
mali, & stato possibile analizzare ii processo dai pint diversi punti di vista,
e ciot: relazione tra struttura chimica e potenza dei cancerogeni; altera-
zioni morfologiche durante il periodo di latenza; specificitd zoologica e di
tessuto e fattori genetici in risposta alla cancerogenesi; aspetto chimico ed
enzimatico dei tessuti durante la trasformazione; e ieccanismo biologico
della cancerogenesi.

L’ultimo di questi (meccanismo biologico) ebbe inizio con lo studio
deli'influenza dell’irritazione aggiunta alla cancerogenesi (v. lavoro di
DEErMaN) e condusse alla scoperta di effetfi anticancerogeni ¢ cocancero-
geni e, infine, alla distinziene di processi separati e indipendenti nella
cancerogenesi.

Si fa una rivista della letteratura di tutto Pargomento con una espo-
sizione pit detlagliata degli esperimenti con «olio di crofon » condotii
dall’A. in collaborazione coi Dott. Syusix, MorrRaM, RUSCH ed aitri;
sl riferira anche sugli studi di Rous e collaboratori, che hanno condotto
ricerche analoghe in conigli; ¢ st aleuni recenti lavori non ancora pub-
Dblicati,

Infine, si discuteranno brevemente i problemi che possono sorgere
da queste ricerche e dal concetlo di « cellule tumerali latenti »; e si trat-
terd del significalo di questi risuliati in relazionc alle moderne opinioni
suila eziclogia e patogenesi tumorale.

Berenblum ~ 13
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DISCUSSTON:

SaNz IBANEZ pregunta a BERENBLUM que tipo de reaccién celular
provoca el « croton-oil » con el Benzopyren,

BERENBLUM answers: Croton oil produces hyperplasia of the
epidermis, similar to that produced by a carcinogen.

Bovrann: x. What is the chemical nature of the cocarcinogen
of croton oil? Is cholesterol a cocarcinogen?

2. The common designation of carcinogenic activity is really
a designation of cocarcinogenic activity. Methylcholanthrene is
considered more active than dibenzanthracene but it only produces
tumours more rapidly, it does not produce more tumours. A rapidly
acting carcinogen like methyicholanthrene has both initiating and
promoting activity.

3. The action of a cocarcinogen in reducing the latent period
of carcinogenesis is perhaps analogous that of substances which
abolish the latent period of growth of microorganism. Such
snbstances are necessary for growth when few cells are present but
are not essential when many cells are growing. Another possible mode
of action is that the croton oil may induce a blood supply in the
treated tissue.

4. Korrer and I have injected rats bearing tumours with croton
oil and found no specific chromesome damage which was produced
by a treatment with carcinogenic hydrocarbon 1:2:5:6 dibenzan-
thracene.

5. The carcinogenic action of tissue exiracts may be due to the
promoting action of cholesterol which reveals the initial carcinogenic
change which might occur spontaneously or by the irritant action
of the injection.

14 ~ Berenblum
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BERENBLUM answers: 1. Croton oil has been separated into a
resin fraction and the oily residue. The resin was found to be biolo-
gically active,

2. It is preferable fo restrict the term « cocarcinogenic » to
canditions where the action is on the cells {reated by the carcinogen
and to call other augmenting eifects (e.g. solvent effects) « procare-
inogenic ».

Cowpry asks whether the difference in response of susceptible
and non susceptible species to the same carcionogen may not be due
to difference in relationship established between said carcinogen and
the cells rather than o differences in susceptibilities of said cells.
It does not necessarily mean that carcinogen itself behaves diffe-
rently in respect to cells equally exposed.

COWDRY asks: Why is there always a considerable latent periady

BERENBLUM answers: I doubt if we can answer this question
at present. The promoting effect is undoubtedly a slow process, and
it may be that malignant transformation involves yet a third inde-
pendent process.

GREENSTEIN: BERENBLUM's illustration of promoting action of
croton oil as specific action of benzpyrene in skin cancer reminds
one of milk factor-estrogen relation in the development of breast can-
cers In susceptible mice in whom inciter is introduced at an early
age and sensitizes the mammary tissue to subsequent specific action
of estrogen which in this case acts as a carcinogen.

BERENBLUM answers: I agree that there is an interesling resem-
blance between the separate stages of skin carcinogenesis and the
« milk factor » — cestrogen mechanism in the development of hreast
cancer in mice. By this analogy, however, it is likely that the « milk
factor » is the Inmitiator and oestrone is the Promotor,

LacassaGNe demande au Dr. BERENBLUM de lui confirmer que
la notion de cocarcinogtne ne s’applique pas exclusivement 4 des
agenis chimiques, mai égalemeni mécaniques ef physiques, Dans ces
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conditions, il pose la question si dans d’anciennes expériences de
LacassaGNE et VINCENT (confirméés par BURROW et MAYNEORD),
aboutissant a la production de sarcomes, chez le lapin, par unc irra-
diation unique par rayons X & faible dose portant sur une région
atteinte d’inflammation (microbienne et méme aseptique), on peut
considérer qu’il s’agit d'une action cocancérigéne entre processus
infecticux et radiation?

BERENBLUM answers: In your experiments (LACASSAGNE et
VINCENT), presumably the X rays acted as initiator, and the inflam-
mation as promotor; but we cannot be sure.

Mawsin: 1, Avez vous éludié Vinfluence de l'alimentation sur
Paction cocancérigéne de Uhuile de croton?

2. Vos experiences sur la cocarcinogene se permettent elles d’in-
firmer ou d’affirmer la vraisemblance d’une mutation dans la genése
du cancer par les hydrocarbures?

BERENBLUM answers: I. TANNENBAUM has studied the influence
of diet on the stages of carcinogenesis.

2. Only the initiating stage could be a mutation, because ifs
effect persist indefinitely, while the promoting effect is slow in action.

PeEascock: 1 think it is important to distinguish between the per-
centage of tumours following carcinogen plus cocarinogen and the
proportion of papillomata that remained apparently benign and those
that become malignant. In my experience the croton oil painted mice
produce many papillornata but few of them become malignant.

Pracock: The experimenis in which delay between painting
with carcinogen and painting with croton oil did not reduce the
influence in promoting carcinogenesis are very interesting for this
reason:

1. Croton oil is irritating and mice will not lick their skin after its
application and in earlier experiments in which croton oil was applied
soon after the carcinogen and frequently afterwards they probably
did not remove the carcinogen as effectively as the controls.

16 — Herenbluin
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2. The latency of fumour cells is well known in human cancer
where metastases may appear afier many years of latency. There is
nothing unlikely in the conception that a potential cancer cell should
remain latent for a long time.

3. Have you used X rays as local carcinogen followed by croton
oil regularly for months? I have used a single dose which caused
greying of the hair followed by croton oil and have not seen any
tumours develop up to 9 months.

BeErENBLUM answers: I agree that it is important fo take into
account the influence of the mice licking the agents.

The significance of latent tumour cells in human cancer is un-
doubtedly of great importance and may have a practical significance
in the « precipitation » of tumours by physical injury.

Your explanation of the failure of a single dose of X-ray to act
as « initiator » is a very interesting one.

PENTIMALLI asks whether B. has worked with a pure genetic
line of mice.

BERENBLUM answers: Two strains were used in England (one
pure and one stock strain) and five strains were used in America in
my work.

PeNTIMALLI: If the co-carcinogenetic action may be defined as
an increase in the production of a tumour, resulting from a direct
and local effect on a tissue, then the first demonstration of a co-
carcinogenetic action is given by a simple experiment, published by
me in 1916.

I found that if you injure any tissue of a chicken by meaus
of a thermo-cautery, say, for instance, the breast muscle, and you
then inoculate the agent of sarcoma, after a few days, into the circu-
latory flow, you obtain a elective localisation of the agent, i.e.
exclusively in the one spot that is injured. It is in fact in this one
spot alone, that the tumour develops. To use an expression of
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BERENBLUM'S it is a case of a phenomenon of « precipitation » of
a tumour in a predetermined spot.

At that time, 1 interpreted the development of tumour under
these conditions, as due to a defermining factor (agent of sarcoma,
separable from the cell), which acts on a cell that is disposed to
render its action effective; the cell can therefore be considered as a
realising factor of the detexmining action. These terms used by me
are analagous to those of WirsrrmM Roux’s in his fundamental
studies on the mechanic of development.

In the analysis of similar phenomena which was done much
later in experimental carcinogenesis of the epidermis through various
substances, there is a mention of a pre-carcinogenic action,
(BERENBLUM) of a sensifizing factor (MOTTRAM), of an miliating
process {Rous), all of which expressions serve to indicate the more
or less precocious hyperplasia, which is more or less specific of the
employed substance that precedes the appearance of the epidermic
warls. The subsequent development (appearance of warts first,
and progressive growth of same after) is looked upon by BERENBLUM
as an epicarcinogenic action, by MOTTRAM as a developing factor,
and by ROUs as a promoling process.

My aim in taking part in this debate is to state, in recalling
my experiments of 1916, that the phenomenon which I described at
the time is in direct connection with the phenomena later observed
in the study of experimental cancerogenesis in the epidermis of
mammals, First of all there lies at the base of both phenomena a
process of cellular multiplication, which is more prevalent in my
experiment, for it deals with an injury {o the breast muscle caused
by thermo cautery which produces a process of cellular de-differen-
tiation followed by the proliferation of a reparative nature. At this
phase the cell is sensitive to the action of the agent, i.e. it realises
its action.

Also the study of cancerogenesis in the epidermis of rat has
revealed that the cellular hyperplasia constitutes the pre-neoplastic
condition.

At whatever moment of the experiment you provoke it — be
it before, contemporaneously or after the action of the carcinogen —
the hyperplasia, that arises owing {¢ the action of the irritant, is the
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necessary and indispensable fact for the development of a tumour.
Consequently it is perfectly justified to admit that both in the case
of chicken sarcoma as in the case of mice epithelioma, it is always a
phenomenon of cellular multiplication that lies at the base of the
Process.

Continuing the comparison between these two kinds of experi-
mental appearance of a tumour, we note that the introduction of the
agent (which is separable from the cell in the chicken) by means of
the circulatory flow, immediately provokes development of a tumour
in the spot where fissues are in proliferation.

In the experiment on rats the action of the carcinogenic sub-
stance is enough to produce the hyperplasia first, as well as the deve-
lopment of tumour afterwards, and if there be any substance with
a co-carcinogenic action, they are but irritants of a relatively non
specific nature. If you experiment on chicken with carcinogenic
substances {benzopyrene, metylcolantrene) this will also reveal the
production of a tumour, which means that in the chicken, as well as
in the rat, these substances represent stimuli for the tissues, that are
not specific of tumour, but are, up to a certain degree, specific of
that tvpe of chronic irritation, with prevalent phenomena of
hyperplasia, which is more than all others, capahle of lacally produc-
ing the agent of malignity. In the experiment 1 made, the agent
which I introduced through circulation into the injured spot, only
had the effect of supplying the tissue with the ready agent, which
immediately causes the development of tumour. Thus, in the case
of chicken, you need only supply the tissue immediately with the
agent of malignitv, whereas m the mouse, the cellular elements in
proliferation only praduce it as in answer to an irritation that is
only specific to a certain degree, as in the case of carcinogen.

The fact that in the first case the agent may be separable from
the cell, and not so in the sccond case, does not seem io fundamen-
tally be able to shake the order of ideas. The cancer problem cannot
be separated from the one ef its development and determinant, i.e,
from the causative analysis of the differentiation process, which, in
superior animals, is inseparable from the process of multiplication.
Now, as the « phenomena of induction » are of a chemical nature,
since inductive aclion is separable from the vital elements that
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produce it, thus can the cancerization phenomena be equally so. And
if the agent be separable from the cell in chicken, so can it likewise
be separable from the cells in mammais, as SHOPE has demonsirated
by his papilloma and its successive transformation into cancer. The
fact that such demonstration has not succeeded yet in the case of
other tumours, can only be due to the deficiency of our present
experimental possibilities.

BERENBLUM answers: I do not think that the localization of a
virus should be called cocarcinogenic. It is perhaps a procarcinogenic
effect.

RoxDonT asks: What is the opinion of Prof. BERENBLUM on
the ideas developed by Orr?

BERENBLUM answers: ORR found evidence to suggest that the
appearance of skin papillomas, in experimental carcinogenesis, can
be encouraged by local ischaemia, artificially induced by vasocons-
trictors or by the insertion of sutures subcutaneously. A reinvestiga-
tion of the problem, with particular reference to the two separate
stages of carcinogenesis, has recently been undertaken by a colleague
in my laboratory. The results so far are conflicting, and an attempt
to confirm ORR’s results has not baen entirely successful. One must,
therefore, await a further, and more extensive reinvestigation of the
« Orr effect ».

Rowpont would mention cxperiments with pyocianine (1g38-
19309) which on being painted on the skin of mice (alcohol-solulion)
alternatively with benzpyrene, preduced an increase in the carci-
nogenic action of the hydrocarbon (earlier appearance of warts,
greater number of malignant growths}. Experiments with CORBEL-
LINI on the carcinogenic action of dibenzacridines showed an enhanc-
ing function of skin bums. May be consider here real cases of
cocarcinogenesis,

BERENBLUM answers: Your results with Pyocynanin and also
with heat, coud cerlainly correspond to « cocarcinogenic effects ».
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Ruzicka: It is possible that the English croton oil contained
some unknown catalyst accelerating the polymerisation of the croton
oil and the polymer so produced was responsible for the higher acti-
vity of the English croton oil compared with the American oil.

H. R. ScHiNz: 1. Wenn ich zmerst Krotonsl anwende und
dann Benzpyrene und viceversa, ist der Effekt der gleiche?

Wenn ja, so sind beide Stoffe cancerogen., Wenn der erste
Versuch negativ ausfillt, wirkt nur als Promotor oder Initiator.

2. Wie wirken zwei sicher carcinogene Stoffe gleichzeitig oder
hintereinander zusammen?

3. Ich personlich glaube, dass der Krebs keine Entitit sondern
eine Pluralitiit ist. Man darf Resultate mit cancerogenen Kohlenwas-
serstoffen nicht einfach als allgemeingiiltig erkliren. Beiin Lungen-
krebs der Maus, der mendelt, oder beim Viruskrebs kann patho-
genetisch eine ganz andere Situation vorliegen. Was meint Herr Dr,
BERENBLUM?

BERENBLUM answers: Yes, I agree naturally that croton oil is
not itself a carcinogen, but a sort of « Realisator ».

I would be inclined to guess that, when we know much more,
we shall find a single underlying cause of cancer, not a multiplicity.

v. EULER asks: 1. whether the polymerisation of the croton oil
has been taken into consideration.

2. whether anything is known concerning the stability of croton
oil in the body.

3. in connection with cholesterel, was cholesterolbutyrat studied,
which is regarded by several authers (5. CHRISTIANI a. ¢.) as
irthibitor,

BERENBLUM answers: I. The fractionation of creton oil was done
by differential partition between petroleum ether and go%, methanol.

2. Cholesterc]l butyrate has never been tested for cocarcinogenic

aclion.
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ADAPTATIONS CELLULAIRES, MODULATIONS ET
MUTATIONS DANS LEURS RAPPORTS AVEC LEN-
VIRONNEMENT ET LE CANCER EXPERIMENTAL

Pror, J. MAISIN, (Louvain)

Au cours de ces derniéres années, une séric d’observations dans
le domaine de la génétique expérimentale ont attiré 1’attention des
cancérologues. Il a été montré en effet que les agents cancérigénes
les plus actifs tels que les substances cancérigénes, les rayons X, les
rayons ultra-violets sont des agents mutogénétiques. Tout récemment
il a été montré (BoyrLanp et HorwiNg) qu’un des meilleurs agents
chimiques capables de provoquer des mutations, 1’ Ypérite, était
cancérigéne pour la souris en injection scus cuianée. Ces agents
provoquent soit des mutations somatiques soit des mutations ger-
minales suivant les conditions expérimentales. C’est ainsi qu’un
nombre de plus en plus important de chercheurs ont été amenés
4 penser que le cancer expérimental pourrait étre considéré comme
un phénomene homelogue d'une mutation somatique.

Ayant fait cette hypothése, méme si elle est prouvée exacte
on n'a fait que déplacer la difficulté car on connait encore bien peu
de choses au sujet du mécanisme des mutations. Nous voudrions, au
cours de cet article, discuter ceite guestion au point de vue théo-
rique et présenter quelques arguments expérimentaux qui pourraient
aider pensons-nous & la compréhension du mécanisme de cancéri-
salion,

%

I.

Le fonctionnement d'un organisme déterminé doit éire consi-

déré comme le résultat d’une série d’interactions & caracléres
biochimiques essenticllement sous la dépendance premiére du
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systéme génien caractérisant cet organisme. Si I'on admet avec les
généticiens classiques que les génes sont des entités morphologiques
de structure essentiellement protéique voire nucloprotéique, on se
voit obligé d’admettre qu’un des premiers résultats du fonctionne-
ment du Systéme génien consiste en la reproduction d’entités sem-
blables a lui méme. De telles entités ne peuvent étre reproduites
qu’en admettant qu’un géne est capable, aux dépens de son milien,
de synthétiser des composés chimigues, identiques on trés voising de
lui-méme. Il va de soi que cette synthése scra plus ou moins facile
ou normale suivant la composition de ce milieu.

On doit admetire que le milieu « endocellulaire » ol baignent
les geénes doit avoir une influence primordiale. Toutefois la qualité
de celui-ci ne peut étre que fonction de l'activité génienne elle méme
et du milieu extérieur dans lequel la cellule baigne, milien extéricur
fournissant au milieu endocellulaire les éléments nécessaires a ses
biosynthéses tout en prenant soin des déchets cataboliques.

Il est logique de penser que les génes qui font pariie de la
matiére vivante quelle gue soit leur nature, contrélent plus ou moins
directement le fonctionnement de celle-ci qui est, on le sait avec
certitude, de caractére essentiellement enzymatique. Ils doivent donc
agir cux-méme comme des enzymes ou controler le fonctionnement
des enzymes. En fait, il a été établi par divers {ravaux (WINGE et
Laustsen, GOLDSCHMIDT, BEADLE et TATUM) que diverses réactions
bicchimiques comme la fermentation de certains sucres par des le-
vures, la production de pigments dans les plantes sont spécifiquement
sous le contréle de genes spécifiques. De plus {BEADLE et collabo-
rateurs) il v a des raisons de croire que spécificité enzymatique et
spécificité génienne sont des actions semblables ou en tout cas des
spécificités de méme ordre. Des recherches récentes de BEADLE el
TAaTUM entr'autres montrent comment on peut concevoir que des.
génes contrdient le développement ef les fonctions cellulaires ces au-
teurs ayant montré nolernment qu'un seul géne contrélait la syn-
thése de la vitamine B, chez certaines souches de Neurospora.

Siles genes conlrdlent les actions enzymatiques comme cela
parait bien démontré et que d’autre part beaucoup d’actions enzy-
matiques se passent dans le protoplasme on peut évidemment se
demander cominent ce contrdle s’effectue et partant quelle est la
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localisation des génes dans la cellule; on peut méme se demander
sl cette situation est un endroit stable et immutable. Que le proto-
plasme soit indispensable 4 la reproduction et au fonctionmement
génien, nous en avons, pensons-nous, la preuve dans le fait qu’il
n'existe pas A notre connaissance de noyaux «nus », débar-
rassés de tout protoplasme, qui soient. capables de repro-
duction ou de foncticnmement. Par contre des protoplasmes
dépourvus de noyaux, comme les globules rouges des mamini-
teres, peuvent parfaitement fonctionner sans noyaux sans toutefois
se reproduire. L’autoreproduction d’un organite complexe comme un
noyau a donc besoin pour s’effectuer de la présence fonctionnelle
d’un cytoplasme. Sans cytoplasme pas de reproduction possible du
noyau et sans noyau pas de reproduction possible du cytoplasme.
Les deux parties d’une cellule vivante semblent indispensables 1’une
a l'autre pour effectuer la fonction de reproduction. On peut en
dédunire que dans le cytoplasme doivent exister des entités essen-
tielles porteuses de certains caractéres fonctionnels qui leur sont
propres et qui sont homologues des caractéres fonctionnels portés
par les génes du noyau et notamment la possibilité d’autosynthése
dans certaines conditions. On arrive ainsi par pur raisonnement a
admettre ’existence d’organites protoplasmatiques homologues de
génes qui seraient comme les génes nucléaires des complexes enzy-
matiques capables d’autoreproduction. Ces complexes sont, comme
nous venons de le dire, indispensables &4 la manifestation des
potentialités géniennes nucléaires. Par ailleurs il est obvie qu’au
moment des premiéres divisions cellulaires d’un étre plurinucléé un
grand nombre, en fait la plupart des réactions enzymatiques dont cet
étre est potentiellement capable ne sont pas déja exprimées. Elles
s’expriment plus tard surtout au cours des différenfiations et seront
alors essenticllement caractérisées par I'apparition de forctions cyto-
plasmatiques. Celles-ci existaient indubitablement en pofentiel dans
la cellule sous forme de « proenzvmes ». 11 est méme logique d’ad-
mettre, étant donné le réle indispensable joué par le protoplasme
dans la vie nucléaire que ces proenzymes existaient dans le proto-
plasme. Comment deviennent-ils fonctionnels? 1l semble qu’ ici la
question de milicu joue un réle important. Suppoesons un instant
qu’une telle fonction en potenticl exisiant dans un proenzyme con-
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siste dans la fermentation d’vn sucre déterminé. Comment celte
fonction en potentiel pourrait-elle se révéler sans entrer en contact
avec un tel sucre? Par ailleurs on peut se demander si le simple
contact du proenzyme avec le sucre déclenche aufomatiquement la
fermentation de celui-ci. Certaines expériences « d’adaptation »
semblent bien montrer que non. Le mécanisme est plus complexe.
Dans sa mise en branle il est bien possible que les génes nucléaires
jouent un réle important. Ceux-ci agissant sur le proenzyme cyto-
plasmatique mis en préscnce du substrat adéquat transformeraient ce
proenzyme en un enzyme fonctionnel. A partir de ce moment, d’aprés
Ch. LINDEGREEN ¢ SPIEGELMAN, ce proenzyme devenu enzyme serait,
en présence de son substrat, capable d’autoreproduction et de
fonctionnement indépendant, n’ayant plus désormais besoin de Vap-
point fonctionnel du géne nucltaire ou chromogene. Il est désormais
lui-méme devenu wn géne protoplasmatique un cytogénes. Cette fois
encore si I'on admet I'intervention des chromogénes et il semble bien
que les faits nous conduisent a 'admettze, la question de location
de ces chromogénes et de leur mode d’action reste entiere. On pour-
rait supposer mais ce n’est que pure hypothése, qu'ils peuvent migrer
pour entrer en contact et réagir sur le procytogéne ou tout au moins
que certains inducteurs émanant d'eux, peuvent migrer par diffusion
dans le milieu cellulaire, pour aller effectuer les fonctions qui leur
sont imparties.

Les fonctions cellulaires et notamment celies du protoplasme
dépendent donc, d’aprés cette conception, de 1" interaction de plu-
sieurs facteurs parmi lesquels il faut citer les chromogeénes, les pro-
cytogenes ef le substrat. On comprend dés lors qu’une modification
génienne ne doive pas toujours se traduire immédiatement par un
changement fonctionnel déterminé, celui-ci dépendant non sculement
du chromogéne ou du procytogéne mais aussi du milieu. En d’autres
termes on comprend ainsi gu’il puisse exister des mutations en po-
tenticl. Les observations de AUERBACH, ROBSON et CARR sur les
drosophila melanogaster, donts les méles avaient été traités au gaz
moutarde, ont pertnis d’observer parmi les descendants un nombre
important de « mosaiques »: 30 a 50%. Or parmi les femelles pré-
sentant un ovaire « mosaique » il a été noté qu’un certain nombre
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de leurs descendants ol la mutation ne s’était pas exprimée, étaient
porteuses d’ovaires en « mosaique » pour la méme mutation, Dans
ce cas une «instabilité specifique » a été trasmise d’'une gé-
nération a I'autre avant de s’exprimer sous la forme de modification
stable. On se trouve ainsi en présence de génes instables ou méta-
stables porfeurs d’une mutation en potenticl, celle-ci n’allant s’ expri-
mer que lorsque les conditions de milieux sont favorables 4 cette
eXpression.

Les recherches récentes de génétique ont fait penser que les
vraies mutations géniennes seraient la conséquence de réarrangements
extrémement délicats survenus au niveau de chromosomes si délicats
et si minuscules que les méthodes cytologiques les plus fines ne
peuvent les détecter. Les mutations & caractére léthal sont souvent
la conséquence de fragmentation de chromosomes avec translocations
consécutives,

D’un autre ¢6té il a été montré par AUERBACH et ROBSON que
certaines plantes du genre Brassica produisent des substances, telle
Visothiocyanate d’allyle, qui sont des agents chimiques capables
d'induire des mutations au méme titre que les Ypérites bien qu’a un
moindre degré. 5i des mutations ne surviennent pas chez ces plantes
c’est du fait qu’elles sont capables de se défendre contre de tels
agents 4 I'aide peut-étre d'agents ou de factenrs antimutogénétiques.

Considérées sous cet angle les mutations apparaissent alors com-
me le résultat de Vinteraction de fonctions chimiques de tendances
opposées ol Ie milieu doit certes jouer un rdle non négligeable.

On connait a I'heure actuclle de nombreux agents physiques et
chimiques capables d’induire des mutations et on a toujours consi-
déré la mutation comme une résultante fatale un tout ou rien de
I'action de ces agents. AUERBACH, RoBSON et CARR en monirant
I" existence de mutations en potentiel nous forcent a4 reviser nos
conceptions sur ce sujet. Lux-mémes disent, que i 'on n’a jamais
observé de mutations en potentiel suite & I'action des rayons X et
des ulira-violets ¢’est que l'énergic libérée par l'absorption de ces
radiations, au point d’impact du photon déterminant la mutation, est
trop considérable et partant trop brutale. Le résultat est encore une
fois tout ou rien. Nous verrons plus Join dans cet article qu’il a éte
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possible, chez de éires monocellulaires tout an moins, de déterminer
par des ultra-violets employés dans certaines conditions de telles
mutations en potentiel.

11. - MooULATIONS, MUTATIONS EY ENVIRONNEMENT CHEZ LA LEVURE.

Nous avens pensé que des étres monocellulaires comme les
levures, chez qui on peut au gré de la volonté niodifier prefondément
les conditions de milieu o ils vivent, seraient un matériel favorable
pour I'étude de certains de ces phénomenes d’adaptation, de muta-
tions an potentiel de mutations vrales.

I existe dans la littérature de (rés belles observations sur l'in-
fluence mutogénétique des ravons X, des rayonnements du radium
et du polonium, des rayons ultra-violets, des gaz moutarde, sur
certaines levures, sur le neuroposra et diverses variétés de microbes
(G. Napson ot G. PHiLiprov, 1925; A. LACASSAGNE, W, SCHOEN
et P. BEraun (1939}, BEADLE et TaTuM (1945), HOLLAENDER,
SANSOME, ZIMMER el DEMEREC (1945), HOLLWECK et J.ACASSAGNE
(1930). Considérant ces observations comme classiques nous ne les
commenterons pas ici.

Dés 1937 4 la suite des études 4’ une de nos collaboratrices
Y. Poursarx sur I'influence des substances cancérigénes sur le mé-
tabolisme des hydrates de carbonne dans les organes survivants des
mammiféres, nous avons sengé A étudier cette influence chez la
levure du groupe Saccharomyces Cerevisiae et plus tard chez les
Saccharomyces Ellipsoidus.

Les premiéres études de Y. Poursaix dans notre laboratoire
ont porté sur une levure commerciale de boulangerie mais de race
pure appartenant au genre Saccharomices Cerevisiae (1938-39) et
sur une levure de laboratoire de souche absolument pure la levure
de WILDIERS (1938). Ces recherches, faites sur les levures maintenues
au contact d'un corps cancérigéne hydrosoluble le styryl 430, ont
consisté surtout dans des observations concernant la modification du
métabolisme du glucose chez de telles levures. Il faut s’en reporter
aux publications originales pour se rendre compte de l'importance
du travail effectué a cette époque el qui avait amené Y. POURBAIX
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& conclure que les modifications évidentes observées alors dans le
métabolisme des hydrates de carbone chez ces Ievures semblaient de-
voir provenir d'une inhibition par le styryl 430 de la phosphory-
lation en général et de la phosphorylation de la B, en particulier.
Au cours de ces expériences nous avons pu noter, par l’examen
microscopique, la présence dans la levure de grains rouges dus peut
étre a 'absorption de styryl 430.

Au cours de la guerre dés que nous avons pu trés modestement
reprendre nos travaux expérimentaux, nous avons prié deux de nos
collaborateurs Y. POURBAIX ef notre collégue J. DECLERCK (1942)
de continuer ces recherches sur la levure dans le but bien défini de
rechercher si les modifications observées par Y. POURBAIX en 1g37-
1938 avaient un caractére transmissible en ce sens qu’on puisse les
refrouver dans les sous culiures des souches ayant été en contact
prolongé avec le styrvl 430.

La levure utilisée pour ces expériences a ét¢ une souche de
levure pure de brasserie de fermentation haute, Saccharomices Ce-
revisiae, cataloguée au laboratoire de Zymotechnie de I'Université
de Louvain sous le tite de « levure anglaise ». Les expériences ont
ét¢ faites sur un milieu liquide recommandé par BERAUD pour 1’étude
des radio-races et dont la composition est la suivante:

Saccharose . . . . . . . . . . . 100 gr,
Peptone Merck . . . . . . . . . . 7,5 »
Phosphate Monopotassique . 3w
Suifate de magnésium 2 »
Eau distiliée g.s.p. . . . . . . . . 1 litre

milieu stérilisé & Pautoclave: 1 atmosphére pendant 20 minutes.

La technique employée pour la mise en contact de la levure
avec le styryl a été la suivante: dans un tube contenant xo cc. d'une
solution de styryl 430 a 1/10.000 on verse e culot d’un culture de
Saccharomices Cerevisiae sur molit non houblonné 4dge de 17 jours.
On agite cette suspension 2 minutes. On préfeve 4 la pipetle 4 cc.
de cette suspension & Paide de laquelle on ensemence un tube con-
tenant 25 cc. du milieu saccharose-peptone de BLErAUD. On ense-
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mence en méme temps sur méme milicu une méme quantité de
culture témoin n’ayant pas été en contact avec le styryl. Aprés 4
jours, cultures styryl comme cultures témoins, sont en pleine fermen-
tation. Ces levures S-T constituent !a premiére génération de nos
expériences. Un cc de cetfe premiere génération est prélevée pour
réensemencement. C'est la générafion n. 2, Daxns les mémes conditions
ont obtient la génération n. 3, et ainsi de suite. A partir de la 7me.
génération les 2 types de levure s'étant parfaitement adaptées & ce
milieu synthétique on procéde au réensemencent & 'aide de I'anse
de platine. A partir du gme. jour méme dans ces conditions, le déve-
loppement est complet. On réensemence tous le 4 jours. On a ainsi
étudié le comportement de ces souches jusqu’a la 18me. génération.
Au cours des premitres générations sur milieu synthétique, la souche
temoin T respirait peu, mais dés la 3me. génération, s’étant adaptée
au milicu, elle respirait normalement, La levure Styryl (S) par contre
respire plus faiblement que la témain et cette différence permanente se
stabilise au cours des générations successives. Voici un tableau résu-
mant les résultats d'une de ces expériences:

- o . /Oe
4 Lapport
Age QO: ) Q/ Q\ COg Croissance (%)
Génération | de la \CO: TGO,
culture Levar m\;urc Levure " Levure LC\’IJ](. I:e;*fllle Levure
émein témoin | Styryl 1émoin Styry) Llémoin | Styryl
1‘}1‘& 1i -~ 33 _5)8 ‘1‘1632 ‘l 59 4 32 ! 38)8 1418
gme 4 - 75 =25 |26 (4506 24 20,2 | §T,6 | 44,7
ame 12 {wi07| -36 |+35 |+38,3 32 19,6 1 33,0 | 58,5
!
gme 15 - 9,3 =34 [H60,7 116444 6,6 18,9 | I8 | 471
1ome % 9 I~ 83| -18 453 [+888 6.3 49 28,5 | 354
i i |
j | i

(1} QQp: représente le nombre de mme d'oxygéne absorbé en 1h. par la guantite de
levure correspondant & 1 mgr. de mati¢re séche,

2} Q: représente le nombre de mme de COa dégagén b, en présence d'oxygéne pai
1 mlgr. de matitre séche,

(8 Croissance: elle est représentée parle nontbre de mgr. de matiére séche par cullere.
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La levure slyryl comme on voit respire indubitablement moins
que la levure témoin. Les différences sont felles et se mantiennent s1
nettement au cours des générations successives qu’on ne peut parler
de cause d’erreur. A la Tome, génération la respiration de la levure
5 est semblable 4 la respiration résiduelle d’une levure normale qui
aurait été traitée per le cyanure de K. Ces modifications fonctionnel-
les se maintenant aprés un nombre important de générations doivent
étre lies & des altérations du patrimoine héréditaire et correspon-
dre & une modulation, au sens WEISs (193g) et de Mownop (194%7) ou
a une mutation.

Il est intéressant de noter que ce type de modification fonction-
nelle que nous venons de décrire n'est pas le seul qui puisse étre
obtenu sous P'action du styryl. Y. POURBAIX et J. DECLERCK ont obte-
nu, sous 'influence d’une action momentande du styryl, une race de
levure respirant plus et glycolysant moins que Ja race témoin. Ceite
race se comporte comme les radio-races de BERAUD et T ACASSAGNE.
Ces caractéristiques nouvelles se sont aussi montrées stables pendant
10 générations comme pour la race A respiration diminuée et 2
glycolyse augmentée. Encore une fois on parait bien se trouver en
présence d’un autre type de modulation ou de mutation.

Pour voir si les caractéres nouvellement acquis étaicnt stables
quel que soit le milicu de culture, la souche & glycolyse active et 3
respiration réduite S, a éé ensemencée sur divers milicux. Y. POUR-
BAIX, en effet avait montré dés 1939, qu’en présence de levure bouil-
lie, de certains extraits de levure ou de nucléniate de soude Veffet
styryl se trouvait neutralisé. Pour le nucléniate de soude toutefois
cette neutralisation n’éait possible que si le contact avec le styryl
avait é¢ de courte durée.

Les milicux utilisés pour éludier la stahilité des caractéres acquis
ont ét¢ les suivants:

1) le milicu saccharose-peptone de BERAUD décrit Plus haut.
2) le milieu additionné d’x gr. au litre de nucléniate de soude
MERCE.
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3) le miliea de NIBLSEN additonné de 5% de moit de malt. Ce
milieu de NIELSEN a la composition suivante:

Mg.cle « . . . o . o e 0,7 BI.
KHPO,. « . o 0 o 0 o 0w e 1, »
Nacl, . . . . « « . . . < 0,5 »
Cacly .« « « . 0. o,4 »
Fecly a 1% . . . . - « . .« . . . 0,5 cc.
(NH)250, . . . . . . . . . . 0,6 gT.
Saccharose . . . . . . . . . . . . ILoO »
Mot de malt a 8°% . . . . . . . . 35j° cG
Eau distillée q.8.p. . . . . . . . . 1 litre.

4) Un miliew au moit de malit.

Voici les résultats de ces expériences:

: S e T
Giéng- A
Race Ly ratio &
de levare Milieu de culture sur 12 c?l?li?-e Q0
milieu
Styryl I | Saccharose-peptone nucléniate de soude 3 15§ | = 3,1
Témoin » » » » 3 15§, 1 =~ 9,3
Styryl I | Saccharose-peptone . . . . . . . 14 55 1 - 2,1
Styryl 1 | Saccharose-peptone nucléuiate de soude 6 5 - 3,2
Styryl I | Saccharose-peptone . . . . . . . 18 12 j. - 3,4
Témoin [1 Saccharose-peptone . . . . . . . 18 12j. | - 9,6
Styryl I | Nielsen + 5%, molt . . . . . . . 2 12 j. ~ 9,5
Témoin | Nielsen 4 59/ mofit . . . . . . . 2 12 ). -11,4
Styryi I 4 Meoat . . . . . . . o L i 13 j. —I1,1
Témoin | Mot . . . . . . . . . . .. I 13 3. - g,

Ces résultats sont trés clairs: méme aprés 18 repiquages sur
milieu saccharose-peptone la levure S. I conserve parfaitement ses
caractéres acquis. Sur ce milieu elle est stable. Aprés 3 générations
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sur ce milien additionné de nucléniate de soude & 1/00 elle con-
serve aussi ses caractéres. Par contre aprés 2 générations sur milien
de NIELSEN enrichi de 5% de mout de malt elle perd ses caractdres
acquis: sa respiration est égale a celle de la souche originale. Apres
une seule génération sur mofit de malt il en est de méme.

Les caractéres nouvellement acquis sont donc fonction du milieu.
Ce phénomeéne intéressant vaut qu’on s'y arréte.

Au cours de nos recherches depuis 1937 jusque 1942, notre at-
tention et celle de nos collaborateurs avait été centrée surtout sur les
modifications biochimiques survenues dans le métabolisme des hydra-
tes de carbone. Nous avons bien noté certains aspects morphologi-
ques particuliers comme ceux figurés par Y. Pourpaix dans son
travail de 1938 mais sans étudier le phénoméne en détails.

En 1948-49, nous avons demandé A une de nos collaboratrices
Th. CoNSTANTIN de réétudier cette question des modulations et mu-
tations des Saccharomices sous l'influence du styryl 430 et du 2o
méthylcholanthréne. Elle s’attacha avant tout aux modifications mor-
phologiques sans toutefois négliger le c6té biochimique. Les constata-
tions qu’elle a pu faire sont extrémement intéressantes et seront pu-
blides en détails dans un travail & paraitre dans « La Cellule », elles
ont été résumées dans deux notes parues om & paraitre 4 la So-
ciété de biologie (1949).

La souche utilisée par Th. CONSTANTIN est une souche de 1'Ins-
titut Pasteur a Paris, la levure Springer variété de Saccharomyces
Cerevisiae.

La technique utilisée a été soit la technique de Y. POURBAIX et
J. DECLERCK sur milieu liquide, soit la technique sur milieu solide
gElosé. Celui-ci avait Ia composition suivante:

Peptone . . . . . . . . . . . . .. 10 gr.
Glucose . . . . . . . . . . . 20 »
Gélese . ., . . . . . . . . . .. 8 »
Eau distillée q.s.p. . . . . . . . . . 1o00 cc,

Le styryl a été ajouté a ce miliew a la dose de 10-'. Ce mélange

. peut se faire d’une facon trés homogéne et le milien est uniformé-
ment coloré.

Les cultures ont été faites a4 23°. La souche de levure en expé-

rience (Levure Springer) a éié maintenue pendant 15 jours et 3 repi-
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quages sur milieu au styryl. Aprés ce contact sur milieu ainsi coloré,
I'examen au microscope (objectif 3) révéla une modification parti-
culidre dans un cerfain nombre de colonies: elles prenaient un aspect
clair, transparent. Ces colonies claires furent alors repiquées sur mi-
lieu gélosé sans styryl, elles y ont conservé et elles conservent toujours
a I'heure actuelle, aprés un an et un nombre considérable de repiqua-
ges sur ce méne milieu, le méme caractére {microphoto fig. 1) Exami-
nées individuellement & un grossissement plus considérable ces cel-
lules de levure présentent une série de modifications morphologiques
curieuses comparativement 4 la souche point de départ. Les cellules.
ne sont plus ovoides mais sphériques, elles présentent une grande
vacuole cenfrale. Non colorées elles se montrent plus claires, plus
transparentes aux rayons lumineux, leur capsule est peu marquée,
elles sont pauvres en graisses et pauvres en péroxydases (Dessin
fig. 2 a et b). Alors que les téimoins sporulent normalement, les levu-
res S ne sporulent pas sur milieu de Gorodkova. Ensemencées sur
milieu synthétique pauvre sans azote organique elles se développent
mal au méme pas du tout. On se trouve donc & nouveau, comme dans
les expériences de Y. PougrBarx et J. DECLERCK devant une souche
qui présente une série de caractéres nouveaux, caractéres morphologi-
ques faciles & mettre en évidence et qui ne font que refléler évidem-
ment de profondes modifications biochimiques. Au point de vue du
métabolisme des hydrates de carbone clle présente des caractéres {rés
proches des souches S obtenues au cours de nos premiéres expériences
par contact prolongé avec le styryl; elles respirent peu et glycolysent
intesément en aérobiose. Au point de vue biochimique également elles
synthétisent malaisément leurs acides aminés ou leurs protéines aux
dépens d’azote inorganique puisqu’clles poussent mal sur des milieux
renfermant uniguement ce type de composés azotés.

Ces caractéres nouveaux sont stables comme pour les types S
obtenus au cours des premiéres expériences a4 condition tout au moins
que la souche soit entretenue sur des milieux synthétiques peu riches
base de glucose et de peptone. Ces caractéres répétons le se sont main-
tenus das ces conditions et se maintiennent aujourd’hui encore aprés
plus d’un an et un nombre de repiquages trés considérable. Sur un
tel milieu ot la souche est bien adaptée elle se développe aussi rapi-
dement ou méme plus rapidement que la souche T point de départ..
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Par contre si on porte cette levure sur le méme milieu enrichi de
mott de malt, elle perd ses caractéres acquis et revient 4 la souche T
du début dont elle réacquiert les caractéristiques morphologiques et
biochimiqgues.

Comment faut-il appeler ces modifications morphologiques et
biochimiques caractérisant la souche nouvelle S? Sommes-nous en
présence d'une mutation ou d’une modulation?

Nous pensons qu’il est logique de considérer ces modifications
comme résultant d’une modulation ¢’est-a-dire une altération ou méme
une perte de certains caractéres fonctionnels comme la faculté de syn-
thétiser certaines graisses ou certains acides aminés dans des condi-
tions de milien déterminées. Quand le milicu reste tel ces caractéres
nouveaux sont permancnts; par conire quand le milieu change ils
sont susceptibles de disparition.

Si nous admettons la manidre de voir de LINDEGREEN of SPIE-
GELMAN au sujet des cytogénes et des chromogénes, nous dirjons que
la levure S présente une altération de ses cytogénes puisqu’ils sont
aésormais incapables de fonclionner normalement dans le milieu ot
ils se trouvent placés ou du moins de fonctionner comme les cytoge-
nes de T, point de départ.

De telles altérations fonclionnelles, transmissibles indéfiniment
dans certaines conditions de milieu sont elles primairement condition-
nées par des altératiors chromogéniennes? On ne peut répondre avec
certitude a une telle question. Classiquement nous avons été habifués
a considérer les aliérations chromogéniennes transmissibles comme des
altérations définitives, des mutations. Quand ces mutations intéressent
des cellules somatiques, elle se transmettent 4 leurs cellules-filles sei-
lement et ne sont pas transmissibles évidemment par les cellules se-
xuelles qui ne sont pas affectées, dofi le nom de mutation somatique
qu’on a proposé de leur donner. Quand ces mutations chromogénien-
nes frappent les cellules germinales et se fransmettent aux cellules
germinales filles, comme celles-ci sont appelées, par leur développe-
ment, 4 donner naissance & vn étre nouveau celui-ci est évidemment
porteur des caractéres nouveaux induits par mutation germinale et les
caractéres seront indéfiniment transmis aux descendanis par I'intermé-
diaire de ces cellules germinales toujours porteuses de cette mutation.
Dans le cas de la levure qui nous cccupe les caractéres acruis par la
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souche S, {ransmissibles aux levures-filles pourraient étre considérés
comnie une mutation somatique si ils étaient stables dans toutes les
conditions de milieu. Or nous avons vu qu’il n'en était rien, qu’ils
étalent fonction du milieu.

Précisément ¢’est cette instabilité ou si 'on veut cette stabilité
fonction du miliecw qui nous fait hésiter 4 qualifier de mutation soma-
tique un tel genre d’acquisition de caractéres nouveaux puisque toute
modification chromogénienne a caractére héréditaire a toujours été
considérée classiquement comme irréversible.

L’expérimentation de plus en plus poussée dans ce domaine nous
met devant des fails que !'on range difficilement parmi les phéno-
meénes connus ef nous méne insensiblement & préciser tout en la limi-
tant la signification de certains fermes, a reviser la définition de cer-
tains autres, voire méme a en créer de nouveaux,

Si classiquement une mutation chromogénienne est considérée
comme un phénomeéne irréversible peut-tre pourrons-nous distinguer
entre mutations fatales inéluctables et mulations en potentiel. En effet
si Pon admet, comme le proposent AUERBACH, ROBSON ct CARR
(1947), Vexistence de mutations en potentiel résultant de la présence
de cerfains génes instables ne donnant lien & une mutation que pour
autant que 1’équilibre soit rompu dans un certain sens, alors on pour-
rait comprendre que dans certaines conditions de milieu ces génes ins-
tables plutét que d’induire une mutation, induisent a production d’un
individu normal. On pourrait aussi admelire que chez des organismes
monocellulaires comme les levures, les conditions de milieu favorables
ou défavorables 4 P'expression d'une mutation en potentiel soient plus
faciles & réaliser que chez les insectes (drosophila melanogaster) ou
de tels génes ont été observés et étudiés.

C’est donc surtout pensons-nous une question de définition:
mutation somatique ou modulation, les faits que nous venons d’cxpo-
ser ne permettant pas de dire si ces modifications son dues unique-
ment 4 des lésions des citogénes ou bien si les chromogénes sont éga-
lement 1ésés mais d'une fagon réversible. Sil'on admet avec WEISS et
Moxon que toute 1ésion de ce type & caractére réversible est une modu-
lation alors c'est ce terme que l'on doit employer pour caractériser
cette levure S.
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Quoiqu’il en soit les faits étant ce qu’ils sont nous sommes con-
traints d'admetire que I'on puisse produire, & I'aide du styryl 430, des
modifications fonctionnelles et morphologiques & caractére transmis-
sible dans des conditions déterminées de milieu. Au cours de V'exposé
d’autres faits nouveaux qui va suivre, nous allons voir apparaitre
d’autres modifications fonctionnelles et morphologiques & caractére
plus stable si pas irréversible qui nous conduiront & admettre que cer-
tains tvpes de mutations, chez les levures tout au moins, sont des acci-
dents qui surviennent en deux ou plusieurs temps. Quel que soit
le nom de modulation ou de mutation somatique que I’on veuille don-
ner aux changements qui caractérisent les levures S que nous avons
décrits nous allons montrer qu’ils représentent le premier temps pré-
cédant une série d’autres modifications plus stables qui vont survenir
éventuellement par la suite et, dont 1'apparition tout au moins semble
bien elle aussi, étre fonction du milieu.

Voici les faits en question.

Si on laisse vieillir sur milieu solide glucose-peptone gélosé une
culture S faiblement ensemencée ef largement étalée sur boite de Pe-
tri, au bout de deux 4 trois sernaines ou plus, on peut voir survenir
brusquement au sein des individus appartenant & une colonie isolée
déterminée des individus présentant des caractires entiérement nou-
veaux? La premiére impression qu’un bactériclogue de profession
pourrait en avoir ¢’est qu’il s’agit d’une contamination. Il hésite toute-
fois & tirer celte conclusion du fait que le phénoméne apparait non
point en margination des colonies mais au sein méme de celles-ci.
Qui plus est, malgré toutes les précautions d’aseptie qu’il puisse pren-
dre, il voit le phénomeéne se reproduire systématiquement bien que
d’'une fagon imprévisible. Etant donné que toutes les boites « con-
tréles » restent aseptiques il est bien obligé d’admettire que ces formes
nouvelles proviennent d’une modification survenue au sein des élé-
ments S de la colonie. Th. CONSTANTIN et nous-méme avons vu appa-
raitre ainsi une grande variété de formes nouvelles. Nous en décrirons
quelques unes, celles qui ont été bien étudiées et individualisées par
Th, Consranriv. Une forme fréquente est la forme dite « filamen-
teuse ». Macroscopiquement elle donne sur milieu solide en boite de
Petri aprés une dizaine de jours, des colonies & filaments disposés ra-
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diairement sorte de colonies chevelues en houppe {microphotos: figure
3 ct figure 4). Quand on examine ces filaments au microscope (objec-
tif 3; figures 5, 6 et figures 7, 8: dessins) on constate que chaque
filament est constitué par une multitude de levures juxtaposées.
Ces levures examinées a un grossissement considérable (% 600) mon-
trent des cellules (figure g) s’allongeant longitudinalement donnant une
forme étirée, filament microscopique bourgeonmant anx denx extrémi-
tés pour donner des éléments d’abord arrondis qui deviennent ensuite
ovalaires, puls s’étirent en longueur. Ces éléments ont toujours le
caractére « clair » des cellules originelles. 1ls produisent généralement
un pigment en abondance. Une des variétés isolées par Th. ConsTAN-
TIN produisait un pigment ocre, Nous en avons isolécs diverses sous
variétés produisant des pigment allant du rose au noir en passant par
le wvert et I'ocre. Ces pigments sont colorables au Soudan I11. Tl
s’agit vraisemblablement d'un chromolipoide. Celte coloration est
plus marquée en milien enrichi de glucose {100 gr. au litre} ou en glu-
cose {50 gr. au lifre) et en glycérine (50 gr. au litre). La richesse de
Iatnosphére en oxygéne hite I'apparition de la colovation (Th. Con-
sTANTIN}. Ces variétés filamenteuses sont particuliérement intéressan-
tes au point de vue phylogénétique parce qu’elles marquent un retour
vers les formes ancesirales filamenteuses des champignons, Law-
GERON el TALICE ont décrit des champignons levuriformes et dés 1904
GUILLIERMOND établissant la phylogénie des levures les reliait aux
endomycetacées.

Mais ces formes filamenteuses sont loin d’étre les seules 4 appa-
raitre ainsi au niveau de cultures S vieillisant sur milieu glucose-pep-
tone gelosé, Au moins 6 autres formes ont été isolées ot individualisées
par Th. CONSTANTIN et pour leur description détaillée nous renvoyons
le fecteur & son mémoire qui paraitra dans « la Cellule ». Certaines de
ces formes non filamenteuses preduisent en abondance un pigment ro-
se ou rouge (mutant R), pigment probablement proche de celui pro-
duit par les formes filamenteuses. Elles secrétent une quantité abon-
cdante- de mucus (fig. 1¢, dessin).

Un autre mutant, mutant Ba, est lui aussi intéressant 4 signaler
parce qu'il se présente sous forme de batonnets {(fiz. 11, dessin)
de longueur de T & 5 # se multipliant par division comme les schi-
zosaccharomyces ou les baciéries.

16 - Maisin



SEMAINE D'ETUDE $UR «LE PROBLIME BIOLOGIQUE DU CANCER» 30

Les autre formes, figurées schématiquement dans le texte ou re-
produites en microphotographie, possédent des caracléres particuliers,
tels qu'une capsule plus ou moins épaisse, la propriété de former du
mucus en plus ou moins grande abondance {voir mémoire Th, CoNs-
TANTIN). (Tig. 12, 13, 14, I5).

Au point de vue de leurs propriétés biochimiques les mutants,
d’une fagon générale, ont une fermentation aérobie inféricure i celle
de la levure Springer originelle.

Etant donné que ces mutants apparaissent au sein des cultures $
vieitfies il était intéressant d’étudier les conditions favorisant leur ap-
parition, Certaines observations ont été faites qui méritent pensons-
nous d’étre signalées.

Ainsi 'ensemencement de cultures S sous une cloche remplie d’a-
zote favorise 1'apparition de formes filamenteuses. En effet, des cul-
tures de méme origine maintenues en atmosphére ordinaire ont mon-
tré aprés quelgues jours de nombreuses colonies dites « incertaines »
c¢’est-a-dire n'étant plus absolnment semblables aux colonies S point
de départ mais n'ayant pas un caractére filamenteux, les cultures en
atmosphére d’azote ont & la méme époque moniré un nombre hmnpor-
tant de colonies filamenteuses sans que 1’on puisse noter la présence de
colonies incertaines. On peut donc supposer que les colonies incertaines
de la culture en milieu oxygéné seraient devenues filamenteuses en
atmosphére d’azote.

It a également é{¢ noté que des milieux déséquilibrés par leur
richesse cn glucose ou en glycérine favorisent également I'apparition
de mutants.

Un milieu synthétique liquide ne contenant pas d’'N organique de
formule suivante:

Glucose . . . . . . . . . . . .. 20 gr.
Phosphate monopotassique . . . . . . 2 »
Sulfate d'ammoniaque., . . ., . . . 2 »
Sulfate de magnésie . ., . . . . . . 0,5 »
Eau distillée g.5.p.f. . . . . . . . . 1000 ¢cC.

constitue, cormme nous l'avons déja signalé, un mauvais milien pour le
développement de la forme 5. Ensemencée dans ces conditions, ou
bien elle ne se développe pas du tout ou bien un développement ap-
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parait trés tardivement. Il s’agit trés généralement d’un mutant qui
est parvenu a s’adapter 4 ces condifions de milieu anormales pour
la forme S.

On pent se demander qu’elles conditions communes peuvent
exister entre ces diverses conditions de milieu favorisant 1’apparition
de mutants. Il n'est pas aisé de répondre & unc telle gquestion.
Toutefois on powrrait supposer qu’entre les milieux riches en glu-
cose et en glycérine et les milieux anaérobiques, il existe certaines
relalions. On pourrait supposer en effet qu’en anaérobiose la forme
S incapable de bruler normalement, le glucose du milieu enrichit
celui-ci en glycérine, métabolite intermédiaire de la fermentation du
glucose, mais ce n’est 1a qu'une hypothése que nous n’avons pas
vérifide par dosage de la glycérine dans le milieu.

Un autre fait intéressant a signaler concernant les facteurs qui
influencent I’apparition de mutants c¢’est I'influence inductrice d’une
culture d’une souche déterminée sur une culture d’une autre souche
qui 'avoisine quand on ensemence une méme bolte de Petri avec les
deux souches. Qu’il nous suffise pour le moment de signaler le fait,
nous y reviendrons plus loin.

Ces mutants nouveaux provenant de la forme $ possédent une
stabilité remarquable quel que soit le milieu sur lequel on les entre-
tient. II est exceptionnel de voir une quelconque de ces formes de
mutants se transformer en une autre forme. La forme filamenteuse
est particuliérement stable. Une seule fois on a pu, en l'entre-
tenant en milieu uniquement peptoné, la voir se transformer en forme
R. Pratiquement parlant jusqu’ici nous n’avons jamais vu ces formes
nouvelles revenir soit 4 la forme S ou & la forme T c’est-a-dire les
formes point de départ. On se trouve donc en présence d’une toute
autre variélé de mutants que celle représentée pav la forme S par
rapport a la forme T; ils semblent avoir acquis une stabilité consi-
dérable quel que soit le milieu de culture sur lequel ils sont entretenus.

Si Pon considére I'irréversibilité comme un caractére essentiel
d'une mutation vraic on peut dire que ces formes nouvelles sont la
résultante d'une vraie mutation chromogénienne. Celle-ci aurait ainsi
été réalisée en deux temps. Au cours du premier temps apparait la
forme S, forme instable, réversible pouvant sur milieu riche revenir
vers la forme T normale. Au cours du deuxidme temps, cette forme
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S mise dans cerfaines conditions de milieu donne naissance 4 une
série de formes désormais stables, irréversibles, des mutants vrais.

T

A
Styryl modt
uv.
Extraits v
REVERSIBLE MODULATION
/
f & C R &— GCR&— P L R
| /\

IRREVERSIBLE "MUTATION

T = levure temoin,
S ==levure ayant subit I'action du styryl:
F, CR, GCR, 1G, 4P, R, Ba = Diverses vari¢tés stables de mutants,

reversible suivant milieu,

Ce genre de mutations en deux temps avait déja élé observé par
LEvAN (194%) et par SKOVSTED (1948) lors de leurs études sur 'action
du camphre sur les levures, Ce phénoméne est particuliérement inté-
ressant parce que nous verrons plus loin qu’on retrouve des phéno-
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meénes homologues en cancérologic expérimentale. Le tableau ci-joint
résume bicn I'ensemble des processus.

Le fait que ces mutations en deux temps ou mieux des muta-
tions en plusicurs temps aient éi¢ observée par d’autres auteurs sur
d’autres souches de levures indique que c¢’est un phénoméne assez
général qui ne dépend pas des singularités d’une souche donnée. TH.
Constantin, dans nos laborafoires a d’ailleurs obtenn des formes S
aux dépens de deux aulres souches de levures, unc levure sauvage le
n, 108 de la collection de I'Institnt de Brasserie et de Distillerie de
Louvain et un Sacharomyces Iillipsoidus provenant de la Collec-
tiorr de 1'Institut Pasteur & Paris.

A Poccasion de ces transfomations de T en S de ces deux souches
Th. CoNsraNTIN a pu montrer une fois de plus Dimportance
du milien de culture sur les processus. I lui a fallu trois
mois et demi de confact avec le styryl pour obtenir des formes S aux
dépens de Ja levure 108 entretenue précédemment sor motit de biére.
La méme levure eniretenue pendant trois mois sur notre milieu habi-
tuel glucose-peptone sans étre mise en contact avec le styryl, a subi
I'influence de celui-ci aprés quinze jours de contact et a donné les
colonies claires caractéristiques de la forme S. Elle a pu observer le
méme phénomene aux dépens de Saccharomyces Ellipsoidus 1. P. P.
(hig. 16).

En milieu riche la levure semble done étre réfractaire &4 1'action
du styryl, elle parait pouvoir se protéger contre 'action du styryl.
Quand on entretient la levure Springer sur milieu synthétique glu-
cose-peptone, milieu pauvre bien que contenant de I'azote organi-
que, on voit, aprés un certain femps, apparaitre au sein des colonies
des cellules d'un aspect clair semblable aux cellules S. Ces cellules
sont {oujours en trés petit nombre et dominées par les cellules du
type normal T de ce fait I’ on ne voit pas apparaitre de colonies
composées exclusivement d'éléments clairs. Nous savons qu’en
placant des levures T sur milieu gelose-peptone en contact de styryl
le nombre de ces éléments augmente dans des proportions considé-
rables et 1'on voit apparaitre de nombreuses colonies claires du type
5 qui finalement subsistent 4 1’éat pur. D’autres substances ajoutées
au milicu de culture tel le camphre par exemple sont capables d’in-
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duire des mufations. Nous avons rappelé auv début de ce travail que
divers auteurs 4 'aide de radiations {LACASSAGNE et ses collabora-
teurs, BEADLE et TATUM ainsi que d’autres} étaient parvenus a des
résultats semblables & Vaide de divesses radiations (rayons ultra-
violets, rayons X, rayons <), Les mutations obtenues par ces auteurs
étaient stables. Nous avons également rappelé les travaux de AURR-
BACH, Rosson el CArr (1047) qui 4 'aide du gaz moutarde chez les
Drosophila Melanogaster obtiennent des formes instables ¢’est-a-dire
des génes porfant en eux la potentialité de mutation sans que cette mu-
tation doive nécessairement s'exprimer au cours de la premitre géné-
ration. Ces auteurs pensent que de tels génes instables sont des génes
faiblement lésés par 'action du gaz moutarde. Ils pensent qu’ils n’ont
jamais été signalés aprés Iaction des radiations de courte longueur
d’'ondes parce que action de celles-ci, due 4 la libération d'énergie
provenant de l'absorption d’'un quanltum de ces radiations au niveau
du géne atteint, est trop brutale et méne a la destrnction du géne
plutét qu’a une simple modification de fonction ou une modification
de fonction en pofenticl. Toutefois TR, CONSTANTIN & pu, & 'aide de
radiations wlira-violettes émises par une lampe & vapeurs de mer-
cure mais employée i trés faible dose, obtenir des formes S aux
dépens d’une culture normale. La dose ainsi administrée en se
servant pour le calcul de la méthede de dosage proposée par
LATARGET (1044) a été de 1303 ergs par mm2 (65 minutes d'ir-
radiation, 10 métres de distance de la source). Des formes poten-
tiellement instables et potentiellement capables de mutations stables
comme la forme § peuvent donc également éire obtenues par
des agents physiques (fig. 17).

Nous avons vu qu’on pouvait également en obtenir en mettant
en concurrence vitale sur un méme milieu de culture les formes 5 et
T ou encore la forme T et d’autres mutants stables.

On est en droit de se demander, étani donné le grand nombre
d’agents pouvant donner naissance 4 des formes de levure poten-
tiellement capables de muter comme la force S, si ces agents ne
facilitent pas tous la production, chez la levure soumise a leur action,
de certaines substances particulitres, sortes de métabolites de la
levare qui eux seraient les agents mutogénétiques spécifiques. Leur
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production en plus ou moins grande quantité suivant I'intensité d’ac-
tion de I'agent lésionnel et suivant le milieu, ménerait ou & la pro-
duction de génes instables ou A la production d’une mutation vraie.

A ce propos nous devons rappeler ici que AUERBACH et ROBSON
en 1944 ont montré que I’ isothiocyanate d’ allyl, produit naturel
extrait de plantes du genre Brassica, a une action mutogénétique faible
mais certaine. II est évident que de telles substances sont produites
en plus ou moins grande quantité suivant les conditions de milieu,
St de telles substances existent dans la nature comme produit d’un
métabolisme normal d'un étre vivant il n’est pas illogique de sup-
poser que des substances homologues puissent étres produites par
d’autres élres vivants dans certaines circonstances en quantité plus
ou moins grande. Ti. CONSTANTIN est parvenue, en cmployant la
méthode utilisé par ]J. BEUMER pour extraire la substance antibio-
tique du Bacille de Lisbonne, a extraire des cultures S et F une
substance qui répandue sur le milieu de culture gelosé avant I’ense-
mencement d'une culture T fait apparaitre dans cette culture T des
colonies S en nombre relativement considérable. La réaction inverse
¢’est-da-dire la transformation de S en T par un extrait de T est
chose trés difficile 4 réaliser et n’a pu éire obtenue qu’une seule fois.

Nous n’avons pu jusqu’ici déterminer la nature chimique des
substances actives. Nous espérons pouvoir le faire ou tout au moins
aveir une idée du groupe chimique auquel elles appartiennent, A
ce propos on sait que des mutations « dirigées » ont été réalisées par
divers auteurs sur des microbes et notamment pour la premiére fois
par GRIFFITH en Angleterre puis par AVERY, MacLEop, et Mac CarTy
sur le pnewmocoque, DAWSON et S1a, ALLOWAY sur le pneumocoque,
Bovin et ses collaborateurs snr les colibacilles ainsi que WEIL et
BINDER (1947) sur les dysentériques, MANNINGER et NoGRaDI (1948)
sur la B anthracis et la B mesentericus. D’aprés les expériences de
AVERY ¢t ses collaborateurs ainsi que celles de Boivin et ses colla-
borateurs i semble bien que l'inducteur de telles mutations dirigées
soit un acide désoxyribonucléique provenant de la souche ayant servi
a faire l'extrait. Dans les expériences de MANNIGER et NOGRADI
I'extrait était un extrait de B mesentericus, encapsulé induisant la
transformation d’une variété non encapsulée de B. anthracis en B
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entericus encapsulé, 'expérience inverse ayant été elle aussi réali-
sée, le B anthracis non flagellé est trés proche parent du B mesen-
tericus flagellé. Ici les capsules renferment un polypeptide a
base d’acide glutamique. Jusqu'ici le mécanisme des mutations
est resté trés mystéricux. 11 semble que par des expériences com-
me celles que nous avons rappelées au sujet des bactéries et celles
sur les levures effectuées dans nos laboratoires on puisse espérer
pouvoir jeter un peu de lumiére sur ces processus si obscurs encore
de la biochimie de I'hérédité. Le probléme est évidemment des plus
ardu étant donné l'ignorance compléte dans laquelle nous sommes au
sujet du mécanisme de fonctionnement des génes et de certaines inhi-
bitions exercées par les alléles dominants sur l'expression de certains
caractéres, Ainsi parlant de mutation et de modulation chez la levure
on ne devrait jamais perdre de vue les phénoménes de sexualité signa-
lés depuis longtemps par Kruis et SaTava en 1918, confirmés par
WINGE en 1935, par WINGE ct LAUSTSEN en 1937 el par LINDEGREEN
(1945-46).D’aprés LINDEGREEN le type diploide est hétérozygote pour
un nombre considérable de génes « mutants ». Cette forme diploide
est néanmoins trés stable les mutations ne pouvant s'expri-
mer par suite du caractére dominant de l'alléle normal. Au cours
de Phaplophase au contraire cette inhibition disparait ce qui permet
de voir survenir au cours de cette phase un nombre extraordinaire
de mutations. Par repiquage et sélection on obtient alors des variants
stables qui semblent avoir perdu leur capacité de donner naissance
a d’autres variants, Nous aurions voulu vérifier, dans le cas de nos
mutations multiples a partir de la formne S, le réle joué par la forme
haploide dans 'apparition de nos mutants mais la chose nous a été
impossible étant donné que nons ne sommes pas parvenus i faire
sporuler la forme $.

Nous terminerons ces considérations en faisant 4 nouveau re-
marquer que dans d’état actuel de nos recherches, il nous cst impos-
sible de dire avec certitude si les chromogénes jouent un réle dans
I'apparition des formes S ou bien s'il s’agit uniquement de modifi-
cations des cytogénes. Le fait de la réversibilité de cetie forme sui-
vant les conditions de milien plaide classiquement conire Vexistence
de lésions chromogéniennes. L cxistence de génes instables et de mu-
tations en potentiel n'exclut pas toutefois cette éventualité.
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A notre point de vue parmi les faits mis en évidence au cours
de nos recherches ceux qui nous intéressent particulidrement sont
ceux montrant, d'une fagon evidente, existence de mutations en
deux ou plusicurs temps, ceux concernant l'influence du milien sur
I'induction du premier temps de celles-ci el enfin le caractére réver-
sible de ce premier temps sous 'action du milieu.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous parlerons de phéno-
ménes homologues & ces mutations en deux ou plusieurs temps que
I'on voit survenir au cours de la cancérisation expérimentale.

TIT. ~ MODULATIONS, MUTATIONS, ENVIRONNEMENT
ET CANCER EXPERIMENTAL

Quand on suit attentivement les processus pathologiques qui se
succeédent pour donner naissance 4 un cancer expérimental produit
par substances cancérigénes appliquées sur la peau, on ne peut s’em-
pécher de noter que 'apparition du cancer n’est jamais une réponse
immédiate & 'action de 'agent cancérigéne et que le plus souvent au
cours de celte période de latence plus ou mains longue, le cancer est
précédé par l'apparition de temeurs bénignes.

La période de latence ia plus courte que 'on puisse noter chez
la souris avant Iapparition du cancer suite 4 l'application d’une
substance cancérigéne trés active comme le zo méthylcholanthréne se
situe aux environs de 6o jours. Elle est généralement plus longue
et elle peut dépasser une année. Au cours de cetle période de latence
au peint de vue macroscopique deux choses sont & noter: le plus
souvent la peau badigeonnée, méme aprés Ia cessation des badigeon-
nages, présente des signes Msionnels bananx tels que la chute plus
ou moins compléte des poils, des épaississements pius ou moins évi-
dents avec ou sans signes d’hyperkératose ou bien des lésions plus
spécifiques telle que la présence de papillomes. Au micrescope on
note ies mémes lésions avec en plus certains ilots hyperplasiques
réactionnels souvent autour du collet des poils, difficiles & apprécier
macroscopiquement quand ils sont discrets. Au point de vue hiochi-
mique divers auteurs ont montré, dés ces stades préliminaires, des
altérations enzymatiques ainsi gune divers troubles qualitatifs dans la
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teneur des cellules en certains de leurs éléments minéraux et organi-
ques. Récemment COWDRY et ses collaborateurs aprés une série d’étu-
des approfondies sur ce genre de modifications survenant chez la
souris apres application de 20 méthylcholanthréne ont confirmé I’ exis-
fence de lésions biochimiques au cours de cetie période de latence.

Le cancer apparait alors en un peint limité de cet épiderme ain-
si modifié le plus souvent aux dépens d’un papillome préexsitant mais
parfois aux dépens d’une zone limitée d’épiderme. macroscopique-
ment vierge de tumeur mais indubitablement lésée 4 un point de vue
microscopique ou biochimique.

Le cancer n'apparait donc jamais immédiatement aprés I'appli-
cation d’un cancérigtne comme une réponse ditccte et immédiate
& Iaction de celui-ci. De plus, il apparait toujours en un point trés
limité, trés circonscrit souvent unique bien qu’on puisse néanmoins
voir parfois plusieurs cancers naitre au niveau d’une peau badigeon-
née, Quand il existe ainsi plusieurs cancers, ceux-ci n’ont pas for-
cément le méme type histologique, certains présentent des signes de
différenciation nettement plus marqués que les autres,

Quand on compare ce genre de lésions A ce qui se passe au ni-
veau d'une culture pure de levures soumise & "action d’une substan-
ce cancérigene, on est frappé par I"analogie des processus: le temps
de latence, I'apparition de lésions irréversibles en deux ou plusieurs
temps, le caractére sporadique et comme accidentel de telles lésions.
Si Fon peut identifier les lésions irréversibles chez la levure & des
mutations somatiques il est vraisemblable que la cellule cancéreuse
représente le méme genre de processus.

Nous avons vu combien le milicu nutritif jouait un rdle impor-
tant chez la levure dans la production de la premidre phase du phé-
nomene el nous avons vu que sur certains milicux ceffe premidre
phase était réversible. Si l'on doit homologuer les processus chez
la levure et chez la souris, il est important de savoir si les lésions
« latentes » existant au cours de la période de latence sont influen-
cables par le milicu soit dans leur production soit dans leur régres-
sion éventuelle.

Au cours de nos études sur la levure nous avons montré que cer-
taing extraits de levure influencaient nettement ’apparition de la pre-
miére phase ef nous avons rappeld nue chez les microbes, des muta-
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tions dirigées avaient pu étre produites par certains acides désoxyri-
bonucléiques. Nous avons aussi rappelé U'existence de génes instables
qui sont peut étre sous l'influence de substances antimutogénétiques
produites par U'individu porteur de ces génes instables.

Dans I'étude de cancérologie expérimentale qui va suivre nous
allons essayer de voir jusq’a quel point des conditions de milieu telles
que des facteurs alimentaires ou des facteurs hormonaux peuvent
influencer la genése de cancers expérimentaux. On peut rechercher
de tels facteurs alimentaires dans le régne végétal ou dans le régne
animal et nous verrons qu'ils exsitent dans l'un et 'autre. Toute-
fois étant donnés les travaux classiques au sujet de 'organisateur
et des organismes {SPEEMaN, NEIDHAM, BRACHET) étant dounées les
possibilités d’induire des mutations dirigées & 'aide d'acides désoxy-
ribonucléiques de familles voisines, chez les microbes nous avons
au cours de ces derniéres années limité nos investigations 4 la recher-
che de facteurs de régulation d’origine organique chez les mammiféres.

a) Cancers de la peau de la souris provoquds par le 20
méthylcholanthréne,

Nous avons, avec divers de nos ¢léves, publié depuis 1924 une
série de travaux portant sur linflience de I’alimentation sur la
genése des cancers de la peau de la souris produits soit par le gou-
dron soif par des hydrocarbures 4 1'état de pureté. Nous avons mon-
tré Pexistence de tels facteurs dans les divers tissus animaux et dans
divers végétaux, sortes de facteurs de régulation de la croissance.
Nous avons montré l'existence de facteurs agissant dans les deux
sens c'est-a-dire favorisant ou retardant I'apparition de ces cancers,
celle-ci ainsi que leur croissance paraissant étre la resultante d’un
trouble de I'équilibre existant 4 'état de santé enire les deux groupes
de facteurs. Nous avons proposé de les appeler facteurs antiblasti-
ques ou problastiques suivant qu'ils inhibent ou favorisent le cancer.
Nous pensons que ces facteurs agissant par voie générale doivent étre
distingués du moins provisoirement des facteurs cocancérigénes, épi-
cancérigénes et anticancérigénes de BERENBLUM, facteurs qui dans
Pesprit de I'autenr sont des facteurs 4 action locale. Nous avons ega-
lement montré que les facteurs antiblastiques étudiés par nouvs rési-
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staient & un chauffage modéré pendant 10 4 15 minutes & des tempéra-
tures allant de 80 & 100", Dans certains cas un tel chauffage semble
méme libérer de tels facteurs. La guerre nous avait contraint 4 abon-
domner ces recherches, Malgre 'ordre de grandeur du travail effectué
on pouvait dire qu'il s’agissait ¢’un simple travail de prospection les
recherches n’ ayant jamais ét¢ assez poussées que pour affirmer
que ces facteurs appartinssent 4 1" un ou I’ autre groupe chi-
mique. De plus les différences signalées dans nos fravaux étajent
parfols peu importantes; certaines autres expériences o les diffé-
rences avajent été importantes étaient malaisées 4 reproduire avec
les mémes résultats. Pour ces raisons ce genre de recherches longues
et fastidicuses avait suscité peu d’enthousiasme. Les recherches ac-
tuelles ont visé & améliorer ces resultats et 4 les rendre plus systéma-
tiques grace 4 la purification progressive des fractions actives.

Nous nous limiferons 4 exposer les résultats obtenus au cours
de quelques recherches types.

Facteurs alimentaives présents dans le foie.

Le foie de boeuf ou de vache aussi frais que possible est hroyé
a la machine et extrait & Iéther par agitation mécanique continue
a la température de la piéce (plus ou moins 2¢6”) pendant 8 & 10 heures.
On emploie deux volumes d’éther pour un volume d’organe broyé
et 'éther est renouvelé deux fois. On distille 1’éther dans une atmo-
sphére d’azote par barbotage continu & travers un fil capillaire et le
résidu apres évaporation est ce que nous appelons 'extrait éthéré
total (extrait n. 1).

La pulpe restante (extrait n. 2) est alors broyée au pilon sur un
filtre de Buchner, sous la hotte, de fagon & en exprimer la portion
liquide non soluble dans I'éther. Cette portion est évidemment riche
en protéines, nous 'appelons « extrait total par pression » (n. 3). La
masse solide qui reste aprés une telle extraction a 1'éther ct par pres-
sion est appelée la pulpe résiduelle {n. 4). L’extrait total par pres-
sion chauffé au bain marie & 80° pendant 10 minutes {n. 5} montre un
trés important précipité que "on sépare aisément par filtration sur fil-
tre de Buchner (n. 6) ou par cenirifugation du liquide surnageant. Ce
dernier liquide (n. g) est alors mélangé avec de l'alcool A g4° de
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fagon & ramener la teneur en alcoo! du mélange & 70°. 11 se produm
un précipité que 1'on sépare, par filtration au Buchner, de la fraction
liquide (alcool & 70°), nous appieons cetle fraction le précipité alcoo-
lique du liquide surnageant chauffé (n. 10) La portion soluble dans
I'alcool & 70° est alors mise a distiller en atmosphere d’azote de fagon
4 éliminer 1'alcool au maximum du possible. Ceife fraction encore
trés complexe est appelée extrait aleoolique & 70° du liquide surna-
geant chauffé (extrait n. 11) Voici le schéma des processus.

Pulpe d'organe
4 éther

| !
Extrait éthéré Pulpe + pression
(n°r) {n° 2)

|
Extrait total par pression Puipe résiduelle
{n® 3) + chaleur 4 8co(n°® 5) {n° 4)

!
Précipité (n° 6) liquide surnageant 4 aicool
(n¢ g)

| |
Précipité (ne 10) Extrait alcoolique

{n® 11}

Nous avons testé toutes ces fractions et d’autres encore. Aprés
ce long travail nous croyons pouvoir dire gu’uvne portion notable des
facteurs problastiques se irouve présente dans la pulpe résiduelle,
nous disons notable mais nous ne disons pas l'entitreté. De méme
une fraction notable des facteurs antiblastiques mais nullement I'en-
tiereté se retrouve dans l'extrail alcoolique & 70° du liguide surna-
geant chauffé (n. r1).

Pour tester Ja présence des facteurs actifs dans ces diverses frac-
tions voici comment nous avons procédé. Une fraction déterminée est
donnée en alimentation & un groupe de cinquante souris provenant
toutes d'une méme souche de souris blanches mais non homzygote
ou bien d’une méme souche homozygote de souris noires la souche
057. La fraction & étudier est intiérement mélangée & une patée a
I'cau de farine complete d'orge. Cette fagon de procéder permet une
distribution trés homogeéne du produit dans la nourriture. Trois fois
par semaine les animaux regoivent en outre et & volonté, des rondelles
de caroltes fraiches. Cette nourriture est donnée pendant toute la
vie de ’animal 4 partir du premier badigeonnage et ce, 6 jours par
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semaine. Pendant un jour ils ne regoivent que de la farine mouillée
non additionnée du produit 4 tester.

La substance cancérigéne est du 20 méthvicholanthréne en solu-
tion & 1/400 dans I’éther additionné de 20% d’huile de paraffine. Les
badigeonnages se font trois fois la semaine. On en fait 20 en tout.

1007
iYAS

627 Extrait n24
504-

e 3 Extraitn® 3

25/ ./~
v
o
60 Jours 90 120 150 180 210
GrariQue 1.

Chaque animal regoit 2 gouttes du produit au cours de chague badi-
geonnage. Les 20 badigeonnages étant terminés les animaux
continuent & recevoir leur alimentation de régime et 1’on procéde
régulicrement au rélevé des tumeurs qui apparaissent. Les animaux
sont réguliérment pesés. Ceux recevant les fractions z, 3, 4, 8, 9, 10,
et II sont des animaux particnligrement bien portants et pesant en
moyenne 10 % de plus que les animaux recevart uniquement de la
farine et des carottes. Les différences que 1’on note ne sont done pas
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A imputer & des restrictions caloriques dues a un régime pauvre ou
toxique. Qui plus est, nos animaux vivent en excellente santé, si I'on
songe que 4 mois aprés le début de I'expérience il n’est pas rare de
voir 75% ou plus des animaux en vie parmi ceux qui regoivent de
la nourriture de régime.

Voici d’ailleurs les résultats de cette expérience présentés sous
forme d’un tableau et d’un graphique {graphigue I). Ce dernier
monire 2 courbes représentant le nombre absolu de cancers parmi les
animaux recevant respectivernent les extraits 3 et 4.

TaBLEAU [,
E Animaux nourris au régime Animaux nourris an régime
i de base 4 extrait 4 de base + extrait 3
Dates N ¥ X
| a Noembre Nombre ombre Nombhre Nombre Nombre
| - ) absolu de L absolu de
souris cancer souris cancer
fumeurs, tumeurs,
Deébut de Pexp. 50 —— — 50 — —
66 jours 50 I 8 47 _— 5
|
90 » 19 4 26 47 i 2|
120 » 46 Ty 33 40 5 15 i
150 » 40 22 35 42 8 16
130 » 36 27 39 36 14 24
210 » 24 31 40 2g 15 24

Cette expérience a 8¢ 1épétée deux fols avec des résultats
comparables avec 50 souris par groupe danc chacun des essais. Elle
a été faite en collaboration avec une de nos éleves M.lle BEECKMANS.

Les différences qui se répétent, sans étre impressionnantes, sont
pensons-nous suffisamment significatives pour pouvoir dire que dans
le foic il existe des facteurs alimentairesinfluencant dans les deux
sens la genése du cancer de la peau de la souris produit par le méthyl-
cholanthréne. La fraction 4 renferme surtout des facteurs problasti-
ques et la fraction 3 surtout des facteurs antiblastiques.

Nous avons tenté de concentrer ces derniers dans les fractions
subséquentes mais pour le foie en particulier ros expériences concer-
nant ces factionnements ne sont pas assez avancées que pour élre pu-
Dblides.
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Facteurs alimentaives présents dans le coeur,

Nous avons fractionné cet organe de la méme fagon que le foie
et donné les mémes numéros aux extraits homologues.

Nos expériences conduites exactement de la méme fagcon nous
ont donné les résultats suivants:

TaprLeavy II.

Animaux nourris an ré- | Animaux nourris aw ré- Animanx nourrrids an ré-
gime de base+extrait ne4 | gime de base+extrait nes | gime de basevextraitn®ir
3 ¥ '
Dates Nombre; Nombre 1\c’mbm-Nmuhre Nombre Nombre Nombre:Nombre, Nombre
. absolu - absalu N absolu
souris | cancer sOuris | cancer souris | cancer
tumeunrs tumeurs tumeurs;
Début de I'ex.| 350 - — 50 e — 50 — —
6o jours 43 — 4 48 - 7 49 — 3
90 » 41 5 19 48 I 20 49 2 7
120 » 40 i5 28 46 7 27 47 2 10
150 » 33 25 29 43 13 26 45 3 {o]
180 » 26 26 kBs 40 16 30 45 4 12
34
210 » | 28 28 35 J 18 39 42 7 13 |

Nous retrouvons dans les fractions homologues des substances
a actions homologues c’est-2-dire que dans la fraction 4 nous re-
trouvons des substances problastiques et dans la fraction 3 des subs-
tances antiblastiques. T.es substances antiblastiques ne sont pas dé-
truites par 10 minutes de chauffage au bain marie 4 80% (fraction 5).
Si nous comparons la coutbe (graphique 3) des animaux vivants sans
cancers dans la fraction 5 d’avec ceux vivauts sans cancers dans la
fraction 4 nows voyons que des différences importantes existent au
cours de Pexpérience et qu’elles subsistent ou s’accentvent au 2T1ome.
jour c’est-a-dire 7 mois aprés le début: 54% sans cancer dans la frac-
tion 5 contre 18 dans la fraction 4.

Nos chiffres montrent également que dans la fraction n. 17T il
subsite une fraction importante de facteurs antiblastiques puisque
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c’est Ja fraction qui nous donne les meilleurs résultats: au r8otme
jour 806% des animaux sont encore vivants sans cancer contre 20%
pour lu fraction 4. Ces chiffres sent significatifs au point de vue sta-
tistique.

15047

/ 654 Extrait n® 4

504

=37 Extraitn’S

447 Extrait nfil

I 1 1 }
60 Jours 90 120 130 180 " 210

Grarurque 1L

Malgré tont, le probléme est d’une importance telle que ces expé-
riences doivent &lre répétées plusieurs fois encore pour en établir le
bien fondé.

Ces résultats paraissent montrer qu’au cours du phéromene de
cancérisation de la peau par le méthylcholanthréne 17 apparition
du deuxitme temps des processus, ¢’est-a-dire le cancer, peul-&tre
influencé par certains éléments de milicu et notamment par des fac-
teurs alimentaires. Nous disposons de chiflres pour montrer que 'on
peut aussi influencer, par ces mémes facteurs, I'apparition du pre-
niier temps. De tels facteurs sont présents dans les organes normaux
de ruminanis {le bocuf) comme le foie et le coeur. Jusqu'a nouvel
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ordre nous les considérons comme des facteurs de régulation de la
croissance et de la différenciation des celfules épithéliales, produits
normaux d’un métabolisme normal chez un animal sain,

AN
"\ ’l?, ", 78} Extrait ngil
754 N
N, )
N
4
\-.__..- NCFQS

e 4] Extrait nfS

504

253
18 Exteait nz4

i | | ' }
Jours 80 90 120 150 180 210

Graruigue IIT.

b} Cancers du foie du rat provogués par le 4 diméthylaminoazobenzol

It est indispensable aussi de dire un mot de la succession des
lésions du foie qui, svite & l'administration de ce produit par la
bouche meénent au cancer hépatique. On peut ici également distinguer
au moins deux temps dans la succession de ces lésions. Au cours d'un
premier temps on voif survenir des lésions en tous points homolo-
guables aux papillomes, ce sont des cholangiomes, tumeurs bénignes
avec ou sans cirthose. Au cours d'un deuxiéme temps apparaissent
les cancers proprement dits qui se présentent sous divers aspects de
dédifférentiation, 1ésions irréversibles, comme les cancers de la peau
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de la souris, du moins dans les conditions cxpérimentales hahi-
tuelles.

Ici aussi il est particuliérement intéressant de voir jusqu’a quel
point les conditions de milieu et notamment des facteurs alimentaires
peuvent influencer la gentse de ce type de cancer. On sait, que
pour pouvoir provoquer des cancers avec cette substance ou Fortho-
aminoazotoluol les animaux d'expérience doivent étre maintenus a
un régime trés pauvre, le régime au riz décortiqué étant un des meil-
leurs. Dés le début des recherches dans ce domaine, l’école japonaise
a soupgonné et ensuite démoniré I'importance du régime. KINOSHITA
et ses collaborateurs ainsi que NAxAHARA el ses collaborateurs ont
publié au cours des années 1938-39 de nombieuses études sur ce sujet.
Nous-mémes dés 1935 avons été dans 'impossibilité d’obtenir
des cancers du foie chez des rats maintenus & un régime a la farine
compléte auquel on ajoute de 1’orthoaminoazotoluol, Nous avons cru
a I'époque que la substance n'était pas cancérigéne. Aprés la décou-
verte de KINOSITA montrant que le 4’ diméthylaminoazobenzol était
plus cancérigéne que 1’orthoaminoazotoluol nous reprimes ces reche-
ches et dés 1939 nous montrions avec nos collaborateurs PoURBAIX
et CUVELIER que la farine compléte de seigle renferme des facteurs
inhibants trés actifs vis-a-vis de ces types de cancers. Depuis, un trés.
grand nombre de travaux ont paru un peu partout mais surtouf aux
Etats-Unis (Rusp, BAUMANN et leurs éléves 1041-47) montrant
qu’on pouvait trouver de tels facteurs dans le lait, le jaune d’oecuf, la
levure. Ils ont montré ensuite que 'acide laurique est un inhibant
tres actif. La vitamine B, elle aussi, additionnée de caséine, joue un
role protecteur net mais non absolu {du VIGNEAUD et ses collabora-
teurs).

En 1939, NAXAHARA et ses éléves ont montré que le foie des-
séché au bain-marie était doué d'un pouvoir d’inhibition considé-
rable.

Parallélement a nos travaux concernant I'influence des facteurs.
alimentaires d’origine organique sur la genése des cancers de la,
peau de la souris, nous avons entrepris une série de recherches de
méme ordre sur le cancer du foie. Nous avons publié un certain nom-
bre dc ces résultats monirant que le foie renferme, ainsi que l'avait
moniré NAKAHARA et ses collaborateurs, des facteurs antiblastiques

34 — Maisin



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER » 57

trés puissants vis-a-vis du cancer du foie (Fig. 18). Nous avons pu
montrer que la fraction n. 2 du foie est extrémement active, de méme
que la fraction n. 3 au point qu’il est impossible d’otenir un seul
cancer parmi les animaux maintenus 4 un régime aux pommes de ter-

Tasreav {11,

Controle p.de | Pulpe aprésex.
1. hauillies + [iraction de I'éther
carottes (fraction ne )
16 0
Cancers. ., . . . . . . . 9.
17 27
, : . I 4
Métaplasie ou Cholangiome v rey
17 4
tal . . . — —
To 17 27
T

re pelées, bouillies et écrasées additionnées des fractions sus-men-
tionnées. Nous nous sommes servis de pommes de terre épluchées et
bouillies comme régime des base parce que nous avons montré (MAT-~
SIN, BEECKMANS) que ce régime pouvait parfaitement remplacer le
riz décortiqué.

Le tableau n. 3 présente sous forme de chiffres les résultats de
cette expérience.

Les photos montrant les lésions macroscopiquement visibles
dans les foies des divers groupes illustrent hien ces résultats. Photo
figure n. 19, 20,

On voit que cette fraction qui renferme, comme on sait, i coté
des facteurs antiblastiques une quantité importante de facteurs pro-
blastiques est néanmoins capables d’inhiber complétement Vappari-
tion de ce cancer. Les lésions du premier temps sont elles-mémes
trés rares.

Nous avons pu montrer ensuite que les facteurs actifs résistajent
parfaitement a une ébullition dans I'eau pendant 5 minutes (Fig. 21)
qu'ils n’étaient pas présents dans I'eau d’ébullition (Fig. 22) mais
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bien dans la masse du parenchyme hépalique coagulée aprés cette
ébullition,

Denc ici aussi comme pour les cancers de la peau, les facteurs
actifs résistent & une ébullition de courte durée.

S’ils résistent & I’ébullition certains de ces facteurs sont néan-
moins détruits relativement aisément par certains processus biolo-
giques telle que la germination. Ainsi avons nous pu réaliser 1'expe-
rience suivante qui jusqu'ici n'a pas été publice.

TasprLEau IV,

Contréles JFarine d’orge | Farine de malt
pom. de Llerre
+ carottes + caroties 4 carottes
1 6 21
Cancers. . . . . « . - 19
21 23 24
4 : -~ . 2 5 I
Métaplasie ou Cholangiome — 2l
21 23 24
rym .. 21 i 22
T'otal des lésion . . . S : —_— it
21 : 23 24
i
1

Un groupe de 25 rafs est nowrri & la farine compléte d'orge,
un deuxitme groupe A la farine de malt, un troisidme groupe aux
pormines de terre bouillies. Les trois groupes regoivent trois fois par
semaine des rondelles de carottes & volonté. Tous regoivent la méme
quantité de diméthylazobenzol mélé 4 leur neustilure et ce, pendant
une durée de 4 mois.

Voici les résultats de cette expérience présentés dans le ta-
bleaw n. 4.

Ici aussi les photos de 1'ensemble des foies de chaque groupe
tels qu’ils furent trouvés & Vautopsie des animaux sont trés démons-
iratives. (Fig. 23, 24, 25}

Il v a comme on le voit une nette différence de comportement
entre les animaux noutris 4 la farine compléte d’orge et ceux nourris
A4 la farine de malt. Or au point de vue alimentaire la différence
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entre les deux régimes consiste simplement dans le fait que la farine
de malt a été fabriquée avec du grain d’orge germé et débarassé de
son germe tandis que les aufres animaux ont requ de la farine pro-
venant de graines complétes fraiches et broyées. Le processus de la
germination qui consiste en une série complexe de fermentations
accompagnées de lyses et de synthéses a donc complétement détruit
les facteurs antiblastiques présents dans le grain d’orge. Les résul-
tats montrent que ce régime est méme moins bon que le régime 4
base de pommes de terre bouillies.

Dans le cas du cancer du fole du rat provoqué par les azodé-
rivés Uinfluence protectrice du régime est tellement évidente que
personne ne peut douter de la réalité des faits. Toutcfois & notre
avis il pourrait s’agir ici de facteurs facilitant le métabolisme et la
désintégration des azodérivés dans le tube digestif ou ailleurs plutét
que de facteurs protégeant les cellules confre les lésions dues au
corps cancérigéne, lésion menant au premier temps ou au deuxidme
temps des processus de cancérisation. Quand il s’agit du cancer de
la peau par badigeonnages on est certain que le produit cancérigéne
imprégne les cellules et péngtre leur intérieur. Si les cellules malgré
tout, sous I'influence du milieu, ne subissent pas la série de modi-
fications qui Jes meénent au premier ou au deuxitme temps de la
cancérisation c’est qu'il existe dans ce milieu des facteurs qui les
protéegent et agissent directement sur le processus de cancérisation
proprement dit. Quoiqu’il en soit du mécanisme intime d’action des
facteurs alimentaires sur la cancérisation du foje par les azodérivés,
nous avons vu que cefte cancérisation, comme celle de la peau, se
réalisc en 2 ou plusicurs temps et que des facteurs de milieu tels
que des facteurs alimentaires ont une action déterminante sur 1'évo-
lution des processus.

¢) Influence @'un oestrogéne de synthése le didthylstilboestrol sur la
production de cancers expérimentanx chez le vat.

On sait, depuis les Dbelles recherches désormais classiques de
LACASSAGNE, que lorsqu’on injecte des quantités importantes de sub-
stances oestrogénes 4 des souris males apparienant 4 une souche
héréditairement susceptible de faire du cancer, on produit chez ceux-ci
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des cancers de la mamelle alors que sans ce traitement ils n’en font
jamais. Si on soumet des femelles 4 ce méme trajtement elles font
leur cancer plus tét dans la vie et le pourcentage de tumeur est plus
élevé. 11 est généraiement admis que cette expérience ne réussit que
chez les individus appartenant 4 des races prédisposées par hérédité.

En 193¢, GESCHICHTER en injectant de grandes quantités d’hor-
mones oestrogénes 4 des rats a soutenu que la mamelle de cet animal
répond toujours 4 la cancérisation a la suite d’ un tel traitement
quel que soit le patrimoine héréditaire de cet animal.

En 1947, DUNNING, CURTISS et SEGALOFT reprenant ce expé-
riences et se servant comme oestrogéne du diéthylstilboestrol en
implantation sous la peau ont montré que le genre de réponse dépend
du patrimoine héréditaire du rat, certaines souches font du cancer
de la mamelle avec grande aisance, certaines autres font des calculs
vésicaux avec cancer, certalnes auires encore font I'un ou l'autre
type de tumeurs malignes. Toutefois, au cours de leurs expériences,
toutes les souches testées se sont montrées susceptibles de faire soit
du cancer de la vessie soit du cancer mammaire.

Nous avons, avec un de nos éléves MEERSEMAN, repris ces re-
cherches de DUNNING, CURTISS et SEGALOFF en nous servant d’une
souche homozygote de rats eniretenue dans nos laboratoires depuis
plus de 10 ans, par croisements entre fréres et soeurs ou proches
cousins, et n’ayant jamais été contaminée par une souche étrangére.
La nourriture de nos animaux a toujours consisté depuis 10 ans en
farine compléte et légumes frais. Nous avons suivi les indications
de DUNNING et CURTISS concernant fa dose de diethylstilboestrol ainsi
que le mode d’administration. Nous avons implanté, sous la peau
du dos de chaque animal, un comprimé renfermant 15 milligrammes
de diéthylstilboestrol mélangés avec 15 milligrammes de cholestérine
pure. Ces comprimés se résorbent lenfement et agissent pendant toute
la vie de Vanimal. Nous avons greffé des animaux jeunes pesant de
50 4 T00 grammes en moyenne soit 25 mdles et 25 femelles. Il est aisé
de noter 'action du diéthylstilboestrol car les animaux subissent un
arrél de croissance quasi immédiat et ils restent nains toute leur vie.
Si on enléve le comprimé de diéthylstilboestrol 4 un animal ou
s’il ’élimine spontanément il recommence rapidement sa croissance.
Le poids des animaux implantés a varié de 93 & 195 grammes, la
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plupart des animaux (voir le tableau) pesant aux environs de 110
a 120 grammes. Un animal, le rat n. 16 mort 7 mois aprés son im-
plantation a atteint un poids de 263 grammes, mais il avait éliminé
son comprimé, Les animaux de contréle appartenant aux mémes ni-
chées ont atteint des poids alfant de 170 & 300 grammes. Ces animaux
nains par implantation ont généralement survécu longuement a celle-
ci: 34 ont survécu plus de 300 jours aprés Pimplantation et cer-
tains ont survécu au deld de 3500 jours. Aucun de ces animaux
n'a présenté de tumeur au point d'implantation. Aucun de ces ani-
maux non plus n'a présenté de cancer de la mamelle. Les seules
lésions que nous ayons trouvées 4 I’examen macroscopique ou micros-
copique furent des kystes d'un diamélre maximum de 1 4 2 milli-
metres sans signe de prolifération cellulaire. Nous avons trouvé 13
pyosalpinx sur 25 femelles implantées, pyosalpinx parfois énormes
emplissant 'abdomen et faisant songer & une portée i terme. Il n'y
eut toutefois aucun cancer de I'utérus., Chez 6 animaux nous avons
noté des calculs vésicaux mais sans cancer et sans trace de proli-
fération de la muqueuse.

La lésion la plus intéressante que nous ayons notée c’est le
développement quasi systématique d’adénomes hypophysaires chez
les animaux ayant survécu 300 jours ou plus i I'implantation. Ces
adénomes ont souvent atteint des poids considérables, 250 milligram-
mes ou plus. Un de ces adénomes a atteint 680 milligrammes! 11
s'agissait de la femelle n. 29 ayant survécu 450 jours. Nous n’avons
pas constaté de différence parmi méiles et femelles quant & la pro-
pension & développer des adénomes: 15 mailes sur 25 et 12 femelles
sur 25 ont présenté ce type de lésion. Du vivant de ces animaux on
pouvait, dans le cas d’adénomes importants, faire le diagnostic des
porteurs de ces tumeurs parce qu'ils devenaient avengles.

I'examen microscopique de ces tumeurs a montré qu'on se frou-
vait en présence d’adénomes composés de cellules de divers types
mais non de cancers. Un fait trés intéressant a noter c’est I’énorme
congestion de ces tumeurs. Certaines d’entre-clies, notamment les
plus volumineuses, pourraient étre appelées des adéno-angiomes telle-
ment le nombre de capilaires néoformés est considérable. Néanmoins
histologiquement parlant, on a nettement I'impression de se trouver
en présence d’hyperplasies fonctionnelles et non pas de tumeurs mali-
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gnes. Nous ignorons toutefois si elles régressent a la suite des désim-
pantations.

Les détails de ceite expérience sont consignés dans le tablean
n. 5 {a, b, c).

Cette expérience démontre que les substances oestrogénes ne
peuvent étre considérées comme des agenfs cancérigénes vrais,
méme pour la mamelle. Pour que de tels cancers surviennent suite
4 leur action, il faut que les animauvx solent héréditairement pré-
disposés. En quoi consiste cette prédisposition? Est-elle locale ou
générale? S’agit-il de génes instables capables de muter dans certai-
nes conditions de milieu? il fandrait d’autres recherches pour répon-
dre avec certitude A ces questions. Quoiqu’il en soit les expériences de
LACASSAGNE menant 4 la production de cancers chez la souris maéle
prédisposée & I'aide d’hormones oestrogénes ef les ndtres monfrant
I'impossibilité d’arriver & un tel résultat chez des rats non prédispo-
sés, illustrent bien les possibilités comme les limites d’action de cer-
tains facteurs de milieu comme les hormones dans Papparition du
cancer.
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RESULTAT ET CONCLUSIONS

1. - Dans la premiére partie de ce travail nous avons montré
que 'on pouvait, chez la levure, induire des mutations ou des modu-
lations & 'aide d’'un agent cancérigéne hydrosoluble comme le styryl
430. Les variants ont des caractéristiques biochimiques et morpho-
logiques différentes des souches originales.

Nous avons également montré 1’ existence chez la levure, de:
mutations en deux ou plusieurs temps.

Le milieu de culture joue un réle important dans l’apparition
de ces mutations,

Le premicr temps est un temps réversible sous l'influence de
certains milieux riches comme le motit de malt. Le deuxiéme temps.
est irréversible ou difficilement réversible sous I'influence du miliea.

Nous avons aussi montré que certains extraits de levure ont:
une influence sur la production du premier temps de ces mutations.

I1. - Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avons montré
I’analogie existant entre les processus de cancérisation par substances.
cancérigénes et les mutations en deux temps chez la levure.

Nous avons montré 'influence du milieu sur I’expression de ces.
« mutations » en deux ou plusievrs temps caractérisant le cancer.

Nous avons montré ensuite que des facteurs alimentaires peu-
vent influencer dans les deux sens 'apparition du deuxi¢me temps
caractérisant le cancer (cancers du foie provoqués par les azodérivés
et cancers de la peau provoqués par le méthylcholanthréne).

Nous avons enfin montré que les hormones ne sont pas des.
agents cancérigénes au sens propre du terme mais des facteurs de
milieu permettant de réaliser une cancérisation existant par ailleurs.
en potentiel.
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RESUME

Nous avons pu montrer qu'une substance cancérigéne, le styryl 430,
est un agent de mutation efficace vis-a-vis d'une variété de levure « Sac-
charomyces Cerevisiae », Ces mutations paraissent se faire en deux temps.
Un premier temps ou stade que nous appelions métastable, est un stade
réversible permettant dans certaines conditions de milieu, un retour vers
le stade normal initial. Au cours d’un 2° temps apparaisssent alors des
mutations 4 caractére plus stable dont le refour vers le type initial est
trés difficile ou iinpossible. Nous montrons que le réle joué par le mi-
lieu nutritif est frés important dans le déterminisme d’apparition des
mutations. Ainsi certains extraits provenant de certaines souches peu-
vent induire des modificatitns comparables & celles du styzryl 430.

Neous montrons ensvite que les cellules normales de mammiféres
soumises & l'action d’une substance cancérigéne tel que le méthylcho-
lanthréne par exemple, se comportent jusqu’a un cerfain point comme la
cellule de levure, comme si la cancérisation était une mutation en deux
temps. Au cours d’'un premier stade, la cellule modifiée est dans un
état métastable. Elle peut guérir, redevenir une cellule normale ou passer
au deuxitme stade et devenir cancéreuse, stade trés difficilement réver-
sible ou peut-étre irréversible. Nous montrons que le miliew ici aussi et
notamment le milicu nutritif a une influence nette sur le comportement
et la destinée de la cellule qui a été en contact avec le cancérigéne,

SUMMARY

We have been able fo prove that a carcinogenic substance, Styryl
430, is an active agent of mutation when acting on a certain kind of yeast
« Saccharomyces Cerevisiae ». Mutations seems to occur in two stages. A
first stage, which we called « metastable » is a reversible one which allows
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under some cenditions of millien a return to the normal, starting point.
During a second stage changes appear to have a character of greater
stability, the refurn to the initial or normal conditions is very difficult
or altogether impossible, We show that culture medium plays an impo:-
tant part in the determinism-of the mufations. So some extracts obtained
from some strains may induce changes which are similar to those induce
by styryl 430.

We are further demonstrating that normal mammalian cells sub-
mitted to the action of a carcinogenic substance as e.g. methylcholan-
threne, behave up to a certain poinf, like yeasts’ cells as if cancerisation
were a change taking place in two steps. Daring the first stage the modified
cell is in a metastable condition : it may recover, returning to normal or pass
on {o a second stage, becoming cancerous. This is a hardly reversible stage
or perhaps altogether irreversible. We show that milien and chiefly
culture medinin has a great influence on the behaviour and develop-
ment of a cell which has been submitted to the carcinogenic agent,

ZUSAMMENT ASSUNG

Es wurde die Wirkung von Styryl 430 anf das Wachstum von IHefe-
bazillen untersucht. Die durch Styryl herbeigefiihrten Zellverinderungen
wiesen zwei Stadien auf, Das erste « metastabile » Stadium ist reversibel
und gestattet unter bestimmten Umstinden den Riickgang in das normale
Ausgangsstadium, Nach einem best'minten Intervall treten Verdnderun-
gen von einem mehr stabileren Charakter auf, deren Riickbildung in das
Ausgangsstadium nur mehr sehr schwierig oder nicht mehr méglich ist.
Beziiglich des Auftretens dieser Verinderungen ist das Erndhrungsmilien
ausserordentlich wichtig. Es mdgen auch andere Stoffe dhnliche Verin-
derungen wie das Styryl 430 an den Hefezellen herbeifithren,

In weiterem Verlaufe konnte gezeigt werden, dass die normalen Zellen
von Siugetieren, welche der Einwirkung einer kanzerogencr Substanz,
wie beispielsweise dem Methylcholanthren unterworfen wurden, sich bis
zu einem gewissen Grade wie dic llefezellen verhalten, als ob die Krebs-
entstehung sich wie eine eine zweizeitige Mutation abspiclt. Im ecrsten
Stadium befindet sich die verinderte Zelle noch in einem metastabilen
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Zustand. Sie kann ausheilen, wieder eize normaie Zelle werden oder aber
im zweiten Stadinm zur Krebszelle werden. Es konnte gezeigt werden,
dass auch hier das Emdhrungsmilien einen sehr wichtigen Einfluss auf die
Zolle, die dem Einfluss eines kanzerogenen Stoffes ausgesetzt wurde, ausiibt,

SOMMARIO

Abbiamo potuto dimostrare che una sostanza cancerogena, lo Styryl
430, & un agente di mutazione attivo in presenza di una varietd di lievito
« Saccharomyces cerevisiae ». Queste mutazioni sembrano comparire in due
tempi: il primo tempo o stadio, ¢che noi chianiamo metastabile, & uno sta-
dio reversibile, che permette, in certe condizioni di ambiente, un ritorno vei-
s0 lo stadio normale iniziale. In un secondo tempo apparirebbero poi delie
mutazioni a carattere pin stabile: in questo stadio il ritorno verso il tipo
iniziale ¢ molto difficile o addirittura impossibile, Abbiamo osservato che il
terreno nutritivo ha un ruolo molte importante nel determinismo della com-
parsa delle mutazioni. Cosi certi estratti provenienti da alcuni ceppi pos-
sono indurre defle modificazioni comparabili a quelle prodotte dallo
Styryl 430.

Abbiamo dimostrato poi che le ceflule normali dei mammiferi se sotto-
poste allazione di una sosianza cancerogena, come per esempio il metii-
colantrene, si comportano in un certo sense come le cellule dei lieviti,
come se la cancerizzazione fosse una mutazione in due tempi. Nel corsc
del primo stadio la cellula trasformata ¢ in uno stato metastabile, essa
pub guarire, ridiventare cioé¢ una cellnla normale oppure passare al se-
condo stadio diventando cosi cancerosa: questo stadio & molto difficilmen-
te reversibile o addirittura irreversibile. Abbiamo osservato che 1’ambiente
Jan genere e particolarmente il {erreno nutritivo ha una influenza netta
sopra il comportamento ed il dustino delfa cellula, che & stata in contatto
con l'agente cancerogeno,
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DISCUSSTION:

PENTIMALLI: Je suis bien d’accord que les phénoménes de
mutation ont grand importance pour une théoric générale de la
cancérisation. Mais je dois observer, comme pathologue, que les
cellules qui ont subi des mutations connues (p. ex. changement de
couleur) continuent & obéir aux lois générales de I'organisme et pour
cela ne sont pas des tumeurs. Les phénomeénes que je connalis décrites
comime « mutations », ne constituent pas, & mon avis, des tumeurs.
Et ¢’il cst vrai que le procés de cancérisation produit une mutation
tant morphologique que métabolique dans la cellule, la proposition
contraire que chaque mutation soit un cancer n’est pas également
vraie,

GREENSTEIN asks: Have yeasts treated with styryl altered fer-
mentative power? And is so, can this power be restored by supple-
mentation of the medium?

GREENSTEIN: 1. Is there any observable metabolism of styryl
by the yeast? Is the adaptation of the yeast an accemodation to what
might be considered a modified medium?

2. How soluble was the styryl in the medium used? And did
it get into the yeast cell as unaltered styryl?

LacassaGNE: Les modifications des levures, obtenues par le
styryl 430, rappellent beaucoup celles que LACASSAGNE, SCHOEN
et BErRAUD avaient décrites chez Sacharomyces Ellipsoideus aprés
irradiation. Plusieurs « radioraces » de cetfe levure ont pu &tre
séleclionnées; clles ont conservé infacts leurs nouveaux caractéres
pendant plusieurs années.
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PEACOCK: Does the aqueous solution of styryl 430 enter the
yeast cells and if so does it form precipitate granules as it does in
animal cells?

RoONDONT demande si Je principe produisant la mutation décrite
par Ma1sIN est comparable 4 I'inducteur de Avery pour la mutation
du pneumocoque.

SCHINZ: 1. Was sind die Kriterien, um die erhaltenen Formen
von Saccharomyces Cerevisiae filr Mutationen zu halten?

2. Handelt es sich um somatische oder gametische Mutationen?
Um Gen-Mutationen oder Chromosomen-Mutationen?

3. Haben Sie mit anderen cancerogenen Stoffen oder mutagenen
Stoffen dhnliche Verinderungen bei Threm Objekt erhalten?

Marsiv & ScuiNz: Il m’est impossible de dire au Prof. ScHiNz
si les mutations produites sont des mutations chromosomiales. Par
contre je puis dire qu’il s’agissait de modifications permanentes
jusqu’ici absolument irréversibles caractérisées par des modifications
de formes, des modifications ou des pertes de fonctions enzymatiques,
I’ apparition de caractéres particuliers telle que la production de
pigment. Je ne puis dire néanmoins qu’il ¢’agit de modifications
chromosomiales, parce que la levure styryl, premier stade du pre-
mier temps de la mutation, ne sporule plus, ou moins; dans les
expériences faites dans nos laboratoires par ma collaboratrice M.lle
CONSTANTIN elle n'a pas sporulé. Par conséqueni nous ne savons
pas avec certitude si nous travaillons avec une forme haploide on
diploide. D'aprés LINDEGREENR, la forme haploide de toute levure
est capable d’adaptation 4 un degré extraordinaire, adaptation gui
méme & Vapparition de formes particuliéres qui font penser a des
mutations mais qui, dans ce cas, n’en sont pas. Il pense que dans
leur état diploide I'allele dominant empeche les modifications struc-
turales par adaptation. Quoi qu’il en soit, le premier temps des
modifications observées par nous est parfaitement réversible, le
second temps ne l'est pas. Nous manguons actuellement d’une termi-
nologie adéquate pour exprimer certains phénomeénes biologiques que
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nous observons dans le domaine des modifications structurales et
fonctionelles induites par les agents cancérigénes et qui, par certains
cotés rappellent les mutations, par d’autres, les modulations au sens
de Weiss.

A Rowponi: Nous avons pu produire le premier temaps de nos
« mutations » par des extraits de levure « Styryl » ou de levure type
« filamenteux » {précipité a 'acide trichloroacétique N/z), lavé A
la soude caustique pH 10 et ramené ensuite au pH de la culture.
La modification inverse jusqu’ ici n’ a jamais pu étre réalisée. I
s'agit certes d'un phénomeéne qui rappelle les expériences de AVERY
avec les pneumocaeques et de Borviv avec les colibacilles.

A GREENSTEIN: I. Les levures traitées au styryl (type S) ainsi
que nous le mentrons dans ce travail présentent des modifications
de leur pouvoeir fenmnentaire. Ces modifications sont réversibles ou
non suivant les conditions de milicu. Nous n’avons pas testé la rever-
sibilité de ces modifications pour les formes « stables » telles que les
formes filamenteuvses.

2. Nous ne connaissons rien au sujet des métabolites du Styryl
par la levure. Le styryl est parfaitement soluble au pH convenable
et mélangé & la gélose glucosée el peptonée il est entidrement incor-
poré a la masse. II est difficile de suivre son sort par aprés et de
dire si oui ou non il est certainement présent dans les levures qui se
développent en son contact. {Voir pius bas la réponse au Dr.
PEACOCK).,

Les formes pigmentées de Ievures observées par nous produisent
un pigment rouge ou brun gui n’a rien A voir avec le styryl. Nous
avons fait analyser ce pigment par un des biochimiste de notre
Institut, le Dr. LAMBERT, et il appartient & la classe des Chromo-
lipoides.

Quant aux contaminafions produites, nous pouvons affirmer que
nous avons fait le nécessaire pour les éviter et les contrdles toujours
faits ont été négatifs. Qui plus est 'expérience peut étre répetee un
grand nombre de fois dans le méme sens & savoir gu’en se mettant
dans les conditions voulues de milieu on induit des « Mutations »
stables aux dépents des formes styryl sans ftoutefois qu'on puisse
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prévoir le type de celles-ci. En d’autres mots, nous n’avons pas
encore pu réaliser de « Mulations » dirigées.

A Lacassacye: Ce que vient de dire le Prof. LACASSAGNE con-
firme donc la stabilité des formes obtenues, M.lle CONSTANTIN dans
nos Laboratoires a d’ ailleurs pu reproduire & laide des U. V. a
doses appropriées le premier temps de la mutation, ¢’est-d-dire le
stade « clair » ou stade « S ».

A Pracock: Le styryl cerles précipite au contact des tissus
vivants et injecté; dans I'organisme il devient une masse insoluble
restant en place tres longtemps et provoquant des tumeurs. 11 est fou-
tefois parfaitement sotuble dans I’eau 4 pH bien ajusté et nous pouvons
affirmer que le mélange avec le milieu de cnlture gélosé est parfaite-
ment homogeéne. En milieu peptoné liquide le styryl est aussi parfai-
tement soluble. Quand on ajoute a ce milicu « styryl » de couleur
rouge une certaine quantité de levure en culture liquide par exemple
un centimétre cube, on voit le styryl se precipiter sur les levures
ajoutées et s’accumuler avec elies au fond du tube. Les levures
adsorbent finalement fa totalité ou la plus grande partie du styryl
du milieu. Nous pensons que ce sont la des circonstances particu-
lierement favorables permeitant i la levure de subir 'action du styryl.
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THE BIOCHEMISTRY OF CARCINOGENESIS
AND EXPERIMENTAL CHEMOTHERAPY
OF CANCER

Pror. E, BOYLAND (Loxpon)

During the first quarter of the present century the study of
cancer was mainly advanced by pathologists who exarmined the struc-
ture and dissemination of the many different types of malignant
disease. During the second quarter of the century, however, our
knowledge of cancer has perhaps been increased more by biochemicai
investigations and the implication which they have for future research.

The first pure chemical agents which will produce cancer and
the many chemical substances which can be used in the treatment
of cancer have been decscribed during the last twenty years.
The two effects of carcinogenesis and therapy of cancer are often .
shown by the same agents though they were uvsually discovered
independently. The two kinds of effect were first described follow-
ing the action of X rays. Soon after Rénigen’s discovery of X rays
they were used by many clinicians for the treatment of diseases
including cancer and after a few years experience with these radiat-
ions they were found to be capable of inducing cancer. The first
tumour due to exposure to X rays appears to have been described by
FRIEBEN [1] in 1902,

Many years later MULLER [2] showed that radiations increased
the incidence of mutations in Drosophila. Still later MULLER found
that X rays caused visible abnormalities of chromosomes. These four
different effects - inhibition of tumour growth, induction of cancer,
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induction of mutations and damage {o chromosomes - are often
associated. We will see that these four effects arc usually all produced
by carcinogenic agents so that they seem to be related to each other.

During the last war the Dbiclogical affects of mustard gas,
8 dichlero-diethylsulphide and of the nitrogen mustards were investi-
gated and their leucopenic action was observed many times.
Beacause of this effect American workers used the nitrogen mustards
in the treatment of leucaemia and related diseases. Good results were
obtained in the {reatment of Hodgkin’s disease and these compounds
are now used as substitutes for radiotherapy and in the treatment of
cases which are resistant to radiation. Quite independently of this
AvrrpacH, RoBsox and Carr {4], working in Edinburgh, fonnd that
these vesicants increased the incidence of mutations in Drosophila.
After the war Korrrr and 1 |5 found that the nitrogen mustards
produced chromosome breaks mn caucer cells similar to those produc-
ed by X ray. In the last year HorNING and I have induced tumours
inr mice with the nitrogen mustards. The tumours obtained included
bronchial carcinomata, sarcomata and lymphosarcomata. Thus all
the four effects obtained with X rays have been produced with nitro-
gen mustards.

These four effects have Dbeen obtained with the carcinogenic
aromalic hydrocarbon 1 : 2 : 5 : 0 - dibenzanthracene, which was
the first pure compound shown by Sir ERNEST KENNAWAY [6] to have
carcinogenic activity. The inhibiticn of growth with this substance
was shown by Havbow [7]. CArr [8] has described mutations induc-
ed in mice by this carcinogen and KOLLER [g] has obtained chromao-
some breaks similar to those following irradiation. They are also
seen following treatment with methylchelanthrene, a carcinogenic
hydrocarbon which is more rapid in its action than most of the
chemical carcinogens which have been discovered. Mutations in mice
following treatment with methylcholanthrene have been described
by StroNG {10]. ENGELERETH-HOLM {17] has used the very potent
carcinogenic hydrocarbon g : 10 - dimethyl 1 : 2-benzanthracene
in the clinical treatment of leucaemia., The effects of carcinogenesis,
inhibition of growth and chromosome damage have also been seen
with urethane. Urethane was shown by American workers [12] to be
able to induce cancer of the lung in mice. Almost al the same time
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and quite independently British scientists [13] found that it inhibited
the growth of tumours and that it was particularly effective in con-
trolling chronic leucaemia. Urethane is now used extensively in the
palliative treatment of chronic myeloid leucaemia; it also causes
breakage of chromosomes in the same way as other radiomimetic
agents.

Although the action of urethane on fumours is similar to
that of nitrogen mustard it is very much weaker. A dose of 1 g.
urethane per kg body weight has about the same effect as a dose
of one tenth of a milligram of nitrogen mustard (HNz2), so that the
mustard is 10,000 fimes more active than urethane. The nitrogen
mustard is of course also much more toxic to the host. These doses of
1 g. urethane per kg body weight or 0.1 mg nitrogen mustard per kg
body weight produce about the same effect as irradiation with 30
roentgens of X rays. Although urethane has been used as an anaes-
thetic for a long time we still do not know how it acts biochemically.
During the last few months we have found that it increases the resp-
iration of treated tumours. This may be due to the urethane hlocking
the utilisation of energy from respiration processes.

Two other groups of carcinogenic compounds which are of
interest have heen described by Professor Happow and his colleagues.
The firstare the aminostilbenes| 14 ] which were first found to be potentin-
hibitors of growth of tumours and of young animals and later shown
to induce cancer in many different parts of the body. The aromatic
nitrogen mustards|15] are another gronp of substances which were first
tound to inhibit the growth of tumours and were later found to produce
cancer in animals. One of the compounds of this series, the bis (B8
chloroethyl} 2 naphthylamine is being used clinically in the treatment
of Hodgkin’s disease. It has some advaniages over the aliphatic
nitrogen mustards such as methyldichloroethylamine (HNZ). In the
first place it is much less toxic and can be given by mouth instead
of by intravenous injection. Also it does not produce nausea and
vomiting in patients which is one of the disagreable features of the
use of the original nitrogen mustard.

Another group of substances which have the two actions of
inducing cancer and inhibiting cancerous growth are the oestrogens,
The natural oestrogens such as vestrin or the synthetic oestrogens
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like stilboestrol are able to induce cancer of the breast or cancer of
the pituitary gland in suvitable animals. These same oestrogens are
of great value in freatment of cancer of the prostate in men and in
a proportion of cases of cancer of the breast in elderly women. KOLLER
has shown that treatment of tumours with stilboestrol causes damage
to chromosomes. Although the oesirogens are carcinogenic in the
broad sense that their administration to certain animals causes them
to have tumours which they would not otherwise have, on the other
hand the mechanism of action is probably different and less direct
than that of carcinogenic hydrocarbons.

The androgens such as testosterone, which are sometimes found
to inhibit the growth of mammary cancer in young women, have
also been found to produce cancer in mice. These numerous examples
show that there must be some significant connection between growth
inhibition or palliative treatment of cancer and of cancer induction,

Although all the means used for treatment of cancer at present
can be shown to be carcinogenic, the carcinogenic action is usually
not a serious hazard. Radiological treatment is controlled so that
the treatment is unlikely to cause cancer. The chemotherapeutic
agents are unlikely to be carcinogens under the conditions of clinical
use because the carcinogenic action is slow and cancer patents
are unlikely to live long enough for the carcinogenic action to
develop. The possibility of inducing cancer by the drugs T have
mentioned indicates that these drugss including the nitrogen mustards
and urethanes should not be used for less serious diseases than cancer,
particularly in young patients.

Although the nitrogen mustards produced twmours in mice in
a number of different sites the action was wvery slow. One lung
tumour appeared after {reatment for 284 days but most of the
tumours were nof seen unfil the mice had been dosed for over a year.
Now BERENBLUM [16] hasshown how carcinogenic action can be divided
into an initialstage in which cells are irreversibly changed into latent
tumour cells and a development slage which can be brought about
by cocarcinogens such as croton oil. The proportion of animals
treated which develop tumours is probably dependent on the init-
iating action while the rate of appearance of the tumcurs depends
upon cocarcinogenic action. The fact that the mice treated with
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nitrogen mustard developed tumours very slowly but that the
tumours occurred in most of the treated mice which survived a year,
indicates that the nitrogen mustards have initiating power but little
cocarcinogenic action. The initiating stage is probably associated
with the chromosome damage and is related fo the radiomimetic
action. The cocarcinogenic action is responsible for the development
of these inifially changed cells into a visible tumour. In a rapidly
acting carcinogenic hydrocarbon such as methylcholanthrene the two
factors responsible for initiation and development are presumably
present in the same compound.

This initiating action or the first step of carcinogenesis is only
cue of the kinds of activity which is common to these carcinogenic
vesicants and radiations. These effects have been calied radiomimetic
because they are similar to those produced by ionising radiations.
Many radiomimetic effects have been described.

(1) The burns produced by X-rays lead to blisters like those
produced by vesicants. In this as in other radiomimetic effects the
vesicants arc more rapidly acting than radiations. The vesicle is
the result of a localized and limited toxic action. If vesicants are
applied in massive doses a necrotic reaction rather than a vesicle is
produced.

(2) When given in lethal doses vesicants and lonizing radiat-
ions cause delayed death in 3-20 days with haemoconcentration,
diarrhoea and leucopenia. The toxic actions of nitrogen mustard
and X-rays are additive if the nitrogen mustard is given first, but if
mice are first irradiated and then dosed with nitrogen mustard the
total lethal action is less. This suggests that treatment with X-tays
reduces the sensitivity of cells 10 nitrogen mustard. The lethal action
of nitrogen mustard is more rapid than that of X-rays. Such mice
as die following a dose of nitrogen mustard approximating to the
median lethal dose survive 3-8 days. Mice killed with the median
lethal dose of X-rays, which is about 600 roentgens, usually die
between the 7th and 15th day following irradiation.

{3) Both the poly- B -chloroethylamines and radiations damage
the nuclei of cells causing increased stickiness of chromosomes as
shown by the presence of dumbbell forms. Both types of agent cause
chromesome breaks. The effects on nuclei may be due to inhibition
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of phosphokinases concerned in nucleic acid metabolism. Treatment
with croton oil did not produce any chromosome damage.

{4) Both chloroethylamines and radiations are mutagenic.
Xerays and  methyl-di-(f-chlorocthyl)amine cause mutations 1in
Drosophila. Mutant strains which are more exacting in their
nutritional requirements have also been caused in Newrospora by
X-rays and by nitrogen mustard. The occurrence of mutations is
perhaps the best indication of abrormalities of cell divisions as these
are functional manifestations of the process.

(5} If aqueous solutions of polychlorethylamine hydrochlorides
(HN2 or HN3) are injected subcutaneously into coloured mice
the hair continues fo grow, but at the site of injection the hair is
white {5]. This cffect seem to be permanent, as white patches have
remained on black mice for over a year after injection of either
the aliphatic or aromatic nitrogen mustards.

Irradiation appears to loosen hair of human patients, but
implantation of radio-active material (plutonium) or exposure to
X-rays in black mice causes bleaching of hair in the same way as
injection of vesicants. This greying of hair is possibly a somatic muta-
tion but it may be due to the selective killing of cells which produce
pigment,

(6) As has becn mentioned the radiations [1}] and nitrogenous
vesicants [17] are both able to induce cancer in animals. Professor
Happow [18] has been able to induce cancer in animals with aromatic
bis-(chloroethyl)amine derivates.

(7) Both radium and vesicants damage bone marrow and
lymphoid tissue. In bone marrow with both types of treatment there
is degeneration of leucocytes and myelocytes. The histological damage
following treatment with mustard gas is accompanied by a fall in
the glycolysis and respiration of bone marrow as measured in wifro,
This damage which causes a reduction in the circulating leucocvtes
and thrombocytes leading to leucopenia and thrombocytopenia,
which may allow petechial internal haemorrhages to develop, is a
common result of high doses of radiations and vesicants. Clinical
experience suggests that the leucocytes of patients suffering from
Hodgkin's disease are more sensitive to the action of nitregen mustard
than arc leucocytes of patients with carcinomas of different types.
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(8) The radiation sickness following trealment with X-rays is
well known as one of the adverse effects of radiological treatment.
If lethal doses of X-rays are given to amimals, diarrhoea and
haemoconcentration due to loss of fluid occur. All these effecis are
found with nitrogen mustard. Patients treated with the chloroethl-
amines generally suffer from nausea and vomiting, but this daes
not appear to be prevented by pyridoxin. Animals given lethal doses
of nitrogen mustard suffer from diarrhoea, but the clinical use of
these drugs has caused only slight diarrhoea very occasionally,

(9) Vesicants in general arc potent inhibitors of enzyImes,
particularly hexokinase [19], and the toxic effects of these substances
may be due to inhibition of hexokinase or other phosphokinases in
the tissucs. The phosphokinases are those enzymes which are
responsible for the esterification of tissue constituents and metabolites
with phosphoric acid and the transference of phosphate groups
between different substances.

The glycolytic systern and the phosphokinases are particularly
sensitive to vesicants whether they Dbe reactive halogen compounds
like methyl bromide and the mustards, or unsatured lactones like
proto-anemonin. Although the phosphokinases contain sulphydryl
groups, the inactivatiou by mustard gas does not appear to be due
to action through the sulphydryl groups. The vesicants also inhibit
other enzymes including proteinases and peptidases, but the phospho-
kinases appear to be the most sensitive to poisoning by these agents,
When rats bearing tumours are dosed with sufficient nitrogen mustard
to inhibit the growth of the tumour the glycolysis of the tumour
tissue is reduced.

The ionizing radiations are also general enzyme poisons,
showing effects in many enzymes including carboxypeptidases. There
15, however, some evidence that radiations have oxidising effects,
and Barron, Dickmans and SINGER [ 20] consider that radiations can
poisou sulphydryl enzymes by virtue of this oxidisiug action, and
have shown that phosphoglyceraldehyde dehydrogenase is complet-
ely iuhibited by exposure to 500 roentgens of X-rays. This enzyme
is much more sensitive than yeast hexokinases to X-rays, so that
the effect may be different fromn that of vesicants.
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The fact that the nitrogen mustards are potent inhibitors of
hexokinase (the enzymes which cauvses glucose to react with pho-
sphate) and of the group of enzymes known as phosphokinases in
general, seems to De specially significant. These enzymes are
necessary for the utilisation of the energy of metabolism in synthetic
processes of the cell. The synthesis of nucleotides and nucleic acids
must involve formation of phosphoric esters and the transfer of
phosphate groups from a phosphate donor such as adenyl pyropho-
sphate to a carbohydrate, purine or to amino acids. These enzymes
which are involved in nucleic acid synthesis are easily inhibited by
{he nifrogen mustards. Cells poisoned with nitrogen mustard are
therefore likely to be deficient in enzymes concerned in the synthesis
and function of nucleie acids. This deficiency may lead to the visible
abnormalities of chromosomes and the damaged genes causing genet-
ical mutations and cances.

This would suggest that the changes produced are random or
accidental variations from the nornial. The inhibition of the enzymes
increases the difficulty of cell division and, if the division proceeds,
the possibility of the occurrence of errors of division is increased.
This would explain the association of the effects of inhibition of
growth and of the production of damaged chromosomes, mutations
and cancer,

The mutant forms and the tumours probably arise in the cells
or organism which have received a sublethal dose of the agent. The
tumours which arise as the result of treatment of cells with a
mufagenic agent are derived from a normal host cell which has
produced daughter cells differing from the parent cell because of
some accidental error or abnormality of cell division. When the total
number of cell divisions in the whole mammalian body are taken
into account these abnormalities are very infrequent under normal
conditions. The chance of their occurrence seems to be made much
more probable by the presence of a carcinogenic or mufagenic agent
which possibly increases the difficulties of cell division.

If the change brought about by carcinogenic agents are random
variations of original cells as suggested it is perhaps surprising that
different tumours are so similar in their morphology and biochemistry.
Each tumour has its own specific characters but the differences
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between tumours induced by carcinogenic agents are relatively
small. Different tumours resemble each other more closely than they
resemble the tissue of their origin. Thus tumours have less of the
specific functions of the cell from which the tumour arose and
tumours have the property of producing lactic acid aerobically. Of the
mutations which occur in somatic cells probably many are unable
to survive; many will die normally and others will be unable to
withstand the attacks of defence processes of the host. Of the
numerous mutations which occur, only these which produce cells
able to survive, grow and induce the host to provide a blood supply
will become detectable cancers and for these biological processes
specific characters of function and morphelogy are required. As
the changes are induced by substances which damage the chromo-
some maferial, and probably the genes (cither directly or indirectly)
the changes arc probably the result of loss or inactivation of genes,
as it seems uniikely that a toxic agent should add something to the
nuclear material. Such changes would be analogous to the mutations
induced in Neurospora which result in the loss of ability to carry out
some specific chentical process.

The biochemical mechanism which operates when radiations,
nitrogen mustards or carcinogenic hydrocarbons induce mutations
or cancer, is still obscure. The nifrogen musfards or chloroethylmines
are chemically reactive and combine with many tissue constituents
and inactivate many enzymes, but particularly the phosphokinases
and the pyruvic oxidase system. In order to produce chromosome
damage and inhibition of the growth of tumours in animals the
aliphatic chloroethylamines must have two chloroethyl groups. Thus
while methyl bis (F-chloroethyl) amine inhibits tumour growth and
produces specific chromosome damage dimethyl-f-chloroethylamine
is inactive in these respects. GOLDACRE, LoveLESS and Ross [21] have
suggested that the two active groups join chromosome parts by cross
linkage of protein or other constituents. As a result of these addition-
al cross linkages the division of chromosomes is hindered and
breakages and damage to the chromosomes occurs. This theory
would not account for the action of urethane (which seems to have
no chemically reactive groups) and it is difficult to see how arseni-
cals such as sodium arsentte could act in this way. Sulphydryl com-
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pounds are the only body constituents with which arsenite is known
to react. As there is very litile cysteine cr other sulphydryl compound
in chromosomes, combination of chromosome chains by union of
sulphydryl groups through an arsenic atom is unlikely to occur.

One hypothesis, known as the target hypothesis, advanced for
the action of radiations is that the radiations hit a particular part
of a chromosome and thus causes chromosome damage directly or
inactivate a gene. Such a process might take place with the radio-
mimetic compound by direct chemical combination with chromosomes.
or genes. There arc therefcre at least three theories for the action
of radiations and radiomimetic drugs. These are the inactivation of
enzymes, the cross linking of dividing chromosomes and the target
hypothesis, Further investigation should show which is the true
mechanism for the action of these agents and experimental study
of the theories is likely to lead to better knowledge of the nature
of cell division.

The substances which induce mitotic abnormalities differ
greally in their apparent chemical reactivity. The nitrogen mustards.
are very reactive substances, the aromalic chloroethylamines react
stowly but the aromatic carcinogenic compounds are rather inert.
The French theoretical chemists Daungr{22], PULLMAN and theirasso-
ciates working under the inspiration of LACASSAGNE have shown
that the carcinogenic hydrocarbons have regions, known as the K
regions, in which there is a high electron density, which in the
majority of carcinogenic hydrocarbons resembles a phenanthrene
double bond.

The mean electron density of an area of the molecule depends
upon the electrons attached to the bond and the electrons around
the atoms at cach end of the bond. In the non-carcinogenic hydro-
carbons such as anthracene, the high electron density areas of the
meso carbon atoms and of the reactive double bonds do not overlap
so that there is no region approximating to the size of a carbon-
carbon bond with a particularly high electron density. In phenanth-
rene, because the electron-rich carbon atoms are joined by an
electron-rich bond, the density of the region is higher than any
similar region in anthracene, but is not so high as in the carcinogenic:
hydrocarbons. The region of high electron charge has been called.
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TasLE L. — Reaction of carcinogens and related sudstances with
perbenzoic acid. M50 solutions of subsiances dissolved in cavbon fetra-
chiovide with M50 perdenzoic acid at 25°C. The remaining perdenzoic
actd was esfimated fodomelrically and the resulls ave expressed as milly-
mols of pevbenzoic acid wused per mol sudstrale,

TIME IN HRS. CARCI

COMPOUND S NOGENIC

3 24 48 72 | ACTIVITY
g : ro Anthraguisone . , . . . 5 o o 5 -
Naphthalene . . . . . . . . 0 o 20 10 —
Phenanthrene . . . ., . . . . 5 g 20 25 —
9 : 1o-Phenanthraquinone . . . . o o 25 35 e
Anthracene . . . . . . . . . 5 35 60 8o -
T: 2-Benzanthracene. . . . . | o 25 7o 95 —
1:2: 5 6~-Dibenzanthracene . , | o 15 35 95 +
5-Methyl -1 : z~benzanthracene . . 0 40 40 110 +
4-Aminostilbene . . , . , . . 32 85 120 | 140 +
2-Acetylaminofluorene . . . . | o 40 ! 100 | 160 +
3:4-Benzpyrene . ., . . . . 5 go 130 202 4
31 4-Benzphenanthrene , ., . ., . 45 GO 145 220 +
Stilbene . . . . . . . 5 20 | 110 | 20§ ?
314 5:6=Dibenzcarbazol . . . . gg | 21§ 265 322 +
20-Methylchelanthrene . . . . | 105 | 275 | 340 | 4G5 +
2'~-Methyl~4~dimethylaminostilbene . 215 ¢ 405 463 535 +
2'-Chloro-4-dimethylaminostilbene . 175 | 390 | soo | 590 +
Dimethylaminoazobenzene . . . 455 59 615 — +
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the ¥ region by the Purrman, and in carcinogenic hydrecarbons
the calculated mean electron charge of the area has been found fo
be between 1.2g and 1.35 in the examples for which the laborious
calculations have been made. There is close correlation between
carcinogenic power and electron density of the K region.

The activation is enhanced by substituents such as Dbenzene
rings or methy! groups which repel electrons, in such positions that
they increase the electron density of the phenanthrene double bond.
This double bond in the more potent carcinogenic hydrocarbons
such as g 10-dimethylbenzanthracene has a chemical reactivity in
some addition reactions approaching that of an aliphatic ethylenic
bond and even greater than that of the ethylene bond of some
stilbenes. This theory which is now substantiated by experimental
evidence, suggests that the more active carcinogens in any particular
series of aromatic compounds are those which are the most chem-
ically reactive in addition processes,

Phenanthrenc itself reacts readily with osmic acid {231 and the
carcinogenic hydrocarbons react even more rapidly [24]. Osmic acid
adds on to the double bond of the K region to form an adduct. The
osmic acid adducts can be easily hydrolyszed to give cis-dihydroxy-
dihvdro derivatives,

Perbenzoic acid is anolher reagent which appears to react with
carcinogenic hydrocarbons at rates varying with the carcinogenic
activity. This reagent was shown to react with methylcholanthrenc
and 3:4-benzpyrene more rapidly than with anthracene and phe-
nanthrene by Eckaarpt{25] before the theory of the K region of carc-
inogens had been developed. In looking for a means of measuring
the relative reactivity of the K region, the rcaction of perbenzoic
acid with a series of carcinogens has been determmed. Some of the
data obtained are shown in the table I. The figures show that the
carcinogenic hydrocarbons react at about the same rate as the
carcinogenic aminostilbenes. This suggests that the bond of the K
region of the hydrocarbons is as reactive as the ethylenic bond of
the stilbene molecule and as the azo group of the carcinogenic
dimethylaminobenzene. This work of the last few years which has
been inspired by the French theory has indicated that the carcinogens
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are not inert, but that their biological effccts are probably dependent
on chemical reactivity.

Dimethylaminoazobenzene, or butter yellow, dosed to animals
in which it induces hepatomas was found by MiLLEr and MILLER [ 26|
in a combined form in the protein of the liver, which shows that a
carcinogen can react with tissue protein. This coloured protein
compound however, is only found in the livers of animals of species
which develop liver tumours with these azo compounds and only in
these species in conditions which will favour tumour induction. Such
combination seems essential for carcinogenic action. As the carc-
inogenic hydrocarbons are almoest as reactive chemically as dimethy-
laminoazobenzene the carcinogenic hydrocarbons might also be
expected to combine with some tissue protein in a similar way.

Although the French theoretical chemists have concenirated
on the K region of particular carcinogenic hydrocarbons it is perhaps
worth noticing that these substances have two active regions. Many
carcinogens such as 1:2:5:6 - dibenzanthracene and 3:4 - benzphe-
nanthrene contain two active phenanthrene double bends or K
regions. In those carcinogenic hydrocarbons with only a single K
region the groups which activate that region may also increase the
activity of a second part of the molecule. Thus in the potent carc-
inogen g:T1o-dimethyl-1:2-benzanthracene the two methyl groups
not only make the 3:4 bond more active than in the unsubstituted
1:2 benzanthracene but also increase the chemical reactivity of the
§:10 or meso positions. Such meso substituted anthracene derivatives
are cxiremely susceptible to chemical reactions, such as photo-
oxidation. The metabolism of carcinogens also shows that ancther
region of the molecule (the benzene ring adjoining the K region)
is liable to attack i vivo. Although it is quite clear that carcinogenic
hydrocarbons must have one centre of high chemical reactivity,
they also have a second active centre, either a second phenanthrene
double bond, active meso positions, or an amine group, as in the
aminostilbenes or the aminoazobenzene derivatives,

The reactivity of hydrocarbons is also shown by metabolisin
experiments with non-carcinogenic hydrocarbons such as naphthalene,
phenanthrene [29] and anthracene {30] as well with the carcinogenic
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hydrocarbons. These hydrocarbons undergo the reaction of perh-
ydroxylation involving the addition of the elements of hydrogen
peroxide with formation of dihydroxydihydro derivatives or diols.
In the case of the non-carcinogenic hydrocarbons the addition of the
hydroxyl groups occurs at the centres with highest electron density.
But in the carcinogenic hydrocarbons which have been examined the
oxidation occurs in positions in a ring adjacent to the K-region, not
in the reactive K region itself. This may be because the more reactive
carcinogens combine with some tissue constituent through the double
bond so that only regions of secondary activity are available for the
oxidative process. The investigation of 3: 4-benzpyrene metabaolism [31]
showed that the dihydroxydihydrobenzpyrene known as BPX formed
by metabolism in isolated skin was combined to some tissue consti-
tuent. The combination, however, could be destroyed by treatment
with wet acetone. Studies with 1:2:5:6-dibenzanthracene containing
radioactive carbon have shown that a small part of the carcinogen
remains in animals for many moenths after injection. Thus there
are several indications that the carcinogenic hydrocarbons can react
with as yel unidentified tissue constituents.

It is possible that metabolisin of carcinogens by perhydroxyla-
tion is a detoxication and is not directly associated with the carc-
inogenic change, but I think the change is essential for carcinogenesis,
and the dihydroxy dihydroderivative or the energy changes concer-
ned are the proximate causes of carcinogenesis will try to summarise
the experimental evidence on the subject.

The conversion of carcinogens to water-soluble diols occurs in
mouse skin. If benzpyrene is painted on the excised =kin of a recently
killed mouse the benzpyrene is changed into BPX, and under such
conditions as much as 8o per cent of a small amount of benzpyrene
can be transformed into BPX after incubation for & hours. Under
these conditions the BPX does not diffuse into the Ringer solution
but can be extracted from the tissue with wet acetone. This suggests
that the BPX is combined with tissue constituents in the surviving
cells. Analogous changes occur in most of the body tissues of mice.
If a suspension of benzpyrene is injected intravenously, it is stored
in many of the organs, such as liver, lung, kidney and adipose
tissue, and then metabolised and excrefed.
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Conditions which increase the carcinogenic action of benzpyrene
also increase the rate of excretion, as was shown clearly by experi-
ments of DICKENS and WEIL-MALHERBE| 32 |. When benzpyrene dissol-
ved in fricaprylin containing 3 per cent cholesterol was injected into
mice, it was more rapidly excreted and produced fumours more
rapidly than when it was injected in tricaprylin alone. Addition of
cephalin and lecithin to the tricaprylin solution of benzpyrene
decreased the rate of metabolisin of the carcinogen and increased the
mean induction time of the turnours. '

The process of diol formation is probably a metabolic process
which normally involves the usual body constituents. When we
inject synthetic materials such as naphthalene or carcinogenic
hydrocarbons, we present the cell enzymes with a substrate which
resembles some normal tissue constituents sufficiently closely for it
to be dealt with through the usual channels. The known common
natural substances resembling the aromatic hydrocarbans are phenyl
alanine and the steroids. It is possible that injection of cholestercl
would increase the power of the tissue to metabolise steroids by a
mechanism analogous fo the production of adaptive enzymes and
with this a concomitant ability to metabolise hydrocarbons.

Another argument in favour of the hypothesis I wish to put
forward depends upon the relation of the stereo-isomers of the diols
produced by different species and the difference in response fo
carcinogens. If a cold solulion of 1:2:5:0-dibenzanthracene is
injected into mice or rats it induces tumours in most cases at the
site of injection, but the same solution injected into rabbits does not
produce tumours at the site of injection. Some other carcinogens will
produce local tumours in rabbits, but rabbits are undoubtedly more
resistant to carcinogens than are rats or mice. Now when naphthalene
and anthracene are injected into rats and rabbits they are metabolised
to diols which contain two asymmetric carbon atoms. The spacial
configurations of the diols produced are different in the two species.
In the case of naphthalene, the rat product is lacvo-rotatory ana
the rabbit product is dextro-rotatory.

An analogous species difference in carcinogenicity and me-
tabolism is found with p-naphihylamine. When given to dogs #-naph-
thylamine is excreted as the sulphate of 2-amino-1-naphthol, and
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B-naphthylamine induces cancer of the bladder in dogs. In other
species, including rats and rabbits, no bladder tumours are induced
and the excretion product is z-acetylamino-6-hydroxynaphthalene.

The formation of a diel involves the conversion of an aromatic
ring into a non-aromatic or less unsaturated ring. The fact that the
hydroxyl groups enter in positions other than those of the active K
region indicates that the K region is probably combined with some
tissue constituent. Whatever the combination on the atoms of the K
region, it appears to be of a labile nature as only the free diol has
been isolated and not the complexes. One possibility is that the
partial saturation of the ring adjoining the K region changes the
affinity of the bond so that the free diol is released. Although a
highly active K region is necessary for carcinogenesis, it is obviously
not required for the conversion of a hydrocarbon such as naphthalene
into a diol. This suggests that the linkage of a carcinogen through
the K region is stronger than is the linkage of a substrate fo an
zuzyme; but it may be similar to linkages of that kind. The type
of hypothetical carcinogen complex postulated may be analogous to
the protein-vitamin A compounds of normal cells. Ai one stage in
the process, therefore, the carcinogen is held by addition to the K
region double bond while other rings may be « de-aromatised » by
diol formation.

Although these carcinogenic hydrocarbons have some of the
hiological effects of nitrogen mustards they do not appear to inhibit
the hexokinase of tumours, as the anaerobic glycolysis and respira-
tion of tumours is the same whether they are growing normally or
inhihited by 1:2:5:6-dibenzanthracene. On the other hand inhibition
of tumnour growth by nitrogen mustard is accompanied by a decrease
in the anaerobic gycolysis of the tissue. ELs0N[33] has shown that the
inhibition of tumour growth by carcinogens such as 4-dimethylam-
ingstilbene or 1:2:5:6-dibenzanthracene is only seen if the treated
auimais are maintained on a low protein diet. This finding indicates
that the inhibition of growth is probably due to interference with
protein metabolism which can be overcome if the protein intake of
the host is sufficiently high. As 1:2:%:6-dibenzanthrancene causes
abnormalities of chromosomes these experiments suggest that chromo-
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somes require an adequate supply of amino acids for their proper
mainfenance.

In this response to protein dict there is a definite difference
between the action of X rays and the growth inhibitory action of
carcinogenic compounds. The carcinogenic compounds can apparently
inhibit the growthof the tumour only if the animals are maintained
on a low protein diet. In the response to radiation, however, there
is a defence process which is favoured by a high protein diet. With
animals treated with X rays a greater proportion are able
to rid themselves of their tumours if they receive a high protein
diet so that their defence processes and tissue reactions are more
effective.

The rates of diffusion and reaction are probably important
‘characteristics of the nuclear poisons which have been discussed.
The compounds must, presumably, react in or near the nucleus to
produce their effects. For this they must diffase through the cell to
the nucleus more rapidly than they react with the constituents of
the tissue through which they are passing, unless they have a specific
affinity for the particular constituents concerned with nuclear be-
haviour. The aliphatic nitrogen mustards react very rapidly in the
body having a life of only a few minutes, but they do not react
instantaneously with any reagent and diffuse sufficiently rapidly
for some unchanged molecules to reach the nucleus.

The results which 1 have discussed show how a number of
biological effects are produced by a group of agents which differ
considerably in their chemical reactivity and in their biochemical
effects. Thus the nitrogen mustards inhibit the nhosphokinases and
glycolysis of tissues. Urethane increases the respiration of affected
cells possibly by interference with the Pasteur reaction, X rays inhibit
phosphoglyceraldehyde dehydrogenase and carcinogenic hydrocarbons
appear to inferfere with amino acid metabolism. Al these agents
have specific inhibiting effects but these effects are different in each
of the four cases. This suggesis that the action is duc to a specific
and strictly limited toxic action on the cell. If this action is very
strong the cells are killed, if it is less strong then chromosome damage
and mutations occur because of the increased difficulty of cell di-
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vision. I think thal cancer production is equivalent to a somatic
mutation and the facts which which I have presented are in agree-
ment with this idea.

All the drugs used in the paliiative treatment ol cancer show
specifity of action. Oestrogens are of value for cancer of the prostate,
urcthane for both myeloid and lymphatic leukaeinia, aromatic and
aliphatic chloroethylamines for Hodglin's disease and androgens
{or mammary cancer in young women. Recently Snarrer [34] has
obtained good resulls with stilbamidine in cases of myeloma, and
Farperand other workers [ 35] have found aminopterin, or 4-aminofolic
acid, to prolong life of cases of acute leukaemia in children. In all
these cases, the drugs show preferential action on tumours of a
particnlar site or type. This suggests that we might expect palliative
remedies for tumours of particular sites, rather than a remedy for
cancer in general.

Although this specificity for different types of cancer exists, the
radiations and radiomimetic drugs appear to inhibit growing cells
by their action on the cell nuclei. This might occux either in the
resting state, so that the injury is revealed when division occurs, or
in the early stages of division. They presumably act on tumours
because the tumours have many dividing cells rather than because of
any .iher distinciive property of cancer cells. The nitrogen mustards,
urethane and probably all the agents except the hormones, are nu-
clear poisons. This suggests that another group of substances might
be available as therapeutic agents which would poison the cyto-
plasm rather than the nuclei of cells. Such cytoplasmic poison would
have to have specific affinitity for tumour celis. If the substances
did not have this affinity they would be general toxic agents damaging
the healthy tissues of the body. The nuclear poisons or radiomimetic
agents which are available at present damage the bone marrow and
such damage frequently necessitates the discontinuance of treatment
before beneficial effects are attained. Drugs without this disadvantage
might be found by increasing their specific affinity for tumour
tissue. There is some cvidence that the nitrogen mustards are
possibly more damaging to malignant than fo normal cells. Thus
in cases with bronchial carcinoma treated with nitrogen mustard the
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fall in leucocytes is much less than in cases of leucacmia or
Hodgkin’s disease treated with similar doses of the same substance.
‘The specific differentiation between normal and tumour tissues
needs to be increased but it is difficult to know how it can accom-
plished except by random experimentation and trial,

The usnal line of progress in biochemical research is first 10
find some biological property which can be affected by a preparation
and then to develop methods of biological assay which will give
quantitative data on biological effectiveness. In chemotherapy of
cancer the methods of assay, or what are called « screening tests »,
are still mostly qualitative and rather inadequate. Present knowledge
and experience give one reason to expect remedies for cancer of
particular sites rather than for cancer in general. A drug with a
specific action on a particular type of tumour is less likely to damage
other normal tissue, so that the limitation of acfion may be a good
thing. For this reason, potential therapeutic agents for cancer should
be tested against as wide a range of tumours as possible. Difficulties
arise in the establishment of suitable animal tumours particularly
with animals of pure lines, and such animals are of the greafest
value for this work, We hope to have established a series of tumours
in mice including a Mamnary carcinoma, a sarcoma, a hepatoma,
a prostatic carcinoma, a lung tumour, a lymphosarcoma, a leukaemia,
and a gastric carcinoma. In addition to such tumours, well-established
fransplanted tumours such as the WALKER rat carcinoma are of
great value,

The methods used may depend upon measurement of growth or
of duration of life, or alternatively in histological, haematological
and cytological changes caused by treatment. The increase in length
of life is the most practical criterion to use, but in the case of animals
with spontaneous tumours the expected survival time of unireated
ammals is very variable and difficult to assess. In such cases the
growth rate of the tumour is taken into consideration with the body
weight and general health of the anjmal. With transplanted tumours,
the extension of life by treatment seems to he the most salisfactory
guide, but in all cases, histology and cytology can help in indicating
the possible mechanism of drug acton.
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There is little doubt that in the problem of cancer therapy we
have established the fact that some therapeutic effect against cancer
can be shown, so that some standards are established; the next steps.
should be to establish methods of testing, using quantitative methods,
and to determine the mode of action of such agents as we have
available for the control of cancer growth. If good methods for assay
of chemotherapeutic effectiveness can be established, then progress
to rational chemotherapy of cancer should be assured.
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SUMMARY

The change of normal into malignant cells can be brought about by
many agents and substances of dillerent chemical groups. Tumours have
recently been induced in arimals with chlorothylamines or nitrogen
mustards of the aliphatic and aromatic series. The carcinogenic agents
are able to produce many effects similar to those produced by radiations.
These radiomimeiic effects include induction of cancer, induction of mu-
tations, greying of hair of coloured mice (which may be a somatic
mutation} and specific damage to chromosomes in dividing cells.

The nitrogen mustards are known to inhibit phosphokinases and the
biological effects of these compounds may be due to inhibition of nucleo-
tide and nucleic acid synthesis leading to deficiency of materials essential
for the maintenance of normal functioning chromosomes. Dosing of tumour
bearing rats with urethane causes chromosome damage and an increase
in the respiration of the tumour tissue. This increase in respiration possibly
indicates that urethane interferes with the mechanism regulatng respira-
tien or possibly with the utifisation of energy derived from metabolism.,
Experiments on the effects of carcinogenic hydrocarbons and aminostil-
benes have shown that their inhibitory actions are reduced or neutraiised
by a high protein diet. This suggests that the hydrocarbons interfere with
protein metabolism,

These results suggest that similar biological resulls are obtained
following different biochemical lesions. In all cases disturbances of some
metabolic processes probally occurs. The mutation or change from the
normal to the cancer cell is probably a random change, the probabilily
of which is increased by the presence of a specific inhibitor.

RESUME

Plusicurs agents et substances chimiques peuvent piovoquer la trans.
formation maligne des cellules normales, Tout récemment de tumeurs ont
été induites chez les animaux par la chloroethylamine ou axote-yprites
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de la séric alifatique et aromatique. Les facteurs cancérigénes peuvent
déterminer des effets comparables & ceux qui sont produits par les radia-
tions. Ces effets radiomimétiques comprennent: induction de tumeurs,
induction de mutations, grisonnement du pelage des rats colorés (cect
peut étre une mutation somatique) et 1ésions spécifiques dans les chro-
mosomes des cellules en division,

On sait que les azoto-yprites inhibent les phosphochinases et que
les effets biologiques de ces composés peuvent étre dis 4 l'inhibition de
la synthése des nucléotides et de l'acide nucléique qui conduit 4 une
insuffisance de matériaux nécessaires pour la fonction des chromosomes,
o1 I'on administre de l'urethane 3 des rats perteurs de tumeurs, on voit
une aliération chromosomique et une plus intense respiration du tissa
tumoral. L’élévation de l'activité respiratoire probablement indique que
Iarethane s’engréne dans le mécanisme de la régulation de la respiration,
ou dans I'utilisation de 1'énergiec fournie par les processus métaboliques.
Recherches sur Paction des hydrocarbures cancérigénes et des aminostii-
benes ont démontré que leur effet inhibitoire de la croissance est rédut
ou neutralisé par une ditte riche en protéines; ce que fait supposer que
les hydrocarbures cancérigénes interessent le métabolisme protidique,

On peut penser que des effets biologiques égaux sont produits par de
différentes lésiong biochimmiques. La mutation ou transformation de la
cellule normale en celiule cancéreuse est probablement une transforma-
tion casuelle; la probabilité de laquelle est augmentée par la présence
d'un inhibiteur spécifique.

ZUSAMMENFASSUNG

Verschiedene chemische Stoffe sind imstande cine maligne Umwand-
lung der normalen Zellen herbeizufithzen. Verfasser untersuchie die Kan-
zerogenitat von Chlordthylamin und Nifrogenmustard im Tierversuch,
Die Wirkung dieser kanzerogenen Stoffe ist dhnlich der kanzerogenen Wir-
kung der Réntgenstrablen. Die « radiomimetischen » LEffekte umifassen
die Entestechung von Tumoren, das Auftreten von Zellmutationen, das
méglicherweise durch eine somatische Mutation bedingte Grauwerden der
Haare und Schidigungen der Chromosomen der in Teilung befindlichen
Zellen.
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Man nimmt an, dass Nitrogenmustard die Phosphorinase hemmt und
dass die biologische Wirkung seiner Abkdmmlinge mit einer Hemmung
der Bildung der Zeilkerne und der Nukleinsdure einhergeht, die fir die
Bildung der Chromosomen wesentlich ist. Die Verabreichung von Urethan
an die Tuamertiere fithrt Verinderungen an den Chromosomen und eine
gesteigerte Oxydation im Karzinomgewebe herbei. Das Ansteigen der
Atmungsvorginge zeigt wahrscheinlich an, dass Uretban in den Mecha-
nismus der Atmungsregulationen eingreift. Untersuchungen tiber die Wir-
kung der kanzerogenen Kohlenwasserstoffe und der Aminostilbene zeigten,
das ihre Wirkung bei einer Diat, die reichlich Eiwelss enthalt, vermindert
oder ginzlich aufgehoben wird. Dies berechtigt die Annahme, dass die
kanzerogenen Kohlenwasserstoife den Eiweissstoffwechsel beeinflussen.

Es kann angenominen werden, dass gleichartige biologische Effekte
durch verschiedenartige biochemische Verinderungen zustandekommen,
Die Mutation oder die Umwandlung ciner Normalzelle in eine Krebszelle
wird wahrscheinlich durch die Anwesenheit eines spezifischen Hemm-
faktors ausgelfst,

SOMMARIO

La trasformazione maligna delle cellule pud essere provocata da pa-
recchi agenti e sostanze di natura chimica diversa. Recenlemente sono
stati evocati tumeori in animali mediante cloroetilamine o azoto-ipriti detla
serie alifatica ¢ di quella aromatica. Gli agenti cancerogeni possono pro-
durre effetti paragonabili a queili prodotti dalle radiazioni. Questi effetti
radiomimetici comprendono: induzione di tumori, induzione i muta-
zioni, ingrigimento del pelame di topi colorati {che pud essere una mu-
tazione somatica) ¢ lesioni specifiche nei cromosomi delle cellule in di-
visione.

E’ noto che le azoto-ipriti inibiscono le fosfochinasi e gli effetti bio-
legict di questi composti possono essere dovuti alla inibizione della sin-
tesi dei nucleotidi e dell’acido nucleinico, che conduce ad una deficienza
di materiali necessarl al mantenimento del normale funzionamento dei
cromosomi. Somministrando a ratti portatori di tumeori dosi di uretano
si ha una alterazione cromosomica ed una pilt intensa respirazione del
tessuto tumorale. L’elevazione dell’attivitd respiratoria probabilmente sta
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ad indicare che l'uretare si ingrana nel meccanising di regolazione della
respirazione oppure nell'ntilizzazione dell’energia fornita dai processi me-
tabolici. Ricerche sopra l'azione degli idrocarburi cancerogeni e degli
aminostilbenici hanno dimostrato che i loro effetto inibente & ridotto
o neufralizzato da una dieta ricca in proteine. Questo fa supporre che
gli idrocarburi interferiscono col metabolismo proteico,

Questi risultati fanne supposre che effetti biologici simili siano otte-
nibili in seguito a diverse lesioni biochimiche. La mutazione o trasfor-
mazione della cellula nonmale in ceflula cancerosa & probabiimente una

trasformazione casuale; la probabilifa della quale ¢ aumentata dalla pre-
senza di un inibitore specificc.
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DISCUSSION:

BERENBLUM asks: In the « cross linkage » hypothesis is the
nitrogen mustard molecule sufficiently long to bridge the gap between
two chromosomes?

BovLanp answers: The nitrogen mustard molecules would join
parts of a chromosome before division. Such adventitious bridges or
cross linkages might persist during and after division and cause
breaks and other chromosome abnornalities.

Cowpry asks: Did you intentionally fail to mention the possi-
bility that these hydrocarbons act on plasmagenes?

BovLanp answers: Carcinogens may produce their most im-
portant biological effects through action on plasmagenes, but the
direct visible effects on chromosomes are the only ones which can
be seen.

Cowpry asks: Have you any data on the penetration of these
hydrocarbens into the nuclei?

BOYLAND answers: No.

GREENSTEIN asks: What components of the high protein diet
are effective in neutralising the action of hydrocarbons on tumour
growth?

BovLaND answers: The particular components have not been
identified.

BERENBLUM: What is the evidence that the greying of the hair
is a mutation?

Peacock: T suggest that greying of the hair is unlikely to be
a mutation, as every cell would have to undergo the same sort of
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mutation. I know of no example of a mutagen that can cause 100%
of mutations in exposed cells.

voN Eurer: The grey-hair effect may depend on the
destruction of the enzyme-system producing tyrosinase.

BoyvLanp admits that the greying of hair might be something
other than a somatic mutation but it is a permanent change induced
in some cells. Research on this point is being carried ouf in
Birmingham and London.
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ETUDE DU POUVOIR CANCERIGENE
DE NOUVELLES BENZACRIDINES ANGULAIRES

ES5AI DE CONTROLE DE LA THEORIE ]:EI’.ECTRONIQUE

Pror, A, LACASSAGNE (Paris)

Le probléme de la pathogénie du cancer compte parmi ceux
dont la solution est rendue difficile, plutét par pléthore que par
manque de connaissances. Des découvertes nombreuses et importan-
tes, réalisées dans ce domaine depuis une trentaine d’années, ont
ouvert des vues sur des horizons variés, et permis d’imaginer plusieurs
interprétations - chacune apparemment fondée - nais difficilement
conciliables entre elles.

Cependant, quand on a suivi de prés, par I'observation sur le
vivant et par I'étude de coupes histologiques, les étapes de la trans-
formation maligne d’un épiderme sous l'action répétée soit d'irra-
diations soit d’applications d’un hydrocarbure aromatique actif, et
méme celles du passage d’un papillome infectieux du Lapin au stade
d’épithélioma, il est difficile d’écarter I’idée d’un mécanisme ana-
logue infervenant dans tous les cas.

Cherchant, il v a quelgues années, une explication &4 un phéno-
méne d’anfagonisme d’action entre deux hydrocarbures polycycli-
ques employés simultanément, qu’ avec mes collaborateurs nous
étudiions {10], je pris connaissance de 'hypothése proposée depuis
peu par un chimiste allemand Otto Scumipr [16, 17]: purement
théorique, sans aucun fondement expérimental, elle avait du moins
Vattrait de la nouveauté et de la cohérence des solutions qu’ elle
proposait.
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ScuMIDT avait cherché 4 étendre aux hydrocarbures polycy-
cliques les conceptions de quelques chimistes théoriciens d’avant-gar-
de, qui s’efforgaient d’expliquer les propriétés chimiques, physiques et
méme biologiques des corps, par des déplacements d’électrons dans
leur molécule. Par 'emploi des calculs de la mécanique ondulatoire,
on peut déterminer la probabilité de présence des électrons hbres
sur chaque atome d’une molécule et, par 1, reconnaitre des zdnes
de leur plus grande densité devant correspondre & une région de
plus forte réactivité chimigve.

Etudiant comparativement les formules des principaux hydro-
carbures polycycliques dont 1'activité cancérigéne était alors connue,
ScaMinT conclut A une concordance entre le degré de cette propriété
et la concentration d’électrons libres en un point particulicr de leur
molécule. La théoric expliquait: que Phydrogénation (laguelle
réduit la concentration électronique} abaisse le pouvoir cancérigéne;
qu’au contraire, la présence de tel substituant, favorable au resser-
rement des électrons libres, augmente Iactivité; alors gu’un
substituant qui capte les élecirons la diminue, Evaluant cette sorte
d’énergic d’activation, obfenue dans ces conditicns avec celle des
longucurs d’ondes cancérigtnes de lultra-violet. ScHMIDT admit
un ordre de grandeur voisin, permettant d’attribuer la cancérisation,
dans les deux cas, au transfert de Pexcitation sur une charge pro-
téique, pour y catalyser une réaction (une énolisation, par exemple),
qui serait & l'origine d’une mutation aboutissant 4 la cancérisation.

Cette théorie ne recut pas un accueil plus favorable que tant
d’autres, & I'énoncé desquelles se livrent périodiquement des esprits
d’autant plus imaginatifs qu’ils connaissent moins le cancer. Elle
ne s’accompagnait pas de la moindre fentative de contréle, soit
biologique, soit méme mathématique. En effet, ScuMipr était arrivé
3 ses conclusions, sans se livrer & des calculs précis, mais par simple
approximation, d’aprés la forme du squelette des molécules. Voici
le jugement porté sur ce sujet, en 1940, par Cook et KENNAWAY
dans la revue critique qu’ ils consacraient aux nouveaux fravaux
publiés sur les agents cancérigénes {61: « These conceptions of
ScHMIDT are of interest, but in the absence of exact data concerning
electron densities it is difficult to submit them to experimental test.
Moreover, like many other theorifical interpretations they are apt
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to be more successful in explaining known phenomena than on predict-
ing new ones ».

Cependant, une tentative de vérification, par calcul de la densité
électronique fut publiée par SVARTHOLM en 1942 [19]. II avait con-
struit les différents « diagrammes de superposition » correspondant
a des squelettes d’hydrocarbures, en particulier du 1:2z-benzanthra-
céne, Par comparaison de ce corps avec les structures de divers
hydrocarbures cancérigénes, 1'auteur conclut qu’il paraissait justifié
d’associer la proprieté particuli¢re de ces composés 4 une plus grande
tendance a faire des réactions d’addition.

Il convenait donc de porter le probléme sur le terrain expéri-
mental, et de voir si la thése résisterait & la double épreuve d’une
étude approfondie s’exergant aussi bien au point de vue biologique
gue mathématique, Mais, le projet se présentait comme devant étre
d’exécution difficile ef laboriewse. Il ne pouvait &tre entrepris que
par une équipe de travaillenrs qualifiés, appartenant 4 des disciplines
variées.

Depuis que nous avons commencé ce fravail, & 1'Institut du
Radium, en 1944, de nombreuses publications lui ont été consacrées,
par les chimistes organiciens chargés de préparer des corps nouveaux
[4], par les biologistes qui avaient recherché le pouvoir cancérigéne
de ceux-ci [g, 11} par les théoriciens qui établirent des méthedes de
calcul {de plus en plus simples et cependant de plus en plus précises)
des facteurs électroniques de cancérisation [7, 8, 13, 14].

Cet exposé est destiné & permettre de se rendre compte si des
progrés ont été accomplis, et si des arguments sérieux on été ap-
portés en faveur de 'hypothése initiale.

Au début, la recherche théorique avait consisté i établir une
méthode d’évaluation quantitative de la structure électronique de
molécules complexes comme celles d’hydrocarbures aromatiques 2
cing anneaux. Ce fut I'ceuvre de R. DAUDEL et A. PuLLMAN [8].
Leur méthode dite des « diagrammes moléculaires » consitait & dé-
terminer la valeur des charges éleciriques existant & chaque sommet
et au nivean de chaque liaison de la molécule. L’ayant appliguée a
des corps dont lactivité oncogéne avait éié antéricurement éiablic
sur 'animal, PULLMAN reconnut que les différents groupes d’hydro-
carbures cancérigénes se caractérisent par une charge électrique

Lacassagne - 3



110 TONTIFICIAE ACADEMIAL SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA -« 7

particuliérement forte, localisée sur une double Haison et les deux
sommets adjacents [13]. Dans les carbures possédant les cycles du
phénanthréne (série du I:2-benzanthracéne ¢t des benzacridines),
on trouve sur l'anneau médian, dans la « région mésophénanthré-
nique » un excés particulier de charge; il existe deux zones de forte
charge dans le dibenzanthracéne. Enfin, PULLMAN établit une rela-
tion quantitative entre !’ intensité du pouveir cancérigéne et la
grandeur de la charge au niveau de ce qu'elle désigna comme la
« région K » de la molécule.

Encouragés a poursuivre la vérification d’une théorie qui prenait
de la vraisemblance, nous avons décidé de la soumettre & une épreuve
capable d’entrainer la conviction soit dans un sens, soit dans un
autre. Il convenait: a) de faire préparer par les chimistes des séries
de corps nouveaux; b) de demander anx théoricicns d’'en examiner
la structure moléculaire au point de vue électronique et d’en prédire
Iactivité cancérigéne; ¢) enfin, de les essayer sur la souris, dans les
conditions d’administration habituelle.

Le groupe des benzacridines angulaires, étudié¢ dans notre la-
boratoire depuis plusieurs années, se prétait favorablement a cette
expérience, On sait, en effet, qu'il fournit des dérivés dont le pouvoir
cancérigéne varie considérablement d’un corps & un autre. La
synthése de benzacridines encore jamais préparées, portant en
différentes positions des radicaux méthyles ou phényles capables de
faire varier la charge électrique, a été effectuée sous la direction
de Buu-Hol, par Dat, Drcrirck, Exert, HoaN, Jacquianon, KHor,
Lavit, LECOCg, ROYER.

A mesure qu’ils étaient obtenus, la formule de ces corps était
cominuniquée aux calculateurs. Aprés étude, ceux-ci devaient
chiffrer la charge électronique et tirer de ce résultat 1’indication de
I'index théorique d’oncogénicité.

Cependant, une plus grande précision avait été apportée a la
maniére d’évaluer théoriquement le pouvoir cancérigéne. L’étude
faite & ce sujet par P. et R. DAUDEL, JACQUES, JEAN, MARTIN,
VROELANT, les avail conduits & tenir compte de trois facteurs capables
d’intervenir dans la manifestation de cette propriété biologique de
Phydrocarbure: la tendance a Paddition avec une molécule vivante,
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la stabilité du complexe ainsi formé, I'optimum de la charge dans
la région favorable a 1’addition.

Pour aboutir & une somme de ceife triple influence, on doit
calculer trois grandeurs comrespondant grossidrement aux facteurs
précédents: 1°) I'indice de liaison qui mesure la tendance 2 ’addition,
et aussi 'aptifude & la formation d’un complexe stable; 2°) I'indice

¢

Le Benzanlhracéne = squeleltle des Benz-
acridivies

Dia_g.vamme dos a[:'/ferenf.s lypes de liaison

_/ze.s‘ chiffres entourds d'un cercle r'na'f'?uen[' la nolation cﬁr'mt'yua,
los avlres permetient do trovvaer fes types de /r'aison.)

FiG, 1.

de valence libre, qui favorise lui-aussi I’addition; 3% la charge des
électrons mobiles de chaque atome de la molécule.

En ce qui concerne les types de liaisons, voici & quoi aboutissent
les calculs (figure 1), La plus favorable & une addition stable est le
type (3-3); on voit qu’il existe, en position 3:4, dans le squelette
de la benzacridine. Sa valeur a été chiffrée (figure 2) 2 0,692, nombre
qui tradwit la force de cette liaison par rapport A la liaison éthylénique
prise pour unité. Sur cette méme figure, on a aussi chiffré V'indice de
valence libre, localisé sur chaque atome. On peut voir que, si I’on
fait la somme des indices de laison de chaque atome, avec celui de
sa valence libre, on trouve pour chacun d’eux 1,68, gui représente

Lacassapne - 5



112 PORTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA -~ 7

la force fotale de la liaison de 'électron = de I'atome. C’est également
la position 3:4 du squelelte qui posséde le plus grand indice de
valence libre: 0,48 + 0,48 = o0,90. Elle correspond donc & la
région la plus aple 4 Uaddition, dont 1i reste & établir la charge.
Pour cela, il faut d’abord se rappeler que le diagramme des
charges de benzanthracéne est tres simple, car chaque atome renferme
un électron = {figure 3). Mais, si on place un azote sur le cycle, on

Diajmmme des indices de lrarson ef des india
- ces des valences libres

I fa.[f afnluerai‘!‘rc comme wxore la ﬁlus‘ O.Pfo a laddition {a
liaison Ji4 (’re:g[on méso/uﬁénan'brém'?ue, ou re\’gc’on Kj.‘.

FiG, 2.

diminue les charges uu peu partout, surtout au voisinage de 1’azote.
Dans ces conditions, la région mésophénantrénique des 5:6-benza-
eridines voit sa charge décroitre plus fortement que celle des #: 8-
benzaciidines (figure 4), la charge devenant 1,973 dans le premier
cas et 1,984 dans le second (figure 5). Inversement, 'introduction
de radicaux méthyles augmente plus ou moins Ja charge suivant les
positions; sur la figure 6 sont représentées les plus favorables de
celles-ci, correspondant aux plus grandes valences.

in possession de ces différents facteurs numériques, on prut
établir une courbe de la variation du pouvoir cancérigéne en fonc-
tion de la charge, qui doit permetire - si la théorie et les caicnls sont
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sxacts - de {rouver automatiquement le degré d’activité de tout
hydrocarbure nouveau (figure 7).

seize nouvelles benzacridines (dont huit de la série 7:8 et huit
de la série 5:6) ont été mises en expériences de contrdle biologique
avec la collaboration de RUDALT et ZAyDELA. Selon la technique ha-
bituelle, des lots de 10 souris ont recu, soit des applications cutanées

Df'agramme des c/)ar_ges é[efronf?ue.s g
Benzanlhracéne
{'Za. Pe:?r'on en ?Uesﬁon /oossécfe vne char\932)

16, 3.

répétées, soit des injections sous-cutanées. Cing 7:8 benzacridines
et cing 5:6- ont été employées par les deux procédés; trois autres,
de chaque série, ne I'ont été que par injection. Les plus anciennes
de ces expériences ont débuté en aoiit 1948. On se bornera 4 indiquer
ici les résultats de quelques-unes seulement d’entre elles, qui sont
arrivées & leur terme. (1)

Pour neuf de ces corps nouveaux, on posséde actucllement le
résultat des applications cutanées, faites selon le procédé habituel:
1 goutte, deux fois par semaine, d’une solutioin 4 0,3% dans Pacé-

(*) Cette recherche a été subventionnée par la section du cancer de
P« U. S. Public Health Service ».
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tone, sur 1o souris de méme lignée. Le résultat des injections (de
0,5 & 0,8 mg) qui demande un temps de latence beaucoup plus long
pour étre considéré comrme acquis, n’est pas encore démonstratif.

Jnﬂuence de linlroduclion de

lazole dans la molécule

Schéma ?ua/ifa f[/

Fi1G. 4.

0,975 4

N 1 } 1973 0,984 f‘ﬁ‘“’

Jnfluence de lintroduction de
lazole dans la molécule

Schéma guan lita /.py'

I1G. s.

Ces neuf corps sont: parmi les 7:8 benzacridines, les trois tri-
méthyl 1:4:10-; 1:6:10-; 2:3:70-; et deux diméthyl 1:2-; 6:10-.
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Parmi les 5:6 benzacridines, les trois triméthyl 1:2:10-; 2:3:10-;
2:4:10-; el la diméthyle 1:2.

Le tableau de la figure 8 présente les résultats expérimentaux
obtenus avec ces neuf corps, en ce qui concerne les applications
cutanées. On les a rangés dans 'ordre décroissant de I'activité, en

of/)ésifions des méf/)y/es les /o/u, /(a::
vorables & la caricérisation

Fic. 6.

tenant compte des trois effets aisément constatables: 1" épilation,
I’apparition de papillomes, 1'apparition d’épithéliomes. Le degré de
I"épilation est indiqué par deux croix si le phénomeéne a été obtenu
chez toutes les souris du lot; par une croix si quelques-unes seulement
P'ont présenté; par o quand aucune épilation ne s’est produite. Les
index de papillomatose ef de cancérisation ont été établis selon le
procédé antéricurement indiqué (pourcentage des tumeurs induites
parmi les animaux ayant survécu au deld du délai d’apparition de
la premiére tumeur, divisé par la durée moyenne de latence). Dans
un seul cas, les injections ont fourni des sarcomes de facon précoce
{de 130 a4 150 jours). Mais, dans la plupart des autres cas, la survie
généralement trop bréve des animaux peuf n’avoir pas permis la
manifestation de cefte tumeur a latence ordinairement longue. Aussi,
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I"indication n’en est donnée, ici, qu’a titre documentaire; la question
des sarcomes devra étre réservée pour une étude uliérieure.

Dans une derniére colonne sont indiqués les excés de charge
électronique, qui nous avaient été fournis préalablement au contrdle
biologique. Les nombres indiquent le supplément d’électron, au

Index | Excds
sar- de
come | charge

Epi» Index | Index

\y ’ -1l
Nouvelles benzacridines talion | papill, [ epithél,

I. 2:3:10-triméthyl-7:8 . . . + 4 1 61,51 28 e 38

. 1:4:30 » 7:8 . . . 4+ | 49 43,8 1 37
. x:6:10 » 7i8 ... +- 25 19,5 | - 7T
IV, 2z:3:10 » 5:6 . . 4+ o o 20 16
V. 1:2:10-triméthyl-5: 6 + 0 o — 13
Vi 1:2-diméthyl-7: 8§, + o o — 8
VII. 6:10 » 7:8. + o o — 61
VIIE 2:410-triméthyl-5:6 . ) o 0 . 12
iX. 1:z.diméthyl-5:6 . . . . . o o o -— 2

dessus de deux, sc trouvant dans la région active, laquelle est sup-
posée formée de deux atomes. Cet excés est nul dans le cas du ben-
zanthracene, puisque la charge est partout égale & deux, comme on
I'a vu sur la figure 3. Les nombres correspondent & des millidmes
d’électron. C’est ainsi que, dans le cas de la 2:3:10 - Griméthyl -
7:8- benzacridine, 38 signifie que la charge est de 2,038 sur la zone
active, ce qui correspond 4 wun excés de charge de 38 millitmes
d’électron.

A premiére vue, Pexamen de ce tableau est décevant: la compa-
raison entre l'ordre des aclivités biologiques et l'ordre des exces
de charge n’indique aucun parallélisme, ce qui parait devoir exclu-
re toufe relation entre les deux phénomeénes.

Toutefois, il importe de faire remarquer qu'une anomalie était
prévue comme devant se présenter dans le cas des deux corps ITT
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et VIL. En effet, les calculs avaient indiqué que la substitution
d’'un méthyle en position 6, c’est A dire sur un des atomes de la
région mésophénanthrénique, doit augmenter considérablement la
charge de cette zone de haute réactivité. Mais, il était impossible

[
+38 0 ﬂlﬁ—.—

5 P
< ~
g
9
% 30
N
7]
I
S /f
3 /
& /

] s

2000 2,020 2,040 2,060 £ofo

Charge en éleclrons

Varialion dv pouvorr cancérisa=
tion en fohclion de la
charye

Fia. 7.

de prédire si la présence de ce radical sur la zone elle-méme facili-
terait on ginerait les réactions d’addition admises comme devant
§’v produire. L’expérience semble établiv que cette présence inhibe
I'effet de l'exceés de charge (figure 8).

Si 'on veut bien faire abstraction de ces deux corps, la compa-
raison des résultats théoriques et expérimentauvx devient plus satis-
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faisante et n’interdit pas de penser que les prévisions de ’activité
cancérigéne, d'aprés les calculs de la mécanique ondulatoire, puis-
sent présenter quelque valeur, tout an moins qualitativement.

N NooH,
o
cH, o, 4,

14,70 Timelhyl 38 Benzacr 7,6,70Trimelthyl 8 Benzacr
exces de charge 3F exces de charge 71

epf'/a tiom: +1 ep.«'[a lion : +

Index papillome: 49 Irndespapitioma: 25
Index eprlheliomas 43,5 Index eﬁ/‘fﬁe//'orﬂa: 19,.5'

Fic, 8,

Jcﬁe’r?g ‘a/e /6yc{a liorn des

cancerigenes par le Z‘etro:\r)/
(Baagyer 7949)

(Z'atta?r/e e la région K ast /a.ci/t'feia ar o prda

sernce'de groupes mélhyles e ,me’so: ern accord
avec los resullaly ol ca/co/)

d/;)/dro carbures
f=}

elosmiiwm

Fic. 9.

D’ailleurs, les travaux de ces derniéres années ont mis en
évidence Pintervention d’autres facteurs que celui de la charge
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électronique, capables d’influencer la formation du complexe sub-
tance cancérigéne-constituant cellulaire, & laquelle on attribue le
rOle essentiel dans la cancérisation.

On est donc conduit 4 poursuivre les essais d’amélioration des
techniques tant théoriques qu’expérimentales, dans cette voie par-
ticuliere de recherche. Dans le domaine biologique, nous essayons
maintenant la méthode de BERENBLUM et SHUBIK, par aclion cocar-
cinogénique de 1'huile de croton pour la production des tumeurs
cutanées [2], et celle de SHEAR par implantation d’hydrocarbures,
plutét que par injections, pour I’obtention de sarcomes [18]. Nous
espérons, ainsi, diminuer 'influence toxique des substances, et ob-
tenir des survies plus prolongées permettant d’augmenter la préci-
sion des index d’activité biologique.

Depuis quelque temps, la théorie életronique de la cancérisation
devient un sujet de plus en plus fréquemninent débattu. D’autres
méthodes d’étude de la structure des molécules des hydrocarbures
(inagnétochimie par BUuU-Hot et PACAULT [ 5], mesure des distances
interatomiques par ROBERTSON [ 151, réactions chimiques par BOYLAND
et par BADGER), si elles ne la confirment pas, du moins fournissent
— dans leur domaine respectif — des résultats en accord avec les
siens.

C'est ainsi que Boviaxp (3] a fourni des arguments en faveur
d’une combinaison avec un constituant essentie]l de la cellule, se
faisant par addilion au niveau de la double liaison de la région K
des hydrocarbures cancérigénes.

Récemment, BapgER [1}, utilisant une réaction découverte par
Cook, consistant & oxider les hydrocarbures aromatiques par le te-
traoxyde d’osmium, a noté que cette réaction a toujours lieu
sur la région mésophénanthrénique dans la série du benzanthracéne;
I'oxydation se produit d'autant plus rapidement que la charge cal-
culée de la region K est plus forte (fig. g).

Au point de vue pratique, la prévision du pouvoir cancérigéne
des nouveaux composés, par le calcul, rendrait de grands services.
Au point du vue de la compréhension du mécanisme de la cancéri-
sation, elle servirait de tferrain solide de départ pour I'étude des
réactions biochimiques conduisant & la trasformation maligne de la
cellule.
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La théorie électronique est, en effet, conciliabile avec les dif-
férentes hypothéses faites, par différents auteurs, quant & la com-
binaison chimique intéressée dans la réaction de cancérisation. Une
des derniéres est celle de Ping [1z2], qui explique la carcinoge-
nése per lintermédiaire de composés éthyléniques se produisant a
partir des hydrocarbures par oxydation enzymatique des groupe-

4 vbeie glofa 5,6 denen
o~ U ” U «zcr?‘:’inc Finective)

Serca dela Fdbansacriding /un'mf)

Fic. 10.

ments méthyles présents dans la molécule initiale, ou qui y seraient
introduits par méthylation biologique au moyen de donneurs de
méthyles (cystéine, méthionine, etc....) L'hypothése explique la dif--
férence d’activite entre les méthyl-5:6-benzacridines et leurs iso-
méres de la série 7:8, qui résiderait dans le fait que la position méso
active est occupée, dans le premicr cas, par un atome d’azote
incapable de réagir; tandis que, dans le second, il existe un méthyle
trés réactif qui donne naissance & un éthylénique (figure 10).

Dans un symposium consacré 4 la discussion du probléme bio-
logique du cancer, il convenait que I’état actuel des données con-
cernant la théorie électronique de la cancérisation fut présenté. Les
expériences dont les résultats viennent d’étre rapportés, entreprises
en vue de soumettre 'hypothése & une épreuve rigoureuse, ne por-
tent encore que sur peu de corps. Aussi peut-on seulement firer la
conclusion que la prévision, par le calcul, de l'aclivité cancérigéne.
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d’une combinaison polycyclique a donné, jusqu'ici, des résultals
qualitatifs acceptables. Cependant, les fluctuations biclogiques dans
des expériences ne portant que sur un petit nombie d’animaux, ct
les incertitudes sur certaines variables dans les méthodes d’évalua-
tion des charges électroniques, ne permettent pas encore de consi-
dérer la théorie comme suffisamment élablie pour la prendre com-
me fondement d’une explication pathogénique du cancer.
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RESUME

Si les progrés réalisés depuis quelques années par la théorie du virus
devaient permettre, un jour, d’étendre celle-ci & tous les néoplasmes, le
probléme biologique du cancer se trouverait simplitié, et ce groupe patho-
logique perdrait la piupart de ses caractéres considérés jusqu’ici comme
distinctifs.

Toutefois, la notion de la multiplicité des agents de cancérisation
cxpérimentale (tels que radiations, diverses substances chimiques exogénes
ou endogénes) pose des énigmes que I'hypothése virus ne résoud pas,

Mes recherches personnelles ont surtout porté sur ces agents de cancé-
risation cellulaire. Leur variété rend difficile d’imaginer un mécanisme
commun d’aclion.

L’hypothése qui -— momentanémeut — répond le mieux aux nom-
breux problémes pendants, est celle d’O. Scumipt, hypothése qu'avec
mes collaborateurs nous avons développée ct précisée et que j’ai dési-
gnée comime « théorie électronique de la cancérisation ». Elle a I'avantage
d’étre conciliable avec la plupart des facteurs étiologiques connus, y
compris les facteurs génétiques el ceux transmis par filtrats,

La transformation maligne serait un aboutissement, résultant de ia
perte de la fonction de régulation des multiplications cellulaires, que
pourraient réaliser aussi bien certaines radiations, de nombreuses sub-
stances chimiques, voire des virus.

Le caractére nouveau, ainsi acquis par la cellule (un pouvoir illimité
de division dans I'organisme et an dépens des autres éléments de celui-ci)
est e seul qui paraisse constant et, par conséquent, spécifique de la cellule
cancéreuse, par comparaison avec la cellule normale.

SUMMARY

If the progress obtained in these last years by the virus theory were
to allow us, one day, to apply the same theory to all tumours, then the
biological problem of cancer should be greatly simplified and this patho-
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logical group would lose most of the characteristics vwhich have been
considered up o this day as specific.

Yot the knowledge of the great number of experimental carcinogenis
agenis (such as radiations and several exogenous and endogenous chemi-
cal substances) gives rise to problems that the virus theory does not solve,

My personal researches were chiefly centred upon these agents of
celtular cancerisation. Their greal variety makes it very difficult to admit
of a common mechanism of aclion.

The supposition that at present answers better io the numerous open
praoblems is that of O. Scumipr, an hypothesis that my assistants and
myself have developed and exactly specified and which I denominated
« electronic theory of cancer ». It offers the advantage of being eventually
applied to most known ctiological factors including genetic factors and
factors {ransmitted by filtrates.

The malignant change would then appear to be the outcome of a
loss of the fonction regulating cellular fission; and may occur through
certain radiations, the action of many chemical substances or even virus.

The new characteristic that the cell thys acquires (an uniimited
capacity of fission inside the Dody at the expense of the other constituents
of the organism} is the oniy one thatf seems to be constant, and conse-
quently, distinetif of the cancerous, as compared to a normal cell.

ZUSAMMENTFASSUNG

T den Bemihungen, die Kanzerogenitit der veschiedenen chemischen
Substanzen zu erkliren, entspricht die Hypothese von O. ScuminT, welche
vom Verfasser und seinen Mitarbeitern weiter entwickelt, genaver pri-
zisiert und als « Ilekironentheorie » bezeichnet wurde, gegenwirtig noch
am Desten den wveschiedenen, noch schwebenden Problemen. Sie hesitzt
den Vortell, mit den meisten bekannten &tiologischen Faktoren, ein-
schiesslich der genetischen FFakforen und der ibertragharen filtrierbaren
Agentien in Uebereinstimmung gebracht werden zu kénnen. Die maligne
Zellumwandlung geht auf den Verlust wichtiger regulatorischer Eigen-
schaften zuriick, die ebenso durch bestimmte Strahlen, durch chemische
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Substanzen oder durch ein Virus verursacht werden kénnen, Die Zelle
erwirbt neuartige Eigenschaften, die nunmeblr die Charakteristika der
Krebszelle darstelien.

SOMMARIG

Se i progressi realizzati da qualche anno dalla teoria sopra i virus
¢i permetieranno uwn giorno di estendere questa teoria a tutél i tumord,
il problema biologico del cancro sard molto semplificato; questo gruppo
nosologico perderebbe la maggior parte dei caratteri considerati finora
come specifici.

Tuttavia la molteplicita degli agenti cancerogeni sperimentali (come
le radiazioni, diverse sostanze chimiche esogene ed endogene) mette in
rilievo degli enigmi che la teoria del virns non basta a risolvere.

Le mie ricerche personali sone state condotte soprattutto su questi
agenti della cancerizzazione cellulare. La Joro varietd rende difficile ipotesi
che essi abbiano un meccanismo d’azione in comune.

La concezione che al momento risponde meglio ai numerosi problemi
posti in questione & quella di O, Scumipr, concezione che jo ed i miei
allievi abbiamo sviluppato e precisato e che io ho designato come « teoria
elettronica della cancerizzazione ». Essa ha il vantaggio di poter abbrac-
ciare la maggior parte dei fattori eziologici conosciuti, ivi compresi i
fattori genetici e quelli {rasmessi dai filtrati.

La trasformazione maligna sarebbe un resultante della perdita dei
meccanismi che regolano la molliplicazione celiulare; tale trasformazione
pud aversi anche per mezzo di certe radiazioni, di numerosc sostanze
chimiche e persino per mezze dei virus.

Il nuovo carattere cost acquisito dalla cellula {potere illimitato di
moltiplicazione nell’organismo, a spese degli altri clementi cellulari) &
il solo che appare costante ¢ percid specifico delia cellula cancerosa, in
confronto della cellula normale.
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DISCUSSION:

BerenpruM: There is a difficuliy in correlating electron den-
sity on the K region and carcinogenicity, in that carcinogenesis is a
relative, not an absolute property, depending on the species or
strain of animal and the tissue used.

Bovranp asks: Have you calculated or considered the relation
between the activity of the K region of carcinogens with the: 1) time
of tumour induction and 2) percentage incidence of tumours, sepa-
rately, insead of in the carcinogenic index?

Peacock: I think any substance that has been shown to be
carcinogenic for any tissue of any animal must be classed unreser-
vedly as a carcinogen. Otherwise we shall have difficulty in cor-
relating our biological observations with physical and chemical obser-
vations.

TacassaGNe répond: I est bien connu que les cancé-
rigénes agissent inégalement dans les diverses espéces animales et
sur les différentes expéces celhulaires d' un méme animal. C’ est
pourquoi nos experiences ont été strictement limitées aux réactions
de 1"épiderme ef du tissu sous-cutané de souris de méme origine, de
fagon que la seule variable soit (autant que possible) le composé
chimique éprouvé.

Les conclusions provisoires de ces experiences inachevées pré-
cisent que les résultats indigués sont seulement qualitatifs.
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THE INFLUENCE OF SOLVENTS ON TISSUE
RESPONSE TO CHEMICAL CARCINOGENS

Dr. P. R. PEACOCK (GLASGOW)

The advent of pure chemical carcinogens in 1930, thanks to
the work of KENNAWAY and his colleagues at the London Cancer
Hospital, brought with it the problem of possible action on the tissues
of the organic solvents used as vehicles for painting or injection
experiments,

Two classes of solvents were used: 1) volatile solvents e. g.
ether, benzene; 2) non-volatile solvenis e. g. animal or vegetable
fats and oils.

Kennaway used lard, for early injection experiments, as a
solvent for 1:2:5:6 dibenzanthracene and as I was able to obtain
some of this substance through his kindness in 1930 T also used lard
as a solvent.

My purpose was to inject dibenzanthracene into the connective
tissues of fowls in the hope of inducing sarcomata for comparison
with the well known chicken tumour no. 1 of Rous and MuUrrHY.

As a necessary control I injected land alone into the opposite
side of the samne birds,

It was necessary to heat the lard to 140" C for half an hour to
dissolve the Dibenzanthracene and the control lard was similarly
heated at the same time.

Three people checked every injection and there is no reason
to suppose that any errors occurred regarding the sites injected with
Dibenzanthracene.

Of 30 birds so treated # developed sarcomata at the site of
Dibenzanthracene dissolved in lard {0,4%) only and 3 birds deve-

Peacock - 1



128 PONTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

loped sarcomata both at the site of lard plus dibenzanthracene and
at the site of control lard injection. The tumours appeared at about
the same time in both sites and in one case the tumour at the site
of lard injection appeared before the Dibenzanthracen tumour. We
therefore had to face an additional problem, that of the possible
carcinogenicity of heated lard.

These results I described in 1933, and in the following year
Barry and Coox described spindle cell tumours of undefined ma-
lignancy in rats and in 1936 BURROWs, HirGEr and KENNAwWAY
obtained with injections of olive oil, lard and other fatty materials
tunrours of rats but not of mice.

In ocur experiments it was noted that in every case there was an
encapsulating reaction enclosing encysted material at the site of
injection and that the tumours had taken origin not from the point
of maximum contact with the injected material but from some point
in the encapsulating fibrous tissue.

In order to aveid as far as possible this encapsulating reaction
so as to test the direct effect of carcinogen on resting connective tis-
sue [ employed chicken fat as a solvent for Dibenzanthracene injected
into fowls.

Under these conditions no visible reaction tissue developed,
fluorescence due to the carcinogen disappeared in a few weeks and
no tumours appeared.

Using egg-yolk fat (the ether soluble fraction of egg-yolk) as a
vehicle in similar experiments I observed only slight encapsulating
reaction but metastasising sarcomara developed in two out of four
birds that survived for more than nine months after the injections
and in these birds fibrous cysts were piesent atl the site of inoculation.

Owing to the costly and time conswmning nature of experiments
lasting for years in fowls we extended the work to mice, using mouse
fat as a homologous solvent for Benzpyrene which was by then avai-
lable.

We also used a variely of solvents as vchicles for Benzpyrene,
and BECK and I showed in 1938 thal when the solvent retained the
carcinogen at the site of injection {as judged by local fluorescence)
for 5 months or more there was a high incidence of tumours (36 out
of 43 mice) whereas when the solveni and the dissolved carcinogen
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disappeared from the site of injection within 3 months the tumour
incidence was low 5 out of 46 mice.

D1ckENns and WEIL-MALHERBE at first confirmed our observations
on the effect of mouse fat as a solvent for benzpyrene, but later, as
a result of further experiments found that the results were not
constant and were related to the amount of phospholipid present in
a given volume of mouse fat. A high content of phospho-lipid inhi-
bited fumour growth whereas a high content of cholesterol and a
low content of phospho-lipid favoured tumour growth.

Owing to the uncertain result obtained with animal and vege-
table fats of variable composition DICKENS used tricaprylin, as recom-
mended by SHEAR, as being a stable solvent. Dickens and WEIL-
MALHERBE published in 1946 results that they interpret as showing
that rapid elimination of Benzpyrene from the site of Injection favours
carcinogenesis and slower elimination is less favourable.

Terms like rapid and slow require further definition and in fact
the graphs published by Dickens and WEiL-MALHERBE show that
Benzpyrene was present in all their mice for af Jeast 85 days in one
experiment and 100 days in another in which the phospholipid con-
centrations were low or high respectively. As their graphs show a
steady rate of elimination of Benzpyrene extrapolation would indicate
that elimination would have been complete by about the 26th week,
by which time 1o out of 26 mice had recognisable tumours. Tt seems
likely therefore that in their experiments as in ours Benzpyrene was
in fact present at the site of injection throughout the latent period
of carcinogenesis. This corresponds closely with our own experience.

However to make sure of this point we repeated as exactly as
possible their procedure and examined groups of mice at various time
infervals after single injection of 0.3 ml of a 0.1% solution of 314
Benzpyrene in tricaprylin into the right flank.

Twelve mice were killed on the 123rd day after injection; three
of these had tumours at the site of injection and Benzpyrene was
proved spectrographically to be present encysted at the site of inocu-
lation.

3 mice were killed on the 1531d day one of which had a tumour
and in including the tumour mouse Benzpyrene was present and
additional bands suggested the presence of a metabolite.
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2 mice were killed on the 198th day one of which had a tumocur
and also showed the presence of Benzpyrene. The other mouse had
no tumour and no benzpyrene but bands suggestive of a metabolite.

3 mice were killed on the 232nd day 2 of which had tumours;
fluorescence was defected at the site of injection in one of these, but
bands suggesting a metabolite only were detected; the other mouse
showed only a slight general fluorescence band.

10 surviving mice were killed on the 30%th day and had no
tumours no cysts and no fluorescence at the site of injection.

These results confirm owr previous contention that the presence
of Benzpyrene throughout the probable latent period (3-5 months
for connective tissues of mice) favours carcinogenesis.

We have no means of telling whether the hydrocarbon acts
as such, as through a metabolite or whether the carcinogenic stimu-
lus may Dbe found in the energy expended in conversion from the
parent hydrocarbon to its metabolite.

There is no convincing evidence about the action of the
metabolite of Benzpyrene first described by me in 1935 at a Mecting
of the Pathological Society of Gt. Britain and Ireland at St. Bartho-
lomew’s Hospital London July 1935 and isolated by CHALMERS in my
laboratory and now thought to be 8-hydroxy-benzpyrene as the
substance is unstable and attempts to synthesise it have not yet been
successful. The 8-methoxybenzpyrene prepared by BERENBLUM and
ScHOENTHAL was found by them to be carcinogenic.

In order to avoid the use of lipoid solvents I employed rubber
as a vehicle for Benzpyrene having observed the bright and per-
sistent fluorescence of my rubber gloves used for profection when
handling this substance. The amounts of Benzpyrene adsorbed by
the rubber were less than 0.1 gamma bui in two mice inoculated
with such fluorescent rubber sarcomata developed. No tumours deve-
loped at the site of control rubber in the same or other mice during
the same period of observation (g-r2 months).

One other effect of solvent on carcinogenic action I should like
to mention,

Until recently no onc has succeeded in inducing an epidermoid
carcinoma in a fowl. The skin of fowls is in my experience extending
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over many years completely resistant to painting with any known
carcinogen with or without cocarcinogen (croton oil).

In some experiments in which my wife and I wished fo add
known amounts of z-acetylaminofluorene to the diet of fowls we
injected this substance as a 1 % solution in arachis oil into the lumen
of the crop through the skin.

Our technique was not perfect and occasionally drops of the
solution were injected into the mucous membrane and subcutaneous
tissues. At the site of such injections in two birds squamous carci-
nomata have appeared after 17 and 21 months respeclively. The
encapsulation of the injected material by macrophage reaction is in
close contact with the squamous epithelium of the crop and it seems
that here too the solvent may have played a part in determining
the result.

In fact as regards the carcinogenic action of hydrocarbons known
to be effective for the epithelium of the skin of mice, we do not
know whether these substances can induce sarcoma in undamaged
connective tissues; those experiments in which little proliferative
reaction is caused by the experimental procedures yield the fewest
tumours. Sections of these tumours were demonstrated at this
Meeting.
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SUMMARY

The evidence that solvents profoundly modify the local action of cai-
cinogenic hydrocarbons is briefly reviewed.

Benzpyrene dissolved in {ricaprylin is shown to remain at the site
of injection in progressively diminishing amounts throughout the latent
period of sarcoma induction m stock mice. Towards the ead of the latent
period evidence of the presence of a metabolite is found at or near the site
of injection, :

o cvidence is yet available to show whether benzpyrene acts as such
or through its mefabolites fo induce sarcoma,

RESUME

On considere bridvement la modification provoquée par les solvanis
sur Paction locale des hydrocarbures cancérigénes.

La solution du benzopyréne en tricapryline reste au point d’injection
en quantité qui s’amoindrit peu 2 peu pendant i phase de latence de
U'induction sarcomateuse chez les souris,

Presqu’a la fin de la phase de latence on observe, au point d'injection
ou dans le voisinage, la présence d'un métabolite de I'hydrocarbure.

On ne peut pas encore assurer si le benzopyréne agit dans U'induction
sarcomateuse par soi méme ou par ses meétabolites,

ZUSAMMENT ASSUNG

Vortragender berichtet iber den Einfluss der Lésungsmiltel auf die
értliche Einwirkung der kanzerogencn Kohlenwasserstoffe. Bei Losung
von Benzpyren in Trikaprilin bleibt dieses am Ort der Injektionsstelle
unrd vermindert sich wihrend des Latenzstadiums der Sarkomentsichung
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bei dar Maus allméhlich jmmer mehr. Fast am Ende des Latenzstadiums
beobachtet man an der Injektionsstelle, bzw. in deren Umgebung die An-
wesenheit von Stoffwechseiprodukten (« Metabolite »} der Kolhlenwasser-
stoffe. Ils ldsst sich heute noch nicht mit Sicherheit feststelien, ob Benz-
pyren selbst oder dessen Abbauprodukte die Sarkomentstehung herbei-
fithren.

SOMMARIO

E’ riesaminata brevemente Ja modificazione prodotta dai solventi sul-
Vazione locale degli idrocarburi cancerogeni.

St dimostra che i benzopirene sciolto in tricaprilina rimane nella sede
di inlezione in quantitd che diminuisce progressivamente durante il periodo
di Jatenza dell'induzione sarcomatosa in fopi. Verso la fine del periodo di
latenza si risconira, nella sede i iniezione o in vicinanza di essa, la pre-
senza di un melabolita dell’idrocarburo,

Non vi & ancora nessuna evidenza sicura che possa dimostrare se,
nell’induzione del sarcoma, il benzopirene agisca di per s& o per mezzo
dei suoi metabaliti.

Feacock - 7



I34 PONTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

DISCUSSION:

Bovranp: The metabolism of benzpyrene leads first to the
formation of BPX which is probably a dihydroxydihydrobenz-
pyrene. This is converted by treatment with acid or in the animal
intestine to a phenclic compound called BPF which is probably
8-hydroxybenzpyrene.

I think that the part of a carcinogenic hydrocarbon which pro-
duces its effect is that which is bound to a tissue constituent and
so stays af the site of action. This may be then oxidised to a dihy-
droxydihydrohydrocharbon complex. It is presumably a complex
of this kind which is the proximafe active agent of carcinogenesis.

This complex may increase the difficulties of cell division and
so that the change that the change of the type of mutation or of
cancer is more likely to occur.

Cowpry asked PEAcocK whether tumours in these experiments
appear before the metabolite of the carcinogen is formed.

CowpRrY: regarding PLEACOCK’s view expressed the contrary
view that knowledge of noncancerous cells must be the basis of an
understanding of the mutation which we believe to lake place in very
few of them.

Cownry also presented a schema of carcinogenesis for discussion.
He expressed the hope that it would be added to and extended by
others and that eveniually it would indicate areas of agreements
and points of difference of opinion some of which would be selected
as suscepfible of study by controlled experiments thus following out
the plan for the Conference originally defined by Professor RONDONI
and approved of by his Holiness the Pope.

8 - Peacock



CANCEROGENE, CANCERICIDE, MUTAGENE
UND MORPHOGENLE STRAHLEN UND STOFFE
IM MITOSEVERSUCH

Pror, HANS R. SCHINZ (Zturicu)

I. Wir besitzen zur Zeit zwei Methoden, um Krebse dauernd zu
heilen. lis sind dies Operation und Bestrahlung mit kurzwelligen
Strahlen (Rdéntgenstrahlen, natiirliche und kiinstliche radioaktive
Stoffe). Mit diesen Methoden kénnen im Frithstadium nach Friiher-
fassung und Friherkennung Dauerheilungen erzielt werden, Es
handelt sich um eine Lokaltherapie, die bei genereller Krebsaussaat
versagen muss, Von 100 Dauerheilungen von Krebskranken fallen
70 auf das Konto Strahlentherapie und 30 auf das Konto Chirurgie.
Erst im Anfangsstadium befindet sich die Chemiotherapie der malig-
nen Geschwiilste. Sic ist noch keine Therapie der Wahl, sondern
eine Hoffnung und ein Wechsel anf die Zukunft. Um nicht falsche
Erwartungen zu erwecken und um Enttiuschungen vorzubeugen,
maochte ich zu Beginn meines Vortrages ausdriicklich feststellen:
Wer Chemotherapie der Krebse treibt und die chirsrgischen und
radiotherapeutischen Heilverfahren vernachlissigt, schadet den
I{ranken,

Das Prinzip und das Ziel der chirurgischen Krebstherapie ist
einfach und bietet keine Probleme. Der Chirurg versucht, den Krebs
im Gesunden, en bloc aus dem Kérper herauszuschneiden. Der
Strahlentherapeut will die Krebszellen innerhalb des Kérperverbandes
vernichten, indem er eine cancericide Dosis verabreicht. Die
Krebszelle muss so geschadigt werden, dass sie zugrunde geht,
wihrend die normale Nachbarzelle leben bleibt und miglichst wenig
geschiidigt werden soll. Zahlreich sind die Untersuchungen, welche
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dic Nekrobiose der Krebszellen unter Strahlenwirkung in vivo und
in vitro untersucht haben. Die zytomorphologische Beobachtung
zeigt, dass beim Unfergang der Krebszellen Kernverinderungen
unter dem Bilde von Kernpyknosen, Karyolysen usw. festzustellen
sind. Es gibt hoch strahlensensible und sehr strahlenresistente Krebse.
Dazwischen findet sich ein ganzes Spektrum der Strahlensensibilitit
von malignen Zellen. Der geschilderte Strahleneffelt ist Modell fir
die cancericiden chemischen Mittel, die — und darin liegt ithre allfdl-
lige Ueberlegenheit - nicht lokal wirken, sondern iiberall im ganzen
Korper an die Krebszellen herangebracht werden kénnen. Die
Forschungen tber experimentelle Krebserzeugung beim Tier haben
schlussendlich das gleiche Ziel: Aufkiirung der Krebsgenese als
Grundlage jeder Krebsheilung. Wir hoffen nach Kenntnis der cance-
rogenen Noxen — seien es Strahlen, seien es chemische Stoffe —
nicht nur erfolgreich Krebsprophylaxe treiben zu kénnen, sondern
wir glauben, aus der Analyse der Entstehung der Krebszelle aus
der Normalzelle Mittel und Wege zu finden, um Krebsheilmittel zu
gewinnern,

I1. Nachdem die klinisch-morphologische Krebsforschung um
die Jahrhundertwende zu einem gewissen Abschluss gekommen ist,
hat im 20. Jahrhondert, im Zusammenhang mit der grossartigen
Entwicklung der Biologie, der Strahlenforschung und der Biochemie
die intensive Erforschung der Krebsaetiologie und der Krebspathoge-
nese eingesetzt. In Laufe der letzten Jahrzehnte sind fiinf Ge-
sichtspunkte als Leitmotiv der Krebsforschung in den Vordergrund
getrefen und haben an den verschiedensten Orten die Forscher zur
Arbeit angeregt.

1. Die Tatsache der Berufskrebse hat im Tierexperiment zur
Entdeckung von cancerogenen Noxen gefihrt. Wir erzeugen heute
mit Leichtigkeit bei unseren Laboratoriumsticren Strahlenkrebse und
chemische Krehse.

2. Kurz nach Entdeckung der Réntgenstrahlen ist den Klinikern
aufgefallen, dass die kurzwellige Strahlung sowohl Krebse heilen
als auch Krebse erzeugen kann, Zuerst wurde die cancericide und
erst nachher die cancerogene Wirknng festgestellt.
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3. Von grosser Bedeutung wurde die Entdeckung der mutagenen
Wirkung dieser cancericiden und cancerogenen Réntgensirahlen
durch Muller 1927. Die Strahlengenetik als eigener Zweig der
Vererbungsforschung hat sich entwickelt und ist fir die Krebsfor-
schung und fiir die Theorie der Krebsentstechung von grosser Be-
deutung gewcrden.

4. Dic Entwicklung der Krebszelle aus der Normalzelle ist ein
morphogenes Problem, handelt es sich doch um eine irreversible
Zellinderung. Die Entdeckung der gestalilichen Umwandlung von
Keimen und Keimteilen unter dem mdultiven Einfluss von leben-
dem Nachbargewebe durch Spemann, der Nachweis der stofflichen
Natur dieser Induktoren durch Holifreter und deren Ersatz durch
totes Gewebe und chemische Stoffe verlangt deren Prifung im
Krebsexperiment, denn auch die Krebsbildung ist ein Problem der
Formbildung.

5. Die zylomorphologische DBetrachtung vergleicht die unter
cancerogenen, cancericiden, mutagenen und induktiven Einwirkun-
gen entstandenen Zellverinderungen und stellt zum Teil weitgehende
Uebereinstimmung der Effekte fest. Der Prozess kann sich an der
ruhenden Zelle als zytolyiischer und karyoklastischer Effekt abspie-
len oder sich an der teilungsbereiten oder in Teilung begriffenen Zelle
als mitotroper Effekt dussern.

Es scheint wertvoll und notwendig, die verschiedenen Stoffe
und Strahlen sowohl auf cancerogene und cancericide, wie auch auf
mutagene, morphogen-induktive und mitotrope Wirkungen zu
priifen. Ist der Nachweis der einen Wirkung gelungen, so besteht
auch die Moglichkeit der Wirkung in anderen Richtungen. In
geeigneten Versuchsrethen sollien mutagene Stoffe auf cancero-
gene und cancerogenc Stoffe auf mutagene Wirkung erprobt werden
usw. Es konnen dadurch neuwe cancerogene Stoffe, neue mutagene
Stoffe, neue Induktionsmittel und ncue mitotrope Stoffe entdeckt
werden, wie bereils an Hand der heutigen Beobachtungen bewiesen
werden kann. Dartiber hinaus diirften wir durch solche Untersuch-
ungen Einblick in das Wesen der Krebsentstchung bekominen.
Wirken cancerogene Stoffe gleichzeitig mutagen, so dirfte die Muia-
tionstheorie der Krebsentstechung darin ihre Stiize finden; sind
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cancerogene Stoffe indukliv wirkungsvoll, so dirfte dies fiir die
Indukiionstheorie der Krebsentstehung sprechen. Ich glaube, dass
an Krebsforschungsstitten solche Untersuchungen systematisch
angestellt werden sollten, denn infolge der weitgehenden Speziali-
sierung und aus Zeitmangel ist der einzelne Forscher nicht in der
Lage, persinlich alle notwendigen Prifungen durchzufiihren. Weder
beherrscht er die jeweils notwendige Technik, noch hat er die
unentbehrliche Routine fiir alie die verschiedenen Untersuchungsme-
thoden. Es liegt ein klassisches Beispiel finr Gruppenarbeii vor.

Bevor wir auf die Ergebnisse solcher Untersuchungen eintreten
sei kurz die Methodik angegeben, die bel den zu prifenden Stoffen
und Strahlen systematisch angewendet werden kann.

1. Priifung am Tier auf allgemeintoxische und zyfolytische
Wirkungen in Abhingigkeit von der Dosis.

2. Prifung an reingeziichleten krebsfreien Tierstimmen auf
cancerogene Wirkung und analoge Pritffung in der Gewebekultur
von normalen Geweben mit nachiriglicher Ueberimpfung auf
gesunde krebsfreie Tiere.

3. Pritfung im entwicklungsinechanischen IExperiment, z. B. an
Molchkeimen und in embroynalen FExplantaten auf indukiive
Fihighkeiten.

5. Pritfung an Tieren mit Spontantumoren aus reingeziichiefen
Krebssippen, an Tieren mit Transplantations-tumoren und an Tieren
mit Experimentalkrebsen auf cancericide Wirkungen. Erst nach dem
positiven Ausfall dieser Tierexperimente erfolgt die Erprobung am
Krankenbett.

6. Prifung in der Gewebekuitur, im Pflanzentest und am Tier
auf zylomorphologische und milotrope Wirkungen. Zu priifen ist
auf Zellverinderungen in der Ruhe-und in der Teilungsphase (Zylo-
tyse, DPrimireffekt, zytostatischer Effekt, Sekundireffckt). Eine
quantitative Ausweriung ist vorzunehmen.

7. Priffung des Stoffwechsels im Tierversuch oder im Gewebe-
schnitt (Warburg-Apparatur).

8. Prifung des Hormon-und Fermenihaushalies im Tierversuch
und im Explantat.
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Dies ist ein Programm, das fir die in Betracht kommenden
Stoffe und Strahien noch nicht systematisch durchgefithrt worden ist
und auch vom Einzelnen nicht durchgeftthet werden kann, Sie wer-
den deshalb in den folgenden synoptischen Tafeln manches Irage-
zeichen finden.

111. Ich beginne mit der Besprechung der Wirkungen von
cancerogenen Strahlen und Chemikalien. Die Frage lautet: Haben
die bekannten und bewdhrien Noxen auch mutagene und indukitve
Wirkungen?

Vorerst wollen wir uns kurz iiber die wichligsten cancerogenen
Stoffe und Strahlungen orientieren, die sich im Tierexperiment zur
Krebserzeugung bewahrt haben. Sie sind in Tabelle T zusammenge-
stellt. Die Aufzdhlung ist nicht vollstindig, es fehlt der von mir
entdeckte Metallkvebs, und weggelassen sind auch die Viruskrebse.
Gemeinsam ist allen Krebsnoxen, dass der Krebs erst nach langer
Latenzzeit auftritt. Notwendig ist meist auch eine sehr lange
Einwirlungsdauer der cancerogenen Noxe, Im Vordergrund des
Interesses steht einerseits der Kohlenwassesrstoffhrebs und anderer-
seits der Strahlenkrebs.

Was die Krebserzeugung durch aromatische Kohlenwasserstoffe
anbelrifft, so ist es auffallend, dass die verschiedenartigsten morpho-
logischen Krebsformen gebildet werden, in Abhéngigkeit von der
Applikationsweise und von der gewihlten Tierart. So erhalten wir
bei Pinselung des Fells mit cancerogenen Kohlenwasserstoffen
Pilasterzell-carcinome der Haut, bei subkutaner Injektion die
verschiedensten Sarkomarten usw. In Tabelle 2 sind solche Befunde
zusammengestellt. Auch fir ein und denselben aromatischen
Kohlenwagserstoff sind die verschiedenen I.aboratoriumstiere ver-
schieden empfindlich, wie aus Versuchen von BERENBLUM hervorgeht
(Tabelle 3). Wir entnehmen der Tabelle, dass das Meerschweinchen
entgegen der Jandliufigen Meinung nicht resistent ist gegen 9,10
Dimethyl- 1,2 Benzanthracen. Am empfindiichsten gegentiber dieser
cancerogenen Noxe ist die Kaninchenhaut. Weitere Einzelheiten mag
man der Tabelle entnehmen. Auffallend ist, dass alle cancerogenen
Kohlenwasserstoffe Doppelbindungen enthalten und der aromatischen
Chemie angehoren. Scuminr hat in der Dichte der bei Doppelbin-
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dungen nur locker gebundenen Elektronen das Hauptmerkmal der
cancerogenen Kohlenwasserstoffe sehen wollen und glaubt, dass diese
lockergebundenen Elekironen der Doppelbindungen mit dem Elektro-
nengas in den Metalien zu vergleichen sind und als Energiciibertrager
auf das Zelleiweiss fungieren, das unter deren Einwirkung verindert
wird. Diese Elektronentheorie der Krebsentstehung wird heute durch
Lacassaaue und seine Schitler weiter verfolgt. Wir wollen uns hier
mit dieser kurzen Andeutung begniigen.

Auch Strahlenkrebse sind leicht zu erzeugen. Zuerst war es der
Radiumkrebs, der entdeckt wurde, bald folgte der Réntgenkrebs,
Mit Korpuskularstralilen kénnen ebenfalls Krebse produziert werden,
wie aus Tabelle 4 hervorgeht. Auch fiir den Strahlenkrebs stellen wir
fest, dass durch ein and dieselbe Noxe die werschiedensten Krebsfor-
men entstehen.

Nach dieser Kurzen Orientierung tiber den heutigen Stand der
Krebsentstehung im Tierexperiment wollen wir uns mit der Frage
der mastagenen Wirkung der cancerogenen Sivahlen und Stoffe be-
schiftigen. Wir haben bereits angefiihrt, dass die Réntgenstrahlen
ein ausgezeichnetes mutagenes Agens sind. Zuerst stellte man deren
cancerogene [fihigkeiten fest, spiter erzeugte man mit deren Hilfe
die ersten experimentellen Mutationen, wie Muller in genialer Ver-
suchsanordnung nachgewiesen hat. Alle Quanten von den Gamma-
strahlen tiber die harten und weichen Réntgenstrathen bis und mit
dem ultravioletten Licht wirken cancerogen und mutagen. Unwirk-
sam in diesen Beziehungen hingegen ist das sichtbare Licht und der
noch langwelligere Bereich des elektromagnetischen Spektrums. We-
gen ihrer Durchdringungsfihigkeit und leichten zeitlichen und raum-
lichen Dosierbarkeit ist die kurzwellige Strahlung nach wic vor das
cinfachste Mittel zur experimentellen Mutationserzeugung. Die kurz-
wellige Strahlung hat aber auch allgemein-toxische, zytolytische, mi-
totrope, morphogene und cancericide Effekte. Die cancericide Wirk-
ung geht aus der Krebsheilung durch Bestrahlung hervor, Die allge-
mein-toxische Schidigung ist unangenehme Begleiterscheinung der
Strahlenbehandlung. Die mitotrope Wirkung ist ein sehr bekannter
Effekt, auf den wir spiter eingehen werden und die Erzeugung von
Missbildungen durch Réntgenbestrahlung ist ebenfalls schon langst
bekannt. Der Strahlenkrebs war die Krankheit der Pioniere der
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Rontgenologie und kann im Experiment leicht nachgeahmt werden.
Gehen wir zu den aromatischen Kohlenwasserstoffen mit can-
cerogencr Wirkung iiber, so sind neuerdings durch DEMEREC an Dro-
sophila und durch STRONG an der Maus mutagene Wirkungen nach-
gewiesen worden, wihrend fir die gleiche Stoffgruppe WADDINGTON
und NEEDHAM Induktionswirkungen festgestellt hatten, die einem
embryonalen Organisator gleichwertig sind. Auch cancericide Wirk-
ungen sind von K. H. Bauer und von Hanpow nachgewiesen wor-
den. Fir die iibrigen in der Tabelle 5 aufgeschriebenen cancerogenen
Stoffe ist deren mutagene Wirkung (Tabelle 5) Z. T. noch nicht
bekannt oder noch nicht untersucht, und das Gleiche gilt fiir all-
fallige cancericide und morphogene Wirkungen, wihrend wir uber
deren mitotrope Effekte ziemlich gut orientiert sind. In Tabelle 5
habe ich die Erfahrungen zusammengestellt, welche iiber oestrogene
und newralinduktive Wirkungen der cancerogenen Kohlenwasser-
stoffe gesammelt worden sind. Wir eninehmen derselben, dass z. B.
Methylcholanthren carcinogen und neuwralinduktiv wirkt, wihrend
Benzpyren auch noch oestrogene Effekte hervorruft. Bei der muta-
genen Wirkung wird die Erbsubstanz geindert, bei der induktiven
Wirkung hingegen bleibt sie intakt. Es entsteht direkt tber das Pro-
toplasma oder indirekt iiber den Kern — ohne Aenderung der Erb-
substanz—aus einem Blastem etwas Neucs, das in der normalen Ent-
wicklung nicht vorgesehen war, potentiell aber in dem Reaktions-
systern vorhanden ist. Wir werden darauf zuriickkommen.
Zusammenfassend stellen wiv fest, dass cancerogene Strahlen
und Stoffe mutagene, movphogene und canceride Wirkungen haben
konnen, dass aber bet der Mehvzahl dey cancerogenen Substanzen
diese Effekie noch nicht cingehend gepriift sind.

v

IV. Haben dic bisher bekannten mutagenen Stoffe auch cancer-
ogene und cancericide Wirkungen? Fir die kurzwellige Strahlung
und fiir die jonisierende Korpuskularstrahlung haben wir die Ant-
wort bereits gegeben, Bevor wir aber auf die allfilligen cancerogenen
Eigenschaften der heute bekannten mutagenen Chemikalien eingehen,
mochien wir vorerst kurz noch auf die mutagene Wirkung cintreten,
wobei die Ergebnisse der Strahlengenetik massgebend sind, hat man
doch auf deren Basis eine Art Atomtheoric der Erbsubstanz, d. h.
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cine Gentheorie entwickeln kénnen. Ganz allgemein konnte festge-
stellt werden, dass der Typus der experimentellen Erbianderung durch
kurzwellige Strahlen, und wie wir bald sehen werden, auch durch
chemische Stoffe, sich prinzipiell nicht von dem unterscheidet, was
man an Spontanmutationen im ILaboratorium oder in freier Wild-
bahn beobachtet. Die dabel festgestellten Gesetzmassigkeiten gelten
tir alle Lebewesen. Die erzeugten Mutationen sind ferner unspezi-
fisch, was sagen will, dass prinzipiell alle Gene mutationsbereit sind
und mutieren, wenn sie von einem inutagenen Agens getroffen
werden.

Das Agens Rontgenstrahlen wirkt so auwf die Gene, wie wenn
man mit einer gleichmissig strevenden Schrotladung eine gleich-
méssig verteilte Schar Vigel beschiessen wiirde. Es war naheliegend,
nach Chemikalien zu suchen, die mutagen wirksam sind, und =s
bestand dabei die Hoffnung, solche Stoffe zu finden, die ganz spezi-
fisch nur ganz bestimmte Mutationen hervorbringen, indem eine che-
mische Substanz X auf ein Gen Y einwirkt, nicht aber auf ein Gen Z
(gerichtete Mutationsauslosung). Jahrelang waren die Versuche er-
folglos oder die Ergebnisse vieldeutig und die Ausheute gering. Erst
wihrend des 2. Weltkrieges wurden mutagene Chemikalien entdeckt,
die ebenso zuverlissig wie die kurzwellige Strahlung irgend ein Gen
aus seinem stabilen Zustand a in einen neuen stabilen Zustand &’
iberfithren, also eine Mutation erzeugen. Diese mutagenen Stoffe
sind in Tabelle 6 zusammengestellt. Englische Biologen hatten sich
mit der biologischen Wirltung von I{ampfgasen zu beschiftigen. Senf-
gas — auch Lost oder Yperit genannt — ruft dhnliche Gewebsschii-
den hervor wie Rontgenstrahlen. Es kommt zu schwer heilbaren
Verbrennungen. Rossox schloss ans Analogie zu den Réntgenstrah-
len beim Senfgas auf mutagene Wirkung und konnte mit Frl, AUER-
BACH diesen Effekt an der Drosophila einwandfrei sicherstellen. Die
Mutationsrate bei Senfgasapplikation war gleich hoch wie bei Rént-
gendosen. Auch das Senfgas wirkt vollig unspezifisch und erzeugt
die verschiedenartigsten Erbinderungen. Mit Senfgas konntc man
auch morphogene Effekte erzeugen. Senfgas wirkt auch cancericid.
Der Nachweis cancerogener Wirkung ist bisher nicht gelungen. Da
die allgemein-toxische Schiadigung sehy hoch ist, wurde nach anderen
Verbindungen gesucht, die sich vom Senfgas ableiten. Hieher gehdrt
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der Nitrogen-Mustard, in dem das Schwefelatom durch Stickstoff er-
setzt ist, Es wirkt weniger toxisch, hat aber die gleiche mutagene und
cancericide Wirkung. Auch cancerogene Effekte wurden nachgewie-
sen. Senféle wirken schwach mutagen, sonst ist nichts bekannt, in
Ztirich haben NIGGLr und HApoRN mit Phenol Drosophilamutanten
erzeugt, indem sie Eierstocke in Phenolldsung badeten und dann
transplantierten. Es scheint eine gewisse genspezifisch answiihlende
Wirkung vorzuliegen, indem bei wiederholter Priifung gewisse Mu-
tanten abnorm hiufig auftraten, Phenel ist auf allfillige cancerogene
Wirkungen noch zu priffen. Ein weiterer Stoff mit mutagener Wirk-
ung ist das Urethan, das sowohl im PHanzenversuch, wie auch im
Drosophilaversuch eine klare mutagene Aktivitdt aufweist. Happow
entdeckte bei Leukaemien dessen cancericide Wirkung, NETTLESHIP
und HENSOW erhielten nach Urethan bei Miusen eine Erhéhung der
spontanen Lungentumorrate und JArFe erzielte Lungenkrehse in
krebsrefraktiren Mausenstimmen. Auch Formaldehyd wirkt nach
den Untersuchungen von Rararort, die in Amerika bestitigt wurden,
mutagen. Die Priifung auf cancerogene und cancericide Wirkung
steht noch bevor. Am Schluss dieser Tabelle sehen Sic Colchicin
angefithrt. Es ruft keine Genmutationen hervor, erzeugt aber Poly-
ploidie und wirkt allgemein-toxisch. Auch ein gewisser cancericider
Effekt ist nachweisbar.

Bei anderen mutagenen Suhstanzen steht der positive Nachweis
von carcinogenen Wirkungen noch aus. Die therapeutische Anwend-
ung als cancericides Mittel scheitert meist an der schweren allgemein-
toxischen Wirkung. Nur Nitrogen-Mustard und Urethan haben zu
therapeutischen Erfolgen gefithrt, die aber leider iiber palliative
Effekte nicht hinausgehen.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass fir einige mutagene
Stoffe auch cancerogene und cancericide Effekie nachgewicsen werden
kinnen,

V. Wir haben bereits bei Besprechung der cancerogenen und
mutagenen Wirkungen der kurzwelligen Strahlung angefiihrt, dass
diese auch ausgesprochen mitotrope Effekie erzeugen. Wir wollen
nun feststellen, ob cancerogene, cancericide und mutagene Stoffc
dhnliche mitotrope Wirkungen haben. Die Priifung erfolgt im Tier-
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experiment, in der Gewebekultur oder im Wurzeltest von: Vicia FFaba
(HoHL). Wir haben diese einfache und billige Methode gewiihlt und
in Quetschpriparaten nach Feulgen-Firbung die Effekte festgestellt
(Tabelle 7). Die Dosen werden so gewihlt, dass keine lokalen schwe-
ren Gewebsschidigungen und keine toxischen Allgemeinwirkungen
auftreten, Die Dosen sind also sehr niedrig, wir kénnen von anni-
hernd physiologischen Dosen sprechen. Der Ruhekern wird in Ruhe
gelassen und nur der teilungsbereite und in Teilung begriffene Kern
beeinflusst. Wir unterscheiden bei mitotropen Wirkungen 1. den
Priméreffekt (*), der sich an jenen Zellkernen abspielt, dic im Mo-
ment des Insulies in Teilung begriffen sind, 2. das mitosenfreie In-
tervall oder die zytostatische Wirkung, die sich darin dussert, dass
der Uebertritt des Ruhekernes in die Prophase verhindert wird und
3. den Sekunddreffekt, der sich darin kundgibt, dass Mitosestorungen
bei jenen Zellen aufireten, die im Moment des Insultes zwar in Ruhe-
phase aber doch teilungsbereit waren.

Die mitotropen Effekte koénnen mikroskopisch festgestellt und
quantitativ ausgewertet werden. Sie fithren zu Wachstumshemmung.

Tis ist bekannt, dass solche Effekte mit sehr vielen Subslanzen
erzielt werden koénnen, wenn man sie in hohen Dosen anwendet.
Fiir unser Problem sind aber nur iene Stoffe wichtig, die in muni-
malen Dosen mitotrope Effekte autfweisen.

Was hat sich ergeben? Die Wirkungen von Senfgas, Nitvogen-
Mustard und Trypaflavin gleichen weitgehend den berveits gut be-
kannten zytomorphologischen Rintgenstrahleneffekten. Wir finden
bei diesen Stoffen den Priméreffekt, das mitosenfreie Intervall und
den Sekundireffekt. Der Priméareffekt ist charakterisiert durch
Chromosomenpyknosen, welche zu Anaphasenbriicken fithren, durch
Chromosomenbriiche und Chromosomenrestitutionen, durch Centro-
merschiden, sodass die getroffenen Chromatiden in der Aequatorial-
ebene liegen bleiben und durch Blockade der frithen Metaphase. Wir
finden auch zytostatische Wirkungen, die Mitosenzahl wird herabge-
setzt und schliesslich verschwinden samtliche Mitosen fiir einige
Zeit, um dann dem Sekundireffekt Platz zu machen, der wiederum

(*) Es handelt sich dabei nicht um den physikalischen oder chemischen
Primérvorgang in der Zelle, sondern um den frithesten biologischen Iernefiekt.
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charakterisiert ist durch Chromosomenbriiche, Chromosomenresti-
tutionen, Centromerschiden, andere Mitoseatypien und Karyomeren-
bildung infolge Schidigung des Spindelapparates. Bei Urethan fan-
den wir einen ausgesprochenen Primireffekt und zytostatische Wir-
kungen. Sekundireffekie haben wir nicht beobachtet. Auffallend ist
die Karyomerenbildung, die Chromosomenverkiirzung durch Aufspi-
ralisierung der Chromonemen und die Polyploidisierung. Chinonde-
rivate, Folinsdure, carcinogene Kohlenwasserstoffe usw. haben dhn-
liche Primireffekte und zytostatische Wirkungen, wihrend die Se-
kundireffekte in unserer Versuchsanordnung fehlen. Beim Colchi-
cin konnten wir auch keine Zytostase feststellen.

Die Prifung der verschiedenen Agentien auf mitotrope Effekte
hat einen doppelten Sinn: Fillt der Versuch negativ aus, so ist von
den verwendeten Substanzen, die als Krebsheilmiite]l angeboten
werden, kein cancericider Effekt zu erwarten und auch cancerogene
und mutagene Wirkungen sind unwahrscheinlich. Fillt der Versuch
auf mitotrope Wirkung bei grossen Dosen positiv aus, so besagt er
nicht viel, denn mit allen mdglichen Substanzen sind mit grossen
toxischen Dosen solche Effekte zu erzielen. Fallt der Versuch bei mi-
nimalen Dosen positiv aus, so lohnt es sich, das betreffende Agens
in weiteren Versuchen auf cancericide, cancerogene und mutagene
Wirkungen zu priifen.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass bei allen von uns un-
tersuchien cancevogenen, canceviciden und mutagenen Stoffen schon
ber minimalen Dosen ausgesprochen mitotrope Effekte gefunden
werden konnten.

Natiirlich darf man bei festgestellter mutagener Wirkung ohne
Versuch nicht auf cancerogenen Lffekt schliessen, die Versuche zei-
gen nur, dass wir es mit biologisch hichst aktiven Stoffen zu tun ha-
ben, die in minimalen Dosen zu den verschiedenartigsten biologi-
schen Effekten fihren. Der Beweis cancerogener Wirkung ist im Tier-
experiment erst zu erbringen.

VI, Was fiir Folgerungen ergeben sich aus den aufgezdhiten
Befunden und Beobachtungen fir die Chemotherapic der Krebse?
Fir den Krebstherapeuten ist die Priifung der verschiedenen Stoffe
auf cancericide Wirkung am wichtigsten. Ein ideales chemisches
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Krebsheilmittel muss felgende Bedingungen erfiillen: Es muss die
Krebszellen unter Schonung der gesunden Zellen bei minimaler to-
xischer Allgemeinschidigung abtéten. Als Modell-substanz erwihne
ich das Alloxan, das elekliv die Pankreas-inseln nekrotisiert; aller-
dings wirkt es sehr toxisch. Wir besitzen bis hemte kein chewmisches
Krebsheidmittel, das zytolytisch alle Avten der Krebszellen vernich-
tet. Ich glaube auch nicht, dass je ein solches Universalmittel ge-
funden wird. Die bis heute bekannt gewordenen cancericiden Che-
mikalien schidigen nur oder vorwiegend ganz spezielle Arten von
Zellen durch Zytolyse. So wirkt Nitrogen-Mustard auf die Zellen
der lymphogranulomaitsen Neubildungen und Urethan auf die Leu-
kimie-Stammzellen. Die Wirkung auf Karzinomzellen ist minimal.
Interessanterweise Aussert sich die hohe Sensibilitit und Vulnerabi-
litdt der genannten malignen. Zellarten nicht nur gegentiber den er-
wihnten Giften, sondern in gleicher Weise auch gegeniiber der
kurzwelligen Strahlung und gegeniiber mechanischen Einwirkungen.
Offen bleibt die Frage, warum wir bei Lymphogranulomatose und
bei Leukidmie durch die Chemotherapie keine Dauerheilung erzielen
konnen. Es tritt nach kiirzerem oder lngerem symtomfreien Inter-
vall immer wieder das Rezidiv auf. Es miissen also maligne Zellen
erhalten geblieben oder neu gebildet worden sein. Der Grossteil der
malignen Zellen ist freilich wihrend der Behandlungsperiode zytoly-
tisch zugrundegegangen. Offensichtlich wirken die genannten Stoffe
nur auf eine oder einige wenige Glieder der malignen Zellgencratic-
nen ein und verschonen andere. Vielleicht sind es auch verschiedene
TFunktionszustinde, welche die verschicdene Resistenz bzw. Vulne-
rabilitit der neoplastischen Zellen bedingen. Dariiber sind weitere
Untersuchungen notwendig.

Die Mehrzahl der bis heute bekannt gewordenen, untersuchten
und als Chemotherapeutika gegen Krebs empfohlenen Substanzen
wirken nicht zytolytisch, sondern mitotrop. Sie hemmen fiir kirzere
oder lingere Zeit das neoplastische Wachstum und erzeugen dadurch
palliative Effekte. Eine Dauerheilung ist durch mitotrope Wirkung
allein nicht zu erreichen. Die Mehrzahl der Krebse sind iibrigens den
heute verwendeten Chemikalien gegeniiber chemoresistent, dhnlich
wie es neben strahlensensiblen auch strahlenresistente Krebsformen
gibt. Es bleibt die Hoffnung, dass durch Kombination von Strahlun-
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gen und chemischen Stoffen ein cancericider, zytolytischer und nicht
nur mitotroper Swmmationseffekt erzielt wird, und es bleibt weiter
die grosse Hoffnung, elektivzytotrope Chemotherapeutika zu finden,
die ausgerichtet sind auf ganz bestimmie Krebsformen, zu denen sie
passen, wie ein spezieller Schltissel zu einem speziellen Schloss.

VII. Am Schluss meiner Ausfihrungen moéchte ich auf die Fol-
gerungen eingehen, welche sich aus den festgestellten Befunden fir
die Krebsgenese ergeben, Un dieses klinisch so bedeutungsvolle
Phaenomen zu versiehen, miissen wir uns den biologischen Erfah-
rungsschatz zunutze machen, der etwa seit der Jahrhundertwende
durch die erfolgreiche Tatigkeit der Biologen entdeckti und klar-
gestellt worden ist. Wir kennen zahlreiche Krebsursachen, es liegt
ein typisches Beispiel von Poly-Aetiologie vor. Die Pathogenese aber
ist immer noch sehr umstritten. Die Ursachen sind das Akilonssy-
stemw und die Zellen das Reaktionssysiem. Beide stehen in fort-
gesetzter Wechselwirkung. Es ist durchaus méglich, dass der Krebs
zwar keine actiologische, aber eine pathogenetische Einheit ist. Die
Reize, welche hiologische Effecte erzeugen, charakterisicren wir
nicht nur nach ihren chemischen oder physikalischen Eigenschaften,
sondern nach dem Effekt, den sie erzeugen. Wir unterscheiden mo-
difikatorische, mutagene, induktive und umprigende Reize (Ta-
belle 8), die wir der Reihe nach ganz allgemein und im speziellen in
Hinsicht avf das Krebsproblem lesprechen wollen.

a) Modifikatorische Reize sind solche, welche an Zellen, Ge-
weben, Organen oder Individuen zur Entstehung von Modifikationen
und Daunermodifikalionen fihren. Art und Ausmass der Verinde-
rungen sind bedingt duarch die erblich gegebene Reaktionsnorm (*).
Es handelt sich um nicht-erbfeste, adaptive Reaktionen des Phae-
notypus mit seinen Phaenen auf die verschiedensten Umweltbedin-
gungen. Diese Reakiionen sind quantitativ und qualitativ vom Reiz
abhingig und zum Teil reversibel, zum teil auch irreversibel. Der
Prozess spielt sich im Zytoplasma ab ohne Aenderung des genetischen

(*) Unter Reaktionsnorm versteht die Biologie das Vermdgen, auf die
jeweils einwirkenden Umweltfaktoren gesetzmiissig mit einer besonderen Gestal-
tung zu reagieren, wobei unter gleichen Umstinden alle biologischen Einheiten
in {ibereinstimmender Weise antworten,
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Apparates, d. h. ohne Aenderung der sich selbst vermehrenden
Erbmassen von Kern und Zytoplasma. Filit der Reiz weg, so si-
stiert der Prozess und die erzeugte Veranderung kann u. U. riick-
gebildet werden. Klassische Beispiele sind die Narkose, aber
auch die Muskethypertrophie bei starker Arbeitstatigkeit. Unter
Umstanden konnen freilich Dauerstrukturen erhalten bleiben, so
z. B. der durch gute Ernidhrung erzeugte Riesenwuchs oder ein trau-
matisch erzeugtes Hithnerauge; dieses stellt aber sein Wachstum
nach Sistieren des Reizes ein. Die klassische Reiztheorie der Krebs-
entstehung von Virchow stand auf diesem Boden, wenn freilich die
Begriffsbildung damals noch nicht so geklart war.

Die grosse Mehrzahl der Krebsforscher nimmt heute unseres
Erachtens mit Recht an, dass die bésartigen Geschwiilste nicht durch
reversible, sondern durch #reversible Zellinderungen zustandekom-
men, wobei es vorliufig offensteht, ob die irreversible Zellinderung
die Erbmasse unverandert lasst oder ob durch Erbénderung eine neuc
Zellrasse entsteht. Von irreversiblen Lebensprozessen sprechen wir
ganz allgemein dann, wenn entweder bestehende Dauerstrukturen
von Zellteilen, Zellen, Geweben und Organen entweder definitiv und
irreperabel vernichtet und nicht mehr regeneriert werden, sodass
Funktionen ausfallen, oder wenn es zur Bildung ncuer Dauerstruk-
turen kommt, die neue Funktionen ermoglichen. Klassische Beispiele
aus der Biologie sind die Embryonalentwicklung, die Reifung und das
Altern, aber auch dic Entstehung never Formen und Rassen. Wir
kennen zur Zeit drei Mechanismen, die solche irreversible Zellin-
derungen hervorrufen; es sind dies die Mutation durch mutagene
Reize, welche die Erbmasse verandern, die [ndukiion durch Induk-
toren, welche die Erbmasse unverindert lassen und zu einer Aende-
rung der Determination und Differenzierung im Zytoplasma fiihren
und die Umprigung durch spezifische « infektidse » Umprdgungs-
reize, dic alle fiir die Krebsgenese verantwortlich gemacht worden
sind und verantwortlich gemacht werden konnen.

b} Bei der Mutation handelt es sich um eine sprunghafte, dis-
kontinuierliche irreversible Aenderung der Erbmasse. Angriffsort ist
der Genotypus, Ursache ist ein Treffer in der Evbmasse.Diese sitzt
zum Teil im Kern und zum Teil im Zytoplasma und besitzt die Fihig-
keit der Selbstreproduktion. Sehr gut orientiert sind wir Uber die
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Erbmasse des Zellkernes; sie besteht aus einzelnen distinkten stabi-
len Kerngenen, die lincar in den Chromosomen angeordnet sind und
in der somatischen diploiden Zelle zweifach vorhanden sind. Bei der
geschlechtlichen Fortpflanzung {rennen sie sich gesetzmissig, sie
mendeln. In der Natur entstehen spontan, d.h. ohne erkennbare dus-
sere Ursache Kerngenmutationen, Chromosomenmutationen und Ge-
nommutationen, die das Material fiir die Entstehung neuer Arten dar-
stellen, wenn sich der Mufationsvorgang in den Geschlechtszellen
abspielt. Der gleiche Mutationsvorgang kommt aber auch in den
Kernen der somatischen Zellen vor. Ueber die Erbmasse des Zyio-
plasmas, tiber die plasmatische Vererbung, sind wir weniger gut
oricntiert, sicher ist nur, dass auch das Zellplasma Erbmasse enthilt,
die aber vielleicht nicht aus einzelnen Genen zusammengesetzt ist,
von denen jedes vom anderen verschieden ist, sondern es ist wahr-
scheinlich, dass die Erbmasse des Zellplasmas aus tausenden von
gleichen Plasmagenen Dbesteht. E¢ handelt sich um das sich selbst
fortpflanzende Proteinsystem des Zytoplasmas, das selbstindig mu-
tieren kann. Ueber die Beziehungen der Kerngene zu den Plasmage-
nen wissen wir noch nicht viel, sicherist nur, dass sich Zellen und
Kerngene schneller fortpflanzen kénnen als Plasmagene. Die Plas-
magene kénnen von den Kerngenen abhiingig sein und umgekehrt,
und gewisse Teile des Zellapparates konnen weder durch die Kern-
gene allein noch durch die Plasmagene allein hervorgebracht werden.
Irgendwie miissen beide zusammenspielen, denn neben der reinen
Kernvererbung gibt es eine plasmatische oder miitterliche Vererbung
und cine genoplasmatische Vererbung (ScHiNz), wobel Kern wund
Plasma fiir den entstehenden Phaenotypus und die verschiedenen
Phaene verantwortlich sind. Es gibt auch Phaene, die zwar plasma-
tisch vererbt, aber genkontrolliert sind.

Es ist moglich, dass Krebse durch solche mutative Vorgange
entstehen, dass mutagene Reize die Ursache der Krebsbildung sind,
wobei sich dic Erbsubstanz im Kern oder im Plasma oder in beiden
dndert. Zahlreiche Forscher haben die Mutationstheorie der Krebsge-
nese angenommen. Nach den Angaben der Literatur scheint der Lun-
genkrebs sich einfach-dominant zu vererben. Die Ursache dieses Erb-
krebses wirce also eine Mutation in einer Geschlechtszelle gewesen,
wobel ein bestimmtes Kerngen in ein Tumorgen mutiert hat, sodass
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cine Krebsrasse entstanden ist. Spielt sich dieser Vorgang in einer
somatischen Zelle ab, so wilre in dieser aus einem normalen Kerngen
ein Tumorgen entstanden. Wenn diese Geninderung dominanter Na-
tur ist, so wird sie sich sofort in den Zellnachkomimen dussern. Han-
delt es sich aber-—und das trifft fiir die tiberwiegende Mehrzahl aller
heobachieten gonischen und somatischen Spontanmutationen zu —
um eine rezessive Mutation, so wird der Tumor nur sichibar, wenn
der gleiche Mutationsschritt in ein und derselben Zelle zweimal er-
folgt, denn jedes Kerngen ist ja in jeder somatischen Zelle zweimal
vorhanden. Dies ist aber ausserordentlich unwahrscheinlich und der
schwache Punkt der Lehre von der somatischen Mutation als Ursa-
che der menschlichen Krebse. Gegen diese Lehre spricht auch die
grosse Ausbeute bei der experimentellen Krebserzeugung, denn Spon-
tammutationen des gleichen Charakters sind aussercrdentlich selten.
Es miisste sich also um ecine gerichtete Mutation handeln, wofiir wir
in der Biologie noch keine sicheren Beispiele kenmen. s ist auch
denkbar, dass ein solcher Mutationsschritt sich nicht im Zelikern,
sondern in der Erbsubstanz des Zellplasma abspielen wiirde. Die
Krebsentstechung wite die Folge einer Erbdnderung des Zellplasmas
in einer Keimzelle oder in einer Somazelle. Im Zuchtexperiment
wiirde sich dies durch muitterliche Vererbung kundtun. Die Kern-
gene wiirden dabei keine Rolle spielen. Auch diese Theorie ist auf-
gestellt und verteidigt worden. Schliesslich wire es denkbar, dass
eine Krebszelle sich von der Normalzelle sowohl im Erbplasma des
Kernes, wie in demjenigen des Zytoplasmas unterscheiden wirde,
dass also ein bestimmter Plasmotypus mit einem bestimmten Geno-
typus zusammenwirken miisste, um einen Krebs entstehen zu lassen.
Auf Grund der Experimente und Resultate von Bitiner habe ich
fiir den Brustkrebs der Mause diese genoplasmatische Vererbung
auseinandergesetzt.

Zusammenfassend muss ich feststellen, dass nach der Muia-
tionstheorie der Krebsenistehung cin Krebs durch genische Muta-
tion im Kern, durch plasmatische Mutation oder durch genoplasma-
tische Mutation entstehen kann. Gemeinsam ist allen diesen Moglich-
keiten Folgendes: Ausgangspunkt ist immer cine Zelle. Ein Strah-
lenquant oder ein Molekiil erzeugt in einer Zelle einen « Treffer ».
Milliarden von Geschossen kénnen auf die Zelle fallen ohne muta-
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genen Effekt, nur ein Treffer an einer ganz bestimmten Stelle des
Zellgefiges erzeugt die Mutation. Dieser Treffer ist cin Elementar-
prozess im Sinne der Mikrophysik. Der Effekt, in unserem Falle
die Krebsbildung, ist das Ergebnis eines Einzelvorganges, der nach
den statistischen Gesetzen der Treffertheorie entweder eintritt oder
ausfalit. Wir kennen heute auch Treffergifte. Dazu gehoren die can-
cerogenen Kohlenwasserstoffe, das Senfgas, das Phenol, Nitrogen-
Mustard und Urethan. s handelt sich auch hier nicht um einen
gerichteten, sondern um einen zufiilligen richtungslosen Elfekt. Ge-
gen die Mutations-theoric der Krebsgenese spricht nicht nur, wie
bereits ausgefiihrt, die grosse Ausbeute bei der experimentellen Krebs-
erzeugung, sondern auch die klinische Erfahrung, dass nach Dauer-
heilung des ersten Krebses das Auftreten eines zweiten und dritten
neuen Krebses an einer anderen Korperstelle beobachtet wird, was
nach der Treflertheorie héchst unwahrscheinlich wire, Gegen die so-
matische Mutation als Ursache der Krebse beim Menschen spricht
ferner indirekt die von mir und meinen Mitarbeiterm nachgewiesene
statistisch  gesicherte lamiliire Hiufung von Krebsen hei Ge-
schwistern, Eltern, Onkeln und Tanten von Krebsprobanden im Ver-
gleich zur Krebsbelastung in der Durchschnittshevolkerung, Nach
der Mutationstheorie der Krebsentstehung in somatischen Zellen miis-
ste die familiire Héufung rein zufilliger Natur sein.

Ein Beweis fiir die somatische Mutation als Krebsursache steht
aus, er konnte am Strahlenkrebs oder am Kohlenwasserstoffkrebs
gefihrt werden. Die Krebsausbeute miisste dosisproportional, zeit-
unabhingig und wellenlingenunabhingig sein, wie das fiir zahlreiche
Strahlenmutationen bewiesen ist. MIigscHER und seine Mitarbeiter
glauben fiir den Benzpyrenkrebs eine solche Gesetzmissigkeit ge-
funden zu haben. Die Dosiseffektkurven folgen einer Poisson-ver-
teilung. Bei Aufzeichnung der Ergebnisse in ein Raster, bei dem
die Ordinate nach dem Gauss’schen Integral und die Abszisse linear
oder logarithmisch geteilt ist, erhalten sie nicht gerade, sondern
krumme Linjen. Man kann daraus schliessen, dass beim Zustande-
kommen des Kurvenverlaufes ein Treffergeschehen in Frage kom-
men kann aber nicht muss. Ausgeschlossen wire es nur, wenn cine
Reihe von Versuchspunkten in dem eben beschriehenen Raster eine
Gerade ergibt (Gauss-Verteilung). Dieser Kurvenverlauf ist aber,
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wie auch die Autoren vorsichtigerweise schreiben, kein Beweis fiir
das Mitwirken eines Treffergeschehens. Es kdnnte eine verschicdene
Empfindlichkeit der verwendeten Miuse vorliegen, die ebenfalls der
Poisson-Verteilung folgen kann. Die Versuche miissten an einem nach
jahrelanger Inzucht genetisch absolut reinen Tiermaterial wiederholt
werden, um beweisend zu sein. Diese Betrachtungen zeigen, dass das
Auftreten cancerogener und mutagener Wirkungen durch ein und
dieselben Noxe kein Beweis dafiir ist, dass der Krebs durch Muta-
tion entsteht.

¢) Prifen wir den zweiten Mechanismus irreversibler Zellan-
derungen: Die Induktion. Es handelt sich nicht um eine Aenderung
des Erbgefiiges, sondern um eine Aenderung des Substrates, in dem
die Erbfaktoren wirken, Der Begriff stammt aus der Entwicklungs-
physiologie, hat doch SprEMAN gezeigt, dass aus Ektoderm nur dann
Gehirn und Riickenmark entsteht, wenn dreses Ektoderm im richtigen
Zeitmoment von Chordamesoderm unterlagert wird. Unter Induk-
tionswirkungen erfolgt aus dem Keim die Organbildung und die ge-
webliche Differenzierung. Die Erbsubslanz einer Leber- oder Nie-
renzelle ist dabei genau gleich der Erbsubstanz der befruchteten Ei-
zelle, aus der diese differenzierten Gewebe hervorgegangen sind.
Durch Induktion wird nichés prinzipiell Newes geschaffen, das nicht
schon potentiell im Keim vorhanden wire. Der Induktor, der hiufig
auch Evokator genannt wird, wirkt auslosend, er 16st nimlich einen
in den reagierenden Zellen bereitliegenden Reaktionsmechanismus
aus. Von den verschiedenen Potenzen wird eine realisiert. Wir ken-
nen zahlreiche Induktorstoffe (Genwirkstoffe, Organisatorstoffe, Vi-
russtoffe, Hormone, Antigene usw.). Auch totes Lebergewebe und
totes Krebsgewebe usw. haben induktive Fahigkeiten. Das Gleiche
gilt fiir cancerogene Kohlenwasserstoffe. Die Fiille der induzierenden
Substanzen hat gezeigt, dass es vor allem auf das Reaktionssystem,
namlich das lebende Gewcbe, ankommt. So konnte vor Kurzem
Holtfreter nachweisen, dass aus Ektoderm ein Neuraklrohr enstehen
kann ohne gewebliche Organisator-Unterlagerung und ohne fremde
Induktorstoffe, Durch Nekrobiose einzelner Zellen werden zelleigene
Stoffe frei, welche die Induktion im Nervensystem auslosen. Diese
wichtige Entdeckung erklirt, warum die verschiedensten Stoffe die
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gleiche Wirkung haben. Der unspezifische Induktorstoff wirkt indi-
rekt, der eigentliche Induktorstoff ist ein zelleigen gebildeter Stoff.

Die Nutzanwendung auf das Krebsgeschehen lautet; Die Krebs-
noxe ist ein Stoff oder eine Energieform, welche durch indirekte
Induktionswirkung zu einer irreversiblen Zellinderung fiihrt, deren
Charakteristikum darin besteht, dass das Reaktionssystem neue kor-
perfeindliche Eigenschaften entwickelt, die in den folgenden Zell-
generationen dauernd beibehalten werden. Durch den cancerogenen
induktiven Reiz wird die Zelle zu einer neuen Reaktionsfihigkeit
determiniert, zur Malignitit. Diec Malignompotenz wire eine ganz
allgemeine Zelleigenschaft, die sich aber nur dann dussert, wenn vom
Standpunki des Ganzen ans eine Fehlinduktion und damit eine Fehl-
determanation zustandekommt. Ausgangspunkt der Krebse ist nicht
eine einzelne Zelle, sondern ein ganzer Zellkomplex, Ursache des
Geschehens ist nicht ein Treffer, sondern eine Fehlinduktion oder
dic Verhinderung der normalen Induktion. Als Induktoren wirken
cancerogene Stoffe und Virusstoffe, ebenso wie kurzwellige Strahlung.
Der sogenannte Reizkrebs entsteht wvielleicht durch solche Fehl-In-
duktion.

Die Forschung bekommt die Aufgabe, alle mdglichen cancero-
genen Stoffe im Entwicklungsexperiment und im embryonalen Ex-
plantat auf induktive Wirkungen zu priifen. Die Schwierigkeit liegt
nur darin, wie socben ausgefihrt, dass in allererster Linie das leben-
de Reaktions-system fiir die Reaktion entscheidend ist und nicht das
Aktions-system. Wichtig ist aber immer der Zeitpunkt der Einwir-
kung des Aktionssystemes. Die Entwicklungsmechanik spricht des-
halb von der Phasenspezifitit. Eine merkwiirdige Beobachtung von
LeuroLp wiirde verstindlich. Er hat durch Siuren und Laugen
Krebse erzeugt, Man hat dagegen eingewendet, dass es sich nicht
um echte Blastome, sondern um reaktive Zellwucherungen handle.
Man hat eingewendet, dass Spontankrebse vorliegen, denn I.EUPOLD
hat nicht mit reinen Stammen gearbeifet und man hat driftens die
Ergebnisse deshalb abgelehnt, weil ein erheblicher Teil der Ge-
schwulste nicht am Ort der Einwirkung der Salzlésnngen, sondern
weit davon entfernt und nach sehr kurzer Zeit entstanden seien. Die
Versuche miissen dringendst wiederholt werden, denn auf dem Boden
der Induktionstheorie der Krebsentstehung waren sie verstindlich.
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d) Ein vierter Mechanismus wére denkbar, um die Krebsent-
stehung zu erklaren. Es handelt sich dabei um Reize spezifischer
Natur, welche zu einer Umprigung der betroffenen Zellen oder Indi-
viduen fithren. Diese Reize sind ferner dadurch charalterisiert, dass
die Zellinderung nur solange anhillt und irreversibel ist, als der Reiz
anwesend ist. Die Prisenz eines solchen Reizes ist dadurch garan-
tiert, dass die hetroffene Zelle in ihrem Stoffwechsel das Agens fort-
gesetzt selber bildet. Wir sprechen von dutoreproduktion. Wahr-
scheinlich ist das Agens ein Nucleoproteid. Der umpragende Reiz
ist ein Virus oder virusidhnliche Substanz im Zytoplasma der Wirts-
zelle. Die Frage bleibt vorliufig offen, ob ein solcher virusartiger
Stoff ein submikroskopisches Lebewesen ist, das sich aber nur in
lebenden Zellen vermehren kann, oder ob cs sich um ein spezifisches
Eiweiss handelt, das normalerweise von der Zelle nicht gebildet,
aber nach « Impfung » von der Zelle neuproduziert werden kann.
Die Zelle hitte durch die Impfung einen ncuen Weg des Stoffwech-
sels eingeschlagen, ohne dass die Erbmasse geandert wiirde. Es ist
durchaus moglich, dass bei der Krebsentstehung ein solcher Vor-
gang sich abspieli, dafiir spricht der Viruskrebs des Huhnes, und
der Viruskrebs beim Cotton-tail rabbit usw. Die Tatsache, dass man
bei den menschlichen Krebsen noch keine sclchen Virusstoffe ge-
funden hat, spricht natiirlich nicht gegen deren Existenz. Die Virus-
forscher, die Mikrobiologen und dic Krebsforscher werden in Zu-
sammenarbeit dieses Problem weiter kiiren kdnnen, ist es doch durch-
aus moglich, dass solche Prozesse weit verbreitet sind,

Im letzten Jahrzehnt haben die Biologen einige Phaenomene ent-
deckt, die hieher gehéren, wobei es freilich noch sehr stritting ist, ob die
Wirkung von Plasmagenen oder von virusartigen Substanzen abhangt.
So zeigle SONNEBORN in einer Reihe dusserst interessanter Experi-
mente an Paramaeciwm aurelia, dass gewisse Rassen die Fahigkeit
haben, andere Aufgusstierchen derselben Tierart zu toten, Die tot-
liche Eigenschaft ist auf die weibliche Linie und auf Tiere be-
schriinkt, die ein K-Gen im Kern enthalten. Dieses Kerngen K erzeugt
im Zytoplasma cine Vorlaufersubstanz, aus der Kappakdrperchen
entstehen, die sich im Zytoplasma autoreprodukiiv vermehren. Sie
kénnen aber weder allein durch den Kern noch allein durch das
Zytoplasma hervorgebracht werden und sind infektids, denn wenn
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zwel Anfgusstierchen dazu gebracht werden, im Paaruongsakie lange
zusammenzustecken, so kann das eine das andere mit Kappateilchen
infizieren und verhélt sich wie ein natiirliches Virus, das sich selb-
stindig fortzeugt. Bel der Drosophila melanogaster hat 1 HERITIER
eine CU,-empfindliche Rasse entdeckt, wobei diese Eigenschaft von
der Mutter vererbt wird. Das Serum einer empfindiichen Fliege {iber-
tragt bei Injektion in eine unempfindliche diese Empfindlichkeit auf
deren Eier. Im Serum sind also diffusionsfihige und kiinstlich anste-
ckende Teilchen vorhanden. Sie unterscheiden sich von einem natiir-
lichen Virus dadurch, dass keine spontane Infektion erfolgt, und sie
unterscheiden sich von einer gewohnlichen chemischen Substanz
durch inr Autoreproduktionsvermégen. Hieher gehdren auch die Ar-
beiten von SPIEGELMAN an der Hele und die Beobachiungen von
Brrrivcram und MEpAWAR an Schweinen und Meerschweinchen.
In scheckigen Tieren bedeckt hiufig die schwarze Hauotfarbung eine
grossere Flache als das schwarze Ifell. Bei Ueberpflanzungsversuchen
zeigte sich, dass die schwarze Hautfirbung in weissen Gebieten
gebildet wird, die sie normalerweise nicht selbst bilden wiirde, Sie
werden infolge ihrer « Infektion » von der Nachbarschaft her durch
einen virusartigen Stoff geschwirzt und bleiben dauvernd in ihren
Zellnachkommen schwarz. Die Anwendung auf carcinogene Substan-
zen lautet: Die carcinogenen Stoffe und Strahlungen beeinflussen
die Eigenschaften ausgewachscner Zellen so, dass sie erneut wachsen
und sich teilen und nie mechr zu ihrem Normalcharakter zuriickkeh-
ren. Die Agentien sind trgendwie spezifisch und wivken auch auf ge-
wisse Gewebe spezifisch. Der Zellkern scheint unverindert, nur das
Zytoplasma dndert sich. Es wird irreversibel umgeprigt. Offen bleibt
freilich die Frage, ob es sich dabei um Acnderung eines Plasmage-
nes handelt oder um einen virusariigen Effekt, denn die Beobach-
tungen des Killerfaktors bei Pantoffeltierchen, des Milchfaktors der
Mause mif Brustkrebs usw. kénnen durch Mutation eines Plasma-
genes oder durch Infektion mit einem virusartigen Stoff erldirt wer-
den. Diese Fragen sind alle noch im Fluss, und wir miissen uns vor-
laufig mit diesen Andeutungen begniigen. Unverbindlich sprechen
wir deshalb in Anwendung auf dic Krebsentstehung von der Umipri-
gungstheorie der Krebsgenese. Diese Anschauung erklart auch die
verschiedene Uebertragungsweise der Krebse. Einige lassen sich nur
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durch Transplantationen tibertragen, andere kann man durch die
Iniektion zellfreier Extrakte erzeugen und wieder andere Geschwillste,
wie das Shope-Papillom und gewisse Warzen der Menschen sind
kontagits und daher mit Recht als Viruskrankheiten beschreibbar.
Es ist heute noch nicht mdglich, zwischen den vieraufgezihlten
Moglichkeiten der Krebspathogenese eine sichere Entscheidung zu
treffen. Fir jede der genannten Theorien lassen sich Indizien anfiih-
ren und die Situation scheint zur Zeit so zu Hegen, dass es verschie-
dene Arten der Krebsentstehung gibt, die wir zum Schlusse in einer
schematischen Darstellung zusammenfassen wollen (Abb. 1}.
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TABRLLE 2. — Kanzerogene Kollenwasserstoffe.

S— - o —
Applikation Organ Maus Raltle chen Meerschw, Huhn
Pinselung FHaut CasellenSal selten Ca Ca — —
Injektion Subeutis Sa Sa Sa Sa Sa
Injektion Mamma Ca Ca - —- —
Injektion Uterus — Ca Ca - e
Injektion | Muskulatar Sa —_ - 1 = .
Inhalation f.unge Ca — R ‘ — —
Fiitterung Magen Ca — — _ —
Fitterung | Dinndarm Ca — — — -
injektion Dickdarm — — _ — —
Injektion Bauchfell Sa Sa — — —
fl)jekti()[) Hoden — — Sa - -
Injektion i Samenblase - Ca — — —

. injektion Niere Ca Ca u. Sa — e —
Injektion Prostata - Ca u. 5a — - —
Injektion Gehirn [ Gliomu.Sa Ca - - -
Injektion Parotis Cau.5a | Cau. 5a - - —

Pinselung u.{ Lymph-
Injektion knoten Sa — i - -
Depot Leber Ca e ; —_ - e
Pinselung Leber Leukiimie | Leukimie — — Leukimie
Depot u. Knochen Sa Sa u. — — -
Injektion Leukimie
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Cancevogene Wirkungen von

TaprELLE 3.

9,10 Dimelhyl — 1,2 Benzanllracen

Tierart

Taut
{Papittome und Carcino

me}

Subkutangewebe
{Sarkome)

Kaninchen .
Maus.
Ratte.

Meerschweinchen

R
oAkt
Aot

+ o+

Nach mimdlicher Mitteilung von Berensruym vom National Cancer Institute

Bethesda Washington,

TABELLE 4. -— Strakieniarzinogenese
Strahlung Elemeut Applikat.-weise Maus : Ralle Kaninchen
‘
Alpha | Platonium |im, od. L.v.| Osteosarkom Osteosarkom
(HWZ = Injekt.
25.000].) .
s, ¢ Injekt. Osteosarkom
Fibrosarkom
Inhalation Lungenkarzinom
Beta Yitrium Verfiittert Colonkarzinom
(HWZ = ) .
57 Tg) s. ¢, Injekt. | Hautkarzinom
i, Injekt. |5, ¢, Fibrosarkom | Osteosarkom
i.v. Injekt. Osteosarkom Osteosarkom
Inhalation Mammatunior
Beta Strontium L. periton Osteosarkom Osteosarkom  !Osteosarkom
(HWZ = Injekt. .
55 Tg) Haemangio-
endotheliom
Beta 4 Cerium Inhalation Lungenkarzinom
Gamma | (HWZ =
247 Tg) ;
i
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TaBELLE 5.

STOFRFFEF

WIRKUNGEN

oestrogene

carcinogene

neunralinduktive

1,2,5 6 Dibenzanthracen

5,6 Cyclopenteno - 1,2 Benzan-
thracern .

3,4 Benzpyren

Methylcholanthren

1,2, 5,6 Dibenzcarbazol

Styryl-blau .

Sterine, Gallensiure, Sexuallior-
mone

Nukieinsiuren, Nukleoproteide,
S-H haltige Proteide, Nukleo-
tide .
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SEATAINE D’ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» I65

ZUSAMMENTFASSUNG

1. Kankerizide Reize haben auch kankerogene Wirkungen.

2. Neben diesen Effekten beobachtet man mutagene Wirkungen. Dies
gilt fir kurzwellige Strahlung, ionisicrende Korpuskularstrahlung, kanke-
rogene aromatische Kohlenwasserstoffe, Senfgas, Nitrogen-Mustard und
Urethan. Fir andere mutagene Stoffe wie Phenol, Senfél und Formal-
dehyd ist der Nachweis kankerizider und kankerogener Wirkungen noch
zu fiihren.

3. Indukiive Wirkungen sind fiir kankerogene Kohlenwasserstoffe
nachgewiesen.

4. Zytomorphologische Effekte sind mit Strahlungen und vielen Che-
mikalien zu erzielen. Sie dussern sich in Zytolyse, Karyoklasie und in
mitotropen  Effckten (Primireffekt, Zytostase, Sekundireffekt). Wichtig
sind digse zytomorphologischen Befunde dann, wenn sie bei sehr niedrigen,
anndhernd physiologischen Dosen auitreten, sonst sind sie Ausdruck all-
gemeiner uncharakleristischer Zellschidigungen,

5. Die mitotropen Effckte von Senfgas, Nitrogen-Mustard und Try-
paflavin gleichen weitgehend den Réntgenstrahleneffekten in den Zellen
und dussern sich in den drei Phasen des Primireffektes, des zytostatischen
mitosenfreien Intervalles und des Sekundireffektes, wihrend wir bei
anderen mitotropen Substanzen nur Priméreffekte und Zytostasen beo-
bachten,

6. Bei der Testung von kankerogenen und kankeriziden Stoffen ist
die systematische Durchpriifung auf mutative, induktive und umprigende
Lffekte aufschlussreich und notwendig.

7. Krebshellungen sind nur durch Stoffe mit gytolytischer Wirkung
zu erreichen, die mitotrope Wirkung erzielt nur palliative Effekte. Ein
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clektiv oder spezifisch zytolytisches Chemotherapentikum zur Krebshei-
fung ist noch nicht bekannt.

8. Die Entscheidung zwischen der Reiztheorie, der Mutationstheorie,
der Induktionstheorie und der Umprigungstheoric der Krehsentstehung
ist noch nicht moglich. Fir jede derselben lassen sich Indizien anfiihren,
die aber nicht entscheidend sind.

RESUME

1. On sait que les agents cancéricides peuvent aussi avoir action
cancérigéne.

2. A cOté de ces effets, on observe aussi des actions mutagénes.
Ceci vaut pour les radiations A ondes courtes, les radiations corpuscu-
laires ionisantes, les hydrocarbures aromatiques cancérigénes, le gaz-mou-
tarde, la moutarde azotéeet l'uréthane. Pour les autres substances muta-
génes, ainsi que pour le phéneol, I'huile de moutarde et le formaldéhyde,
P"action cancérigéne n’est pas encore démontrée.

3. Des actions inductives (formatiou de plaques neurales) ont été
démontrées pour les hydrocarbures cancérigénes.

4. Les radiations et plusieurs substances chimiques produisent des
effets cytomorphologiques (cytolyse, caryoclasie) et des effets mitotropes
(effet primaire, cytostase, effet secondaire). Ces ecffets cytomorphologi-
ques sont trés importants lorsqu’ils sont obtenus avec de trés petites
doses, & peu prés physiologiques; autrement ils sont Yexpression de
lesions cellulaires générales et non spécifiques.

5. Les effets mitotropes du gaz-moutarde, de la moutard azotée et de
la trypaflavine peuvent éize comparés aux actions des rayons Réntgen sur
ies cellules et se manifestent avee les trois stades de Veffet primaire, de I'in-
tervalle de cytostase amitotique et de Peflet secondaire. En employant des
autres substances mitotropes on observe seulement V'effet primaire et la
cytostase.

6. En faisant des tests avec les substances cancérigénes et cancéricides,
il est nécessaire de faire une controle systématique des actions mutagénes
et mitotropes.
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[y

#, On peut traiter le cancer uniquement avec des substances 4 action
cytolytique; 'action mitotropique produit seulement des effets palliatifs.
Une chimiothéraple élective ou spécifiquement cytolytique pour le fraite-
ment du cancer n’est pas encore connue.

8. It n'est pas encore possible de décider entre la théorie irritative,
la théorie mutative, la théorie inductive et ia théorie adaptative de 1'étio-
logie du cancer. Pour chacune de ces théories on peut recueuillir des indi-
ces qui cependant ne sont pas décisifs,

SUMMARY

1. [t has been known for a long time that carcinogenic agents can
produce a desfruction of cancer cells.

2. Besides these effects mutagenic actions may be present: this is
true for short waves radiations, jonising corpuscular radiations, carci-
nogenic aromatic hydrocarbons, mustard - gas, nytrogen - mustard and
urethane. A carcinogenic function was not yet demonstrated for other
mutagenic substances {phenol, mustard-oil and formaldehyd).

3. Some carcinogenic hydrocarbons were shown to induce neural-
plate (embryonic induction).

4. Such morphological effects can be produced with radiations as
well as with chemical compounds; they appear as cytolysis-caryoclasis
and as mitotropic effects (primary effect, cytostase, secondary effect).
Such cytomorphological effects may be important if they appear in very
low nearly physiological dosage, otherwise they express merely a general
not characteristic damage of the cell.

5. Milotropic effects of mustard-gas, nytrogen-gas and trypaflavin
as well as those of Roentgen-rays show the three same stages (primary
effect, cytostase, secondary effect). With other mitotropic substances we
observed only primary effect and cytostase.

6. When testing a carcinogenic and cancer inhibiting compounds a
systematic research of mutagenic, inductive and mitotropic fonction may
be important.
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7. Cure of cancer can be obtained only by cytolitic agenis. Mito-
tropic substances preduce only some growth inhibition and a palliative
effect. A specific cytolitic treatment of cancer is not yet known.

8. These choise between the irrifation theorie, the mutation theory,
the induction theory and the adaptation theory can not yet be reached.
For each of these theories there are positive argument’s, but a conclu-
sion can not be given.

SO0MMARIO

1. E’ vecchia nozione che gli agenti cancericidi possono avere pure
azione cancerogena.

2. Contemporaneamente possono anche aversi effetti mutageni. Que-
sto vale per le radiazioni ad onda corta, le radiazioni corpuscolar joniz-
zanti, gli idrocarburi aromatici cancerogeni, il gas mostarda, la mostarda
azotata e l'uretano. Per altre sostanze mutagene, come il fenolo, I'olio di

senape ¢ l'aldeide formica, non & ancora provata la loro azione cance-
ricida e cancerogena.

3. Sono dimostrate azioni induttive per gl idrocarburi cancerogeni.

4. Le radiazioni ¢ molte sostanze chimiche producono effetti cito-
morfologici: citolisi, carioclasia ed effetti mitotropi (cffetto primario, cita-
stasi, effetto secondario). Importanti sono questi reperti citomorfologici
quando sono oftenuti con dosi molio piccole, press’a poco fisiologiche;
altrimenti essi sono 1'espressione di alterazioni cellulari generali non spe-
cifiche.

5. Gli effetti mitotropi del gas mostarda, della mostarda azotata e
della tripaflavina possono essere comparati agli effetti prodotti dai raggi
Roentgen nelle celiule ¢ si estrinsecanc nelle tre fasi dell’effeito primario,
dell’intervalio di citostasi amitotico e dell’effetto secondario. Con altre so-
slanze mitotrope noi osserviamo soltanto P'effetto primario e la citostasi.

6. Studiando sostanze cancerogene e cancericide & utile e necessario
condurre una ricerca sistematica di controllo sopra gli effetti muotativi,
induttivi e mitotropi.
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7. La cura del cancro si pud intraprendere scltanto con sostanze
ad azione citolitica; l'azione mitetropa porta soltanto ad effciti palliativi.
Una chemoterapia elettivamente o specificamente citolitica nella cuma
del cancre non ¢ finora conosciuta.

8. Non & ancora possibile decidere fra la teoria irritativa, la teoria
mutativa, la teoria induttiva e la teoria adattativa nella genesi del can-
cro. Per ognuna di queste teorie si possono enunciare soltanto delle ipo-
tesi, ma nulla di decisivo.
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DISCUSSION:

BerENBLUM: Concerning your reference to the question as to
whether f-naphthylamine, colchicine, sulphur mustard or nitrogen
mustard have been tested for mutagenic and carcinogenic action,
I should like to refer you to the work of DEMEREC (1947) on the
mutagenic action of B-naphthylamine. Sulphur mustard has been
found to be non-carcinogenic to the skin (BERENBLUM, 1g20), while
the carcinogenicity of nitrogen mustard has been discussed by Dr.
BoyLaND,

GREENSTEIN: Do you mean to separate the effect of the milk
factor and of hormenes on cancer genesis, or do you consider them
to act together?

Maisin: Intervention dans la discussion au sujet des muta-
tions {travaux du Prof. Cowpry et du Prof. ScHINZ).

11 est évidemment difficile dans une domaine o il subsiste
tellement d’inconnues, & commencer par celie de la nature des génes
eux-mémes, d’aborder une discussion sur les rapports existants entre
Multation et Cancer. On est aussi trés gené par la question de termi-
nologie. Néanmoins je vais essayer de présenter aussi clairement
que possible certaines vues se rapportant a cette question. Comme
introduction & cette discussion je crois utile de résumer brievement
les idées de LINDEGREEN et SPIEGELMAN au sujet des nucléogénes et
des cvtogénes ainsi que du rapport respectif qu’ils estiment exister
entre les deux. Les nucléogénes ou chromogeénes sont des entités
fonctionnelles existant dans les chromosomes automatiquement re-
productibles au cours de la division cellulaire et qui sont considérés
classiquement comme étant de nature nucléoprotéique. Toutefois cette
nature exclusivement nucléoprotéique n’est pas admise par tout le
monde. Les chromogeénes sont donc les vecteurs des principaux ca-
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racteres héréditaires. Ceux-ci s'expriment par les fonctions protoplas-
matiques. Ces fonctions sont trés généralement des fonctions enzy-
matiques. Pour qu'an enzyme puisse manifester sa présence il doit
étre en présence d'un substrat qu’il peut métaboliser. Si ce substrat
n’est pas présent 'enzyme ne révéle pas sa présence par I’accom-
plissement de sa fonction propre. Néanmoins il doit étre présent
comme entité formelle sous forme d’une molécule protéique qu’on
peut appeler un proenzyme. Ce proenzyme en présence d'un substrat
spécifique entre en fonctionnement et devient un enzyme. Comme
toutes ces fonctions sont {ransmises héréditairement au sens chro-
mogénien du terme, on doit donc admettre que le chromogéne inter-
vient dans le mécanisme du fonctionnement enzymatique du proto-
plasme. Celuni-ci résulte donc de l'interaction de 3 facteurs, un fac-
teur chromogénien, un facteur protopiasmique, le proenzyme, et
un facteur de milieu qui est le substrat. SPIEGELMAN et LINDEGREEN
ont montré que les 3 facteurs étaient nécéssaires pour le déclenche-
ment ou la mise en branle de ce phénoméne fonctionnel. Plus tard
lorsque l'enzyme est en fonction, l'intervention du facteur chro-
mogéne n’est plus nécessaire. L’enzyme en présence du substrat
continue & fonctionner. De plus il se reproduit lui-méme dans la
cellule. « Au cours des divisions cellulaires il est {ransmis aux cellules-
filles.

LINDEGREEN et SPIEGELMAN ont proposé d’appeler cette entité
enzimalique protoplasmique autoreproductible ct se retrouvant
dans le cellnles-filles du nom de cytogéne et de donner le nom de
procylogéne au proenzyme. lls ont propesé ce nom parce que cette
entité présente dans le protoplasme jouit de plusieurs qualités des
génes, notamment 'autoreproduction et la transmission aux cellules-
filles.

Cette conception de LINDEGREEN ef SPIEGELMAN peul rendre des
séricux services pour essayer de comprendre ce qui se passe dans
la cellule au moment de la cancérisation: temps de latence, cellules
cancéreuses latentes, cancer proprement dit, modulations ou mu-
tations en un, deux ou plusicurs temps. Le terme de modulation
powrrait s'appliquer selon WEISs et Mowop a4 des modifications
fonctionnelles d’ordre pathologique et réversible. Le terme de mu-
fation ayant une signification trés précise liéc au chromogene des
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gamétes doit élre employé avec la plus grande circonspection. Il nous
mangue un terme approprié pour caractériser 1'état « cancéreux »
de la cellule, déviation pathologique de la différenciation normale.

J’aimerais aussi faire observer au Professeur SCHINZ qu’il me
parait difficile de faire une distinction absclue entre destruction et
mutation. C'est une question de degré. Dans un nembre important
de cas, une mutation ne représente rien d’autre qu’une destruction a
’échelle microscopique ou submicroscopique, desiruction de génes
n’entramant pas la mort cellulaire.

Krerz: Der Vorschlag einer Testung der cytostatischen Wir-
kung von Krebstherapeuticis sollte auch auf Organextrakte., Hor-
mone ausgedehnt werden. Hierbei diirften pflanzliche Versuchso-
bjekte nicht ausreichend sein und es wiirde sich empfehlen auch die
Gewebeziichtung hierzu heranzuzichen, da bei dieser die Umwelt-
sfalktoren am besten bestimmbar sind.

ScHINZ: Ich kann nicht glauben BOYLAND gegeniiber, dass die
weissen Haare der Nitrogen-Mustard Mause die Folge ciner somati-
schen Mutation sind. Die Zahl der weissen Haare ist viel zu gross.
Die gleiche somatische Mutation wiederholt sich ganz ausserordent-
lich selten. Es handelt sich wohl um ein Zerstorung des Ferment-
systems ohne Aenderung der Erbsubstanz der Zelle.
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PROPERTIES OF SQUAMOUS CELL CANCER
COMPARED WITH THOSE OF NORMAL EPIDERMIS

Pror. E. V. COWDRY (5r. Louis)

Our work during the past ten years has been carried on in the
helief that the most direct approach to the cancer problem is to
discover by what properties malignant cells differ from normal celis
of the sort from which they have developed. These new properties
condition the malignant behavior of the cancer cells which it is hoped
eventually to correct. If correction is not feasible, the differences
between them and their normal prototypes may; serve as clues to
means whereby the cancer cells can be inhibited or killed without
serious Injury to the other cells of the body.

Many others before us have had evactly the same idea and
have labored to the same end. The excuse that we offer for these
investigations, which have no originality and are not designed to test
the validity of some captivating theory, is our belief that we have
so arranged the experimental conditions as to be more favorable than
those under which others have worked before us.

First, we chose epidermis as the normal tissue because the cells
in it can be more directly compared with those of squamous cell
cancer of epidermal origin than can any other normal cells be
compared with the malignant ones developed from normal cells of
the same kind,

The comparison next in directness would be that beiween nor-
mal hepafic cells and malignant hepatoma cells developed from them.
Epidermis is more suitable than liver for chemical analyses, because
it is avascular, alymphatic and is not subject to large oscillations
in volume in different physiological states. Epidermis is, also, better
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for our purpose than the liver since all the cells in it are epithelial
and of ectodermal origin with the possible exception of a few so-called
« dendritic cells »; whereas, in the liver, the cellular population is
far more diverse and includes a not inconsiderable number of
endothelial and connective tissue cells, epithelial cells of bile ducts
and so on. Though corrections can be made for the blood in the liver,
the results of chemical analysis focus far less divectly in the liver on
the normal cells capable of this particular malignant transformation
than they do in the epidermis. Our {ransplantable squamous cell
carcinoma is equally suited for chemical analysis to a rapidly growing
hepatoma as long as small tumors of uniform size having a minimum
of necrosis are used.

Second, we knew at the outset that we would have the advantage
of being able to concentrate all the research funds possessed by the
Barnard Hospital, supplemented by what we could raise, on this
single project, barring illness or accidents, for about 10 years. The
research feam has changed somewhatl from time to time; but a total
of 44 workers have published papers on this projecl. Thus we have
been enabled to effect a greater concentration on this project than
has thus far been possible by others on similar projects, which is a
very greaf advantage.

Another feature of cur studies is that very clese attention has
been paid to technique and impiementation. Our procedure has been
to concentrate on the properties of normal and malignant epidermal
cells that can be quantitatively measured. Techniques that had been
employed by others for other tissues offen required radical changes
before they could be employed for epidermis separated from dermis
by cur heat, or freezing, metheds and for the small and uniform
squamons cell cancer transplants. Not infrequently entirely new
techniques had to be devised. Many of these have been polaro-
graphic and we owe them chiefly to Carruthers.

We have investigated not only the normal epidermis and the
cancer {ransplants but also the sequence of changes in epidermatl
carcinogencsis in our closely inbred strain of mice resulting from
repealed applications to the skin of 6.6 per cent methylcholanthrene
m benzene. All possible variables were eliminated in this carcinogenic
seriés so that chemical analyses by a given method of the treated
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epidermises of different lots of mice at a specified time in the process
might be expected to yield approximately the same results. Standard-
ization to this extent was essential in order constructively to build
together the results of many techniques. For instance, 10 days after
beginning the applications we had measurements for calcium by
one method, for inositol by another, and for urea by a third, each
of course made with epidermises of different lots of mice., We then
assumed that all treated epidermises at 1o days had these amounts
of calcium, inositol and wurea, though these were determined
separately.

For obvious reasons I cannot stop in this summary of our work
to give credit which is due to each of my 44 associates. Their papers
are listed on the accompanying sheets.

The most convenient way to present our findings for discussion
is, first, to give data on properties measured in normal epidermis
and squamous cell carcinomas; and, second, to mention some
observations on the same properties in the intervening stages of
carcinogenesis.

Table T gives data on mouse and human epidermis and
carcinoma. those for the human tissues are very incomplete by
comparison with those for the mice; but we hope gradually (o
complete them. As far as they go the differences are in the same
direction, whether a decrease or an increase, in both.

The method of presentation empioyed in constructing Table II
for the mouse tissues of the standard serics is less accurate; since it
does not include the precise figures of the chemical determinations;
but it is instructive, hecause it shows how agkew, as contrasted with
normal epidermis, are these cancers. While there is no change in the
amounts of some of the components, ascorbic acid, P*?, inositol,
and so on, there are marked decreases and increases in cthers, many
them 50 9 or more of the normal.

Such radical dislocations in components, each essential for the
lives of the cells, must have profound effects on cellular behavior.

Actually, however, only a very few of the essential materials.
for life, compared with the enormous mumber that exist, have been
measured by us, The activity of a few enzymes has been determined,
but to carry on its business each cell utilizes at least 10,000 different
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TanrLE 1.

MOUSE HUMAN
CONSTITUENT R—

Epidermis ; Carcinoma | Epidermis | Carcinoma

MINERALS 7

Potassium ., . . . . . . . 347 313 122 —
Sodium . . . . . . . . . 168 147 123 —
Calcium. . . . ., . . . . 44 9 16 8,5
Magnesivm . . . . . . . 19 18 18 e
Zine . . . . . . . .. 5,2 1,7 2,4 1,9
Copper . . . . . . . . . 0,58 0,10 0,54 0,16
from . . . . . . . . . . 6,4 2,2 — —

CALCIUM BINDING @

Free Calcium., . . . . . . 30,8 1,5 — —_
Bound Calcium . . . . . . 49,4 3,7 — =
NucLEIC ACIDS 4 ;
Nucleoprotein phosphorus . . 124 139 e —
Desoxyribonucleic acid . . . 935 582 s —
Lipips
Total lipid¢ . . . . . . . 28,6 19,1 21,3 —
Lipid phosphorusé . . . . o,16 0,31 0,12 —
Cholesterold . . . . . . . 1,66 0,66 0,85 —
Potarographically reducible M-
pids¢ (A). . . . . . . 25,0 o 64 0
. . ... o 3,I.to20,3] © 44,0 to
98,0
WaTerR <., . . . . . . . 60,0 B1,6 — —
VITAMINS
Biotine . . ., . . . . . . 0,079 0,030 — —_
Cholinee . . . . , . . . 990 1150 - —
Inositole , . . . . . . . 210 212 —_ —
p-Aminobenzoic acide . . . 0,96 0,58 — —
Be complexe . . . . . . . 0,98 0,76 -~ —
Ascorbic acids . . . . . . 0,193 0,184 — —
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TapLe 1.

MOUSE HUMAN

CORNSTITUENT

Epidermis | Carcinoma | Epidermis | Carcinoma

EnzyMmes
Cytochrome c2 ., ., ., , . 52 a4 — e
Cytochrome oxidases . . , 9,9 7,5 — o
Succinic dehydrogenases . 1,4 2,9 — -
Adenylpyrophosphatase/, . . 8,4 25,2 — -
Arginase/ . . . . , . . . 61,0 | 732,0 - e

NITROGENOUS CONSTI-

TUENTS
Ureag .. . . . . . . . . 77 22 33 —
Ammoniag . . . . ., 24 8 24 e
Lysine® . . . . . , ., 5,I5 8,18 —_ e
Isoleucine4 . . . . . . , 2,65 3,83 — —
Leucinex . . . . . . . |, 4,17 5,28 — —
Methionine? . . . . . . . 0,91 1,20 — -—
Valines., . . . . . ., . . 2,84 3,86 — —
Phenylatanine# . . . , , . 1,46 1,89 — —
Threonine® . . . . ., . . 2,43 3,17 — —
Histidine 2., , . . . | . . 3,33 3.40 o —
Glutamic acid4 . . . . , . 7,90 7,72 -— =
Cystine® , ., ., . . . . . 1,50 1,42 - ‘ —
Arginine® , ., . . . . | 11,50 11,42 — —
Tryptophan#~. ., . . . . 0,58 1,50 — e

@ Mg. per 100 gr. of fresh tissue.

¢ Gin. per 100 gm, of dry tissue.

¢ Microamperes per 100 mg. lipid; lipid in carcinoma qualitatively different
from that ol epidermis.

4 Gm. per 100 gm, of fresh tissue,

¢ ug. per gm, of fresh tissue.

S Q-values; quantity of substrate used or decomposed per hour (expressed
in microliters of gas) per mg. of wet weight of tissue.

# Mg, of N per roo gm. of fresh tissue,

# Amino acid N as per cent of total tissue N.

¥ Mg. of ascorbic acid per mg. of nucleoprotein phosphorus.
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enzymes. The factors that condition malignancy, for which we are
searching, may or may not be included in this incomplete picture
of askewness. The distinguished chemists in this group, drawn
together by RoNDONI, are far better qualified than I am to interpret
this askewness.

TasLe II,

PropreERTIES OF SquaMous CurLL CANCER COMPARED
WiTH Tuosi oF NorMAL EPIDERMIS

INCREASE: Lipid phosphorus: dry wt, ratio, succinic dehydrogenase

(50°%/, or more) activity, adenylpyrophosphatase activity, arginase activity,
A lysine, tryptophane isoleucine.

INCREASE: Water content, choline, leucine, methionine, valine, pheny-

(lessthan50%/) lalanine, threonine.

T

No CHANGE: Ascorbic acid: NP ratio, specific activity of P** in phospho-
lipid fraction, inositel (wet wt. basis), histidine, glutamic
acid, cystine, arginine,

DECREASE : Potassium: N P ratio, sodium: N P ratio, magnesium:

(less than 50%,) N P ratio, cytochrome oxidase, desoxyribonucieic acid
{wet wt. basis), cytochrome ¢, paraminobenzoic acid (wet
wt. basis), vitamin Bs complex (wet wi, basis),

A
DECREASE :
(50°/, or more}

Calcium: N P ratio, iron: N P ratio, copper: N P ratio,
zingc: NP ratio, nonprotein nitrogen (wet wt, basis), urea
(wet wt, basis), ammonia (wet wt, basis) total free amino
acids {wet wt. basis; chromatography), biotin (wet wt,
basis), Ca# uptake and retention, free calcimm,

NP - Nucleoprotein Phosphorus

The time available does not permit me so fully to present the
data gathered by our team on the intermediate stages of carcino-
genesis, that is on the steps in the acquisition of this new and different
manner of life by the cancer cells.
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In order to collect sufficient material for chemical analysis of
normal epidermis, and of epidermis in various stages of hyperplasia
before malignant behavior on the part of a few cells is first detected,
it has been necessary to combine, or to pool fogether, the treated
epidermises of several mice. The analyses reveal the amounts of the
components in each lot of tissues analyzed. They do not give us
information on the amounts within the epidermises of the individual
mice which epidermises were pooled together. Neither do they tell
us whether, within the extent of a single epidermis, the content of
any particular substance is uniform throughout or uneven.

It is clear, nevertheless, that in the treated cpidermises as a
whole there is early established, say within ten days, a new manner
of cell life which persists for weeks and in the background of which
the cancers appear in small restricted foci. As is well known
most of the area of treated cpidermis remains free from cancer. This
new chemical equilibrium has been well described by my colleagues
msofar as we have investigated it. For example at 1o days after the
first application of carcinogen:

1. Calcium is reduced about 50 percent of normal and
remains between that and 6o percent at least to 60 days.

2. Iron is reduced 50 percent of normal and is further
depressed fo about 70 percent at 6o days.

3. Biotin is reduced 40 percent of normal and remains low
being approximately 32 percent at 60 days.

4. Cholesterol-protein nitrogen ratio is reduced from normal
of 0.3 to below 0.2 and remains between 0.2 and 0.1 for 6o days.

Microscopic evidence is accumulating that the brunt of these
and other deprivations in this new precancerous chemical equilibrivm
is felt most by the epidermal cells of the spinous layer of hyperplastic
epidermis:

I. Demineralization, revealed by microincineration, is greater
in the spinous than it is in the basal or corneal layers.

2. Displacement of chromatin and nucleoli, under the
influence of ultracentrifugal force, is also most marked in the
spinous layer.

3. Chromosome abnormalities, observed in smears of the
cells, seem also to be most evident in the spinous layer.
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4. Maximum mitotic frequency is in the basal layer of
epidermis, not in the spinous layer where it is concentrated in the
many layered epidermis of the foot pads of normal mice.

It is tempting to assume, purely as a working hypothesis, that
the living conditions of the new chemical equilibrium have become
more unfavorable for the spinous ceils than they have for the basal
ones, which, by contrast, are ncarer to the source of supplies in the
blood stream of the dermis. Perhaps the shifting of the stratum of
maximum frequency of mitoses from the spinous to the basal layer
is not unrelated to the better conditions presumed to exist in the
basal layer. It is tempting to suppose that, under tbe rigorous living
conditions in the spinous layer, there may be not only more
chromosome abnormalities than elsewhere in the epidermis but also
a greater tendency to survival mutations occasioned by alterations in
nuclear, or in plasma genes, or in both.

The evidence at present is consistent with the hypothesis that
among these supposed mutations the malignant transformation is
to be tentatively listed. The occurrence of the malignant change in
one, or-in very few, of many thousands of cells living generation
after gencration for over 6o days subjected to such hardships is
what one would expect numerically if the change is actually a
mutation.

The chief consideration that makes me a little hesitant about
definite acceptance of this mutation hypothesis, as operative in our
standardized carcinogenic series, is that {he cancer cells never make
their appearance before the expiration of a long latent period. If
their origin were by mutation I would look for their occasional
appearance more promptly.

Carrying on this line of thought it is, of course, conceivable
that malignant mutations dc occur more promptly, but that the re-
sultant cancer cells are so tightly bound together with neighboring
cells in the epidermis that they are physically unable to beak loose,
to enter the underlying dermis and to display malignant properties.
According fo this view the cells, having undergone malignant
mutations would have the status of « latent cancer cells » so
clearly described at this mceting by BERENBLUM. If so they
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apparently wake up with considerable regularity without awaiting
the action of any « promolers » resembling croton oil.

In our experiments it would appear that one factor which pro-
motes the invasion of the dermis by cancer cells, whether these have
existed in a latent state for weeks or have newly arisen by mutation,
is reduction in free calcium. Justification for this idea is given
hoth by the work of other investigators and of curselves. It has
been observed Dy CHAMBERS et al, that the connections binding
cells together are Joosened when the tissue is placed in a calcium free
fluid. As already stated, we have discovered a marked reduction in
both free and bound calcium, but especially in the former, in epider-
mal carcinogenesis and Coman has measured the force necessary to
separate normal and malignant cells and has found this to be dis-
tinctly less in the case of the latter.

It seems to me that the work of our team, which I have so in-
adequately outlined to you, demostrates two ponts of importance
for us. Fiérst, it reveals some significant differences between the
manner of life of the malignant cells chosen for study and that of
normal cells of the kind from which the malignant cells originated,
which differences are the most logical guides fo atfempls to control
these particular malignant manifestations. Second, it shows how
several workers can prefitably concentrate on a single objective in
cancer research, maintaining individval inifiative and publishing
their own results as these contribute to 1this objective. Indeed,
hundreds of investigators could have participated in this project
without any lost motion. Cancer research needs large cooperative
efforts organized as in war and industry.

This Sernaine d’éiude on the biological aspects of cancer, so
wisely planned by Ronnon: and so well condueted by the Pontifical
Academy of Sciences, indicates how fruitful team work can be on the
much larger, international, scale in the attack on cancer as a world
problem.
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EPIDERMAL CARCINOGENESIS

BavamuerGer J, Prerey and BarpweLn, KarkLesN, Hydrogen Electrode Half
Cell in Polarography. Industrial and Engineering Chemistry. 1943, /5.
639-641.

BAauMBERGER |. Prrcy, SunTtzerr V. and Cowpry E, V., Methods for the Se-
paration of Epidermis (rom Dermis and Some Physiologic and Che-
mical Properties of Isolated Epidermis. J. Nat, Cancer Inst. 1942, 2,
413-423,

BizseLE Jouw J., Ribonucieic Acid and Heterochromatin in Epidermal Carci-
nogenesis. Cancer Res. 1944, 4, 737-750.

BriserLe Joux J. and BieszLk, MARGUERITE McArsg, Alkaline Phosphatase
in Mouse Skin under Methyicholanthrene Treatment. Cancer Res.
1944, 4, 751-755.

Biesune Joun J. and Cowpry E, V., Chremosomal Changes in Epidermal
Carcinogenesis. J. Nat. Cancer Inst. 1944, ¢, 373-354.

CarrvurhHers C., Vitamin E and Experimental Tumours. Am. J. of Cancer, 1939,
351 546-553.

Carrutuers C., The Effect of Carcinogens on the Hepatic Vitamin A Stores
of Mice and Rats, Cancer Res. 1442, 2, 168-174.

Carrutaers C., An Improved Photometric Method for Ascorbic Acid.Industrial &
Engineering Chemistry. 1942, 74, 826,

CarruThErs C., Influence of Limited Application of Methylcholanthrene upon
Epidermal Iron and Ascorbic Acid. J. Nat. Cancer Inst. 1942, 3,
217-220,

Carrvuraers C., Uliramicromethod for Sodivnmy Employing the Polarograph.
Indusrial and IEngineering Chemistry. 1943, 7§, 7o.

Carruraers C., Microdetermination of Magnesium with the Polaregraph. In-
dustrial and Engincering Chemistry. 1943, 75, 412,

Carrursers C., Microdetermination of Copper with the Polarograph. Indu-
strial and Engineering Chemistry. 1945, 77, 398-399.

Carrourirers C., Polarographic Determination of Cytochrome c. J. Biol. Chem.
1947, 77, 641-651,

Carrurarrs C,, Chemical Studies on the Transformation of Mouse Epidermis
to Squamous Cell Carcinoma, [. Am. Dietetic Ass’n.

10 - Cowdry



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 183

‘CarrutaeRs C. and SUNTZEFF V., Chemical Studies on the Mode of Action of
Methylcholanthrene on Mouse Epidermis. Cancer Res. 1043, 7, 744-48.

Carnrvtners C. and Suwtzerr V., The Role of Calcium in Carcinogenesis,
Science, 1944, 99, 245-247.

CarrurHERrs C. and Suwrzerr V., Chemical Studies on the Transformation
of Mouse Epidermis by Methylcholanthrene to Squamons Cell Car-
cinoma. J, Biol. Chem. 1944, 755, 459-464.

Carrvurnrrs C, and Sunrzerr V., Copper and Zinc in Epidermal Carcinogene-
sis Induced by Methylcholanthrene. J. Biol. Cliem. 1945, 759, 647-651.

Carrurners C, and Svntzerr V., Calcium, Copper, and Zinc in the Epider-
mal Carcinogenesis of Mouse and Man, Cancer Res. 1946, 6, 296-207.

Carrvruers C. and Suntzerr V,, Desoxyribonucleic Acid in Epidermal Car-
cinogenesis Induced by Methylcholanthrene. Cancer Res. 1946, 6,
8-10.

CarruTHERS C. and SuntzErr V., Succinic Dehydrogenase and Cytochrome
Oxidase in Epidermal Carcinogenesis Induced by Methylcholanthrene
in Mice. Cancer Res. 1947, 7, 9-14.

CarruTners C, and Suxntzeer V., Cytochrome ¢ in Epidermal Carcinogenesis
in Mice Induced by Methylcholanthrene. Arch, Biel. Chem. 1948,
Iy, 261-267.

CArRUTHERS and Sunrtzerr V., A Qualitative Chemical Change in Carcinoge-
nesis. Science. 1948, 708, 450-454.

CarrvTHERs C. and SunNtzerr V., Studies with the Polarograph on the Lipids
of Epidermis During Normal and Rapid Growtb, Cancer Res. 1949,
9, 210-214.

Cuvu C. H. U, Staining of Nerve Endings in Mouse Epidermis by Feulgen's
Nucleal Reaction. Science. 1947, 706, 70,

Coorer Z. K., Mitotic Rhythm in Human Epidermis. [, Invest. Derm, 1939,
2, 389-300.

Cooprrr Z, K., FirMiNGER, HARLAN L and ReLLER, HELen C., Transplantable
Methylcholanthrene Skin Carcinomas of Mice. Cancer Res. 1944, ¢,
617-621.

Coorer Z. K. and Franxiin H. CHarpes, Mitotic Rhythm in the Epidermis
of the Mouse. Anatomical Record. 1940, 78, 1-8,

Coorrr Z. K. and Rurier H, C,, Mitotic Rhythm in Human Epidermis. J. Nat,
Cancer Inst. 1942, 2, 335-344.

Coorgr Z. K, and Scurrr Avice, Mitotie Rhythm in Human Epidermis. Proc.
of the Soc. for Experimental Biol. and Med. 1938, 39, 323-324.

Cowdry = 11



184 PONTIFICIAE ACADEMIAL SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

CostELro C. ], Carrurrers C., Kamen M, D, and Simozs R. D., Uptake of
Radiophosphorus in the Phospholipid Fraction of Mouse Epidermis in
Methylcholanthrene Carcinogenesis. Cancer Res. 1947, 7, 642-646.

Cowpry E. V., Properties of Cancer Cells. Arch. Path. 1940, 30, 1245-1274.

Cowpry E. V., Experimental Epidermal Methylcholanthrene Carcinogenesis in
Mice. Biological Symposia. 1943, ro, 131-3162,

Cowpry E. V., Factors in Cancer Production, Surgical Clinics of North Ame-
rica. October 1944, 985-993.

Cownry E, V, Experimental Epidermal Methylcholanthrene Carcinogenesis in
Mice. Second Summarizing Report. J. Invest. Derm. 1945, 6, 15-42.

Cowpry E. V., Microscopic and Chemical Properties of Precancerous Lesions.
Science, 1945, 702, 165-168.

Cowpry E. V., Epidermal Carcinogenesis. ]. A. M. A. 1947, 735, 408-411.

Cowpry E, V., Properties of Cancer Cells, Reprinted from The Quarterly, The
Chicago Medical School. Seminar. May 5, 1948,

Cowpry E, V., Carruthurs C, and Suntzerr V., Influence of Age on Copper
and Zinc Content in Carcinogenesis Induced by Methylcholanthrene
in Mice with a Note on the Role of Calcium. J. Nat. Cancer Inst.
1948, 8, 209-213.

Cowpry E. V. and Parerra F. X,, Alterations in Nuclear Viscosity during
Experimental Carcinogenesis determined by Ultracentrifugation. Am,
J. of Path. 1941, XV, 335-357.

Cowpry E. V. and PaLeETTa F. X., Changes in Cellular, Nuclear and Nucleolar
Sizes During Methylcholanthrene Epidermal Carcinogenesis. ], Nat.
Cancer Inst, 1941, 7, 745-755.

Cowpry E. V. and Sunrtzerr V., Influence of Age on Epidermal Carcinoge-
nesis Induced by Methylcholanthrene in Mice, The Yale Journal of
Riology and Medicine. 1944, 77, 47-58.

Cowpry E. V. and Tromrson, Henry C. Jr., Localization of Maximum Cell
Division in Epidermis. Anat. Rec., 1944, 88, 403-409.

Cowpry E. V., Van Dvxe J. H, and Geren B. B.,, Localization of Stratum of
Maximum Mitotic Frequency in Epidermal Methylcholanthrene Car-
cinogenesis in Mice. Cancer Res, 1946, 6, 620-624.

CraMER WiLLiaM and SimesoN W, L., Mast Cells in Experimental Skin Car-
cinogenesis. Cancer Res, 1944, ¢, 601-616.

CraMER WiLriam and StoweLL Ropert E., Carcinogenesis in the Mouse's
Skin by the Infrequent Application at Long Intervals of Methylcho -
lanthrene. Cancer Res. 1941, s, 849-852,

12 ~ Cowdry



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 185

CraMer WiLLiam and StoweLL Ropert E., The Early Stages of Carcinoge-
nesis by zo-Methylcholanthrene in the Skin of the Mouse. 1. Expe-
rimental Technique and Microscopic Changes. ]. Nat. Cancer Inst.
1942, 2, 369-378.

CraMer WriLeraM and Srowsri Rosert E.,, The Karly Stages of Carcinoge-
nesis by zo-Methylcholanthrene in the Skin of the Mouse, 1f Mi-
croscopic Tissue Changes. J. Nat. Cancer Inst, 1942, 2, 379-402.

Cramer WiLLiaMm and Stowent Ropgrt E., Skin Carcinogenesis by a Single
Application of 20-Methylcholanthrene. Cancer Res, 1943, 2, 36-42.

CraMER WiLL1AM and StoweLl Ropzrrt E., On the Quantitative Evaluation
of Experimental Skin Carcinogenesis by Methylcholanthrene, The
Factors of Dosage, Thne, Spacing of Applications, and the Multipli-
city of the Carcinogenic Response. Cancer Res, 1943, 3, 665-681,

GoraL-AvENGAR A. R. and Cowpry E. V,, Desoxyribose Nucleic Acid from
Isolated Chromosome Threads in Experimental Epidermal Methyl-
cholanthrene Carcinogenests in Mice., Cancer Res. 1947, 7, 1-8.

KRrRAEMER DorROTHY ZIEGLER, Epidermal Nuclear Size Changes in Methylcholan-
threne Induced Carcinogenesis. Anat. Rec. 1946, o4, 259-311.

Kuwe S. K., Lipase Activity during Experimental Epidermal Carcinogenesis,
J. Nat, Cancer Inst., 1949, 9, 415-438.

LansinGg ALBERT |, RosenTHAL T. B. and Au M, H., Ultrafilterable and Non-
Ultrafilterable Caleium in Normal, Hyperplastic Epidermis and Squa-
mous Cell Carcinoma. Arch. Biochem. 1948, 16, 361-365.

Lansing ALiexrT 1, RosewTHal T. B. and Kamen M. D., Calcium Ion
Exchanges in Some Normal Tissues and in Epidermal Carcinoge-
nesis, Arch. Biochem. 1948, 19, 177-183.

Lt Cuao-r'e and Roserts Eucing, Amino Acids in the Mitochondrial Frac-
tions of Tissues as Determined by Paper Partition Chromotography,
Science. 1949, £70, 559-560.

Lianc Hsu-Mu, A New Method for Staining Nerves and Their Endings Using
the Schiff Reaction. Anat. Rec, 1947, 99, 511-522.

FLiane Hsu-Mu, Localized Changes in Methyicholanthrene Treated Epidermis.
Cancer Res. 1948, &, 211-210.

Ma C. K., Morphological and Cheminal Investigation of Dermal Elastic and
Collagenic Tissue during Epidermal Carcinogenesis. Cancer Res, 1949,
g9, 481-487.

Paverta F.X. and Cowpry E. V., Influence of Colchicine during Methyicho-

lanthrene Epidermal Carcinogenesis in Mice. Am. |. of Path, 1942,
78, 291-311.

Cowdry - 13



180 PONTIFICIAE ACADEMIAL SCIENTIARVM SCRIFTA VARIA - 7

Pargrra F. X, Cowpry E. V. and Liscurxr C, E., Comparison of Methylcho-
lanthrene Hyperplastic Epidermis with Benign Hyperplastic Epider-
mis in Healing Wounds., Cancer Res. 1941, 7, g42-952.

PaLerta F. X, and Max Paur F., Influence of Estradiol Benzoate on Epidermal
Methylcholanthrene Carcinogenesis, J. Nat. Cancer Inst. 1942, 2,
577-581.

Recrer H. C and Coorer Z. K., Mitotic Incidence in the First 48 Hours of
Methylcholanthrene Epidermal Carcinogenesis, Cancer Res. 1944,
4, 236-239.

Rerenky M. G, Wicks L. . and Taruwm E. L, Biotin, Choline, Inositol, p-Ami-
nobenzoic Acid, and Vitamin Bg in Transplantable Mouse Carcinotnas
and in Mouse Blood. ]. Biol. Chem. 1947, r7s, 51-59.

Roererts Evucing, Estimation of Arginase Activity in Homogenates. J. Biol.
Chem. 1948, 176, 213-222,

RoperTts Evcing, CarbpwarLLl A, Lug, CLowss G. I, A,, Suntzers V., CARRU-
THERS C. and Cowbpry E. V., Amino Acids in Epidermal Carcino-
wenesis in Mice. Cancer Res. 1949, ¢, 350-353.

Roserts Eucing and CarruTHERS C,, Adenylpyrophosphatase Activity in Epi-
dermal Carcinogenesis in Mice. Arch. Biochem. 1948, 16, 239-255.

Ronerts EvckNeg and Frawkern Sam., Arginase Activily and Nitrogen Con-
tent in Epidermal Carcinogenesis in Mice. Cancer Res. 1049, 9,
231-237.

Roperrs EuckNE and Franken Sau., Urea and Ammonia Content of Mouse
Epidermis. Arch. Biochem. 71949, 20, 386-303.

Ronerts EugkNE and Franksn Sam., Free Amino Acids in Normal and Neo-
plastic Tisseus of Mice as Studied by Paper Chromatography., Cancer
Res, 1949, 9, 645-648.

Roperts Euskne and Tisuxkorr Gawrson H, Distribution of Free Amino
Acids in Mouse Epidermis in Vatious Phases of Growth as Deter-
mined by Papee Partition Chromatography. Science, 1949, 709, 14-16.

Smvrson W. L., Carrursigrs C. and Cramrr W., Loss of Carcinogenic Acti-
vity when Methylcholanthrene is Dissolved in Anhydrous Lanolin,
Cancer Res. 1945, 5, 1-4.

Sivpson W. L. and Cramuir W., Further Chservations on Skin Carcinogenesis
by a Single Application of 20~Methylcholanthrene, Cancer Res, 1943,
4, 604-603,.

Smvpson W. L. and Cramer W, Fluorescence Studies of Carcinogens in Skin.
I. Histoloegical Localization of 20-Methylcho! athrene in Mouse Skin
after a Singte Application. Cancer Res. 1943, 7, 362-369,

14 - Cowdry



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 187

Smveson W. L. and Cramer W., Sebaceous Glands and Experimental Skin
Carcinogenesis in Mice. Cancer Res. 1943, 3, 515-518,

Sorson W L, and Crader W, Sensitization of Skin by Carcinogenically lnac-
tive Methylcholanthrene to Subsequent Carcinogenesis, Cancer Res,
1945, 5, 5-10.

Smvpson W. L. and Cramgr W., Fluorescence Studies of Carcinogens in Skin,
I[I. Mouse Skin after Singte and Multiple Applications of 20-Methyi-
cholanthrene. Cancer Res. 1945, 5, 449-463.

StowgLL RoserT E, The Photometric Histochemical Determination of Sub-
stances in the Skin. Measurements of Thymonucleic Acid, . of In-
vest, Derm. 1945, 6, 183-18¢,

Srowert, Rosgrr E. and Atpsrs V. M., A Spectrophotometric Analysis of
Tissue Staining. Stain Technology. 1943, 78, 57-71.

StoweLL Ropert E. and Coorrr Z. K., The Relative Thymonucleic Acid Con-
tent of Human Normal Epidermis, Hyperplastic Epidermis, and Epi-
dermoid Carcinomas. Cancer Res. 1945, 5, 265-301.

Stowell Ropert E, and Cramer W, The Elfect of Solvents in Methylcho-
fanthrene Epidermal Carcinogenesis, A Comparison of Benzene and
Acetone. Cancer Res. 1942, 2, 193-197,

SuwrzeFr V, and Carvuraers C., The Eflects of Melhylcholanthrene upon
Epidermal Sodium and Calcium. Cancer Res. 1943, 3, 431-433.

Sunrzerr V. and Carwvurtaiess C., Potassium and Calcium in Epidermal Car-
cinogesis Induced by Methyicholantrene. J. Biol. Chem, 1944, 757.
521-527,

Suwrzerr V. and CarrurHeERs C, The Mineral Composition of Human Epi-
dermis. J. Biol, Chem. 1945, s60, 567-569,

Suntzerr V., CarrutHeks C. and Cowpry E. V,, Influence of Age on Calcium
in Epidermal Carcinogenesis Induced by Methylcholanthrene in Mice.
Cancer Res. 1945, 5, 572-575.

SunrTzerr V. and Carruraers C, The Water Content in the Epidermis of
Mice Undergoing Carcinogenesis by Methylcholanthrene. Cancer Res,
1946, 6, 574-577.

Suwrzrrr V., Carrurairs C. and Cowpuny E. V., The Role of Sebaceous
Glands and Hair Follicles in Epidermal Carcinogenesis in Mice.
Cancer Res. 1947, 7, 439-443.

Sunrzerr V., Cowpry E. V. and Carrurners C., Influence of Age on Total Epi-
dermal Lipid during Carcinogenesis Induced by Methylcholantbhrene
in Mice. Cancer Res. 1946, 6, 159-182.

Cowddry ~ 15



188 PONTIFICIAE ACADXMIALE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

Tarum E. L., Riteary M, G., Cowpry E. V. and Wicks L. F.,, Vitamin Con-
tent of Mouse Epidermis during Methylcholanthrene Carcinogenesis.
I. Biotin, Choline, Inositol, p-Aminobenzoic Acid and Pyridoxine.
J. of Biol. Chem. 1946, 163, 675-682,

Wicks L. F., Sex and Proteinuria of Mice. Proc. of the Soc. for Experimental
Biol. and Med. 1941, 48, 395-400.

Wicks L. F., and SuntzEFF V., Reduction of Total Lipid-Protein Nitrogen Ratio
of Mouse Epidermis by a Single Application of Methylcholanthrene,
J. Nat, Cancer Inst, 1942, 3, 221-226.

Wicks L, F. and Suwrtzgrr V., Changes in Epidermal Cholesterol during Me-
thyicholanthrene Carcinogenesis in Mice, Cancer Res. 1945, 5, 464-468,

ZizLer Dorotuy M., A Method for the Cotlection of Nuclei of Epidermal
Cells. Anat. Rec. ro45, 9s, 169-173.

16 ~ Cowdry



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» I8¢

SUMMARY

Tha contents of several constituents in the normal epidermal cells
of mice and in cells undergoing a cancerous transformation by methyl-
cholanthrene were investigated (Lipid P, water, some aminoacids, mi-
neral constituents, biotin, ascorbic acid, nucleic acids, etc.). The contents
are registered in tables, for every one the increase or decrease is noted.
Some findings in human cancers of the skin are described.

RESUME

On a étudié comparativement chez la souris la teneur en plusicurs
composés chimique des cellules épidermiques normales et des cellules en
transformation cancereuse par le methylcholanthréne (P lipidique, ean,
plusieurs acides aminés, constituants minéraux, biotine, acide ascorbique,
acides nucléiques, etc.). Les teueurs sont rapportées dans des fables,
avec notation des augmentation et des diminutions pour chaque substance,
On rapport aussi des chiffres pour des cancers humaines de la peau.

ZUSAMMENFASSUNG

An Hand ausgedehnter Untersuchungen werden das Verhalten ver-
schiedener Eiweissfermente, Mineralgehalt, der Gehalt an Biotin, Cholin
lnositol-, P-Aminobenzoesiure, Vitamin-B,, C-Vitamin, wverschiedener
Lipoide, Nukleinsiuren und Eiweissabkémmlinge festgestellt.
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SOMMARIO

E' studiato nel topo il contenuto di moltissimi componenti cellulari
comparativamente nelle cellule epidermiche normali ed in quelle in tra-
sformazione carcinomatosa da metilcolantrene (fosforo lipidico, acqua,
diversi aminoacidi, costituenti minerali, biotina, acide ascorbico, acidi-
nucleinici, ecc.). Tale contenuto & riportato in tabelle con notazione del-
l'aumento o diminuzione per ciascun componente,

Vi sonc anche alcuni dati di raffronto per carcinomi e pelle numana,
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DISCUSSION:

GREENSTEIN asks: Since the term « destruction » has been used
to refer to the action of methylcholanthrene on the skin, would you
not apply such a term chemically where you obtain increases in
enzymatic activity as in the case of arginase, efc,?

CowpRY answers: No, I would not.

BereNBLUM. The term « mutation » has a very precise meaning
to the geneticist, being concerned with a change in a particular geue,
and we must be careful not to use it in a vaguer sense, to mean any
kind of apparently irreversible change. Perhaps it is safer to describe
the neoplastic change as an «irreversible functional dedifferentiationy.

The mutation theory of cancer is attractive because it enables
one to correlate carcinogenesis with virus tumours, on the hypothetical
assumption that tumour viruses are mutated genes (as plasmagenes).

At the same time, we must remember that not all chemical
carcinogens are mutagens, and not all mutagens are carcinogens.
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SOMLE BIOCHEMICAIL ASPECTS OF CANCER

Pror, JESSE P. GREENSTEIN (WASHINGTON)

It is a great honor and privilege for me to journey from one of
the world’s newest capitals to this ancient seat of the Roman empire.
Particularly to one whose city’s white marble and great architecture
are still new and shiny, the thought must inevitably occur that
only man'’s spirit and the search for truth is enduring. The expression
of this spirit and its search are characteristic of this distinguished
Pontifical Academy under whose auspices this meeting has been
assembled.

The purpose of scientific investigation is to understand the laws
of nature and to attemnpt to interpret and unify discovered phenomena
into a reasonable system of knowledge. The strength and power of
contemporary synthetic organicchemistryis an example of a success~
ful unification of phenomena made predictable.

The investigator in the field of cancer research, confronted by
its monstrous, amorphous, and contradictory literature, may do either
of two things: he may retire in discouragement to some easier task,
or he may attempt to find in this voluminous literature some comimon
factor or series of factors, common to all cancers, capable of accurate
quantitalive measurement, and expressible in terms which are
generally accepled and clearly understood. A study of the factors
presumed in cancer production reveals a wide variety of agents,
chemical, physical, and biological, which act in apparently different
ways. It would be indeed difficult to interpret on the basis of a
single mechanism the action of such various agents as ultraviolet
light, polycyclic hydrocarbons, arsenic, and viruses, particularly
when each of these agents may act differently in different species,

Creensiein — 1

13



194 DPTONTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

in different inbred stocks within the same species, and even
in males and females of the same inbred stock. Under
favorable experimental circumstances, and in susceptible hosts,
cancers may readily arise. These cancers induced by the same agent
in the same or different species may exhibit different biological
properties, one from another; thus some may grow faster than others
{ranltiple tumors in the same animal as well as in different animals),
some may metastasize and others may not, some may possess varying
histologic patterns, some may grow rapidly for a time and then
regress, and some may grow more readily in one environment than in
another. The natural history of various cancers, viewed from the
outside of the animal, often presents so diverse a picture that it is
little wonder that the view is often expressed that cancer is not a
single but a multiplicity of diseases, cach cancer presumably repres-
enting a different type of disease.

This thought of the plurality of cancer, if the expression permits
of such condensation, represents to me an almost hopeless point of
view, and one from which no solution of the problem could
conceivably be derived. The natural history of an object may have a
certain antiquarian and perhaps faxonomic iuterest, but the best of
contemporary zoologisis have gone beyond the days of BUFFoN and
Cuvier. Various members of the humau race, and even members
of the same family, may grow at different rates, possess different
pigmentation, different physical constitutions, and die at different
ages, but they are all human, and distinguishable as such from fish
and fowl. If each biological variation — and how small shall it be? —
represents a different cancer, with properties peculiar to itself, and
unlike all others, how may we ever hepe fo reach an understanding?

If we are fo look ahead to a hopeful solution of this problem of
cancer, we must look for those phenomena which are common to all
cancers, and net to those phenomena which appear to divide them.
What phenomena have been found to be practically universally
common to all cancers, whether in mice, rats, rabbits, or man, in Ja-
pan, in Germany, in IEngland, or in the United States? The first of the-
se is the phenomenon of glycolysis, first noted by OTT0 WARBURG (1),
The capacity of all cancers to produce lactic acid anaerobically
and aerabically is a property which has been widely recognized, and
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has been supported by numerous investigations notably by DICKENS
and BovLAND in England, by Rowpoxr and his coworkers in Italy,
and by BURK and by KURT STERN in the United States. The property
of tumours to produce lactic acid aerobically has been related in
part to the lack or near-lack of the Krebs cycle in tumors, the loss
of the capacity of pyruvate to condense with oxalacetate, and the
low malic dehydrogenase activity (POTTER), as well as the very low
values of cytochrome oxidase and of cytochrome C in tumours (lack
of functions related to acrobic metabolism — PoTTER, Srorz). The
common glycolytic pheonema of all cancers studied, no matter what
their histogenesis and etioligy, in whatever species observed, or in
what country investigated, fall into a recognizable pattern, i. e.,
excessive amounts of lactic acide are produced, and various oxidase
and dehydrogenase systems are uniformly low in activity.

The glycolytic cycle is however a complex of various individual
enzyme systems, and the direction and extent of the metabolism of
glncose to carbon dioxide and water depend obviously upon the
nature and extent of the rate-limiting, individual systems. We have
therefore undertaken an extensive series of investigations on the
optimal activities of various individual enzyme systems in a wide
variety of normal and neoplastic tissues of experimental animals
and of human beings, under identical experimental conditions, and
choosing among certain systems concerned with protein, faf, and
carbohydrate metabolism those which are susceptible to accurate,
quantitative measurement.

Our approach included essentially four types of investigation,
all of them interrelated, and as they turned out, mutually quite
consistent (2). They are as follows:

1. - Enzyme Paitern in a Wide Variety of Normal
and Tumor Tissues of the Mouse and of the Rat.

Fresh normal tissues of the rat and mouse as follows, liver,
kidney, spleen, brain, pancreas, skeletal muscle, intestinal mucosa,
gastric mucosa, cardiac muscle, bone, lung, lymph nodes, and skin
were homogenized and suspended in the appropriate volumes of
distilled water. Freshly obtained tumors of these species, including
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such varied types as hepatoma, lymphoma, gastric and intestinal
adenocarcinomas, sarcoma, melanoma, and breast cancer werte
studied in these normal and cancerous tissues under identical expe-
rimental conditions so that all results were comparable. These
systems incladed the following: (a) proteolytic—peptidase, dehy-
dropeptidase, amidase, cysline desvifurase, and arginase, (b)
nucleolytic--nucleodesaminase, nucleophosphatase, nucleodepolyme-
rase, adenase, guanase, cylidinase, and the phosphatases for
nucleotides and nucleasides, {c¢) saccharolytic——amylase (phospho-
rylase), (d) lipolytic—esterase, and (e) oxidative~—cytochrome
oxidase, cyichrome C, amino acid oxidase, and xanthine oxidase.
Lxpressed in the same units, the following results may be noted:

A - The enzymalic pattern of normal tissues is highly differen-
Hated, e. g., certain tissues posses very high activities of certain
enzymes, other tissues possess very little of these enzymes, but may
possess still other enzymes in high concentration. Each normal tissue
therefore possesses a specific and unique pattern of enzymatic
aclivity.

B - On the other hand, the enzymatic pattern of tumors is
relatively uniform, c. g. the level of activity of each enzyme studied
is nearly the same in each tumor, regardless of etiology or histoge-
nesis. Thus, whereas normal liver and normal gastric mucosa are
vastly different enzymatically, hepatoma and gastric adenocarcinoma
are nearly indistinguishable.

C - This is due to the fact that those functions peculiar to
liver, such as urea synthesis, high arginase activity, etc., and those
functions peculiar to gastric mucosa, such as pepsin and rennin,
are greatly diminished or lost altogether as a result of the neoplastic
transformation. As a rule, the specific functional characteristics
which distinguish or differentiate one normal tissue from another are
reduced or disappear when these tissues become cancerous. The
normal tissue thus becomes functionally dedifferentiated on
cancerization.

D - However, the cancers arising each from a wide variety of
normal tissues, approach each other functionally, and assume
functional characteristics peculiar to what might be now fermed a
common fype of tissue, commen to all neoplasm or cancers. Thus
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ona may speak of cancer tissue as one speaks of liver tissue, or
kidney tissue, namely, as a ftissue with lmited and ascertainable
properties. So far as we know, all cancers are not absolutely iden-
tical although many of their properties are, but rather tend to
converge to a common type of tissve, and resemble each other more
than they resemble normal tissues or than normal tissues resemble
each other. Thus, the livers, for example, of a wide variety of
tissues resemble each other closely, even though in a few instances
such as in purine metabolism, the lvers of man and of the rat differ,
and in nitrogen metabolism the livers of man and of birds differ
considerably. Nevertheless the liver functions in general of man,
rats, and birds resemble each other so closely that we can regard
this tissue as genecrally common in all species and can designate
it by a common name. In some tissues, such as bone and thyroid,
etc., the specific functional characteristics, e. g. phosphatase and
thyroxine respectively, may not disappear completely in the
neoplastic transformation of these tissues. The fact that certain
tumors may retain some vestige of the normal tissues of their origin
is no bar to the general principle of the physiological uniformity of
tumors, for in only a few cases has the comparison between the
fevels of the retained function been placed on a quantitative basis
of comparison with that of the normal tissue. Little or no data exist
on the amount of adrenalin for example per unit weight of normal
adrenal gland and adrenal tumor. The prostatic cancer still retains
a high acid phosphatase level, characteristic of the normal gland,
but per unit weight of tissue, the activity of the cancer is probably
much less than that of the normal gland. Since there is generally a
higher proportion of epithelial cells per unit weight of cancer tissue,
than of epithelial cells per wnit weight of normal tissue (greater ceil
homogeneity of cancers), the specific functional activity of the tumor
is probably even still less on a cell for cell basis. With extensive
metastatic growth however, the total number of cancerous epithelial
cells may far outnumber the usual amount of normal epithelial cells,
and even though each cancer cell contains less than the usval amount
of secretory material or specific enzyme, the sheer total number of
such cells may produce a hyperfuncional state in the host, e. g.
hyperthyroidism, hyperinsulinism, high serum acid phosphatase, etc.
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The level of each enzyme systems in tumors stands between the
highest level and the lowest level in normal tissues, e. g. the activity
of each enzyme in tumors does not exceed that of the most active
normal tissue, and is not lower than of the least normal tissue.
The metaholic properties in general of tumors fan some-
where between the extremes of the normal tissue. Thus when
a normal tissue possesses a very high activity of an enzyme system
(arginase in liver, pepsin in gastric mucosa), it is usually diminished
when the tissue becomes cancerous. On the other hand, when a
normal tissue possesses a very low activity of an enzyme system
(arginase in skin, dehyropeptidase in liver) it rises when the tissue
becomes cancerous, These phenomena are an expression of the
convergence of tumors toward a common type. One cannot say
therefore, as has often been said in the past, for example, that
« tumors possess a high arginase aclivity. » « High » in relation
to what? The arginase level in tumors is certainly higher than in
skin or in muscle, but certainly lower than in liver and in kidney.

2. - The Level of Activity of Enzyme Systems tn Tumors.

Each of the enzyme systems in tumors, thus occupies a median
position in relation to the levels in normal tissues. Some are nearly
as active in all tumors as the most active normal tissue, some as little
active as the least active normal tissue. Those systems which are
nearly as active concerned with protein metabolism, e. g. peptidases
and dehydropeptidases. Those systems which are as little active as
the least active normal tissues include those systems concerned with
the utilization of molecular oxygen, e. g., cytochrome oxidase-cyto-
chrome C, amino acid oxidase, etc. Arginase in tumors occupies
almost a middle position between normal extremes.

3. - Changes in Enzymatic Level as a Resuli of the Primary
Neoplastic Transformation and of Subsequent Transplantation.

These studies were conducted with normal liver, the primary
hepatoma, and a transplanted, subcutancously-growing hepatoma.
In the course of the primary neoplastic (transformation, certain
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enzymatic systems of the liver changed in magnitude whereas
others remained unchanged. On subsequent {ransplantation, certain
of the systems which had changed as a result of the primary trans-
formation changed still further — in the same direction — whereas
other remained appreciably constant. Among those systems which
altered to the fullest extent in the primary neoplastic transformation
{did not change further on transplantation} were the oxidases. Other
systems changed further on transplantation, such as arginase and
alkaline phosphatase. The fact that there is such a continuous
progression in level for at least certain systems suggests that there
may be progressive gradations in malignancy with progressive
growth of the tumor whereby the tumor, through either internal
alterations (irreversible?) or through continuous selection of more
malignant cells, approaches through frequent transplantations (or
metastases) the fully malignant state. In the latter condition, all
tumors are presumably alike.

4. - Enzymatic Levels in the Tissues of the Tumor-bearing Host

Certain enzyme systems in the tissues of the tumor-bearing host
are changed progressively in magnitude from the normal as the tumor
grows. These changes are most marked in the catalase level of
liver and kidney, and to some extent in the liver arginase, and are
appreciable only in the case of rapidly-growing tumors from the
point at which they form about 5 percent of the body weight of the
host animal. These effects are reversible, and the levels of liver
catalase for example are restored rapidly to normal when the tumor
is excised or removed in some other manner. With very rapidly
growing tumors, the catalase activity of the liver of an animal
carrying the fumor in a distant site, can be decreased almost to
one-twentieth of its normal value. The fact that relatively slow-
growing tumors do not show this effect suggests that there is probably
a competition between the foxic effect of the tumor carried perhaps
through the circulation, and the normal efforts of the body to combat
and repair the effects of this toxicity. With rapidly growing tumors
the former predominates, and with siow-growing tumors the body
has a chance to favor the latter.
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Two important fnndamental features of this phenomenon are:
(r) the fact that with tumors growing rapidly enough, the hepato-
toxic effect is noted with all kinds of tumors, regardless of etiology
and histogenesis, thus another piece of evidence in favor of the
uniformity of tumors as a unique class of tissues, and (z) the changes
induced in the liver of the tumor-bearing animal are in the direction
which the liver ifself would take if it became necoplastic. The liver
of a cancerous animal thus shows neoplastic qualities in the absence
of any discernable morphologic change, and suggests the more or
less generalized property of ncoplastic disease.
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SUMMARY

Study of the catalytic components of tumors has revealed that tumors
possess a rather uniform pattern, regardless of etiology and histogenesis.
Tumors form a special and unique type of tissue with a metabolism and
chemical behavior and properties peculiar to this type. Thus tumors of
all kinds resemble cach other more than they resemble normal tissues,
or than normal tissues resemble each other. In accord with this genera-
lization is the observation that when a normal tissue becomes cancerous,
the special, differentiating properties which the normal tissue possessed
become lost or markedly reduced. The chemical properties of tumors fall
between the extremes of the normal tissues; e. g. the respiratery capa-
cities of tumors resemble those of the least active normal tissues, the
proteolytic capacities of tumeors resemble those of the most active normal
tissues. No chemical properly of any tumor is in excess of that of the
most active normal tissue; no chemical property is less than that of the
least active normal tissues. In chemical terms, therefore, tumors occupy
a median, relatively undifferentiated position, in regard to the wide range
of highly differentiated normal tissues.

Certain of tissues of the tumor-bearing host, notably the liver, show
chemical changes in a direction which these normal-appearing tissues
would take if they became cancerous. The tissues of the tumor-bearing
host thus show cancerous changes in the absence of morphologic change,
an indication of the generalized characler of neoplastic disease.

RESUME

Les études sur les components catalytiques des tumeurs ont mis en
éviderice que les fumeurs ont des caractéristiques assez uniformes sans
apcun rapport avec 1'étiologie e I'histogénése. Les tumeurs forment un
type unique et spécial de {issu ayant un métabolisme et des caractéres
chimiques destinctifs de ce type de tissu. De méme tous les types de
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tumeurs se ressemblent enfre eux bien plus qu'ils ne ressemblent anx
lissus normaux ou encore assez plus que les iissus normaux enire cux.

Cette hypothtse est soutenue par l'observation que lorsqu’ un tissu
normal devient cancéreux, il perd tous ou la plupart de ses caractéres
spécifigues et différentiels,

Les propriétés chimiques des tumeurs sont contennes entre Ies extré-
mes des tissus normaux, par exemple la respiration des tumeurs ressemble
4 celle des tissus normaux les moins actifs; les propriétés protéolytiques
des tumeurs sont les mémes de celles des {issus normaux les plus actifs.
Les tumeurs n’ont aucune propriété chimique en plus de celles que posséde
le tissu normal Ie plus actif et aucune propriété chimique en moins de
celles que possédent les tissus normaux les moins actifs.

Par conséquent, au point de vue chimique les tumeurs occupent une
position moyenne, relativement indifférentide en rapport & la grande
ampleur de variation des tissus normaux fort différentiés. Cerlains tissus
normaux de 'héte porteur de la tumeur, surteut le fole, présentent des
altérations chimiques dans une direction que ces tissus apparemment
normaux prendraient s’ils devenaient cancéreux. Ainsi les tissus de 1'héte
présentent des altérations cancéreuses méme en absence de lésions mor-
phologiques indiquantes une généralisation des caractéres de la maladic

cancéreuse,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Abweichungen der Fermente sind bei den Tumoren ziemlich
gleichartig und stehen in keiner Beziehung zu deren Atiologie und Histo-
genese. Die Tumoren bilden eine e¢inheitliche und spezifische Abart des
Gewebes. Lbenso weisen sie eine Abweichung des Stoffwechsels und der
chemischen Ligentiimiichkeitern der betreffenden Gewebeart auf. Alle
Tumorarten dhneln sich untereinander mehr oder minder.

Wenn Normalgewcbe krebsig entartet, so verliert es alle oder die
Mehrzahl seiner friheren charakteristischen Eigentlimlichkeiten. Die che-
mischen Abweichungen des Tumnorgewebes halten sich innerhalb der
dussersten Grenzwerte der im normalen Gewebe gefundenen Abweichun-
gen. So erscheint die Atmung des Tumorgewebes nur etwas weniger akiiv
als die des normalen Gewebes, die proteolytischen Eigentiimlichkeiten sind
im Prinzip die gleichen, wie dic des normalen Gewebes. Die Tumoren

10 — Greensiein



SEMAINE D'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 203

zeichnen sich durch keine chemische Besonderheit gegeniber den Normal-
zellen aus. Zusammengefasst nehmen die Tumeren vom chemischen
Standpunkt cine Mittelstellung unter den breiten Variationsmdglichkeiten
des nornmalen Gewebes ein.

SOMMARIO

Lo studio dei costituenti enzimatici dei tumori ha messo in evidenza
che I tumori posseggono uno schema enzimalico piuttosto uniforme, senza
alcon rapporto con Yeziologia e l'istogenesi, I tumori formano uno spe-
ciale ed wvnico tipo di tessuto avente un metabolismo, un comportamento
chimico e delle proprietd peculiari di questo tipo. Percié I tumori di ogni
tipe si assomigliano fra di loro molto pitt che non assomiglino ai tessuti
normali oppure molto pit di quello che i tessuti nermali si assomigline
fra di loro. Confertna questa generalizzazione 1'osservazione del fatto che
quando un tessuto normele diventa canceroso esso perde del tutto od in
parte le speciali proprieta differenziative che possedeva.

Le proprieta chimiche dei tumori sono contenute fra 1 limiti estremi
dei tessuti normali; per esempio le capacitd respiratorie dei tumori somi-
gliano a quelle dei tessuti normall meno atlivi; le attivitd proteolitiche
dei tumori somigliano a quelle dei tessuti normali pil attivi. Nel tumori
non ¢'é alcuna proprietd chimica in pitt di quelle che esistono nel tessuio
normale pill attivo, cosi come non esiste alcuna proprieti chimica in
meno di guelle che hanno i tessuti normali meno attivi. In termini chimici
quiudi 1 tumori occupane una posizione intermedia, relativamente indif-
ferenziata rispetto all’ampia variabilita dei tessuti normali altamente dif-
ferenziati,

Certl tessuti normali deli’ospite portafore di tumori, sopratfutte il
fegato, mostrano delle alterazioni chimiche in una direzione che questi
tessuti, che appaiono nermali, assumerebbero se essi diventassero can-
cerosi.

I tessuti del’ ospite, pur non presentando alterazioni meorfologiche,
mostrana delle modificazioni cancerose, indicande cosi il carattere genera-
lizzato della malattia neoplastica.
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DISCUSSION:

BERENBLUM: It is now considered that only a few « latent
tumour cells» are neoplastic in the stage of preneoplastic hyperplasia,
Since these represent a minute minority among the surounding cells,
any specific effects they might have (e. g. enzymatic or other
effects} would be too small to be detected.

Consequently, when any effects is found to increase graduaily
from the normal, through hyperplasia, to neoplasia, then that reac-
tion is probably not specific for neoplasia.

Bovranp: We have found thath the metabolism of Urethane
is much reduced in inice and rats bearing fransplanted tumours as
compared with normal animals. This indicate that the activity of
the enzymes concerned in this urethane metabolism is reduced in a
way similar in that point with catalase.

CowDry askes GREENSTEIN whether there is any essential
difference in the enzyme patterns of carcinomas and sarcomas.
GREENSTEIN answered that there is not,

Lacassacne emphasized difference between human and animal
cancers in constrast of GREENSTEIN'S idea of similarity.

CowDRry pointed to similarity in calcium content of mouse and
human squamous cell carcinomata.

LACASSAGRE: Je pense que, lorsque GREENSTEIN dit que « tous
les types de tumeurs se ressemhlent entre eux bien plus qu’ils ne res-
semblent aux tissus normaux » il présente une conclusion de recher-
ches biochimiques trés particuliéres, qui contredit des notions pourtant
bien acquises en histologie, en physiologie et en clinique du eancer.
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Il est connu que le degré le dédifférenciation de la cellule can-
cfreuse varie beaucoup, méme dans des cancers provenant d’une
méme lignée celtulaire d’'un méme organe. Ce qui a conduit certaing
anatomo-pathologistes a distinguer, dans une méme espéce de can-
cers, des variétés: typique (reproduisant tous les caractéres de la
cellule normale), métatypique et atypique. On sait, d’autre part,
que toute cellole normale qui se divise subit un cerfain degré de
dédifférenciation; des variations biochimiques quantitatives pourra-
ient donc éltre une conséquence de l'activité multiplicatrice, aussi
bien que de I’état de cancérisation.

Il ne faut, d’autre part, pas oublier que les cancers humains
(qui doivent éire un objet particulier de nos préoccupations) four-
nissent un materiel d’ une extréme variété; alors que le matériel
experimental usuel dans les laboratoires est réduit, assez homogéne
et méme - 4 certains points de vue - artificiel.

Maisiv: Nous aimerions demander au Dr. GREENSTEIN si il
A étudié les alterations fonctionnelles du foie au stade prénéoplasigue
chez les animaux qu’on badigeonne aux hydrocarbures. On pourrait
voir par exemple si chez de tels animaux le foie transforme toujours
les acides aminés en méme guantité et de méme fagon que celui des
ANiauX NOITRARK,

Pracock: Have you compared the normal tissues with well
differentiated and less differentiated tumours?

Have you also used as normal controls embryonic tissues as
well as adult tissues?

Arising out of BoYLAND’S comments were the tumour bearing
animals he used grafted or bearing spontaneous tumours. (Answer:
Mostly grafted tumours but some spontaneous tumours bearing
animals behave in the same way).

It is not surprising that chemical analyses of the tumours from
different origines should resemble each other as i is well known that
histological similarities between tumour cells exist. The more anapla-
stic the tumours become the more they resemble each other histolog-
ically and this probably corresponds with the similarities of chemical
behaviour observed by Dr. GREENSTEIN,

Greenslein - 13
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GREENSTEIN: Answers to CoOwDRY: Similar enzymatic results
have obtained with sarcomas as well with carcinomas, It will be
recalled that the Coris had observed nearly identical values for lactic
acid in such diverse tumours {of the mouse).

Answers to PEacock: Four types of comparable hepatic tissues
(of the rat) have been employed, i. ¢., normal adult, regenerating, fe-
tal and neoplastic with results which indicated a more or less quantita-
tive similarity in enzymatic levels between the adult and regenerating
liver on the one hand, and fetal and neoplastic liver on the other.
An other type of hepatic tissue might be included, namely the liver
of the tumor bearing rat which shows a few, selective changes in
the same direction which liver would have taken had it became can-
cerous.

Answers to Lacassacni: Our studies have been conducted to a
large extent with various fransplantable tumours of the mouse, which
may be said to have undergone through several generation transplants
a selection toward highly malignant cells. Nevertheless we have
noted in the primary hepatoma changes in enzymatic level which
all tumors apparently undergo, and these changes go still further -
in the same direction - in certain cases when the tumor is trans-
planted. It is if we would represent cancer as occuring in several
stages as follows:

N P... 7

{normal)

pA—pB———ep C—p ... Z where A

represent successive neoplastic stages as the characteristies of the
normal tissue are left behind and the cancer approaches the fully
malignant state Z. In state A, or B3, etc., i. e., the early stages, the
cancer may show same characteristics of the normal tissue of origin,
i. e., thyroxin in thyroid tumours, adrenalin in adrenal tissues, efc.,
but the problem at issue is not that the cancer may show qualitatively
some aspect of normal function, bul quantitatively how wmuch per
unit weight, per unit cell, etc., in comparison whith the normal
tissue of origin. Thus, the primary prostatic cancer shows high acid
rhosphatase, but still much less than that of the normal prostate

14 = Greensiein
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epithelium. Perhaps if one could examine secondary prostatic
growth in the soft tissues (fo avoid skeletal metastases) he might
find still less acidphosphatase than in the primary tumour as in the
comparable studies of ours on primary and transplanted
hepatomas. Similarly, it may well be that per unit cell, thyroid
tissues have less thyroxin than normal thyroid. It is therefore the
quantitative aspect which is important in these phenomena as it is
always,

Answers to SCHINZ: There is no one specific enzyme for cancer
but there is an unique and specific enzyme pattern which all tumours
possess in common.

Greenstetn - 15



PRODUCCION EXPERIMENTAL DE SARCOMA EN EL
RATON POR LA SIMPLE INYECCION SUBCUTANEA
DE UNA BENZOIL-AMINO-ESTIRIL-QUINOLEINA

Prof. DRr. J. SANZ IBANEZ {MaDrin) 7]

Bajo epigrafe semejante comunicaron BROWNING, GULBRANSEN
y NIVEN, en 1936, la aparacién de sarcomas en el ratén en el sitio
de una inyeccién subcutdnea de una solucién acuosa de 2 (p. amino
estiril) 6 (p. acetil. amino. benzoil, amino) quinoleina metaace-
tato = Estiril 430.

CH, CO.NH—/ \ co. VH/\/\
\:;:/ \/\ / CH =CH .. < >__NH2

H,$0.CO . CH,

Este producto habia sido ensayado por estos autores como qui-
mioterapico frente a la infeccion experimental por T. brucei y de
¢l ya habian constatado en 1933 su accién sarcogenetica, si bien se
trataba entonces de experimentos en que dicha infeccién entraba en
concurrencia.

Desde el primero momento nos interesé el estudio morfolégico
del sarcoma, originado en el ratén por una sola inyeccién subcu-
tdnea de dicho preparado.

Material y Metodos. — Se prepardé una suspensién al 1 % de
Estiril 430 en solucion salina fisiolégica y esterilizada a vapor fluente
durante 15 minutos.

{*] En este trabajo ha colaborado el Dr. BRANzz-Crprrd.

Sanz lbafiez -~ x
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Una dosis tnica de I c.c. de esta suspensién fué inyectada sub-
cutdneamente y en la regién dorsal a ratones blancos de 15 a 20
gramos de peso, previa vigorosa agitacién de la suspension de Isti-
ril 430.

Fueron inyectados un total de 2o ratones, de los cuales 4 fueron
sacrificados a infervalos de 15 dias (1 ratén}, r mes (2 ratones), 2
meses (I ratén) y 3 meses (1 ratén) y destinados al estudio histo-
logico,

Los restantes (15 ratones) fueron abandonados a su evolucién
natural, bajo diaria vigilancia, en espera de la aparicion de tumores.
Solamente en uno de ellos, transcurridos casi 7 meses desde la fecha
de inoculacién {desde el 30-1X-46 hasta primeros del V-47) presentd
en el dorso, bajo la piel v en la zona pigmentada por la imyeccién
del colorante, una tumoracién que fué creciendo progresivamente
hasta adquirir el tamafio de una nuez (Fig. 1).

El animal portador de la tumoracién fué sacrificado el 2-VI-47
bajo narcosis eterea. En la autopsia pudo comprobarse que el tumor
se hallaba solidamente adherido a planos profundos (musculos de los
canales vertebrales, costillas, raquis y peritoneo). Los ganglios lin-
fiticos de axilas e inglés estaban muy engrosados y el bazo aparecia
considerablemente agrandado, siendo su tamafio el doble del normal.
El resto de las visceras no presentaban alteraciones macroscopicas
(Fig, 2). (En la figura 2 se ve el tumor cerrado, en la 3 estd abierto).

Un trozo del tumor se aproveché para hacer el pase a 16 ratones.
El pase se hizo por medio de trocitos pequefios injertados bajo la piel
de los animales.

Se han hecho 28 pases, desde el 2 de Junio de 1947 hasta el 19
de Junio de 1948,

Solamente en un pequeilo lote de 10 ratones (pase 11; 3-VII-47)
se ensay6 sin notable éxito, la inyeccién subcuténea de suspension de
pulpa tumoral en liquido de Tyrode, obtenida por fragmentacién del
tumor con bisturi y machacamiento con perlas de vidrio. El método
se mostrd poco 1itil y fué abandonado.

El material recogido fué fijado en liquido de Flemming, tormol
(15 %)-alcohol (65 %) o solucién acuosa de formol al 10 %. Los
cortes fuecron practicados por congelacion y mds frecuentemente por
{a inclusién en celoidina-parafina segéin PETERFI. Las técnicas de colo-
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N. Dase Fecha Ra?o.nes 1:;:’::; Prendiniento Obscruaciones
I 2-V1-47 15 9 6o of,
1 18-v1-47 12 3 75°%s
11 21-VI-47 7 [} oo/,
11 3-VIi-47 15 14 9195 } 450%/,
11 3-V1I-47 10 1 109/, [ny. de pulpa tu-
moral.
H 11-Vil-47 10 3 3%
111 5-VIiI-47 13 2 159/, Infeccion del tu-
mor matriz,
III 3-1X-47 5 2 40°/5 L 409/,
v 23-1X-47 6 2 33 % Infeccion del tu-
nmor matriz.
v 25-1X-47 5 2 4o°fs
6o o/,
v 4-X-47 10 7 70°f%
\Y 18-X1-47 4 2 500/,
69 9.
Vv 19-R1-47 12 9 75
VI 14-Xi1-47 10 8 80 o/,
872/
VI 20-1-48 12 11 929/,
Vi1 13-1-48 9 8 8g o/,
Vill 7-11-48 8 5 619/,
X 2:111-48 10 5 g0l
X 1-1v-48 o 6 609/,
X1 2-Tv-48 10 5 50%/% ]
I 45°%0
X1 21-1v-48 10 4 40 %%
X1I 19-v1-48 10 6 6o o/,
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racion utilizadas fueron la de safranina-verde luz, hematoxilina pro-
gresiva, hemafoxilina regresiva y cosina, de Feulgen-Rosembeck
para caracterizacion nuclear y del carbonato argéntico amoniacal de
del Rio-Hortega para el tejido conjuntivo.

Resultados, -— La inyeccidn de la suspension de Estiril 430 en
solucién salina va seguida de fuerte retencién local en el sitio de la
inyeccién. Transcurrido hasta mas de un afio de la inyeccién, cuando
Ia aparicién del tumor no tuvo lugar, el pigmento persiste visible
en el sitio de la inyeccidn, a través de la piel del animal, como una
placula roja ¢ indurada.

La solubilidad acuosa del Estiril es pequefia {2 %), ¥ su inesta-
bilidad grande; una pequefia adicién de plasma basta para preci-
pitatlo ¥ en solucién salina solamente se logra una suspension,

El actumulo de Ia suspensién de Estiril 430 inyectado es al prin-
cipio liquido, luego s¢ torna viscoso como gelatina y por fin relati-
vamente consistente.

El estudio histoldgico de la zona de inyeccién realizado a los
15, 30, 60, y go dias permite observar una imagen cuya persistencia
en el tiempo sorprende.

Histologicamente se aprecia una formacién lacunar central de
intenso color rojo oscuro (Fig. 4) en la que el pigmento de Estiril
430 aparece precipitado en forma masiva; es muy dificil distinguir
«en esta zona central fraza de estructura celular. T.a vigorosa preci-
pitacion del Estiril 430 dd a esta zona un aspecto micromacliforme,
«casi amorfo. Dentro de esta zona lacunar fundamentalmente amorfa
son vistbles restos de estructuras celulares, detritos y células en vias
de necrosis determinada por la agresién local del Estiril 430.

En torno a esta zona existe una banda de gran actividad celu-
Jar. Numerosas células conectivas moviles aparecen cargadas de
pigmento {Fig. 5). Las mis sobrecargadas semejan un tachén redon-
deado rojo en el que no es posible reconocer directamente estruc-
tura celular alguna, identificindose tan solo por su silueta chinesca.
Es posible no obstante desenmascararlas si se las libra del pigmento
tratando el corte con solucién de permanganato potdsico al 5 % v
luego con 4cido oxdalico al 10 %, antes de la coloracién por la hema-
toxilina. Otras células aparecen con inclusiones pigmentarias rojas,
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en su citoplasma, en grado muy variable. Se comprende que repre-
sentan estadios diversos en su funcién macrofagica.

La infiltracién leucocitaria es relativamente pequefia y los fené-
menes de exudacién minimos. El proceso de remocién del pigmento
tiene caracter casi exclusivamente histiocitario.

El pigmento aparece incluido en el citoplasma muy frecuente-
mente bajo la forma de agujitas que semejan formaciones bacilares
especialmente en los mdrgenes de la zona de necrosis. Un poco mas
lejos el pigmento aparece en agujas més cortas o casi amorfo. Es
posible se trate de un proceso de fragmentacién o transformacién
que tenga higar durante la emigracién histiocitaria.

A cierta distancia de la zona necrética se vé como los histio-
citos, portadores del pigmento, se infiltran por entre los intersti-
cios del tejido conectivo subcutineo y el conective interfascicular
del fejido muscular subyacente. La emigracién por los linfiticos
es poco intensa. El pigmento difunde hasta los foliculos, y se le dis-
tingue dentro de ellos v en los estratos més centrales.

Con todo la remocién pigmentaria es poco intensa y el Estiril
430 persiste en el sitio de inyeccidén, como ya sefialamos, durante
varios meses,

En uno de los 15 ratones que se abandonaron a su evolucion
espontinea aparecid, casi al cabo de siete meses de efectuada la
inyeccién de Istiril 430, en el sitio de la inoculacién una tumora-
cién que alcanzdé, ires semanas después, el tamafio de una nuez.

Sacrificado el animal pudo comprobarse se trataba de un tumor
macizo, de intenso color rojo vinoso, jaspeado, casi porfidico, de
relativa consistencia, poco adherido a la piel y méds a planos pro-
fundos.

Histologicamente el tumor fué identificado como un sarcoma
cuya estructura variaba algo de unas regiones a ofras del tumor.
Presentaba zonas de aspecto polimorfo, especialmente en las regio-
nes mds sobrecargadas de pigmento, en otras es fusocelular tipico.
Hay abundante mitosis (Fig. 6).

Infiltrando el tumor y formando actimulos hay células cargadas
de pigmento, semejantes en todo a las que describimos en las inme-
diaciones de la zona lacunar del sifio de la inyeccién durante sus
primeras fases evolutivas. Tales clementos celulares son de dos ti-
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pos: grandes, de segura estirpe histiocitaria (leucocitoides) y pe-
quefios y redondeados de origen leucocitario. Tenemos la impresion
de que las células conectivas propiamente blastomatosas no se car-
gan de pigmenio de Estiril 430.

Con ser escaso el armazon fibrilar del tumor, existe sin em-
bargo una fina red de reticulina que sirve de basamento a la estruc-
tura tomoral. Los vasos, embrionarios y capilariformes son relativa-
mente abundantes v la neoformacién vascular del tumor se hace
especialmente visible en las capas profundas del dermis de los suce-
sivas animales injertados.

Sin embargo, ¢l tumor no es hemorragiparo. Existen pequefias
zonas degenerativas y de nccrosis.

Il tumor aparece envuelto por una delgada cépsula fibro-conec-
tiva, especialmente por su cara exterior - la que mira a la piel —
en cambio la cara profunda se muestra muy infiltrante, el tumor
diseca v aisla los hacecillos musculares, destruyéndolos (Fig. 7).
También cl tejido adiposo aparece infilirado por el tumor en formas
de gotas, finas o mds frecuentemente gruesas, La base histoldgica
de la hiperesplenia que ya apuntamos es una hiperplasia difusa del
érgano que afecta al sistema de los foliculos linfoides pero de manera
dominante al sistema reticular. La hiperplasia reticular se caracte-
riza por la presencia de un sinnémero de células gigantes multinu-
cleadas (Fig. 8). Tales elementos celulares se disponen aisladamente
o en actmlos, ocupando los territorios interfoliculares de la pulpa.
De abundante citoplasma homogéneo, el niimero de niicleos oscila
de 2 a 15, siendo el promedio dominante de 5 a 10, los nicleos se
disponen abigarradamente, rara vez en corona, existiendo acusadas
diferencias morfolégicas y de tamafio entre los de una misma célula.

También en los ganglios linfaticos axilares e inguinales, espe-
cialmente en los primeros, se aprecia una notable hiperplasia de las
estructuras linfoides y linforeticulares, existiendo células de estirpe
histiocitaria con inclusiones pigmentarias.

Las visceras examinadas, higado, rifiones, pulmén y corazén
no presentaban alferaciones ostensibles.

En los sucesivos trasplantes — en la actualidad estamos en el
pase 28 y el nimero total de ratones utilizados para la serie asciende
aparte otros ulilizados para estudios marginales que no se incluyen
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en el presente trabajo-hemos podido comprobar la persistencia de
la imagen que conserva las mismas caracteristicas histolégicas de un
sarcoma fusocelular.

Sin embargo, hay que anotar el hecho de que el pigmento de
Estiril 430 se va agotando en los sucesivos pases; practicamente deja
ya de ser visible sobre el V y VI pases. Paralelamente la imagen
del tumor se estabiliza, es decir pierde mucho de su pleomorfismo
para convertirse en un puro sarcoma fusocelular,

Ia velocidad de crecimiento del tumor permanece no obstante
constante y en cada pase, los animales en los que prende més precoz
e intensamente alcanza al cabo de 25 a 30 dias su total desarrollo,
es decir el correspondiente al del tumor matriz y casi practicamente
el compatible con la vida del animal, segiin nuestra experiencia.

En wingdn caso hemos observado la formacion de wmetastasis.
El crecimiento del tumor puede, en ocasiones determinar la ulcera-
cién de la piel, especialmente si la sutura no fué coaptada cuidado-
samente. En cuanto al crecimiento en profundidad del tumor trans-
plantado repite sistematicamente cuanto dijimos para el tumor ori-
ginal. Seflalaremos que en algin caso el crecimiento en profundidad
del tumor determiné pardlisis de algunas de las patas posteriores,
seguramente por englobamiento de los nervios motores a nivel de
la regién glutea y muslo. En un caso, el tumor, de marcado caracter
invasor, habia destruido el canal raquidiano determinando nna pa-
raplejia flacida posterior con incontinencia por rebosamiento -
la autopsia demostrd la vejiga ampliamente distendida — es decir
un sindrome de seccién medular transversa completa.

En algtn caso el tumor sufrié contaminacién bacteriana. Ano-
temos que los injertos realizados con material infectado prendieron
también atn cuando algunocs siguieron una evolucién abscesiforme.
Como es natural, estos casos fueron desechados para la prosecu-
cidn de los pases.

La hiperplasia ganglionar y la hiperesplenia persisten a lraves
de todos los pases, atin cuando los restos de Istiril 430 ya no sean
visibles y no exista contaminacién bacteriana. La hiperesplenia al-
canza su mayor grado en las formas mas voluminosas y antiguas del
fumor.
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Discusion de los vesultados. — Nuestro trabajo, confirmando
al de BROWNING, GULDBRANSEN y NIVEN, comprueba la produccién
experimental en el ratén, por una Gnica dosis de I ctgrm. de Estiril
430 propinado por via hipodérmica, de un tipico sarcoma capaz de
ser transmitido en serie por injerto homopldstico.

La sustancia ensayada es un cuerpo sintético relacionado con
los llarmados carcinogenéticos quimicos. Por el momento se ignora la
estricta relacién existente entre su constitucién quimica y su capa-
cidad sarcogenética. Happow y I{ow sugieren, en relacién con los
trabajos de Brown, quien ha abordado el estudio sistematico de la
serie del amino-estilbeno, que la accién inhibidora (como se
sabe esta accidn se pone en relacién con la capacidad carcinogéne-
tica) dependie del grupo bdsico $ u o, un puente etileno (y
no uno de los dtomos de C) en el cual ninguno de los atomos
de H deben ser substituidos, una posicién p libre y la configura-
cién trans de la molecula. BrRowN estudia la posibilidad de sustituir
el anillo B por diversos heterociclos en tanto se mantiene la capa-
cidad inhibidora del crecimiento.

Anotaremos que una de estas sustancias ensayadas estd repre-
sentada por la 2- (4-dimentilamino) estiril-quinolina, para la que
todavia no se ha demostrado accidn carcinogenética aunque es de
suponer que la posea ¥ que forma parte de la molécula de Esti-

11l 430.

El valor de nuestro ensayo difiere del de BRowNING y &. Estos
autores obtuvieron sobre 19 animales, Io casos de tumores en un
plazo de 8 meses mientras que nosotros solamente hemos obtenido
1 al cabo de unos 7 meses, sobre un lote de 15 ratones y un plazo
de observacién muy superior a un afio. Es decir si aceptamos el
indice de IBALL (') para expresar numericamente la actividad sar-
cogenetica del Estiril 430, nosotros obtenemos un valor de 3,75 con-
tra 2o que se deduce del trabajo de BrRowninGg y &.
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Como se comprende, esta cifra en si tiene poco valor dado al
reducido material estadistico sobre que se apoya. Por ofra parte es
posible existen diferencias raciales entre los dos lotes de animales
ensayados y acaso también diferencias dieteticas.

La naturaleza sarcomatosa del tumor es indudable, pero hay
que senalar y recalcar la ausencia sistematica de metastasis; es
decir, alge muy distinto de lo que nos tienen habituados los sarco-
mas de la clinica humana. Todo lo cual confiere un aparente aspecto
de benignidad a este tumor, no obstante ser histologicamente mali-
gno y conducir a la muerte en un plazo da 1 a 2 meses. No son
frecuentes los casos de reabsorcién del tumor y desde luego esta no
tiene lugar cuando el tumor ha alcanzado ya el tamafio de una
avellana, es decir cuando el crecimicnto ha iniciade una segura
marcha ascendente.

Sigue en pie para este tumor, como para todos los sarcomas,
el problema de la naturaleza de las células que lo determinan, si
de las conectivas fijas o de las emigrantes. De intento no entramos
en consideraciones sobre este extremo.

Sefialamos, por que este hecho nos ha llamado poderosamente
la atencion, que el sarcoma originado por el Estiril 430 determina
una intensa hiperplasia de los sistemas reticular y linfoide, particu-
larmente del primero, dando origen a numerosisimas células gigantes
multinucleadas a nivel de las estructuras reticulares del bazo y que
esta hiperplasia no tiene relacién con el agresivo Estiril 430 ni con
una eventual infeccidn concomitante del tumor.

En lineas generales, la capacidad de colonizacién del injerto de
tumor oscila entre el 30 v el 95 %, segun los distintos pases. Sobre
este punto tenemos la impresién de que este % depende mucho del
estado de vitalidad del tumor matriz utilizado en el injerto; en gene-
ra] nos parece mas fértil la zona periférica del tumor y de ellos los
que no han alcanzado un desarrollo mdximo; sin embargo también
nos han prendido injertos realizados con material necrético e infec-
tado, de donde se infiere que la capacidad de colonizacién es grande.

(*) J. IsaLL, denomina dadice careinogénico al resuitante de multiplicar
el ¢/, de tumores obtenidos en un lote de animales {A) por 100 v dividiendo

A X 100

el total por el periodo medio de latencia (B}, es decir: . =X,
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SUMARIO

Se logra producir sarcoma en el raton por una sola inyeccion
subcutanea, El sarcoma primero aparecid a los ¥ meses y solo en uno
de los 20 ratones inoculados.

Histologicamente se aprecia una formacién lacunar central de intenso
color rojo oscuro en la que se distingue el Estiril y no estructuras celu-
lares. Alrededor de esta zona hay una banda de gran actividad celufar.
Numerosas células conectivas aparecen cargadas de pigmento. Hay mode-
rada infiltracidn leucocitaria y los fenémenos de exudacidn son minimos.

Cuando se desarrolia el tumor se comprueha un tumor tacizo, de
intenso color rojo vinoso y poco adherido a piel y planos profundos.
Histologicamente se trata de un sarcoma.

Un hecho gque consideramos importante es que las céhlas blastoma-
losas wo se cargan de pigmento de Fstivil 430.

El tumor aparece envuelto por una delgada capsula fibro conectiva
en la zona que limita con la piel en tanto que la profunda es infiltrante.

Un dato interesante es Ja hiperplasia del bazo y de los foliculos
linfoides traducida en la aparicién de un gran ndmero de células gi.
gantes multinucleadas.

En ningun caso bemos observado la formacién de metastasis.

En total se han realizado 21 pases.

RESUME

On réussit & produir un sarcome chez les rats par une seule admini-
stration sous-cutanée. Le sarcome primiftif apparut aprés 7 mois, chez
un seui animal sur 20. Histologiqueinent on remarque unc formation lacu-
natre centrale d’une coulenr rouge sombre dans laquelle on peut distin-
guer le styril, sans aucune stracture cellulaire, Touf autour de cefte masse
centrale i1 y a une couche de grande activité ccllulaire: beancoup de celiu-
les connectivales soni chargées de pigment. Il y a une modeste infiltzation
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lenceeitaire; les phénomeénes d’exsudation sont trés limités. La tumeur
apparait compacte, d'une couleur rouge-vin et peu adhérente & la peau
et aux couches profondes; elle a tout 4 faif la structure d’un sarcome.

On peut considérer comme bien important le jait que les cellules tumo-
vales ne se chargent pas de siyril-pigment. La tumeur cst enveloppée par
une capsule connectivale délicate dans la partie tournée envers la peaus
tandis «u'elle est infiltrante dans la parfie prafonde.

On doit rernarquer la hyperplasie de la rate et des follicules lympha-
tiques, exprimée par une grande quantité de cellules géantes plurinu-
cléaires, Nous n'avons jamais observé des métastases. On a fait jusqu’ici

21 Passages.
SUMMARY

A sarcoma may be produced in rals with a single subcut injection
of styril 430. The first tumour appeared 7 months after the injection, only
in one animal (out of zo).

The histological examination shows a central reticular formation,
dark ted in colour, containing the injected compound and no cellular
structure. All around this central patch a layer with an high celtular acti-
vity is seen; many connective cells appear loaded with pigment; a mode-
rate lencocytic infiltration is present; the exudation is very scanty. The
tumour is rather coarse, wine-red in colour, scarcely adherent to the skin
and to the deeper layers: it is quite sarcomatous in character.

Whe might sivess the fact, that tumour cells nveer are loaded with
Styril-pigment. The tumour is limited by a thin connective capsule against
the skin, while the deep part of it is infiltrating. The hyperplastic changes
of spleen and lymph-nodes are noteworthy; they are expressed by a great
number of multinucleated giant cells.

Metastasis were never observed. Hitherto 21 {ransplants (passages)

were made.

ZUSAMMENFASSUNG
Eine einzelne subkutane Injektion vom Styril 430 fiihrt bei der Ratte
nach 7 Monaten (in einem einzelnen Fall nach 20 Monaten) zu Entstehung

eines Sarkoms. Bei der histologischen Untersuchung findet man in einem
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zenfralen Hollraum das Styril, sowie lebhafte zelluldre Verdnderungen in
dessen Umgebung. Zahlreiche Bindegewebszelien sind mit Pigment bela-
den. Ts findet sicli oipe missige leukozytire Infiltration. Der Tumor
hat das Ausschen eines Sarkoms. Der Tumor ist von einer zarten Binde-
gewebekapsel umgeben, Milz und Lymphdriisen weisen eine Hyperplasie
mit zahlreichen Ricsenzellen auf. Metastasen gelangten nicht zur Beo-

bachtung.

SOMMARIO

Si riesce a produrre nel raito un sarcoma con una sola iniezione sot-
tocutanea. 11 sarcoma primitivo appare dopo 7 mesi in un sol ratto su 20
injettati. Istologicamente si apprezza una formazione lacunare centrale di
colore rosso scuro intenso in cui si distingue lo Styryl, senza alcuna strut-
tura cellulare. All’intorno di questa massa centrale ¢’& uno strato con in-
tensa aftivitd cellulare. Numerose cellule connettive appaiono cariche di
pigmento, si ha modica infiltrazione leucocitaria, scarsissimi fenomeni ¢s-
sudativi. Il tumore & compaito, di intenso colore rosso vinoso e poco ade-
rente alla spelle ed ai plani profondi. Ha strutiura del tutto sarcomatosa.

Ci sembra importante il fatio che le cellule sarcomalose non somo
cariche di pigmento Siyril. 1l tumore appare avvolto da una capsula sot-
tile connettivale verso la pelle, mentre la parte profonda & infiltrante.

E' interessante la iperplasia della milza e dei linfonodi, espressa dalla
comparsa di un gran munero di cellule giganti polinucieate.

Mai furono osservate metastasi. Sono stati eseguifi complessivamente
2T passaggl.

Sanz lbafiez - 13
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DISCUSSION:

Pracock ask whether the results obtained are alike which
BrOWNING obtained,

SaNz IBAREZ contesta que efectivamente el tipo de tumor es igual
y encontramos diferencias en lo que se refiere al tanto por ciento de
aparicién del mismo.

Cownpry asks whether the histologic pattern is the same through
the passages (trasplantations}.

Sanz IBANEZ contesta que durante todos, los pases se conserva
el mismo tipo histolégico de sarcoma.,

14 - Sanz ldanez



ACTIONS OF NORMAL AND SARCOMATOUS
SERA ON TUMOUR CELLS

HANS von EULER (STockHoLM}

The study of the reactions between sera and organs, tissues or
isolated cells touches problems of general and principal importance,
not only for the understanding of cancer growth but also for serology
and immunology.

1. AMINO ACIDS IN NORMAL AND SARCOMATOUS BLoop(*)

Many authors have investigated these reactions especially in
connection with attempts to elaborate a method for an early cancer
diagnosis. However, from the diagnostic point of view these attempts
have not been successfull. Firstly the analytical base for comparisons
between the chemical composition of normal and pathological sera
has been too weak. Secondly our experiences on the constancy or
variability of the serum constituents under different conditions are
not yet so complete, as to allow a certain distinction between normal
and pathological serum.

The statement of qualitative differences between both groups
of tissues implies the possible existance of a specific and characteristic
change in the amino-acid pattern of the serum, a change connected
with the appearing of some new protein or amino acid, not existing
in the normal proteins.

Quantitative differences in protein metabolism have been obser-
ved and measured by many authors, but only in a few investiga-

() Vo EuLzr and Lro HeLLER, Sv.Vet. Akad. Archivf Kemi, 24 B, N.1o
(1947).
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tions the amino-acid content of the proteins was taken into counsi-
deration. Thus it was possible, that essential particularities would
exist in some profein fractions of the tumcur tissues, and it seemed
desirable to compare the quantitative pattern of free amino acids of
normal and cancerous blood by new experiments.

The total amount of amino acids was determined by the nin-
hydrine reaction, as described by 1. D. vaN SLYRE and DILLON{®)
and modified by McFapven (%),

Using the titrimefric form of this method, indicated by CHRIS-
TENSEN et al. (J. Biol. Chem. 132 and 13%) we obtained the following
values:

TanLe I.
‘ Normal Rais Amino-N Sarcomatons Rats Amino-N
| No g 9y No g %
N 23 7,75 5] 22 4,49
N 23 6,95 S] 23 5:99
N 26 6,55 5] 24 5,12
N 23 6,92 5] 25 6,44
N 29 6,71 5] 32 6,33
E Average 6,98 Average ‘ 5,49
t

All rats were of the same age and had lived under the same
nutritional conditions.

Our result, that the plasma of sarcomatous rats contains about
20%, less amino acids than the plasma of the normal animals is not
caused by all amino acids in the same proportion; each amino acid
contributs to this value in a different rate, We know e. g. from
EpLBacHER (") investigations that the arginine — and arginase —

{1 D.D. van Styke a. Dineon, Proe, Soc. exp. Biol. a. Med,, 34, 362 (19236),

{z) D. A. McFaDYEN, J. Biol. Chein., 145, 387 (1942).

(3) EpnpacHer u. Mitarb,, Z. physiol. Chem., 260, 182 (193¢). — 171, 252
(1927). — Bach, Biochem. J., 24, 310 {(1940).
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content differ essentially in cancerous and in normal tissues, This
result, previously obtained for arginine, seemed to justify further
studies in this direction. Determinations of free arginine and histi-
dine in the blood of normal and of sarcomatous rats demonstrated
a marked decrease in their concentrations. In the following table our
values obtained for histidine (*) are recorded.

TasrLe M. Free Histidine in Sevum of Normal Rats

Rat i ) Body Histidine in Serum
No Age Wecks Sex Weight nig %, o Amino-N
N 4¢ 10 Male 120 @ 0,18
N 42 12 Female 123 o,15
N 43 14 Male 170 0,16
N 44 22 Male 265 0,15
N 45 15 Female 150 0,14
Average 0,156 mgo/o
TasLe . — Free Histidine in serum of fensensarcoma-Rats
Rat Age Body- | Sarcoma Days Appearence | istidine in Serum
Nr. | Weeks Sex weght weight after of the mg Yy avAmino N
4 4 Implant. Sarcema
Big
8052 12 Male 150 3I 27 necroses 0,09
8507 12 Male 41 22 27 Necroses o,1r
8527 14 Male 140 19 22 Necroses o, 12
Vesy small
8553 13 Female | 102 5 15 necroses 0,09
Very big
8556 12 Female | r4o0 6 16 necrases 0,11
Average 0,104 Mg %o

(*) Vow EuLer u. L. HELLER, Sv.Vet, Akad. Arkiv { Kemi 25 A., N. 16 (1947).

o fnley - 3
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Histidine, though definitly lowered in the serum of sarco-
matous rats showed nearly normal values in human cancerous blood.
This apparent discrepancy probably depends on the circumstance,
that the human tumour as a rule only constitues a very little part

TABLE IV. — Free Alanine in the Blood of Normal Rals.

Sex Age Month Bodyg:::cigm a-Al:uii::eIi:' clflood
Female 4%/, 125
Male 6 128
Male 27/, 90 126
FFemale 13 260 119
Male 13 3t0 82
Female 4 140 108
Female 43/, 140 116
Female 3 130 123
Female 3 128 101
Female 3 130 144
Male 6 140 186

Average 1237:4 177

Free Alanine in the Blood of Sarcomatous Rats:

No distinct secondary changes in the tumours Average 10274 187

Tumours with appreciable necroses » 90+ 237

of the whéle organism; its influence must therefore be less than in
the case of the relatively much bigger Jensensarcoma of the rat.

The amino acids e-alanine and glycine are in the serum of the
sarcomatous rafs slightly less concentrated than in the serum of
normal rats. The decrease of free c-alanine (*) appears to be more

marked in primary benzpyrene tumour than in Jensensarcoma.

{") Vo~ EvLEr u. L. HELLER, Sv. Vet. Akad. Arkiv f, Kemi 25 A, N, 22 (1948).
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Table IV shows the individual variations of the alanine content
of the blood. No correlations between these values and the age, the
sex or the body weight of the animals could be stated.

S. BarLaxrisHNa Rao and L. HELLER (%) found a sleight and
statistically not well ascertained decrease in the arithmetical mean
of the individual glycine blood levels of sarcomatous rats, which
were free of secondary changes in the tumours. Necrosis, infection
and hemorrhage in the tumour seem to heighten the blood glycine
level.

The disappearence of the amine acids from the sarcomatous
blood may be caused by the consumption of these substances by the
tumour, if this consumption is not compensated at a sufficient rate
by an enzymatic regulation of their metabolism.

E. FreUND and KAMINER(?), wWho in 19T0 presented a new me-
thod for cancer diagnosis at the Vienna Medical Society, summarized
their results in z statements;

A) The serum of non carcinomatous individuals destroys car-
cinoma cells, but leaves the organ cells of both carcinomatous and
non-carcinomatous individuals unchanged.

B) The serum of carcinomatous individuals does not destroy
carcinomatous cells, but leaves the organ cells of both carcinomatous
and non-carcinomatous individuals unchanged.

In our first reexamination (*) we used not the original method of
FREUND but we carried out our experiments in accordance with
WILLHEIM and STERN (cylolysis correlated with the increase of li-
poids): Acefon extracts of rat liver tissue were dried, ground and
extracted with ether and (after centrifuging) with alcohol. The same
quantity of lipoid extract {containing 0.7-1.9 mg dry residue) was
added to all test tubes, which were evaporated. Increasing volumes
of serum were then added to each series of experiments. Efter incu-

() BaLakrisyNA Rao and L. HELLER, Sv. Vet. Akad. Arkiv £, Kemi, 25 B,

N. 9 {r948).
() E. FrEuND and G. Kaminegr, Wien, klin. Wochenschr., 1910, N. 10;

Biachem. Z. 26, 312 (1910); E. FREUND, Metabolic Therapy of Cancer, London,

D. Gopwin, Translated by L. WoLrE.
(3) VoN EULER, L. HELLER and Cur, CuRMaN, Sv, Vet. Akad. Arkiv f. Kemi,

1, N.8 (1949).
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bation 37°, 18 hours) the solutions were filtered and determined
either colorimetrically in a photometer or by an interferometric
method.

Working in this way we found no mdication for the existence
of regular and reproducible differences between the action of normal
and cancerous sera on lipoid extracts of tumours.

Freunp (1. c.} carried out his experiments in the following
manner: He incubated a suspension of fumour cells with normal
seraim at 40° for 24 hrs. and counted then the destroyd cells in a
Thoma-Zeiss hemocytometer. Several authors emphasized the diffi-
culty of obtaining by this method exact values for the destroyd cells,
and they therefore considered that an « objectivation » of the
Freund-Kaminer reaction is necessary.

2a, CoMparisoN oF THE CArvoLryTic ErricT
OF NorMAL AND CANCEROUS SERA BY INCUBATION
ofF Fixgp Tumour CELLS.

As also our own experiences made the difficulties of FREUND's
counting method evident, we wished to claborate a technique which
would allow to detect and to meausure more detailed effects of the
caryolytic serum actions. We used a method (*) which is in some
respect connected with experiments described by Hirscurerp (%).

Cell preparations of Jensensarcoma and of mice-ascytes carci-
noma were suspended, washed with Ringer sclution (*) and then used
for smearpreparations which were treated in two different ways @
One part of these preparations was fixed with methanol, an other
part was heated in a Bunsen-flame. By the fixation in methanol the
cells were prepared for a panoptical staining according to PAPPENHEIM
{fcombined staining May-Giemsa). The preparations treated by heat-
ing were designed for staining according to FEULGEN.

The fixed and dried smears were covered with the serum or in
their middle part with a control solution and incubated for 3 or 6

(1) Von EuLer, L, Herrer u. Cur, CurmMan, Sv, Vet. Akad. Archiv f. Kemi 1,

44 (1949).
(*y A. HirscureLp, Arch. de I'Inst. Prophyl. 8, 207 (1936).
(3) Forthe purpose to etiminate protecting substances from the ascites liquor,

& ~ pon FEuler
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hrs at 37° in PETRi dishes under steril conditions. After this incu-
bation the preparations were washed with water and stained (the
cells fixed by heating were kept before staining for 24 hrs in g6
per cent alcohol). For controling observations we used the outer
parts of the smears, which had not been covered with the serum.

The incubation had striking effects only on the cells which after
heating were stained according to FEULcEN: In the case of these
cells the FEULGEN reagent produced no colowr, which indicates that
the desoxyribonucleic acid was changed or distroyd by serum enzy-
mes. This caryolytic effect of the rat serum is independent of its
normal or sarcomatous character. Thus the activity of the serum
enzymes, which destroy the desoxyribonucleic acid of the heated
cells, seemis to be identical or nearly identical in nermal and in
CAnNCETOUS SCIUI.

The cells fixed with methanol were very little altered by the
incubation, the May-Giemsa staining was less distinct, more pale.

2b, ExzZyMATIC DEPHOSPHORYLATION
OF NUCLEOPROTEINS BY NORMAL AND BY SARCOMATOUS RAT SERUM.

In addition to the result obtained on Feulgen-stained tumour-
cells it may be of inferest to mention some data from an earlier inves-
tigation (*) concerning the nucleophospbatatic action of normal and
of sarcomatous rat serumn on nucleoproteins.

The determination of the nucleophosphatase action was carried
out according to methods used hy P. Rowponi (in bis important
studies on nucleoproteins in tumours. In the first part of our inves-
tigation it is shown, that we could not find any regular differences
between the action of any rat serum on desoxyribonucleoprotein,
whether it was isolated from Jensensarcoma or from a normal rat
liver: I must therefore confine myself to mention the second part
of our enzymatic experiments: Qur values already published and
supplementary values (H. Hasserouist, B. Ex, W. SOLODKOWSKA

(1) Vor EurLer, L.Arcstrom u, H. HasseLouist, Sv. Kem. Tidskr. 56, 293

(1944).
(?) P. Rowpoxni, Z. physiol. Chem. 265, 102 (1640); Schweiz. med. Woch. 71,

3t {xg4r}); Il Cancro, Milano 1946, pag. 443-444.
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not yet published) show that desoxyribonucleoproteins from normal
rat liver is dephosphorylated faster by normal rat serum {ban by
sarcomatous serum (the ratio of hydrolysed PO, in 18 hrs. beeing
1:0.38). [ am inclined to consider this result as the effect of an
inhibitor contained in the sarcomatous serum.

The existance of (not specific) inhibitors in phosphatase prepa-
rations from calf intestines has been stated by EULER and Fowo ()
Such nucleophosphatase preparations are complex enzyme systems.
By auto-digestion of a nucleophosphatase preparation and elimination
of the inhibitor by dialysis we could show the interaction of a nu-
cleinase and a phosphomono-esterase (*) in these phosphatase com-
plexes. We were not yet able to realize the differentiation of the
nucleinase and the phospho-monc-esterase in nuclei and cytoplasm
from normal and cancerous tissues. But recently some experiments
were carried out in this institnte concerning the esterase activity of
mitochondria from the cytoplasm of rat liver HELLER and N. Bar-
GONI (3) which may be described in this connection.

3. PRELIMINARY EXPERIMENTS WITH ISOLATED LIVER MITCCHONDRTA

It was our purpose in this investigation to determine the average
nitrogen content and relative enzyme activity of a single isolated
mitochondria. For this attempt it was of course necessary to elaborate
a technique for counting the mitochondria, implying an at least tem-
porary stabilisation of those extreemly unstable biological units, as
well as making them visible and avoiding their eventual agglutination.

The method of isolating the liver mitochondria described by
HoGEBOOM, SCHNEIDER and PALADE(*) was found to perfectly sa-
tisfy our requirements. Samples of suspensions of ltver mitochondria
prepared in 30 per cent sucrose solution, when fixed with osminm
tetroxide, yielded relatively polymorphic particles, morphologically

(z} Von EuLtr u. A. FoNo, Sv. Vet. Akad. Arkiv f, Kemi, 25 A, N. 24 {1948).
(*) The activity of the preparatus was also proved with desoxyribonucleo-

protein as substrate.
(3) L. HrLLER and N. Barcowi, Arkiv. {. Kemi 1, 57 (1949}
(4} G, H. Hocesoou, W. C. ScANEIDER and G. E. PaLabE, J. Biok. Chem.

172, 619 {1947
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identical with the intracellular mitochondria of the vitally stained
liver tissue. These particles were found sufficiently stable to stand the
procedure of counting in a Petroff-Hausser counting chamber.

Freshly prepared and diluted solutions of crystal violet (mito-
chondria stain of Benda (*}, when buffered to pH=7.6, constitute a
suitable stain which colored the osmium-fixed mitochondria without
agglutinating them,

The mitochondria, when examined in the Petroff-Hausser coun-
ting chamber, seemed to have a lower density than most of the bacteria,
because they did not settle to the bottom of the chamber on standing,
as reported for the bacteria. This in connection with the relatively
vivid Brownjan movements of the mitochondria, rendered their counting
somewhat more difficult than that of the bacteria. It was therefore ne-
cessary to use more dilute suspensions, which were easier to control

optically.

The results of our preliminary counting experiments are sum-
marized in a recent publication (in print).

The average number of mitochondria per gm fresh liver tissue
was found to be

5.1+ 10*°
The nitrogen content of a single mitochondrion is
Iy 1077y .,
The average catalase activity as found to be
.46 - 107 k/mitochondrion,

The average butyric esterase activity was found (L. HELLER
and N. Barcon: (*) to be

6.0 1071°

{*} B. Romurs, Taschenbuch d. mikroskop, Technik, Miinchen-Berlin 1943.

{*) The size and number of mitochondria from a certain type of cells
(in particular the liver cells) show a considerable variability when evaluated
qualitatively on the basis of the cytological picture, according to the momen-
tary physiological condition of the animal at the time it is killed.
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The relative values of the esterase activity and the N-content
of 1 mitochondrion show a siriking parallelism. Such parallelism
may be accounted for by the assumption that the amount of enzyme
in a mitochondrion is approximaily direct proportional to the mass
of the latter. This would mean a constant activity per unit of the
mitochondrial mass.

Summarizing our results concerning the activity of several enzy-
mes contained in the sernm of normal and of sarcomatous rats, we
conclude, that no essential differences exist in this respect between
these sera. That means, ~— as far as normal and cancerous sera
and tissues are concerned — that eventual differences between the
influence of homologous and heterologous scra on tumour tissues
are not caused by enzymes, at least not by enzymes of the mentioned
type, possibly by activating or inhibiting components of enzyme
systems.

4. HomoLoGoUs AND HETEROTOGOUS SYSTEMS

The problem of heterology is one of the most important and
interesting in the field of serology. Nearly all serological publica-
tions, treating the action of a serum on cells of an other evolutionary
origin, are concentrated on the reactions of various sera with
heterologous erythrozytes or with fractions of blood proteins; the
stndy of the reaction of heterologous scra with cells from various
organs have been practically neglected. This circumstance is pro-
bably caused by the technical difficulties to isolate and identify ceils
and cell constituents. Apart from the numerous publications of
FreEUND and his school there are very few statements concerning
the behaviour of organ cells incubated in blood serum.

As it was mentioned above, we never were able to state any
influence of heterology concerning the action of normal and can-
cerous sera on fumour cells, But in an other group of phenomena
the different behavionr of homologous and heterologous systems is

10 — von Kuler
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generally known and offen discussed, namely in the group of frans-
plantation processes, In these processes, which are determined by
the resistance of the organs against inoculation of normal or can-
cerous tissues from forcign species, the phenomenon of heterology
seems (o appear very distinctly.

The susceptibility of animals to tumour growth can be changed
by a preceeding treatment with foreign normal tissues or with drugs.
As L. V. Cowpry ('} has emphasized the susceptibility of every cell
is a matter of heredily and is directly dependent upon other cells
associated with it. In the first stage of implantation one observes
enzyme actions connected with infiltrations of the inocculated tissue.
This temperary growth is followed by a regress of the transplanted
tumour. Is subsequent fafe is in the main influenced by wmhtbiling
and growih promoting factors.

Helerologous transplaniations. — In the course of our investig-
ations we wished to collect own experiences concerning the limits
of resistance to foreign tfissues. All our {ransplantations of the type
described by PutTNOKY (*) (from rats to mice) ended with failure,
Even when rat brain was used as subsirate (host tissue) directly
through the perforated rat cranium transplanted carcinoma tissues
from human brain failed to grow, whilst corresponding implantations
of Jensen-sarcoma and of benzpvrene sarcoma in the rat brain alwavs
were successtul (33,

We had adopted as working hypothesis, that the processes of
implantation of a cancerous tissue in a normal host are essentially
determined by the actions of tumour-activating and growth-inhibiting
factors, which firstly initiate the histological contact between the
host and the inocculated tissue, sccondly activate the development
of the implanted tumour.

About ro years ago we wished to decide, whether or not
differences exist between Jensensarcoma and benzpyrene sarcoma
concerning the factors mentioned above, and whether or not these
two types of sarcoma bchave as heterologous tissues.

(x} E.V. Cowpry, Texthook of Histology, 3rd ed. Philadelphia 1944.
(M Fr. J. Putnoky, Z.f Krebsforsch,, 23, 520 (1930).
(3) Fr. Soave, Private communication Arkiv. f. Kemi, 1 n. 57 (1950)
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Series A and B. 18 implantations of 12- 40 mg finely divided
and cooled or frozen benzpyrene sarcomas were inocculated into
Jensen sarcomas with the results recorded in the following table.

TABLE V.

‘ Ser. | Number

E F F E y
Na of rals FoEECT

Ay 3 Died 3-6 days after transplantation

As 3 Jensen (host) tissue grew 12, 13, 16 days resp.
Then the rats were killed, Transplant showed no survival; big
necroses in the Jensen sarcoma

2 mutual infiltrations

= ensen {host) tissue regressed
Ay 3 J ( ) J { 3 benzpyrene sarcoma dead

¢ benzpyrene sarcoma grew

6 benzpyrene sarcomas un-

B 7 Jensen (host) tissue unchanged {
develloped (dead)

In a recent serics C small pieces {(10-20 mg) of Jensen sarcomas
were transplanted to benzpyrene sarcomas (6-12 g). The effects
of these transplantations are histologically not yet cleared. Several
of the transplanted sarcomas grew, but without disiinct infiltration
in the host tissue and apparenily separated from it.

The enzyme aclivities of our Jensen sarcomas and our benz-
pyrene sarcomas were compared concerning alcaline phosphatase,
catalase, succino-dehydrogenase and lacto-dehydrogenase. We found
the activities in our Jensen sarcomas 10-25 % higher than in our
benzpyrene sarcomas. But as the activities vary with the age of the
animal and with the age and the volume (weight) of the sarcoma
our results can not be regarded as significatives,

3 rafs of Ser. A, (Table V} were decapitated 14 days after the
implantation of the benzpyrene sarcomas, The blood was used for
determinations of the pyruvic acid (PA) content () As it was stated

(1) We used the method described by D. G. Lu, Biochem. ], 33, 249 (1939).
Modification by von EvLER and B. HogprrG, Sv. Vet. Archiv f lemi, 13B, N.16

(1939).
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by many investigations from this laboratory (*) the PA-content of
the blood of sarcoma bearing rats is 200-400 % higher than that
of normal rats; it is dependent on the weight of the sarcoma and
could be expected to be 30 ¥ PA/ cem blood. The mean values of
PA determined in 1 com blood were:

Mean value in normal rat blood 13 v PA/ ccm
Mean value in blocd of rats with sarcoma 13.5¢ 30 v
Mean value in blood of 3 rats of Ser. A, i8 v

It is remarkable, that the PA value found in the blood of the
3 rats of Ser. A, is decisively lower than it should be expected
according to the mean weight of the sarcoma (13.5 g). We suppose,
that the PA-increasing factor of sarcomas is indctivated or compens-
ated by the implantation.

For comparison we carried out 2 series of experiments, in which
20 Jensen sarcoma bearing rats were inoculated with suspensions of 5 mgs
of liver cells from normal rat liver of the same strain. The results was
as follows: In 3 rats an infection was stated; in 8 rats of the remaining
17 regression of the sarcoma occured; in 2 sarcomas the increase of
of the sarcoma weight was essentially lowered, in 7 animals the Jensen
sarcoma grew unaflected by the inoculation,

This result was practically not changed when liver suspension was
heated for 30 minutes to 55°

(*) Von EuLEr et al, Z.{ Krebsf, 55, 10 (1944).

von Iliuler — 13
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SUMMARY

1. Free Amino Acids and Nucleotides in Raf Serum.

2. Different Enzyme Actions in Normal and Sarcomatous Sera,
measured by different Methods.

3. Examinafions of Nuclei and Cytoplasm stained after incubation
with different Sera.

4. Reactions in heterologous Systems.

RESUME

1. Acides aminés libres et nucleotides dans le sérum du rat;

2. Différentes actions enzymatiques dans le sérum normal et sarco-
mateux, détérminées avec des méthodes différentes;

3. Etude du nucléus et du cytoplasme colorés aprés incubation avec

des serums différents;

4. Réactions dans des systeémes hétérologues.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde das Verhalten freler Aminesiuren und Nukleinsiuren im
Serum der Ratte vnd die verschiedenen Enzymwirkungen im Serum von
Normalen und von Sarkomkranken mit verschicdenen Methoden unter-
sucht. Weitere Untersuchungen betrafen das Verhalten der Zellkeme und
des Zytoplasmas nach Einwirkaung verschiedener Seren. Untersuchungen
beziiglich der zytolytischen Substanz der Freund-Kaminerschen Reaktion

14 ~ von [uler
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ergaben keinen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein gesetzmissiger Unter-
schiede zwischen der lipolytischen Fahigkeit von normalem und Karzinom-
serum gegeniiber Lipeidextrakt von Tumoren.

SOMMARIO

1. Aminoacidi liberi e nucleotidi el siero del ratto;

2. Diverse azioni enzimatiche nel siero normale ¢ sarcomatoso, deter-
minate con diversi metodi;

3. Esame del nucleo e del citoplasma colorati dopo incubazione con
diversi sieri;

4. Reazioni in sistemi eterologhi.

van Fuler - 15
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DISCUSSION:

Cowpry asks: Was the regression of sarcomata complete?

Von EULER answers: In some cases it was; in others ultimate
fate was not determined because sarcoma was removed for micro-

scopic study.
Cowbry asks: Did you try intraocular transplantation?
voN EvLER answers: Ne,

GREENSTEIN asks: What criteria and what pH were nsed to
follow the action of normal and cancerous sera on nucleo-proteins?

Von EULER answers: Generally pH 8.5.

GREENSTEIN asks: Was nucleic acid or nucleoprotein the
substrates used for the action of the serum enzymes?

Von EULER answers: Both nucleic acid and nucleoproteins.

Krerz: Am chemischen Universititsinstitut in Wien (Prof.
Magrk) wurden 1936 Untersuchungen zur Aufkléarung der chemischen
Natur der lytischen Substanzen der Freund-Kaminer'schen Reaktion
durchgefiihrt. Sie hatten ein negatives Ergebnis. Die cytolytische
Reaktion ist eine empirische Methode, sie beruht auf Richtigkeit, sie
ist jedoch infolge der Labilitit der beteiligten Faktoren (Tumorzel-
len, etc.) fiir exacte Untersuchungen nicht geeignet.

16 — von [Fuler



NATURE OF THE AGENT OF ROUS SARCOMA

Pror. FRANCESCO PENTIMALLI (NaroLy)

The object of my communication concerns the nature of the
agent of chicken sarcoma. Notwithstanding the great attention that
this problem deserves, the fervour of study that it once caused has
almost died down at the present day, owing may be to the ascer-
tained difficulties it has met with: but the more difficult the problem,
the greater claims should it have on the efforts of human intelligence,

The question of nature — be it vital or not — has come to
a deadlock from which it is imperative to free it, in order to put
it on the right way towards advancing ever further and further.

I continue to doubt today, as I did in the past, as to whether
the upholders of living nature are capable of giving proofs of ihe
two properties that every agent must necessarily possess for it to
be defined as living, i.e. the power of multiplication of this agent,
and its capacity of assimilation in a heterogenous medium. Should
you want to admit that the agent is a living one solely in a cellular
ambient, owing to a sort of compulsory symbiosis with the cells,
you must give proof of this individual vitality ie. of such a one
that is connected with the agent as entity, and of the kind of the
symbiosis.

On the other hand, the upholders of chemical nature are up
against the difficulty of obtaining a purified agent, for the methods
of analytical chemistry with wich one has tried to gradually purify
an extract of sarcoma, have not given sufficient proofs for the identi-
fication of the agent. Evidently the extract of a tumour, even after:
eliminating various fractions by diverse means, still represents too
complex a material, and this constitutes the main obstacle which

Pentimalli - 1
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hinders one from reaching unanimous and satisfactory results, when
starting from this material.

In 1935 T reported to the « Leuwenoek Vereiniging » Society
in Amsterdam that when a physiclogical solution is made to circulate
through the vases of a tumour, it gets charged with the agent, so
much so that when Inoculated into a normal animal, it causes a
tumeur to develop.

This perfusion liquid of a tumour presente the following pro-
perties:

I. It contains a protcin with a phosporate group, at the average
amount of mgr. 0.70 per 100 cc. of liquid.

2. Through spectrographic analysis you can perceive an ahsor-
bing band in ultra-viclet, round about 2800 A.

There is no doubt about the fact that a physiological solution,
when made to circulate through the tissue of a tumor, becomes
loaded with the tumor agent and therefore, inoculated into a normal
animal, is able to produce a tumor therein. Former experiments of
mine showed that the same phenomenon is to be found when circu-
lating normal erythrocytes in the tumor; they adsorb the agent and
not only in their surface; but it is the haemoglobine-molecule itself
which proves to contain i. In the case of the physiological solutions
circulating, the agent is dissoived however in the liquid of perfusion
which, after filtration through Berkefeld V or N gives positive resuolts
in about 50%,. Several hundred experiments convinced me that the
positive result is chiefly due to the quantity of agent in the liquid
of perfusion, which, in its turn, depends from the anatomical vessels
and biological conditions {infegrity of tissue). On the other hand,
it is also necessary to consider that the inocuiated animal’s resistance
in the case of such small, absolute quantities of agent, plays a rela-
tively more important part in hindering the development of tumors.

The spectrographic analysis of the liquid of perfusion puts in
evidence a band of absorption in the ultraviolet field, at about
= 2800 A — which band is at times masked by other substances
which concur in producing the absorption. The more pronounced the
band is, the more frequent the positive result of the inoculation of
perfusion liquid. Referring solely to the cases in which the band
of absorption is more cvident, the percentage of positive results of
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inoculation of perfusion liquid rises to 75%. Considering from how
many other factors the possibility of tumor development can depend,
it is clear and justifiable to connect the biological activity of perfu-
sion liquid with the presence and intensity of the band of absorption.

Correspondingly with the spectrographical analysis, the chemi-
cal analysis reveals the presence of a protein with a Phosphorate
group, in average quantity of mgr. 0.70 per 100 ccm. of liguid
(in the employed experimental conditions). All the possible controls
induce one to admit fhat this protein is specific: the Lquid not
containing it, is devoid of every biological activity from the point
of view of tumor production: the one containing it, in sufficient
quantity, is able to produce a tumor.

3. The spectrographic behaviour of this protein shows that we
are dealing with a substance of an absorbing intensity three times
greater than plasma proteins, and it can therefore not be identified
with plasmatic protein.

4. The protein precipitates with sulphate of ammonia at 30%
and the perfusion liquid remains inactive.

5. The protein is adsorbed by alluminium hydroxyde.

6. It is hydrolised and rendered inactive through pancreatin.

7. Iis behaviour towards heat is the same as that of common
proteins (in a dry state it can resist a temperature of 70° C.).

8, It crystallises into paracrysials, which are infective,

9. The agent is adsorbed by embryonic cells, but not by nor-
mal ones,

10. The agent is dialisable in parts.

Ir. The agent is cenirifuged by powerful gravimetric actions,
logether with the plasma profeins,

12. The agent is adsorbed by haemoglobin whose molecule
thercfore shows assymmetry.

13. The agent becomes enormously active, in its biological
properties (capacity of producing a turaour) through minimum con-
centrations of H C N,

The above mentioned researches on perfusion liquid all concur
towards making us suppose that the substance, of a proteic nature,
which has been brought about by chemical and spectrographic me-
thods, be endowed with such biological activity as to produce a

Pentimalli - 3
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sarcoma. But is this protein the very agent of the sarcoma? or might
the specificity not be bound to the protein itself but to a highly
reactive group that would then constitute the really specific quid,
upheld by the protein, which would simply act as a colloidal vector?

The following more precise indications on points 5. 10, & 11.
may enlighten us on the subject:

Point 5. ~ The adsorbment through alluminium hydroxyde of
the protein contained in the perfusion liquid divests the liguid of
protein and renders it inactive. But in two, out of thirteen experi-
ments the supernatant, which remained perfectly clear after sul-
phursalycilic acid had been added, showed itself still active.

Point 10. -— The dialysis of perfusion liquid shows a decrease
of biologic activity, whilst the coagulable azote remains unvaried
as to quantity; obviously the dialysis manages to eliminate a certain
fraction of the agent which is not bound to the protein.

Point 11. — When a connection is brought about between the
different strata of the ultracentrifugation cell of a biologically active
blood plasma, through biological test, this reveals that one part of
the agent remains in the plasma even after 3 hours of centrifugation
at 60.000 revolving turns per minute have sent all the heavy mole-
cules to the botton.

On the strength of these observations it seems justified to assume
that in the perfusion liquid as well as in the blood plasma the agent
is both free and yet bound to the protein.

On the other hand (point 6) the pancreatin, in hydrolizing the
protein, renders its action inactive, which constitutes a new proof
of the agent’s link to a proteic substance and of its being dependent
on the constitution of same. The biological activity of the liguid
(i. e. the capacity of its producing a tumour} is therefore principally,
but not exclusively, linked to the presence of the proteic substance;
it is not a particular property of the protein as such, but a property
due to the link that the protein takes on, as vector, towards a mole-
cular group which is endowed with the biclogical activity of produ-
cing a tumour. This active group would then constitute the « agent »
in a strictly specific sense; the support or colloidal vector may be
a favourable condition (point 5) or also an indispensable one (6).
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It is presence of the proteic vector wich causes those reactions
on account of which a proteic nature is generally ascribed to the
agent.

Whether the agent is always by the same colloidal vector, is
unknown; but it is more probable that it vary according to the
ambient in which the agent lies, i.e. protoplasmatic proteins in the
cell, plasma proteins in the blood, {point 11) haemoglobin in red
corpuscules, (point 12) etc. and I have even succeeded in transpor-
ting it on to the haemoglobin of various species of animals, (rabbits,
rats).

In ambients that contain various proteins, the agent may spread
n different ways among them, thus causing a state of equilibrium
that is regulated according to the laws of adsorbment. Thus, the
adsorbment compound resulting here from, through still constituting
a proteic molecular edifice, contains the active and specific factor,
be it enclosed or simply adsorbed.

The chemical composition of an active group, such as this, is
not as yet defined; only by mere assumption can we be led to thin-
king of it as akin to that of the catepsine, if we wish to take into
consideration the observation (point 13) that H C N greaily increases
the activity of the sarcoma agent.

After the publication of BERGMANN's works it is a well-known
fact that these proteinases not only part in the autolitical-cellular
processes, through hydrolitic function, but also that they take part
in the processes of proteic synthesis through inverted function.
Therefore, if in a system, based on a process of proteic synthesis
(new construction of cellular protoplasma) the adding of a chemical
substance, such as H CN whose action on the activity of the
catepsine is well-known, causes an enormous increase of those proteic
synthesis of which the essence of a tumour consists, it is perfectly
justifiable to admit that the agent possesses a catepsine constitution,
or one that is very much akin to it, The best known function of
the catepsines, i.c. the hydrolitic one, does not seem to have great
specificity, save for the optimal action on the owns proteins of the
organ; this latter function of organisation of the synthetic processes,
as BERGMANN says, is, on the contrary, strictly specific.

Pentimallt - 5



244 PONTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

Hence the ascertained specificily of the action of the agent in
a living organism.

One might be led to believe that whereas the catepsines with
hydrolitic function are to be found in all normal cells, as has been
known for long, the catepsines with synthetic function are fo be
found wherever there be an mncrease of living substance, as occurs
in tumours, and that these be the very cause of the unruly prolife-
ration of the cells. By this we do not wish to affirm that there be a
« cancer enzyme ». But it is justifiable to suppose that in the col-
lection of cellular enzymes, which does not — according to Green-
stein’s studies — undergo changes of any importance during a neopla-
stic transformation, there be a category of enzymes revealing an
inverted function that belongs to enzymes that are akin to catepsines.

The last question that arises is: whether these cnzymes with
inverted function are only responsible for the malignity in the special
case of chicken sarcoma, whose agent is separable from the cell, or
whether their existence may be also admiited in the case of tumour
in mammals.

6 - Pentimalli
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SUMMARY

The subject of my comunication regards the nature of the sarcoma
agent, This subject has never lost interest even though it seems to be fol-
lowing rather the trend initiated by those who admit a chemical nature
of the agent, than the opinien of those who sustain the living nature.
The testing maferial consisting of a sarcomaextract, even though relati-
vely purified, is still a foo gross one,

If instead of experimenting with a tumor extract, tumor’s perfusion
fiuid is used, a material as clear as water is obfained, containing the
agent, which if not in its pure state, is mixed with a number of other
substances, certainly inferior fo that contained in the extracts.

This perfusion fluid shows to have a biological activity when injected
into normal animals and all my experiments with this fluid suggest that
its capacity to give rise to a tumer is due to the presence of
a phospho-protein, which has an absortion-intensity three times
greater than that of plasma and therefore can not be identified as a
plasma protein,

Other experiments show that such a protein is only the colloidal car
rier of an actif highly specific group, which should Dbe, strictly speaking,
the genuine agent. The chemical constitution of this actif group is not
exactly identified, but we may suppose that it is an enzyme similar to
cathepsine at least if we must fudge by the fact that HCN greatly acce-
lerates its activity. It should be, of course, a cathepsine with inverted

function, according to BERGMANN.

RESUME
Le sujet de ma comunication concerne la nature de l'agent du sar-

come. Cet argument n’a jamais perds d'interét, quand méme il consi-
dére plutdt opinion de ceux qui reconnaissent la nature chimique de
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I'agent, que l'opinion de ceux qui en admettent la nature vivante. Le
matériel de recherche, consistant en un extrait de sarcome, quoique rela-
tivement purifié, constitue encore quelque chose de trop grossier.

Si au lien de travailler avec des extraits de tumeur, on expérimente
avec un liquide obtenu par la perfusion de la tumeur, on a un matéricl
clair comme Jeau qui contient l'agent qui n’est pas a4 l'etat pur, mais
il se trouve mélangé 4 une quantité de substances éirangtres certainement
pas paragonable & celle contenue dans les extraits de la méme tumeur.

Ce liquide de perfusion explique probablement une action biologigue
lorsqu'on Vadministre & des aninaux normaux et aprés les expériments
avee ce liquide méme on relient que sa capacité i produire une tumeur
est due & la présence d'une protéine phosphorée qui a une intensité
d’absorption trois fois supéricure 2 celle des protéines plasmatiques. Par
conséquent on ne peut pas identifier avec ces protéines,

On démontre avec d’autres expériments que la protéine phosphorée
représente seulement le vecteur colleidal d’un groupement actif qui est
trés spécifique et qui serait le vrai agent. La constitution chimique de ce
groupement actif n’a pas encore étée identifide avec exactitude mais on
pourrait supposer qu’il s’agit d’un enzyme comparable & une cathepsine,
tout en considérant que 'HCN accélére Leaucoup son activité.

Il devrait s'agir naturellement d’une cathepsine ayant une fonction

invertie, selon BERGMANN.

ZUSAMMENFASSUNG

In Fortfihrung frilherer Untersuchungen gewann Verfasser einen
Sarkomextrakt, der gegeniiber den sonst gewonnenen und gereinigien
wasserklaren Extrakten ein triibes Aussehen hatte und Feltsubstanzen
enthielt. Mit diesem Extrakt gelang es, Tumoren zu erzeugen. Verfasser
glaubt, dass die Tumorentsichung durch die Anwesenheit einer Phospha-
tase bedingt ist, dic jedoch lediglich ein Triger ciner hiologisch sehr
aktiven und streng spezifischen Substanz zu sein scheint, welche das
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wirkliche Sarkomagens darstellt. Die genaue chemische Formel dieses.
Agens konnte noch nicht festgestellt werden. Verfasser nimmt e¢in Enzym
dhnlich dem Katepsin an,

SOMMARIO

L’oggetto della mia comunicazione riguarda la natura dell’agente del
sarcoma. (uesto argomento non ha mai perduto d’interesse, anche se fu
avviato In una strada che non spunta tanto da coloro che vogliono rico-
noscerne la natura chimica. Il materiale di esperimento, costituito da un
estratto di sarcoma, anche se relativamente purificato, costituisce ancora
un materiale troppo grossolano.

Se invece di sperimentare con estratti di tumore, si sperimenta con
liquido di perfusione di un tumore, si ha un materiale, limpido come
acqua, che contiene l'agente, se non allo stato puro, accompagnato da
una quantitd di sostanze di certo non paragonabile a quella degli estratti.

Questc liquido di perfusione si dimostra biclogicamente attivo se ino-
cuiato in un animale normaie e tutti gli esperimenti da me fatti con esso,
inducono a ritenere che la sue capacitd di produrre un fumore sia dovuia
alla presenza di una sostanza proteica fosforata, che ha una infensitd di
assorbimento tre volte maggiore di quella del plasma, ¢ percid non pud
essere identificata come proteina plasmatica,

Con altri esperimenti si pud dimostrare che tale proteina ¢ soltanto il
vettore colloidale di un gruppe attivo, altamente specifico, che sarebbe
il vero agenfe in senso stretto. La costituzione chimica di questo gruppo
attivo non & definita; ma si potrebbe supporre che si tratti di un fermento
simile alle catepsine, almeno a giudicare dal fatto che 'HCN lo aitiva
straordinariamente. Si tratterebbe, naturalmente, di una catepsina, a fun-

zione invertita, secondo BERGMANN.
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DISCUSSION:

Cowpry asked how great was the increase obtained when H C N
was added to transfusate in fumour production. PENTIMALLI answe-
red that perfusate + HCN gave tumours when the same perfusate
without HCN did not.

GREENSTEIN: In order to prove that the virus agent had catheptic
activity in the presence of HCN, was the agent ever inoculated with
denatured protein and the digestion followed?

PuNTIMALLI answers: In order to give clear evidence, experi-
ments of this kind have fo be carried out with a highly purified
agent. This is at present not yet possible.

GREENSTEIN: Is the hemoglobin-virus comhination more active
than the virus alone?

PENTIMALLT answers: No.

Sanz IBANEZ pregunta a PENTIMALLI como hace la demosiracién
que que ¢l agente es adsorbido por la célula embrionaria y no por
la normal y que influencia tienc ¢l pH en la prueba.

PENTIMALLI risponde: Questa dimosirazione & stata data da me
con prove di adsorbimento dell’agente su cellule adulte e su cellule
embrionali, e solo in quest’ultimo caso si & avuto risultato positivo.

SaNz IBANEZ pregunta a PENTIMALLI si la hemoglobina para.
la adsorcién es hemoglobina substancia o la de los eritrocitos.

PENTIMALLY risponde: I.’agente viene adsorbifo dagli eritrociti,
ma jo credo anche dalle molecole dell’ emoglobina, sulla base di
ricerche spetfrografiche e di ultracentrifugazione.
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Marsin: Avez-vous fait des dosages par dilutions successives
pour montrer que 'HCN reactive Pagent de Rous?

PENTIMALLI répond: J'ai fait de telles dosages avec résultat
positif,

Maisin: Avez-vous étudié la teneur de votre liquide de perfu-
sion en acide ribonucleique?

L’acide ribonucleique pathologique présent & 1'état de traces
ne pourrait-il étre rendu responsable de l'apparition des tumeurs
dans le liquide de perfusion?

PENTIMALLI répond: I est trop t6t d’attribuer la propriété
infective 4 I’acide nucléique (de tous les deux types). Ce point fon-
damental pourra étre établi seulement quand on aura & disposition
I’agent hautement purifié, de facon que l'on soit arrivé A la condition
idéale que chaque particule de I'agent soit indefective.

Marsiv: Avez-vous étudié I’ action des ribonucleases sur le
caractére « infectant » du liquide de perfusion?

PENTIMALLY répond: Il n’a pas été prouvé.

PEAcOCK: Was reaction of HCN in increasing the infectivity
of tumour perfusate a protective effect against oxidation?

PENTIMALLI answers: Experiments of that kind have not been
made,
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THE MODE OF ACTION
OF THE CARCINOGENIC HYDROCARBONS

Pror, P, RONDONI (Minano)

I. - THIOL GROUPS AND CANCEROGENESIS

The aromatic polycyclic hydrocarbons are neaxly insoluble in
water; bul some solubility in the organic fluids and in protoplasm
is not gnite absent, owing to the lipoidal contenis of these body
constituents. Lipoids may represent the pathway which carries the
hydrocarbons (carcinogenic or nof} in the most intimate structure
of the protoplasm. Here, if the hydrocarbon is carcinogenic, a chain
of reactions is started which leads to malignancy. Previous work in
this and other laboratories makes very likely an interaction between
the active regions of the hydrocarbon and some cell protein (nucleo-
protein?), which undergoes a kind of denaturation (RONDONI, 1939,
1640, 1041, 1946) and according to a rather diffuse working hypo-
thesis may be transformed in something like an {endogenous) pro-
teinvirus (RONDONI 1930-Ig46; POTTER; FLASCHENTRAGER a. BUL-
LET). Some researches point out to thiol-groups as those atomic
groups in proteins which are in some way affected by hydrocarbons:
so CRABTREE was able fo demonstrate that certain substances which
readily combine with SH-groups can partially inhibit the carcinogenic
power of 3,4-benzpyrene; and a blockage of cellular SH-groups,
preventing the access of the carcinogen was admitted. GAETANI in
our laboratory found that benzpyrene and methylcholanthrene exert
some inhibition on papain digestion of gelatine (Table I), while
some non-carcinogenic hydrocarbons are devoid of such action. Older
researches of Pozzr and of RonpoNi and BELTRAMI had shown a
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partially inhibiting action of benzpyrene on cathepsins in vitro and
in vivo. As papain and cathepsins are SH-enzymes, i.e. enzymes
whose activity is bound to presence of SH-groups in the enzyme mo-
lecule, it may be assumed that the inhibiting power of the hydrocar-
hons is related with an interaction with the thicl-groups of the enzyme

TARLE I, — Proteolyiic action of papain on gelatine
(Increase of formol-acidity in ml 0,05 n NaOfH)
X X . Papaln with bzp. suspension : ml
Digestien TFapain
‘ 7

after hours alone .25 | 0,5 1o - 20 5o 58 40

2 0,60 - ! — — — [ e 0,20 B
[
4 0,85 - | — lo6sg; — e | 035
2 o,7¢ - - 0,50 - 0,25 | 0,30 - -
4 ¢,85 — e 0,70 | — | 6,35 | 0,35 | — —
: ] i
2 0,50 — 0,50 | 0,40 | — 0,25 | 0,20 { — ! 0,20
|

4 0,65 — 10,70 | 0,55 | — ! 0,40 | 0,40 | — | 0,35
2 0,75 1055 | — 065|055 | 055 05 | — ! 055
4 0,65 0,90 | — ; 080|050 i 08¢ o075 —_ 0,80
2 075 | — | — | —  — | — losof — | —
q ¥,00 — - | 080 — — g 0,65 — e
2 0,65 | — | 0,70 | 0,60 ~ | 055|050 — | 050
4 0,90 — e85 1o | — 0751050 — 070

or of some enzyme activator. Ronponi and BoreTTr {ried to study the
contents of thiol-groups in a water-souuble protein fraction of some
organs of rats after intraven. injection of benzpyrene. The SH-groups
were estimated in water-extracts of organ 1-21 days after the injec-
tion (modified method of Mirsky-AnsoN). Comparative determina-
tions on normal, not treated rats were made. The results were not
very striking, though a diminution of thiol groups in liver protein
and perhaps in kindney poteins after hzp-injections may be admitted
{s. Table II).
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The liver is the organ, where the greatest amount of injected
bzp. is stored (BOYLAND and WEIGERT); so our resulis seem to agree
with this finding and may demonstrate some partial blockage of thiol-
groups of proteins. Of course a research on some other protein
fractions, chiefly on those fractions which are more intimately bhound
to the cell structure and are not easily extracted by water, would
have been more important; but we could not dispoge on such large
amounts of tissues to work upon as GREENSTEIN and coll. did in

Tarrre il
SH-groups expressed as mgr cysteine
for 1 mpr N precipit. by trichloro-acetic acid

Liver Kidney Muscle Lung
Mean values for
5 control rafs . . 0,045 0,033 0,943 0,025
Mean values for
6 bzp. injected rats 0,035 0,030 0,041 0,021

their comparative researches on SH-groups of nuclecproteins of rat
hepatomas and rat livers.

GaLLico has found a certain diminution of succinic dehydro-
genase activity in some tumours, which may be referred to a dimi-
nution of free SH-groups, as we know (Hopkins a. coll.) that this
enzyme necds the presence of such groups in its molecule for a
normal activity. It is therefore possible that also other carcinogenic
agents besides the powerful hydrocarbons can block thiol-groups of
highly specialised proteins; although according to Garrico and Bo-
RETTI in rats hepatoma produced by o-amino-azotholuene a decrease
of thiol-groups in water soluble proteins seems to appear rather late,
when the tumour is well constituted. In such rat livers the decrease
of succinic and malic dehydrogenases is more precocious, appearing
before onset of neoplastic changes. However, in judging decrease of
thiol-groups as well as of cerlain enzymatic activities, one must not
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forget that many transplant-and experimmental tumours show large
regressive changes, which may account for such findings. The livers
of tumour bearing rats showed often normal or increased contents
of succinc dehydrogenase ((GALLICO}; i.e. a enzyme paltern rather
different from the tumour itself. But we have not many observations
on this point.

Now we have begun to investigate on a larger basis whether
different carcinogenic and non-carcinogenic hydrocarbons can inhibit
proteolysis (RONDONY 1048 a. RoNpoNI and Bassr), The results may
be summarised as follows:

It is confirmed that papain digestion (on gelatine} is partially
inhibited by benzpyrene {in watery suspension as well as in coffein-
solution); such inhibition appears also against papain which was
activated by cysteine ov BAL (DBritish Antilewisite: dimercaptopro-
panol). The inhibition is still stronger against cathepsins (autopro-
teolysys in extracis from rat sarcoma or horse liver); here the acti-
vating function of cysteine and BAL is completely suppressed by
benzpyrene. Acetylaminofluorene and aminofluorene (Hydrocarbons
derivatives, recently introduced in the experimental carcinogenesis)
behave like benzpvrene in inhibiting proteolytic enzymes and in
contrasting more or less completely the activating function of sul-
phydryl compounds.

The non carcinogenic hydrocarbons phenanthrene, anthracene
and pyrene gave no such resulfs.

We may report (Table III) a tvpical experiment with horse
liver extract, benzpyrene and cysteine (R. and Bassi).

One can see a rather strong bzp. inhibition; and the full sup-
pression of SH-activation by bzp.

It is worth remarking that some carcinogenic substances were
able to prevent nearly completely the activating function of such
SH-compounds as cysteine and BAL on some SH-enzymes. We may
mention for a comparison the researches of CALCUTT and NEWHOUSE
concerning the photodynamic action of benzpyrene on Paramaecium
such action is partially inhibited by cysteine. So a SH-compound
can interfere with an hydrocarbon in two ways: the hydrocarbon
may prevent the activating function of such ‘compound on some
proteolytic enzymes on one hand; and a toxic function of the hydro-
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carbon (affecting Protozoa} in presence of light is prevented by the
SH-compound on the other hand.

We have tried (R. and BARBIERI) to extend our researches lo
a larger number of carcinogenic as well as of non-carcinogenic hy-
drocarbons, in order to better establish whether the interaction with
thiols is really a character of the cancer producing hydrocarbons or

TaprLe III.

Four mixtures were prepared:

a) Horse liver extract, prepared according to Waldschmidi-Leitz and
Dentsck, ml. o; distl, water ml. 159; acet. puffers (pH 4) mi, 12,

. m .
6) Liver extr. as above; d.water ml. 149; o cysteine chlor. ml. 10;
puffers as above, s

¢) Liver extr. as above; d. wat. ml. 154; Dbenzpyrene suspension (ml. 1
aceton solution 0,59, drepped in ml 10 boiling d. water) ml 5
puffers as above.

@) Liver extr. as above; d. wat. m}. 144; benzpyrene suspension as above

ml. 3; T;% cystein chlor. mi. ro; puffers as above.

Formol titration after 3 and 6 h incubation (3%
Digestion {ml, 0,05 1. sol. NaOH)

@ & [ d
After sh. . . . . ., . , 0,20 0,40 0,05 0,30
» 6k, . . .. 0, ©,85 1,15 0,25 0,85 l

rather a common feature of many of such compounds, due to some
general physical property without any connection with the carcino-
genic activity. The general method was the same as shown in Ta-
ble ITI. ¥ owe most of the hydrocarbons to the kindness of Prof. J. W.
Cook, Glascow, to whom I express my best thanks. The results are
resumed in table IV,

There is a rather striking concordance between carcinogenic
activity of every compound and its inhibitory function on autopro-
teolysis, although some not very deep divergences may be noted,
which may be ascribed to different solubility or other disturbing
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factors. On the whole we may say that some carcinogenic substances
{(hvdrocarbens, acetylaminofluorene; less clearly an azocompound)
block more or less thiol groups and therefore inhibit SH-activated
enzymes.

I have tried to investigate the ability of some hydrocarbons
to react in vitro (watery suspension} with thiol groups of cysteine,

Tasre IV, — Auloprofeolysis in lver exiracis.
LEfect j i
Hydrocarbons or other substznces ¢ m.l ]310205:_1€a1
nroleolysis [unction
Benzpyrene . . . . . . . . . +4+ ca
Methylcholanthrene . . . . . . ++ ca
‘ Pyrene . . . . . . .« . . .. 0 Noun-ca
Anthracene , . . . . . . . . 0 Non-ca
Phenanthrene . . . . . . ., o Non-ca
Perylene . . . . . . . . . . o Non-ca
i,2,35,6-dibenzacridine . . . . . o Sica
1,2, 5, 6-dibenzanthracene . , . . ++ ca
3, 4, 3, 6-dibenzphenanthrene . . o Nen-ca
1, 2-dimethylchrysene . . . . . + Sl.ca
1,2,5,6-dibenzfluorene . . . . . N ca
g, ro-dimethyl-1, 2-benz anthracene, —t ca
Acenaphthanthracene . . . . . — Non-ca/Sl.ca
Acetylaminofluorene . . . . . . + -+ ca
o-aminoazotoluene . . . . . e e E ca
| b
|
! Fffect on profeolysis: Hiological funclion:
| ++ a2 evident inhibition Ca = carcinogenic
+ == slight inhibition Shea == slightly carcin.
i 4 fnhibition of cysteine activation only Non-ca = noun carcinogenic.
I o weno inhibition at all

estimating free not blocked groups by reduction of ferricyanide fo
ferrocyanide and colorimetric determination of latter as Prussia blue
according to Bacg, CrEveemont and Freperre and to GorrarT and
P. Fiscuer. It is quite evident that some hydrocarbons (benzpyrene)
and acetylaminofluorene bind, in certain proportions, the SH-groups;
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that other compounds, carcinogenic as well as inactive, do not or
in a scanty measure. However a concordance between SH-binding
power and biological activity is not regular: e. g. methylcholanthrene
has given uncertain result: while anthracene {non carc.) has bound
strongly. But we have here a rather gross experiment, which can-
not imitate the interaction with an enzyme system and much less
with components of the living cell.

I may perhaps support the hypothesis that cancer is the effect
of faulty protein synthesis, produced by many agents having some-
times their point of attack in SH-groups of some cell proteins. Some
carcinogens as well as some mutangens may perhaps be compared
with the « substances thiolprives » of Bacg. The inactivation of the
hydrolytic function of endocellular proteinases may even play some
hitherto unexplained role in the malignant transformation of cells:
it might perbaps facilitate some abnormal synthesizing process.
The chemical change, transforming a normal protein (nucleoprotein
or liponucleoprotein) in a kind of endogenous virusprotein, i. e.
iy a new, abnormal inney ovganisator, overbearing the system of
normal cell organisators (Rowboni, 1948 b), may be by itself very
small; but can be enough for upsetting the life of the cell (perhaps
by changing some ultrastructural implements) and for impairing or
suppressing the sensibility of the new formed more or less dediffe-
rentiated protoplasm to the organismic regulation. A comparison
between neoplastic cell transformation and protein denaturation was
attempted by me: the carcinogenesis may be a problem of physical
chemistry of proteins (1946).

IT. - MAGNETIC BEHAVIOUR OF SOME CARCINOGENIC SUBSTANCES

The « electronic theory » of carcinogenesis is gaining more
aind more evidence, at least concerning aromatic hydrocarbons and
related substances, The existence of a relation between the elec-
tronic configuration and carcinogenic activity of organic molecules
was suggested by O. SCHMIDT; and since then has been confirmed
by A. and B. PuLLman, who however recognised that the quantum-
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mechanical calculations adopted by SCHMIDT were insufficient and de-
vised new methods in order to verify the proposed relation.

R. DauDEL and A. PuLLMaN have shown in many carcinogenic
hydrocarbons the existence of an highly charged K region, situated
at the mesophenanthrene bond; and a « K region-hypothesis » was
emitted and developed (A. PULLMaAN). Benzene ring according
to the resonance theory is calculated to be an hybrid of dif-
ferent structures, Kexuri forms as well as DEwARr forms; now,
summing the charges required for each of these structures, PULLMAN
was able to draw a molecular diagram showing the distri-
bution of = electrons {B electrons of O, ScHMIDT). Such cal-
culations were extended to many aromatic hydrocarbons; and
of late A. and B. PULLMAN (1948) tried to include in their hypo-
thesis other cancerogenic compounds (aminostylbenes, azocompo-
unds). For recent conceplions on mode of action of cancerogenic
hydrocarbons I may refer to the article of . M. BADGER.

Now a further progress on such line of research may be made
by studying some physical properties, which are known to he
strictly dependent upon electronic structure. An important one of
such properties is the bebaviour in an inhomogeneous magnetic
field; the diamagnetissm, which is a common feature of all bodies,
according to the Langevin's theory, is related with the electronic
orbits in atoms. The researches of PACAULT represent an important
development of magnetochemistry on this point: he compared the
experimental values of magnetic suscettibility () with the values
which can be calculated on the ground of KExULE bonds as well
as of abnormal bonds {DEwaR), and came to the conclusion that
every experimental value of 7 is comprised between the theoretical
values,

T give here an account of some researches {with G. Mavr and
E. GALLICO) on magnetic suscettibility of some aromatic hydrocar-
bons and a few other compounds.

The measures of y were made in an inhomogeneous field with
a magnetic pendulum of the type Weiss-Toex, modified by G.
MaYR: all measures were related with water x (0,72 x I0-6);
control experiments with water, bismuth, mercury were also made.
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Temp.: 20"-22°. The values of ¥ mol, were derived according to
the classical formules and to the datas of W, KrEmm. The calcu-
lations of y from the admitted normal electronic distribution were
made according to PACAULT, The two sets of results, those exper-
imentally found, and those which were calculated on the admission
of a normal electronic structure, were compared: s. table. V.
Whereas non cancerogenic compounds (acenaphthanthracene
perhaps endowed with a slight activity; perylene; 3.4,5,6-dibenz-
phenanthrene) show a fair coincidence of the two values, in the
case ol carcinogenic substances the experimental value of the
susceptibility remains more or less below the calculated one. This
difference is most siriking for benzpyrene, less for methyi-
cholanthrene, still less for the other substances, which are all carci-
nogenic, although not so much as the two named above. This
behaviour of  in carcinogenic substanees may express the abnor-
mal distribution of clectrons, brought about e¢. g. by electron-at-
tracting or electron-repelling substituents, with formation of aclive,
highly charged centres in the molecule, very apt fo react with cell
constituents. The amount of the difference may be related with

Tasre V. — Magnetic susceltibility (y).

I X 106
i x N' . . .
Substances of measures | Eiological function

Calculated
values Found values

Methylcholanthrene. .| —o0,95 | — 0,68+ 0,34 48 ca
3, 4-Benzpyrene . . .| —o,73 - 0,59 - 0,06 36 ca
Acenaphthanthracene . | — 0,73 | — 0,73 4 0,03 48 Non-ca/Sl. ca
Acetylaminofluorene .| — 0,66 | — 0,634+ 0,02 48 ca
Perylene . . . . .: —0,68 — 0,60 4. 0,03 42 Non~ca
1,2,5, 6-dibenzofluorene | — 0,73 | — 0,69 - 0,03 42 ca
3,4, 5, 6-dibenzphenan-

threne .. . =072 | —0,73:0,03 48 Non-ca
o-aminoazotoluene . , | —o,64 ~ 0,67 }- 0,02 36 ca
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number of electron couples which fail to give a contribution to the
diamagnetism (s. further researches of MAYR, in press) and with the
statistical distribution of different structural types in the molecule
entering in contact with the living matter.

GENERAL CONCLUSIONS

Some carcinogenic and non carcinogenic hydrocarbons and
refated substances have been submitted to a double direction of
investigation:

I. The relationship between catrcinogenic activity and ability
to react in vivo and in vitro with thiol groups. A certain decrease
of chemically estimated SIH-groups in the liver of rats injected with
3,4-benzpyrene was found; low contents of succinodehydrogenase
(i.e. of an enzyme requiring SH-groups for its fonction) were found
in some experimental and transplant tumours; a fair concordance
between carcinogenic power and inhibitory fonction on SH-activated
proteolytic enzymes (papain, cathepsin) was established (carci-
nogenic compounds were rather regular inhibitors, rteacting with
activating cysteine or BAL; non carcinogenic compouads did not
show inhibitory function on proteotysis and did not suppress the SH-
activation).

II. The «electronic theory » of O. SCHMIDT modified and
corrected by A. and B. Purnmax, Pacavrr, ctc. admits that a
pecnliar concentration of electrons @ in some part of the molecuie
may explain the carcinogenic function of some hydrocarbons and
of other organic compounds. Now the magnetic suscettibility (1)
of some compounds (diamagnetism) has been investigated. Whereas
3 non carcinogenic hydrocarbons showed experimental values of 7
which coincide with the values that could be calculated according
to PacauLrr on the basis of a normel clectron distribution, 5 car-
cinogenic compounds gave always experimental values below the
calculated ones. Latter finding may be interpreted as a deviation
from the normal electronic disiribution, i.e. as the predominance
in the molecule of structural iypes presenting abnormal condensa-
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tions and rarefactions of the electronic cloud, with constitution of
active centres.

The carcinogenic activity of hydrocarbens and perhaps of other
compounds may depend upon the size and shape of the molecule;
but also on some ability to react with some cell constituents; very
likely with thiol groups of proteins. Such reaction initiates the chain
of events which give rise {o the malignant transformation. The
electronic distribution in the molecule affects likewise the biological
function; and even may have some relation with the inhibition
exerted by carcinogenic hydrocarbons on some proteolytic enzymes.
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SUMMARY

Some carcinogenic and non carcinogenic hydrocarbons and related
substances have been submitted to a double direction of investigation:

I. - The refationship between carcinogenic activity and ability to react
in vivo and in vitro with thiol groups. A certain decrease of chemically
estimated SH-groups in the liver of rats injected with 3,4-benzpyrenc was
found; low contents of succinodehydrogenase (i.e. of an enzyme requi-
ring SH-groups for its fonction) were found i some experimental and
transplant tumours; a fair concordance between carcinogenic power and
inhibitory fonction on SH-activated proteclytic enzymes (papain,
cathepsin} was established (non carcinogenic hydrocarbons generally did
not inhibit proteolysis; carcinogenic compounds were rather regular inhibs-
tors, more or less suppressing even the activating function of cysteine
or BAL).

IL - The magnetic susceptibility y of some compounds (diamagnetism)
has been investigated. Whereas 3 non carcinogenic hydrocarbons showed
experimental values of ; which coincide with the values that could be cal-
culated according to PACAULT on the basis of a normal eclectron distri-
bution, § carcinogenic compounds gave always experimental values below
the caiculated ones, Latter finding may be interpreted as a deviation from
the normal electronic distribution, i. ¢. as the predominance in the molecule
of structural types presenting abnormal condensations and rarefactions
of the electronic cloud, with constitution of acfive centres.

The carcinogenic activity of hydrocarbons and perhaps of other
compounds may depend upon the size and shape of the molecule; but also
on some ability to react with some cell constituents, very likely with thiol
groups of proteins. Such reaction initiates the chain of events which give
rise to the malignant transformation. The clectronic distribution in the
molecule affects likewise the biological fonetion; and even may have some
relation with the demonstrated inhibition of some proteolytic enzymes.

14 ~ Rondont



SEMAINE D’'ETUDE SUR «LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 265

RESUME

On a ¢tudié des hydrocarbures et des substances corrélatives cancé-
rigénes et non cancérigénes & deux points de vue:

I. - La r€lation entre l'activité cancérigéne et Paptitude & réagir in
vitro et in vivo avec les groupements thiol. En effet on a trouvé une cer-
taine diminution des groupements-SH démontrables chimiquement dans
le foie des rats injéctés avec du 3,4-benzopyréne; un taux assez bas de
succinodehydrogenase (c’est & dire d’un enzyme cxigeant des grou-
pements-SH pour son activité) fut constaté dans quelques tumeurs cxpe-
riméntales et transplantables; surtout on a élabli une assez nette concoi-
dance entre Ie pouvoir tumorigéne et la fonction empéchante vis-A-vis des
enzymes protéolytiques activés par les groupements thiol (papaine,
cathépsine): les hydrocarbures non cancérigénes en général n’empéchent
pas la protéolyse, tandis que les substances cancérigénes cssayées inhibent
plus ou moins la protéolyse, en réagissani avec la cysteine en fonction
d’activateur (dans quelques expériences aussi avec le BAL).

II. - On & étudié la susceptibilité magnétique (y) de quelques
corps (diamagnétisme): tandis que la y de 3 hydrocarbures non cancé-
rignes présente des valewrs expérimentales coincidantes avec celles cal-
culées selon PACAULT dans I’admission d’une distribution régulitre des élec-
trons, 5 substances cancérigénes donnent toujours des valeurs expérimen-
tales au dessous des valeurs calculées. On pourrait interpréter ce dernier
résultat en admettant un trouble de la distribution électronique nor-
male, c’est 4 dire la prédominance dans la molécule de types structurels
présentant des condensations et des rarefactions du nuage électronique,
avec formation de centres actifs,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Wirkungsweise der kanzerogenen Kohlenwasserstoffe und anderer
verwandter kanzerogenmer und nichtkanzerogener Stoffe wird von zwei
Gesichtspunkten aus untersucht:

I. Bei bestimmten Stoffen findet sich eine Verminderung der SH-
Gruppen in der Leber von Ratten, welche mit Benzpyren behandelt
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wurden. Ebenso findet sich eine Verminderung der Sukzinodehydrogenase
in zahlreichen Experimentaltumoren. Es besteht ein Zusammenhang
swischen der Tumorerzeugnng nnd der Hemmung Dbestimmter Eiweiss-
fermente.

Die nicht kanzerogenen Kohlenwasserstoffe hemmen im allgemeinen
die Proteolyse nicht, wihrend alle kanzerogenen Substanzen sie mehr oder
weniger hemmen,

2. Die Elekironentherapie von 0. ScuMipt, modifiziert durch Pury-
man  und Pacavrt versucht eine Erklirung zwischen der Elektronen-
verteilnng und demn Grad der Kanzerogenitit zu geben.

SOMMARIO

Si sono studiati degli idrocarburi ¢ sostanze correlate cancerogene
e non cancerogene in due diverse direzioni:

1. - La relazione fra 'attivifd cancerogena e l'attitudine a reagire in
vitro ed In vivo con dei gruppi sulfidrilici. Infatti si & trovata una certa
diminnzione dei gruppi SH dimostrabili chimicamente nel fegato dei ratti
iniettati con 3,4-benzopirene; un contenuto assai basso di succinodeidro-
genasi (ossia di vn enzima che richiede i gruppi SH per la sua attivitd)
fu conslatato in alcuni tumori sperimentali e da trapianto; sopratutto si
¢ stabilita una assaj netta concordanza tra il potere cancerogeno e la
funzione inibitrice di fronte ad enzimi profeolitici attivabili dai gruppi
sulfidrilici (papaina, catepsine): gli idrocarburi non cancerogeni in gene-
rale non inibiscono la proteolisi, mentire che le sostanze cancerogene spe-
rimentate inibiscono pitt o meno la proteolisi reagendo colla cisteina in
funzione di attivatore (in alcunc esperienze pure col BAL).

I1. - Si ¢ studiata fa suscetlibility magnetica () di aleuni corpi (dia-
magnetismo) : mentre cbe la suscettibilith magnetica di 3 idrocarburi non
cancerogeni presenta dei valori sperimentali coincidenti con quelli calcolati
secondo Pacaunt nella ammissione di una distribuziene regolare degli elet-
froni, 5 sostanze cancerogene danno sempre dei valori sperimentali al di
sotto dei valori calcolati, Si potrebbe interpretare questo resultato ammet-
tendo un perturbamento deila distribuzione elettronica normale, vale a dire
la predominanza nella molecola di tipi strutturali presentanti delle conden-
sazioni ¢ delle rarefazioni della nuvola elettronica, con formazione di cen-
tri attivi
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DISCUSSION:

Ruzicka: Ls ist nicht moeglich allgemeine quantitative Gesetz-
maessigkeiten aufzustellen ueber irgend eine physiologische Wirkung
und die chemische Konstitution der Verbindungen, welche die Wir-
kung hervorrufen. Es sind dariiber schon viele Beispiele bekannt aus
allen moglichen Gebieten, so z.B. bel Riechstoffen, Arzneimitteln,
Hormonen and Vitaminen. Prof. BERENBLUM hat in der Diskussion
eben Beispiele gegeben aus dem Krebsgebiet {z.B. Umkehrung der
Stirke der carcinogenen Wirkung von Benzpyren und den Verbin-
dungen aus der Mutterlauge vom Benzpyren bei Kaninchen und
Miusen). Zahleriche Erfahrungen zeigen ferner dass man nicht irgend
eine bestimmte Stelle einer phisiologisch wirksamen Verbindung fir
das Zustandekommen der pysiologischen Wirkung verantwortilich
machen kann. Man kann den Anteil der chemisch reaktionsfihiger
Stelle eines Molekils an dem Zustandekommen der physiologischen
Wirkung nicht trennen von dem Anteil des Gbrigen chemisch wenig
reaktionsfihigen Teils des Molelkiils, Auch dafiir hat man unzihlige
Beispicle aus den verschiedensten Gebieten physiologischer Wirkun-
gen. Die cancerigene Wirkung der bekannten polycyclischen aroma-
tischen Kohlenwasserstoffe kann daher wohl nicht in quantitativem
Sinne von irgendeinem Teilgebiet des Molekiils abhingig sein, wie
z.13. von der sogenannten K-Region. Als ein Beweis daftir kénnen
dic von Prof. Berenblum angefithrten Beispiele betrachtet werden.

Ein anderer Beweis liegt in den Beobachtungen dber die Prof.
RONDONT berichtete, ndmlich in der Tatsache, dass bei 5 cancerige-
nen Verhbindungen die Konzentration der Elektronen {gemessen durch
Bestimmung der magnetischen Susceptibilitit) deutlich geringer ist
als bei 3 nichl cancerigenen Verbindungen. Diese DBeobachtungen
zeigen deutlich, dass es nicht mdglich ist gewisse Gesetzmassigkeiten,
die auf einem bestimmien eng begrenzten Gebiet aufgestellt werden
konnten, chne weiteres auf andere Gebiete zu dbertragen.
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THE ETIOLOGY
OF MAMMARY CANCER IN MICE*

Pror. JOHN J. BITTNER (MINN250TA)

Intil 1933, it was generally considered that mammary cancer
in mice resulted from the interaction of the hormones and genetic
susceptibility, However, the first reciprocal crosses between homo-
zygous strains revealed that the mothers of the cancerous strains
contribued some « inflnence » which was not transmitted by the
males of the same strains (Staff of the Jackson Memorial Labo-
tatory and Korteweg, for literature see [1-5]).

In an attempt to determine how this maternal influence might
operate, the young mice born to females of cancerous sirains were
rermowed soon after birth and were transferred to foster mothers of
low cancerous lines. These fostered mice had a very low incidence
of mammary cancer as compared with the young of the same strain
which had been nursed by their mothers. Thus, it was demonstrated
that some agent was {ransferred in the milk of females of cancerous
strains which influenced the genesis of this discase.

To obtain a low incidence of mammary cancer in the fostered
mice, the young must be removed from their mother soon after
birth. No significant reduction in the incidence may be obtained

* These studies have been assisted by grants from the Citizens Aid Society
of Minneapolis, the National Cancer Institute of the U.S. Public Health Service,
the American Cancer Society npon recommendation by the Committee on Growth
of the National Research Council, the Minnssota Division, American Caucer
Seciely, the Cancer Research Fund of the University of Minnesota Graduate
School, and the Elsa U, Pardee Foundation.
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if the young are permitted to nurse their mother for 24 hours. The
females of the cancerous strains will fransfer the agent to the young
born in their first litter—they do not have to be cancerous. If the
fostered mice did not obtain any of the agent, now called the mam-
mary tumor milk agent, from their mother before they were {rans-
ferred, they may nurse their progeny and they likewise will show
few tumors. The descendants of the mice fostered in 1934 are being
continued and one line has been maintained for approximately 35
generations and has had an incidence of less than one per cent.

When mice of strains with a low incidence are nursed by females
of cancerous strains, the results are determined by the genetic consti-
tution of the strain. Some continued to show a low incidence
following the introduction of the milk agent while others were found
{o have a high incidence. These latter stocks were susceptible for
the development of mammary cancer but had a low incidence
becansc one of the causative factors was lacking.

In 2939, a theory was advanced that mammary cancer in mice
usually resulted from the action of three causative factors, which are:

1. Hormonal stimulation
2. An inherited susceptibility
3. The mammary tumour milk agent.

The relationship of the causative factors has not been completely
determined. No theory that has been suggested will explain all of
the experimental data—Dby selecting certain results it is possible to
support one hypothesis whereas other experimental observation will
disprove the same theory. One might state that the most consistent
observations one secures in cancer research are the incompatible
data which are oblained when one altempts to duplicate certain
findings.

It should be mentioned at this point that there is not, from
present data, any nursing influence involved in the genesis of any
other type of cancer in mice.

Soon after the influcnce of foster nursing was observed, with
the development of lines with low incidences, it was found that if the
progeny of these mice were nursed by females of cancerous lines,
a high incidence of mammary cancer was again realized. Likewise,
it was found that if extracts of milk, lactating mammary tissue or
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spontaneous mammary cancer were injected into susceptible mice
without the milk agent, these mice also showed high incidences.
Because of these observations it has been possible to determine the
distribution of the milk agent and to study its properties. Details are
given later.

Each factor in the genesis of mammary cancer is of approx:-
mately equal importance and each is nearly completely determining
in its effects. This may be clearly seen by a comparison of the
incidences that have been obtained in three straine of mice under
different experimental conditions. Breeding females of the A and
CsH stocks with the mille agent have incidences in excess of go per
cent, Without the hormonal stimuli of breeding, the virgin females
of the A strain will have an incidence of about 4 per cent while the
virgins of the CH stock may have 1the same incidence as the
breeding females, but the tumors develop at a later average cancer
age. The reciprocal hybrids between these {wo cancerous strains
have high incidences when they are maintained as either virgins or
breeders. When mice of these cancerous susceptible sirains do not
have the mammary tumor milk agent—as the result of foster
nursing—low incidences are obtained regardless of the degree of
hormenal stimulation. Several studies have been reported on the
incidences in « low susceptible » strains with the milk agent; inci-
dences of less than 1o per cent have been observed for several stocks
and ANDERVONT has published that mice of one line of the C,, black
stock will not give rise to mammary tumors after being nursed by
females of the C;H strain and neither will they propagate the milk
agent. Using mice of other lines of the same sirain various
investigators have found that not only may tumors develop but the
agent may be transferred for several generations. Mice should be
tested with the milk agent and maintained as breeders before they
are stated to have a « low susceptibility » for mammary cancer.

The characteristics of mammary cancer, in that it usvally resuits
from the action and interaction of several causative factors, make
it difficult to study the genetics of the inherited susceptibility. In
one experiment we found that the incidences in the hybrids were
mfluenced by the litfer in wich the young were born and the age
at which the mothers developed mammary cancer, These findings are
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not representative for all hybrid crosses, however. Linkage has been
demonstrated in mice of the A stock between one of the genes
which determined the inherited snsceptibility and the gene for brown
coat color. In unpublished data it has been observed that reciprocal
hybrids with comparable genetic constitutions will have different
incidences depending upon the source of the mammary tumor milk
apent. Several investigators have observed that the incidences in
cancerous strains may be altered following nursing by females of
other cancerous slrains. These studies suggest that we may have a
different millk agent in the various strains and that the activity of
these « agents » may be influenced by the inherited make-up of
the hosts.

In addition to the inherited susceplibility for mammary cancer,
the genes play a role in controlling the hormonal mechanism, at
least in  virgin females. This may be seen in determining the
incidence of mammary cancer in non-breeding females and has been
terined the inherited hormonal influence. This hormonal factor was
originally demonstrated by reciprocal crosses between the cancerous
A and C,H stocks. While the former has a low incidence as virgins
the laiter gives a high incidence and the reciprocal hybrids even when
they were maintained as non-breeders also had high incidences.
Thus the mechanism which controlled a high incidence in virgin
females was found fo be transmitted.

The F, hybrids between the A and C,II sirains were used by
HusEsy and the writer [6] to study the function of certain endocrine
organs of the two strains by placing them in the common environment.
This was accomplished by ovariectomizing the hybrids when approxi-
mately one month of age and grafting a pair of ovaries from month
old females of either A, C,H, or I, mice. Transplantation was made
deep in the axillary tissue of the recipient animal. In the hybrid
animals the ovaries would be under very similax or identical pituitary
stimulation and the hormones produced would act upon and be
metabolized by genetically indentical lisswes. Studies of the estrous
cycles of animals bearing grafts indicated that ovaries transplanted
in this manner function similarly to undisturbed abdominal ovaries.

There is considerable morphological difference between the
ovaries of mice of the A and C.H stock. Wherecas those of the A
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strain have few mature corpora lutea and a well developed « inters-
titial organ », the ovaries from C.H mice contain many adult corpora
lutea and only a small portion of the gland was taken up with the
interstitial tissue. The hybrid females had ovaries that resembled
those of the C,H parent. Three months after transplantation into
the F; hybrid females the ovaries from donors of the A strain were
found to be indistinguishable from the ovarles from CH or F,
animals. This would suggest differences in pituitary gonadotrophic
function in the parental stocks.

The vaginal smear records in the three groups did not show
significant differences during the first ten months but after thirteen
months the hybrids bearing ovaries from the C,H animals came
into estrus less frequently than the others with either A or F, ovaries.

As regards the development of mammary cancer, the confrols
behaved like virgin females of the respective stocks (ovariectomized
A females with grafted A ovaries, etc.). Whereas the virgin females
of the A strain and castrated females of the same stock wiih grafted
ovaries showed an incidence of approximately 5§ per cent,
ovariectomized F, females with ovarian grafts from the A strain
gave an incidence of 57 per cent, ncarly as high as with either C,H
(66 per cent) or F, ovaries (70 per cent). However the average
cancer age was much later in the F, females with grafted A ovaries.
This was interpreted as indicating a difference in inherent hormonal
function in the ovarian tissue of he two parental stocks as well as
other organs of the endocrine system. This technique is being used
to study the physiological effects of ather hormonal mechanisms.

In cooperation with F. SMITH, a relationship has been found
between hyperplasia of the adrenal cortex in ovariectomized mice
of some stocks, a condition ohserved by WOOLLEY et al, and the
inherited hormonal influence. This observation has been extended
by HUSEBY and BirTner [6] to include several strains but whether
this will apply fo all must be determined by further study. One
strain has been found which showed adrenal hyperplasia following
ovariectomy and, although it has a low susceptibility for mammary
cancer, did transmit the inherifed hormonal influence. That is, when
males of this low susceptible strain were mated fo females of the
A strain having a low incidence in virgins, the F, virgins had a high
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incidence of mammary tumors. Several other adrenal mechanisms
are being investigated as related to the etiology of spontancous
mammary cancer.

The incidence of mammary cancer in mice may be altered by
diet, temperature, crowding, etc. The physiological effects of these
environmental influences may be the suppression of hormonal
stimulation as evidenced from the histological study of the various
tissues [1-5].

The agent normally {ransferred in the milk has been recovered
in the extracts of various tissues: lactating mammary tissue,
spontaneous and transplanted mammary carcinoma, spleen, liver,
etc., in fact every tissue which has been extensively investigated.
The agent will remain active following desiccation, Iyophilization,
treatment with glycerin, filtration, but becomes inactive when
subjected to temperatures of 56° to 60° C. for thirty minutes or
longer. To demonstrate the presence of the agent, the extracts are
injected into young susceptible mice that do not possess the virus.

ANDERvONT and Bryan determined that antibodies might be
stimulated in rabbifs by the injection of extracts from mouse
carcinoma and that the sera from these immunized animals would
neutralize the agent in vitro. They showed that mammary cancer
did not develop in mice that reccived tbe immune serum previous
to the agent; if the mice had obtained the agent by nursing the
injection of antiserum later did not prevent the appearance of
mammary cancer [3,4]. Serum produced against normal mouse
tissue with the milk agent has comparable cytotoxic propertics to
that produced against cancerous tissue {IMAGAWA and BITTNER,
unpublished). A precipitin test has been described which may be
useful in detecting the presence of the mammary tumor milk agent
in extracts (IMAGawA, GREEN, and HaLvorson) [7].

Some of the properties of the milk agent in the extract of
spontareous mammary carcinoma were investigated by centrifugation
by Barwum, Barr, and Brrrver {8]. The initial and final super-
natant fluids and three resuspended sedimentable fractions were
tested in dilutions ranging from 10-* to Io-° gram equivalents. It
was found that essentially all of the agent was sedimentable at
23,000 times gravity within one hour and most of the activity was
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associated with the fractions containing the large particles and
microsomes of the cytoplasm.

In another experiment, BARNUM, Huseny, and Brrryer [11]
observed that « when a microsome fraction containing the milk
agent is extracted at pH 10 and essentially all of the "'nucleoprotein’
1s removed, the agent remains associated with the "lipoprotein’
portion and does not appear to have lost any its activity. This does
not imply that the milk agent contains no nucleic acid but rather
that at least g5 per cent of the ribonucleic acid of the microsome
fraction can be removed without impairing the activity of the agent ».
The supernatant fluids of the fractions treated at pH o and pH 10
showed little activity,

The interpretation of experimental data on the activity and/or
concentration of the milk agent in extracts of various tissues is
difficult as seen in the above and other serial dilution studies. In
one experiment approximately 225 mice of comparable ages were
tested with an extract of spontancous mammary cancer. Each mouse
received, by intraperitoneal injection, from ro0-' o 10-° gram equi-
valents of the source material suspended in 1 c.c. of distilled water.
The highest incidence was seen in the group that obtained 10-* gram
equivalents and the earliest average cancer age was recorded in
the mice that had received the extract diluted 10,000 fold. A one
million fold dilution gave an incidence of 36 per cent in the test
animals.

In the blood the milk agent may be recovered from both the
serum and resuspended Dbleod cells, It may also be adsorbed onto
red blood cells from mice without the agent that have been added
to the serum from cancerous aniinals.

Thus, the mammary tumor milk agent may be classified as
an infectious or « virus », since:

1. 1t increases in amount in the presence of living cells.

2. 1t is macroanolecular in size as shown by centrifuga-
tion, etc,

3. It is specifically antigenic.

4. It remains active following lyophilization, desiccation,
filtration, etc.

5. It appears tho have a rather wide range of pH stability.
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Published data and other studies still in progress would suggest
that the various cancerous strains do not possess the same milk
agent with comparable activity and/or concentration.

Aithough the mammary tumor milk agent has the characteri-
sics of an infectious agent or virus, its mode of action is apparently
quite different from the other viruses known to produce the cancer
in other species. It is introduced at birth, but does not produce any
visible manifestation of its presence until the development of mam-
mary cancer, perhaps two years later. Although it has been suggested
that the architecture of the mammmary gland was different in mice
of some strains with and without the milk agent, such a difference
was not apparent in comparable mice of the A and C.H srains ani
their hybrids [3-5]. Professor KORTEWEG confirmed this interpre-
tation after he had examined whole mounts of the mammary
glands prepared by Husisy and the austhor for our study.

SaMUELS, BirTaek, and SAMUELS [g| have investigated the
excretion of unconjugated ketosteroids in the feces of mice. Animals of
several stocks and their hybrids were included and in every instance
higher readings were obtained for mice without the agent than when
the agent was present. The excretion rates for several groups of one
series without the agent were altered, following the injection of
extracts with the agent, to that seen for mice of the same generation
with the agent. Although there was considerable variation in the
excrelion rates for mice of different cancerous stocks, the readings
could not be correlated directly with the incidence of mammary
tumors in either virgin or breeding females or with any known inher:-
ted characteristics. Husrey and Brrrygr [10] found that in some
strains and ther hybrids, these with the milk agent came into estrus
more often than when the mice were not infected with the agent.
However, the results for all groups were not consistent and further
investigation must be completed to ascertain if these data may have
some significance.

Future work will determine if the role of the mammary tumor
milk agent in the development of mammary cancer in mice is to play
a part in hormonal metabolism and or production; whether or not
mice with the agent may have more hormones with « carcinogenic »
activity than would be found in animals without the agent.

8 « Biltner



SEMAINE D'ETUDE SUR ¢LE PROBLEME BIOLOGIQUE DU CANCER» 277

The long delay between the introduction of the milk « virus »
and the genesis of mammary tumor in mice could be explained if
the hormones, altered because of the action of the « virus », might
be the « primary » cause of the disease. However, the action and

interaction of all of the causative factors — milk agent, genetic
susceptibility, and hormones -~ would be prerequisites for a high
incidence.
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SUMMARY

The importance of the hormones in the genesis of mammary cancer
in mice is stressed. The inherited hormonal influence is largely discussed:
an other genetic factor is admitted which was reported in 1944 as having
an important role in the development of cancer in virgin mice. An dete-
mined by the work of Husesy and the author, part of the physiological
effects of the hormonal mechanism is mediated through the ovary, and
balanced through other organs of the endocrine system, such as the
pituitary, adrenals, etc. Much more research must be completed before
we may have the answer, Other hormonal factors as they influence the
genesis of mammary cancer in mice, are also studied.

Trom the cooperative work with Samuzrs we are thinking of the
posgibility that the milk agent may work through the hormones as a
cansative factor. In every stock that we have tested, mice with the agent
excrete with the feces a smaller amount of uncontugated 17-ketosteroids
than do mice without the agent. In various injection experiments, we
have found that following the introduction of the agent, the excretion
rate may be changed to that seen in mice with a high incidence.

The long delay between the introduction of the milk « virus » and
the genesis of mammary tumor in mice couid be explained if the hormones,
altered because of the action of the « virus », might be the « primary »
cause of the disease. However, the action and inferaction of all of the
causative factors (milk agent, genetic susceptibility, and hormenes) would
be prerequisites for a high incidence.

RESUME

On a étudié Uimportance des hormones dans la génése du cancer
du sein de Ia souris. L'infiuence hormonale transmise par la voie héré-
ditaire vient disculée a fond; il est admis un aufre facteur génétique qui
a été décrit en 1944. Il joue un réle important dans le development du
cancer de la souris virginale. Les travaux de Husesy et de I'Auteur de-
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montrent qu'une partie des cffets physiologiques du mécanisme hormonal
est conditionnée par 'ovaire et balancée par les autres glandes du systéme
endocrine, comme l'hypophyse, les glandes surténales, etc. Mais les re-
cherches doivent étre poursuites et complétées avant d’en tirer des con-
clusions. On a ainsi étudié d’autres facteurs endocriniens qui influencent
la génése du cancer imammaire de la souris.

Les recherches conduites par I"Aufeur et son collaborateur SAMUELS
font supposer la possibilité de considérer le facfewr du lait comme un
facteur causal qui agit an moyen des hormones. Dans toutes les lignées de
souris que nous avons étudiées, nous avens vu que les souris affectées
par cet agent éliminent avec les féces une quantité de 19-kefosteroides
libres inféricure & celie éliminée par les souris qui n'ont pas cet agent.
En plusienrs expériments avec injections nous avens vu que admini-
strant ’agent, la quantité excréte peut étre différent de celle éliminée
par les souris & haute incidence.

Si les hormones modifiés par 'action dua facteur du lait puissent étre
la cause « primaire» de la maladie, on pourrait ainsi bien expliquer
le long delai de temps enfre l'introduction du facteur du lait et la for-
mation de la tumeur mammaire dans la sourils. Cependant l'action et
I'interaction de tous les facteurs de causalité (facteur du lait, suscepti-
hilité génétique et hormones) pourraient constituire des conditions pré-
liminaires favorables 4 la haute incidence de la tumeur,

ZUSAMMENTASSUNG

Bei der Entstehung des Mausebrustkrebses wird auf die Wichtigkeit
des hermonalen Faictors hingewiesen. Ein zweiter Faktor, der Erbalktor,
iber den Verfasser 1944 berichtete, ist von grosser Bedeutung bei der
Entstehung des Brustkrebses bei der virginellen Maus. Die physiologischen
Wirkungen der Hormonorgane werden durch die Funkfion der Ovarien
und von dem Systen der iibrigen endokrinen Driisen bestimmt, vor allem
von der Hypophyse und von der Nebennicrenrinde gestenert. Weitere
Untersuchuugen iber andere endokrine Fakforen sind noch nich ahb-
geschlossen.

Der Milchfakfor wird als kauvsaler Faktor, der mit Hilfe der Hormone
erst zur Auswirkung kommt, beurteilt. Die erkrankten Miuse aller unter-
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suchten Miunsestimme, welche mit dem Milehiaktor in Berithrung kamen,
scheiden mit den Faczes eine geringere Menge von 17-Ketosteroiden aus
als jenc M#iuse, welche nicht mit dem Milchfaktor in Berithrung kommen.

Wenn die durch den Einfluss des Milchfaktors verdnderten Hormone
als primire Ursache des Brustkrebses der Mans anzuschen wiren, wiirde
dies den langen Zwischenrawm zwischen Tinfithrung des Milchfaktors
und Tumorbildung erkliren.

SOMMARIO

Vicne studiata Pimportanza degi ormoni nell’eziologia del cancro
mammario del topo. E' largamente discussa linfluenza ormonale tra-
smessa per via ereditaria: & ammesso un altro fatfore genetico, Esso fu
descritto nel 1944 come avente un importante ruolo nelle sviluppo del
cancro in topi vergini. Dai lavori di HusEsy e dell' Autore si suppone
che questi clfetti fisiologict del meccanismo ormonale si estrinsecano in
parte attraverso 'ovaio, venendo equilibrati dagli altri organi del sistema
endocrino, come la ghiandola pituitaria, i surreni, ecc. Ma le ricerche
in questo campo abbisognano di comnpletamento prima di poter dare una
risposta al problema. Sono stati studiati altri fatiori ormwonali, che in-
fluenzano I'eziologia del cancro mammario del topo.

Dal mio lavoro in collaborazione con SAMUELS & nata l'ipotesi che
il fattore latteo possa avere, attraverso guestl ormoni, una importanza
nella cancerogenesi. In ogni stipite di topi da noi studiato, abbiamo osser-
vato che i topi ad incidenza tumorale eliminanc con le feci una quantita
di 1% chetostercidi non coniugati, minore di quella eliminata da topi di
stipiti indenni. In varie ricerche con iniezioni abblamo trovato che dopo
introduzione dell’agente, il tasso di escrezione puo essere diverso da quello
trovato nei topi ad alta incidenza.

La lunga latenza fra l'in{roduzione del « virus » latteo e I'insorgenza
del cancro mammario nel topo potrebbe essere spiegata se gli ormoni
alterati dall’azione del « virus » potessero costituire la causa ¢« primaria »
della malattia. Tultavia I'azione ed interazione di tutti i1 fattori causahi
(fattore latico, suscettibilitd genetica e ormoni) sarcbbero requisiti che
predispongono 1 topi all’alta incidenza del cancro mamimario.
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Les membres de la «Semaine d' Etude» sur Le Probleme biologique
du cancer tiennent i exprimer leur reconnajssance i I’Académie Ponti-
ficale des Sciences pour l'occasion offerte de discuter leurs problémes,
en des conditions idéales, dans la quiétude du Vatican.

Ils partent pleinement convaincus de l'importance de ce gense de
réunions au cours desquelles un nombre relativement restreint de membres
ont vraiment la possibilité d'échanger leurs opinions dans une totale
indépendence.

En réponse 4 la demande de conclusions que formulait I'Aca-
démie Pontificale des Sciences, les participants soussignés de la « Semaine
d’Etude », ayant discuté différents rapports relatifs aux divers aspects
du probléme biologique du cancer, estiment que les questions suivantes
sont de celles qui méritent une étude approfondie (Uordre de présen-
tation ne prejuge pas de l'importance relative des questions):

1. Les relations entre le processus de cancérisation et les phéno.
meénes de mutation {dans le sens génétique du terme) ainsi que d’autres
changements durables de la cellule,

2, La période de latence dans la cancérisations et le probléme
des cellules cancéreuses guiescentes.

1. L’intervention, dans la cancérisation, de facteurs locaux et de
facteurs généraux d'inhibition et d’activation.

4. Le relations entre la constitution chimique et I'activité carcino-
géne de différentes substances.

5. Les rclations entre Yaction des agents physiques et celle des
autres facteurs cancerigénes.

6. Le métabolisme des substances cancerigénes en rapport avec
la production des tumeurs,

7. Les changements biochimiques associés i la transformation néo-
plasique de la cellule.

8. La nature et le role dans le cancer de certaines entités intracel-
lulaires transmissibles et la question de leur autoreproduction.

BeErENBLUM, Bovrawp, CowDRY, GREENSTEIN, KRETZ,
LACASSAGNE, MaIsIN, PEAcCOCK, PENTIMALLI, RONDONI,
Ruzicka, 5anz IBaNEz, ScHINZ, voN EuLER
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The participants in the « Week of Study» of The Bivlogical Problem
of Cancer wish to express their gratitude to the Pontifical Academy of
Sciences for the opportunity afforded to discuss their problems under
ideal conditions in the tranquillity of the Vatican,

Having attended this meeting we are convinced of the value of
conferences of this kind wherein a relatively limited number of parti-
cipants are given every possibility to exchange opinions in a complete
independence.

In response to the request of the Pontifical Academy of Sciences,
that we should formulate our conclusions and after discussing the diffe-
rent reports covering various aspects of biological probiems of cancer,
we, participants of the « Week of Study », consider that the following
problems are among those which merit intensive investigation (no signi-
ficance is attached to the order of presentation):

1. Relations, between the processes of cancerisation and mutation
in the genetic sense of term, as well as other persistant changes in cells.

2. Problems concerning the latent period of carcinogenesis and
problem of quiescent cancer cells.

3- Intervention of local and general factors of inhibition and
activation in the development of cancer.

4. The relationship between chemical costitution and carcinogenic
activity of different substances.

5. The relationship between the action of physical apents and other
carcinogenic factors,

6. The metabolism of carcinogens in relation to the production
of tumors.

7. Biochemical changes associated with neoplastic transformation
of the cells,

8. The nature and the role in cancer of certain intraceilular
transmissible entities and the question of their autoreproduction,

BerensLuM, Bovianp, Cowpry, GREENSTEIN, KreTz,
LacassagNr, Ma1siN, PEacock, PENTIMALLY, RONDONT,
Ruzicxa, Sanz Ipavez, ScriNz, von EULER.
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Die Teilnehmer der « Studien-Woche » iiber Das biologische Pro-
blem des Krebses wollen der Pipstlichen Akademie der Wissenschalten
ihre Dankbarkeit ausdriicken, dass ihnen in solch idealer Weise, in der
Ruhe des Vatikans die Gelegenheit geboten wurde ihre Probleme zu
Lesprechen,

Sie lassen sich Vollkommen iberzeugt fiber die Wichtigkeit dieser
Art Zusammenkiinfte, in welcher einer eigentlich gemessene Zahl der
Mitglieder, die Mgglichkeit gegeben wird, in volikommener Unhabhin-
glichkeit, ihre Meinungen zu wechseln.

Nach der Besprechung der verschiedenen Berichte iiber die viel-
fachen biologischen Probleme des Krebses, die unterschriebenen Teil-
nehmer, in Antwort auf die Frage der Piipstlichen Akademie der Wissen-
schalten, denken dass die volgenden Probleme jenen angehéren, welche
grindliches Forschen benétigen (es wird keine Bedeutung der Vorle-
gungsfolge beigelegt):

1. Die Beziehung zwischen der Krebsentsteung und Phenomen der
Mutation sowie anderer dauernden Zellverenderungen,

2. Das Stadium der Latenz der Krebsentstehung und das Ruhen
der Krebszellen.

3. Die hemmenden und férdernden Einflisse lokaler und allgemeiner
Faktoren bei der Krebsentstehung.

4. Die Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und Kar.
zinogenese,

5. Die Beziehungen zwischen der Wirkung physikalischer und
anderer karzerogener Faktoren.

6. Die Stoffwechselprodukte der Lkanzerogenen Substanzen und
ihre Bezichung zur Krebsentstehung.

7. Die mit der malignen Entartung der Zelle verbundenen che-
mischen Verdnderungen,.

8. Die Natur und ihre Bedeutung fiir die Krebsentstehung von
bestimmten intrazelluliren dbertragbaren Agentien und die Frage ihrer
selbststindigen Vermebrungsfihigkeit,

BerensLuM, Bovranp, Cowpry, GREENSTEIN, KRETZ,
LacassagNr, Ma1sin, PEacock, PENTIMALLL, RONDONT,
Ruzicka, Sanz Isaigz, ScHinz, von EULER.
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I partecipanti alla « Settimana di Studio » su // prodiema biclogico
del cancre desiderano esprimere la loro gratitudine alla Pontificia Acca-
demia delie Scienze per aver potuto discutere i loro problemi, in con-
dizioni ideali, nella tranquillitda del Vaticano.

Dopo avervi preso parte, essi sono convinti dell’importanza di riu-
nioni di questo genere, nelle quali un numero relativamente piccolo di
partecipant] hanoo veramente la possibilith di scambiarsi le loro idee
in una completa indipendenza,

In risposta alla domanda delia Pontificia Accademia delle Scienze
di formulare le nostre coaclusioni, noi sottoscritti partecipanti alla « Set-
timana di Studio » dopo aver discusso differenti relazioni intorno ai di-
versi aspetti del problema biologico del cancro crediamo che le seguenti
questioni siano quelle che meritano uno studio pil approfondito (I'or-
dine di elencazione non si riferisce all'importanza degli argomenti):

1. Le relazioni fra il processo di cancerizzazione ed i fenomeni di
mutazione (nel senso genetico del termine), come pure altri cambiamenti
persistenti della cellula.

2. 1l periodo di latenza nella cancerizzazione ed il problema delle
cellule cancerose quiescentl.

3. L’intervento di fattori locali e generali di inibizione e di atti-
vazione uello sviluppo del cancro.

4. Le relazioni fra la costituzione chimica e l'attivitd cancerogena
di differenti sostanze.

5. Le relazioni fra l'azione di agenti fisici e quella di altri fattori
cancerogeni.

6. Il metabolismo delle sostanze cancerogene in rapporto con la
produzione dei tumori.

7. I cambiamenti biochimici connessi alia trasformazione neopla-
stica defla cellula.

8. La natura e il compito di certe entitd intracellulari trasmissi-
bili e la questione della loro autoriproduzione,

BereNnLUM, BovLanp, CowDry, GREENSTEIN, KRETZ,
[.LACASSAGNE, MaisiN, PEAcoCK, PENTIMALLI, RONDONI,
Ruzicka, Sanz Ipadez, ScHinz, voN EULER,
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DIE EINWIRKUNG
VON ULTRASCHALL AUF KREBSGEWEBE

Pror. E, F, PETRITSCH {Wign)

Professor E.F. PETRISCH macht eine kurze Mitfeilung iiber
einige bei der Behandlung von Krebsgeweben mit Ultra-Schall er-
zielten Ergebnjsse. Der Ultra-Schall ist wie der Hérschall eine me-
chanisch-elastische Energieform, eine fortschreitende longitudinale
Schwingung der Materie grundverschieden von der clektro-magne-
tischen Strahlung (z. B. Réntgen); er zeigt aber eine gewisse Ver-
wandschaft mit mechanischen Wirmeschwingungen, nur weisen
die Schallschwingungen bei gleicher Schwingungsenergie millionen-
mal grossere Amplituden als wie die mechanischen Wirmeschwin-
gungen auf und sind auch dementsprechend wirksamer. Druck und
Zug, Pressung und Dehnung folgen unendlich rasch aufeinander
und bewirken, dass Zellen und Gewebsteile infolge der grossen
Schwingungsamplitude millionenfach kriftiger durchgeknetet und
massiert werden, als durch energiegleiche Wirmebehandlung, Die-
ses Durchkneten der Zellen, diese mechanische Massage wird von
den Nerven als Temperatur registriert. In der Zug- und Dehnung-
sphase bilden sich in den Geweben kleinwinzige Hohlraiume, wahr-
scheinlich Kohlensdureblischen, die in der sich anschliessenden
Druck- und Pressungsphase wieder zusammen knallen. Durch die
cinsetzende Kavitation werden schwache und kranke Zellen zerstort,
wahrend gesunde Zellen sich gegeniiber Ultraschallbestrahlung als
dusserst widerstandsfihig erweisen,

Professor Dr. CaMrLiLo WiETHE, Vorstand der Universitits-Kli-
nik fiir Hals-, Nasen-und Ohrenkrankheiten in Wien hatte die Lie-
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benswiirdigkeit sechs Lichtbilder zur Verfiigung zu stellen, welche die
bei 4 Fillen erhaltenen histoligischen Befunde wiedergeben.

Fall 1 betrifft zwei Carcinom-metastasen in den seitlichen Hals-
driisen ausgehend von einem Larynxcarcinom, Die obere Drilse wurde
4 mal je 15 Sekunden beschallt (Frequenz etwa 10° Herfz, Energie
1 bis 2 Watt (cm®). 3 Wocben nach der ersten Beschallung wurden
beide Drilsen chirurgisch entfernt. Wahrend der Beschallungszeit war
eine leichte Rotung der Haut, weiters in der ersten Woche eine Ver-
grosserung der Drisen und eine Infiltration des subcutanen Zellgewebes
zu bemerken. Nach 14 Tagen {rat ein rasches Kleinerwerden der Drii-
sen in Erscheinung, derart, dass sie kaum mehr getastet werden
konnten.

Ueberraschend war der histologische Befund (Bild 1}. Die obere,
mit Ultraschall behandelte Driise zeigte keinerlei Zellstruktur einer
Lymphknotens resp. eines Krebsgewebes, sie war wéllig verkist (Ne-
krose). Die bindegewebigen Septen mit ihren Blutgefissen zeigen dage-
gen keinerlei Verdnderung. Die untere unbeschallte Driise ist dagegen
voll von Carcinomgewebe und weist keinerlei regressive Verinderung
auf.

Fall 11 betrifft Knochenmetastasen (Rippen) nach einem Carci-
nom der Parotis, die sich deutlich im Bereiche des seitlichen Thorax
tasten licssen. Eine Probeexcision (Bild 2) vor der Beschallung zeigte
deutlich Carcinommetastase. Die Metastase wurde 4 mal je 20 Minuten
beschallt. Anfédnglich war ein Anschwellen der Metastase, dann aber
ein Kleinerwerden zu bemerken. Die Beschallung erfolgte derart, dass
nur der untere Teil der Metastase vom Schallstrahl erreicht wurde. Die
Excision (Bild 3) erfolgte 4 Wochen nach der ersten Beschallung, Der
histologische Befund zeigt entsprechend dem Schallstrahl eine streifen-
formige Nekrose; wahrend hier keinerlei Struktur zu erkennen ist, la-
gert dariiber das unverinderte Carcinom.

Fall IIT betrifft einen inoperablen Gebarmutterkrebs an der Portio
des Uterus. Die Probeexcision vor der Beschallung zeigte deutlich die
Krebsinseln im Gewebe (Bild 4).

Die Ultraschallquelle warde an die Symphyse gelegt und so er-
reicht, dass der Schallstrahl ohne Zwischentreten eines Luftspaltes
den primiren Tumor erreichte. Die Patientin wurde 2 mal je 30 Mi-
nuten beschallt, nach 6 Wochen starb die Patientin, die hochgradig
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Bin 1. BiLp 2.

Carcinommelasiasen in  seitlichen Halsdriisen, Knochenmef{astase (Rippen), Probeexision,
oben beschalit, lell, strokturios, nnten unbeschallt, unbeschallt, Carcinommetaslase,
dunkel, Krebsgewebe,

Biup 3.

Knochenmetastase (Rippen, wie Bild 2), unten
beschallt, hell, strukiurios, Nekrose dem Schall-
strahl en(sprechend.



BiLn 4.

Gebiirmutterkrebs, Probeexision vom Muttermund,
beschallt, Krebsinseln im Gewele,

BrLp s,
Gebitrmutterkrebs (wie Bild 4), Grenzgebiel zwi-
schen beschalltem und nicht beschalitem Gewele,
letzteres struktorles, den nekrotischen Krebszellen
enisprechend.

BiLn 6.

Krebsmetastase, 2 mal 3o Minuten beschallt, 12
Tage nach der letzten Beschaliung chistirgiscl:
entfernt, Zeilreste und nekrotische Massen,
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kachektisch war, an einer Pneumonie. Der histologische Befund
(Bild 5) des beschallten Uterus, der bei der Obduktion erhalten wur-
de, zeigte deutlich, dass das vom Shallstrahl erreichte Krebsgewebe
villig nekrotisch war (strukturlose Masse). Die die Krebsnester
umgebenden Muskelfasern, Bindegewebe und Gefisse zeigen jedoch
keine Verinderungen.

Fall IV, Bild 6, zeigt das Gewebehild einer Krebsmetastase, die
2 mal je 30 Minuten beschallt und, 12 Tage nach der ersten Be-
schallung chirurgisch entfernt wurde, Man findet hier einerseits
Zellreste, hauptsiichlich Kerne, andererseits kérnige nekrotische
Massen, die bereits zerfallenen Zellen entsprechen. Die Kerne zeigen
eine Verplumpung und Verklumpung des Chromating und zwar
derart, dass es sich hauptsichlich randstindig lagert. Gelegen-
tlich treten kleine Vacuolenbildungen auf. Das Protoplasma
(Zelleib) ist fast iiberall bereits zerfallen, an manchen Stellen
lasst sich noch schattenhaft eine Zellkontur beobachten.

Professor PETRITSCH weist darauf hin, dass die Durchfiirung und
histologische Auswertung dieser Versuche in der Hand des erwihnten
Professors Wiethe der Wiener Universitits-Klinik lag und er sich
daran nur als ein Hilfsorgan auf psysikalisch-technischem Gebicte
beteiligen konnte.

ZUSAMMENFEASSUNG

Durch Ultraschall wird eine intensive Massage der beschallten Gewebe,
in welchen sich Kavitationen bilden, herbeigefithit. An Hand von Mi-
krophotographien wird die Einwirkung des Ultraschalls auf Krebsgewebe
auf Grund einschligiger Beobachtungen der Laryngolog. Univ.-Klinik
Prof. C. Wigrne, Wien, demonstriert,
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LA METASTASIZZAZIONE ELETTIVA EMATOGENA
NEI MALIGNOMI

Pror. H. R. SCHINZ (ZUricH)

I caratteri principali dei malignomi sono la comparsa di meta-
stasi linfoghiandolari regionali e di metastasi ematogene a distanza.
In questo lavoro ci limiteremo esclusivamente alla metastasizzazione
ematogena a distanza. La prima premessa per tale metastasizzazione
& la comparsa d'un embolo neoplastico; la seconda ¢ quella di un
arresto dell’embolo diffuso in un filiro ¢ la formazione d’una meta-
stasi dopo che si & attaccata a quel filtro. Lo sviluppo, il luogo ove
originano queste metastasi ¢ la quantitd di queste dipende da fattori
molte diversi, in tutto non completamente chiari. Le ricerche fatte
negli ultimi cento anni hanno provato chiaramente che la dottrina
di VircHow sull” embolia vale pure per la diffusione ematogena
discontinua dei tumori. Venne controllato sistematicamente questo
principio negli ultimi tempi da WiLLis (1934) e da WALTHER (1948)
atiraverso un grande materiale, e nuovamente affermato per i carci-
nomi e sarcomi organoidi o istoidi, i quali rappresentano una solida
struttura cellulare di tessuto epifeliale anormale (carcinoma) o di
cellule sarcomatose le quali stanno collegate strettamente da sostanza
intracellulare tumorale. Per questi emboli neoplastici valgono le leggl
dell’idrodinamica, secondo le quali detti emboli st arrestano nella
rete capillare degli organi contigui, dove — in certe condizioni —
si attaccano ¢ originano delle metastasi.

In una ammalata di struma vegetante di Langhans associata
con metagstasi linfoghiandolari nel mediastino (Fig. 1 a) si trovano
delle metastasi a distanza nei polmoni e nella pleura quali primi
filtri contigui al tumore primitivo. Anche le metastasi possono dif-
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fondere e formare delle ulteriori metastasi (« Enkelgeschwiilste ») nel
sistema osseo quale fillro contiguo. Appartengono a questa categoria
tutti i cancri extraintestinali, ad eccezione del cancro polmonare
primifivo, ed i cancri epatici primitivi. Ci si riferisce al #po polmo-
nare o tipo della cava, I primo nome esprime il filtro contiguo al
tumore primitivo, il secondo il vaso per il quale viene {rasportato
I'embolo neoplastico fino al momento del suo arresto.

Nei cancri intestinali — ad eccezione di quelli epatici — abbiamo
quale primo fillro contiguo al tumore primitivo il fegato; 'embolo
neoplastico viene trasportato per la vena porta. Le metastasi polmo-
nari si formano dalle metastasi epaliche rappresentando quindi delle
metastasi di secondo grado {« Enkelgeschwiilste »). Parliamo del
Lipo epatico o portale (Fig. 1 b). Le metastasi ossee si formano solo
dopo una ulteriore diffusione con puuto di partenza dalle metastasi
di secondo grado nei polmoni.

Nel cancro polmonare primitivo tatti i sistemi capillari e le reti
mirabili della grande circolazione sono dei filiri contigui al tumore
primifivo. Gli emboli neoplastici passano attraverse le vene polmo-
nari in questi (IFig. 1 ¢). Parliamo del fipo della polmonare. Le neta-
stasi a distanza nel polmone sono o il risultato della diffusione del
tumore primario passando per le arterie bronchiali o il risultato della
diffusione di metastasi in qualsiasi rete capillare della grande circo-
lazione atfraverso le vene cave.

Quindi in caso di mefastasizzazione ematogena progressiva {ro-
vasi sempre compartecipazione del polmone quale filtro contiguo a
tutti i cancri primitivi extraintestinali e a quelli primari del fegato.
I1 polmone forma un filtro contiguo alle metastasi dei tumori inte-
stinali ed al cancro primitivo del polmone come pure alle metastasi
di esso. I’ necessario dungue esaminare esattamente i polmoni in
tutti 1 casi di malignoma.

Da parecchi autori vengono interpretate le eccezioni a questa
regola della metastasizzazione ematogena a distanza: I) come em-
bolia diretta o capillare (ZARN) supponendo che tali emboli neopla-
stici passino i capillari polmonari larghi senza arrestarsi; 2) come
embolia paradossa attraverso il forame ovale aperto in casi di pres-
sione ammentata nella piccola circolazione evitando quindi il filtro
polmonare (ZaBN); 3) come embolia venosa (v. RECKLINGHAUSEN)
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la quale viene interpretata quale trasporto retrogrado nell’ interno
delle vene. Quell'ipotesi afferma la constatazione di un sistema capil-
lare che protegga dalle metastasi il sistema seguente. Forse & impor-
tante anche il quarto punto, ciod la constatazione di Barson della
possibilita, in caso di fensione aumentata intraaddominale, di un
afflusso diretto di sangue nelle vene vertebrali con punto di partenza
Ie vene del bacino. Ed il quinto punto, ciot la dimostrazione di un
gran numero di vene a corto circuito fra vena porta e vena cava
(PFANNER). Queste inferpretazioni sono molto discusse. WALTHER
dimostrd che nella maggioranza dei casi la localizzazione delle meta-
stasi neoplastiche segue esclusivamente le leggi della fisiologia nor-
male della circolazione. La mancafa dimostrazione, cioé la presenza
di metastasi organiche senza manifestazione polmonare, ¢ da impu-
tarsi 0 ad un esame incompleto o ad una cartella errata. L’unico
punto chiaro per i carcinomi differenziati ed i sarcomi ¢ quello che
non esiste un trasporto di emboli neoplastici nella circolazione del
sangue, ma solo un {rasporto dal tumore primitivo o secondario
fino al pitt vicino filtro. Quella & la classica metastasizzazione ema-
togena a distanza.

Un comportamento completamente diverso trovasi nei imah-
gnomi a struttura nettamente cellulare dove le singole cellule non
sono collegate da sostanza intermedia o — come le cellule epiteliali —
in un agglomerato solido. Quelle, secondo FISCHER-WASELS, HUECK
ed altri, vengono chiamate Meristomi. In caso di invasione di essi
nei vasi si trovano emboli cellulari costituiti da singole cellule che
circolano nel sangue come i globuli rossi e bianchi e non emboli
tissurali come nella metastasizzazione classica. Esse passano per i
diversi sistemi capillari ove forinano delle metastasi in luoghi ove
trovano il substrato adatto. Verosimilmente, per render possibile un
accrescimento rapido, quello deve assomigliare moltissimo al terreno
madre del tumore primitivo. Questo secondo tipo di metastasizza-
zione ematogena viene chiamato #ipo elettivo.

La metastasizzazione ematogena segue, indipendentemente dalie
leggl idrodinamiche della circolazione del sangue, la suscettibilita
dei diversi tessuti e l'accrescimento delle metfastasi in essi. Senza
arresto le cellule neoplastiche isolale circolano nel sangue passando
tutti i filtri capillari. Data la specificita del substrato viene simulata
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una malattia sisternatica; la fopografia del tumore primario non
giuoca un ruolo riguardo all’ordine della comparsa delle metastasi.

Negli stadi tardivi, perdo si ha un tracollo della resistenza e
quindi una generalizzazione.

Quale primo esempio dimostro in figura z-a il tipo del midollo
osseo. Lo schema & basato su di un caso di plasmocitoma in una
vertebra foracica 'in un womo di anni cinquaniacinque, con meta-
stasi in tulto il sistema osseo e mancanza completa di esse net pol-
moni. L’origine del tumore primario & nel midollo osseo ove le
-cellufe neoplastiche circolanti nel sangue si fermano. Il paziente
prima di arrivare allo stadio di generalizzazione ¢ deceduto per com-
pressione del midollo spinale. Grande importanza assume in questo
caso la puntura sternale come pure I'esame del sangue per ricercare
le cellule neoplastiche. Il plasmocitoma extramidollare si comporta
del resto come quello midollare dimostrato in figura 2-b. In un
vomo di anni cinquanta il tumore primario {rovasi nell’epifaringe;
nel collo si possono osservare defle metastasi linfoghiandolari bila-
terali. Un anno e mezzo dopo irradiazione del tumore primario ¢
delle metastasi regionali con risultato favorevole si trova una meta-
stasizzazione elettiva di tutto lo scheletro analoga alla malattia di
Kahler. La durata completa della malattia fu di tre anni e otto mesi.
1] terzo esempio del tipo di midollo osseo che dimostro ¢ un sarcoma
di Ewing in un uwomo di anni dieciotto colpito da tumore primario
nella tibia sinistra (Fig. 2-¢). Rapidamente compaiono delle meta-
stasi ossee al cramio, bacino e femore. Altre metastasi non vengono
riscontrate fino al decesso. La durata della malattia fu di 2 anni e
4 mesi. Trattasi anche in questo caso di una metastasizzazione pre-
coce ematogena clettiva.

Nel tipo linfatico della metastasizzazione elettiva tutti i linfo-
nodi sono ingrossati; oltre il fegato e la milza che sono colpiti abba-
stanza presto, non si vede pill nessun’altra metastasi. Non di rado
ci si riferisce in questo stadio ad una linfosarcomatosi generalizzata.
Nel nostro esempio (Fig. 3) viene considerato quale tumore primario
un grosso pacchetto di linfonodi paravertebrali. Ci sono perd esempt
sufficienti per il fatto che veramente si trova in un luogo qualunque
dell’organismo, per esempio nel collo, un isolato linfonodo ingros-
sato che, mediante puniura o biopsia viene riconosciuto quale linfo-
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sarcoma. Poche seftimane o mesi pitt tardi viene constatata una
linfosarcomatosi generalizzata. Secondo la nostra opinione queste
metastasi linfoghiandolari non originano per via linfatica ma per
via. ematica. Il tumore primitivo invia degli emboli cellulari attra-
verso le vie linfatiche abducenti per il dotto toracico nella vena cava
superiore. Essi circolano nel sangue ¢ si altaccano ad un substrato
adeguato, ciot nel tessuto linfatico di tutto l'organismo. Le cellule
neoplastiche passano attraverso le arterie nutritive nei linfonodi. I
risultato negativo della puntura sternale ed il risultato positivo della
puntura licnale ed epatica & un fatto diagnosticamente prezioso.
L’esame del sangue, talvolta, da una linfopenia.

Il #ipo retoteliale o reticoloendoteliale & molto polimorfo. Nel
nostro schema (Ifig. 4-a) trattasi di un sarcoma globocellulare dello
struma che ha diffuso elettivamente tanto nei linfonodi quanto nei
follicoli solitari ¢ nelle placche del Peyer dell’ infestino e special-
mente anche nell’appendice; e poi ancora nel fegato e nel midollo
osseo. 1 polmoni e gli altri organi rimangono liberi. Tutti i summen-
zionati lwoghi di diffusione appartengono al sisiema reticoloendote-
liale in senso stretto. T.a diagnosi venne posta mediante biopsia del
tumore primario. Per confermare la diagnosi, & di grande valore la
puntura dei linfonodi e del fegato. In certe condizioni si osservano
radiologicamente dei focolai nel midollo ossco. 1’esame del sangue
non rivela alcunché di anormale. La durata della malattia & stata
press’a poco due anni. Appartengonoe a questo gruppo anche 1 sar-
comi globocellulari del timo che sono molto radiosensibili ed alta-
mente maligni; metastasizzano presto e contemporaneamente nel
sisterna linfatico, nella milza, nel fegato e nel midollo osseo (Ki-
gura 4-b). Verso la fine non di rado st ha un’invasione di cellule
neoplastiche nel sangue che di l'immagine di una leucemia acuta.
Oggi si parla in questi casi di leucemia leucoblastica. Anche il nostro
paziente venne a morte di leucemia micromicloblastica dopo un
intervallo di 6 mesi dalla irradiazione, durante il quale non mani-
festd alcun sintomo.

La radiografia del torace dimostra un tumore mediastinico bila-
terale prima dell’inizio del trattamento ¢ scomparso dopo irradiazione.
Dalla biopsia fatta su di una linfoghiandola sopraclaviculare si
ottiene il seguente risultato:
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Non di rado le cellule neoplastiche sono a nucleo nudo; nel
caso che vi sia del plasma cellulare, questo & scarsamente basofilo;
i nuclei sono rotondeggianti, spesso polimorfi, ed hanno un conte-
nuto molto vario di cromatina. Si trovano numerose mitosi e picnosi.
Nella puntura sternale non si osservano degli elementi normali del
midollo osseo, perd una cultura pura di cellule neoplastiche. Le
cellule sono rotondeggianti, non di rado anche con nucleo polinu-
cleolare.

Un decorso analogo abbiamo osservato, 6 settimane prima del
ricovero ospitaliero, in una donna di anni trentasei con tumore
medianistico, pleurite essudativa destra e linfonodi sopraclavicolari.
La Dbiopsia riveld nuovamenie un sarcoma globocellulare. Guari-
gione locale mediante irradiazione con scomparsa del tumore media-
stinico e del versamento pleurico. Il quadro ematologico dapprima
fu normale; pitt tardi si noto una leucopenia di circa 3 mila, dopo
2 mesi un aumento a ventiquatiro mila. La differenziazione non
dimostrd alcun elemento patologico. T medici internisti posero la
diagnosi di leucemia linfoidea aleucemica. Tn un controllo faito pin
tardi venne scoperto nel sangue una leucemia micromieloblastica; 2
settimane dopo, esito letale sotto il quadro di anemia progressiva con
diatesi emorragica. La diagnosi anatomo-patologica ha dato una
leucemia mieloblastica ed infiltrati leucemici nel fegato, nella milza
e nel linfonodi.

11 terzo esempio che dimostro & un {umore primitive della ton-
silla, istologicamente riconosciuto dapprima come linfogranuloma e
pit tardi come linfosarcoma. Dopoe irradiazione guarigione ¢ assenza
di sintomi per un anno e mezzo. Compaiono poi dei pacchetti linfo-
ghiandolari inguinali che dopo irradiazione scompaiono; nuova-
mente assenza di sinfomi per un anno. i pol si manifestano rapida-
mente estesi tumori linfoghiandolari in tutto ’organismo come pure
un esoftalmo a sinistra in seguito a metastasi alla base del cranio.
Mentre nel periodo precedente il quadro ematologico era completa-
mente normale, 4 anni dopo l'inizio del frattamento si ha una leu-
cemia micromieloblastica. T globuli bianchi aumentano a ventisetie
mila, poi diminuiscono subito. La puntura sternale conferma la
diagnosi e si arriva all’esito letale sotto 'immagine d’una gravissima
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leucopenia. Al striscio sternale non si trova alcun elemento normale,
perd piccole cellule neoplastiche a caraltere linfoide.

Appartiene pure al tipo retoteliale il simpatogonioma (Fig. 5-a).
I1 tumore primitivo & localizzato alla surrenale. Si ha molto preco-
cemente una diflusione ematogena nel sistema scheletrico, fegato,
milza e nei linfonodi. In caso che prevalga la metastasizzazione nel
fegato ¢ nella milza, si paria del fipo di Pepper; in caso di meta-
stasizzazione nel midollo osseo, del dipo di Hutchinson. Il nostro
schema rappresenta uno stadio intermedio dato che troviamo preva-
lentemente delle metastasi ossee, ma contemporaneamente anche
delle metastasi epatiche. Trattasi dunque in entrambi i tipi sola-
mente di una forma di metastasizzazione ematogena elettiva nel
sistema reticoloendoteliale che differisce nel tempo della sua mani-
festazione. In questo caso, la manifestazione nelle due swrrenali,
pud essere spiegata con una metlastasizzazione ematogena del tumore
primitivo da una surrenale nell’altra. In senso stretto, quella pure
fa parte del sistema reticoloendoteliale. Per la diagnosi e per rendere
visibile le surrenali si deve ricorrere al metodo della insufflazione di
aria ed alla puntura sternale.

L’ultimo esempio del tipo retoteliale dimostra in Fig. 5-b un
reticolosarcoma. Il tumore primario si & localizzato in un linfonodo
cervicale. La diffusione negli altri linfonodi dell’ organismo, nel
fegato e nella milza preseguiva lentamente; verso la fine nello sche-
letro; 1 polmeni invece rimanevanc liberi per tutto il lungo periodo
della malattia. I1'tipo di metastasizzazione reticoloendoteliale da una
prova indiretta della esattezza della denominazione di sistema reti-
coloendoteliale secondo Iandau ed Aschoff. Viene confermato dal
fatto della metastasizzazione elettiva di certi meristomi.

Vengono rappresentate le date cliniche ed il decorso dei nostri
ammalati in una tabella sinottica (Fig. 14). Si vede in essa I'anda-
mento delle fasi ed il susseguirsi della manifestazione nel diversi
sistemi organici. Alla guarigione del tumore primario segue scmpre
un periodo di latenza prima che si manifestino le metastasi. In caso
di insuccesso, la melastasizzazione eletliva prosegue senza arresto.

L’alta radiosensibilitd e la predisposizione ad una lesione mec-
canica e tossica & un’allra carafteristica della metastasizzazione elet-

Sching - 7-2



302 PONTIFICIAE ACADEMIAE SCIENTIARVM SCRIPTA VARIA - 7

tiva. La radiosensibilita non va perd di pari passe con la radiocura-
bilith. La grande maggioranza di tutti i nostri pazienti muore alla
fine in seguito a metastasizzazione elettiva o generalizzata.

Nella patologia generale dei tumori non viene usata finora la
espressione di metastasizzazione elettiva per il fatto che non di rado
gl anatomo-patologhi non vedono i casi prima che siano entrati
nello stadio di una completa ed irregolare gencralizzazione, ed anche
perché 1 clinici, benche osservino gli stadi summenzionati, non danno
a questi che una vaga denominazione di malattia sistematica. Fatto
& che csistono delle vere malattie sistematiche, per esempio le tesau-
rismosi. In questi casi, perd, Uinizio della lesione & localizzato, si
sistematizza e alla fine si assiste ad una generalizzazione. La sistema-
tizzazione non rappresenta che una fase nel decorso della malattia.

Ancora e brevemente accennerd un altro esempio di metastasiz-
zazione elettiva: le metastasi nel liquor dei tumori maligni del
sistema nervoso centrale che appaiono molto spesso nei casi di medul-
loblastoma, tumore molto radiosensibile, e raramente nel gliobia-
stoma muliiforme. 1 tumori primari sono caratterizzati da un accre-
scimento rapido ed invasivo e sono bene vascolarizzati, Nonostante
non si osservino mai delle melastasizzazioni ematogene a distanza.
Pare che gli emboli non trovino un substrato adeguato al di fuor:
del sisterna nervoso centrale e che regrediscanc subito. Si ha perd
accrescimento solo in caso di invasione nel liquor. Quest’ ipotesi
trova una conferma indiretta net fatlo che non esiste neppure un
infiltrato nel tessuto extracraniale anche in caso di contatto molto
stretto dopo apertura operativa del tumore. Solamente in qualche
caso di glioblastoma multiforme viene osservato un infiltrate nel
tessuto sottocutanco e nella cute. Nell’esempio suesposto 1elettivita
si limita agli spazi del liquor; non si trovano delle metastasi emato-
gene. Gli spazi del liquor, del resto, formano anche un substrato
molto favorevole per i tumori primari di altre localizzazioni. Per
esempio, i carcinomi del faringe invadono direttamente il sacco
durale e si diffondono negli spazi del liquor che forma un substrato
piuttosto favorevole.
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RIASSUNTO

I. - Nei carcinomi differenziati e nei sarcomi Ia 1netastasizzazione
cmatogena dipende puramentc dalle leggi meccaniche della circolazicne.
Trattasi o del tipe polmonale o epatico e della polmonare,

2. — La metastasizzazione ematogena nei meristomi non & casuale
ma conforme ad una legge: Le metastasi ematogene si sviluppano ¢ cre-
scono 1a dove il substrato morfologicamente o biochimicamente ¢ analogo
o molto simile al terreno madre dello sviluppo neoplastica. Trattasi di un
tipo di metastasizzazione elettiva.

3. — II tipo di metastasizzazione clettiva ¢ suddiviso in un tipo del
midollo osseo, in un tipo linfatico ed in un tipo retoteliale. Le cellule
neoplastiche circolano nel sangue. Invece dell’embolo neoplastico abbia-
mo embolo cellulare.

4. — S5i arriva alla metastasizzazione gencrale con cachessia generale
soitanto negli stadi finali. Questo stadio viene osservato oggi pill spesso
in seguito al trattamento radiante,

ZUSAMMENTASSUNG

I. - Bei ausdiffcrenzierten Carcinomen und Sarkomen folgt die hae-
matogene Metastasierung den mechanischen Kreislaufgesetzen: Lungenty-
pus, Lebertypus, Pulimunalistypus.

2. ~ Bei Meristomen dagegen handelt es sich um einen elektiven Me-
tastasierungstypus. Die haematogenen Metastasen gehen dort an, wo das
Substrat dem Mutterboden der FPrimérgeschwulst morphologisch und bio-
chemisch gleich oder dnlich 1st.

3. Die clektive Metastasierung zerfallt in den Knochenmarkstypus, den
Iymphatischentypus und den Retotheltypus. Die Malignomzellen zirkulie-
ren im Blut als Zellerboli.

4. Erst im Endstadium kommt es unter Kacbexie zur allgemeinen
Metastasicrung. Dieses Stadium kommt heute infolge der Strahlenbehand-
lung hiufiger zur Beobachtung als frither,
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