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Wegen ihrer adstringenten Wirkung wurde die Gerbsidure frither als Heilmittel weit und
breit verwendet. Die lokale Behandlung von Brandwunden wurde 1925 von DAVIDSON empfoh-
len, und das Verfahren wurde in Ungarn wihrend des zweiten Weltkrieges allgemein ange-
wendet. .

Unsere Forschungen, die schlieBlich mit der Entdeckung der hepatotoxischen, cirrhogenen
und hepatocarcinogenen Eigenschaften dieses Stoffes endeten, wurden wahrend des zweiten
. Weltkrieges mit Beobachtungen am Sektionstisch begonnn. Wihrend dieser Zeit hatte ich
Gelegenheit, die Pathologie der Verbrennungen an einem verhéltnisméaBig groBen Leichen-
material zu studieren. In einigen Fillen fanden wir bei der histologischen Untersuchung der
aus Verbrennungsfillen entnommenen Gewebe schwere zentrale Nekrose in der Leber,
blutige focale Nekrose in den Nebennieren; in anderen Féllen waren diese Verdnderungen
‘wenig ausgeprigt, oder sie waren nicht zu finden. Die Fille, bei denen Leber- und Nebennieren-
nekrosen vorhanden waren, waren ausnahmslos mit Gerbsdure lokal behandelt worden, die
anderen nur mit Vaselin oder anderen Salben. Auf Grund dieser Beobachtungen vermutete
ich die hepatotoxische Wirkung der Gerbséure schon im Jahre 1943. Damals wurde das Mittel
sonst iiberall als unschédlich angesehen. -

Mein Verdacht wurde durch Tierversuche vollkommen bestétigt. Zunéchst verabreichte ich
. die Verbindung i. v., und die Tiere, Hunde und Kaninchen, verendeten in einigen Minuten.
Wurde die Gerbsdurelésung Ratten s. ¢. in Dosen injiziert, die die Tiere innerhalb einiger
Stunden nicht t&teten, kam es bei ihnen zu Lebernckrose. Leider konnten diese Ergebnisse
wegen des Krieges erst im Jahre 1949 mitgeteilt werden. Weiterhin muBten wir auch die
Versuche wiederholen, da die Priparate und Aufzeichnungen'aus demselben Grund ver-
lorengingen. Ich habe dann nachgewiesen, dall die Gerbsdure ein selektives Lebergift dar-
stellt, dessen Wirkung sich in Abhéngigkeit von der Dosierung und der Art der Verabreichung
" in einer verschieden schweren acinozentralen Nekrose &duBert [5].

Die parenterale Verabreichung der Gerbsiure hatte auch einen betrichtlichen systemati-
schen Stress zur Folge [18, 20]. Spiter fanden wir widhrend der chronischen Gerbsiure-
behan@lung in den Kernen des vorderen Hypothalamus die cytologischen Zeichen einer ge-
steigerten neurosekretorischen Aktivitit [19]. Ménnliche Ratten waren gegeniiber Gerb-
sdure hinsichtlich der toédlichen Wirkung empfindlicher als die Weibchen. EiweiBreiche
(30% Casein enthaltende) Kost gewihrte einen gewissen Schutz gegen die letale und hepato-
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toxische Wirkung der Gerbsiure [11]. Akute Vergiftungen waren sehr oft mit Magene%sionen
verbunden [10]. Nach der protrahierten Behandlung lag bei etwa 709, der Tiere ein Geéschwiir
in Pylorusnihe oder an anderer Stelle im Magen vor [22]. '

Der niichste Schritt war, den Nachweis zu erbringen, daB die Gerbsiure Cirrhose hervor-
ruft. Der Stoff wurde weiBen Ratten s. c. mit mehrtigigen Intervallen gegeben. Steigende
Dosen von 10 bis 70 mg (in wiBriger Losung) wurden verabreicht. Diese Behandlung fiibrte zu
einem Umbau der Leberstruktur. In der ersten Periode — bis zum 40. Tag — erfolgte der
Untergang der Parenchymzellen mit darauffolgender Regeneration, oft mit dem acinozentra-
len Collaps des argyrophilen fibrosen Netzes. Eine andere Friiherscheinung war die Schwellung
und Vermehrung der das Reticulo-Histiozytensystem bildenden Zellen. Im dritten Behand-
lungsmonat war die diffuse Proliferation des Bindegewebes schon auffallig. Pseudolobuli
erschienen, und die Proliferation der kleinen Gallenwege wurde beobachtet. Die Leber war bei
den Ratten, die den 100. Tag iiberlebten, geschrumpft, die Oberfliche grobhockerig. Die Leber
zeigte also nach der Gerbséiurebehandlung ein dhnliches Bild wie bei der postnekrotischen oder
posthepatitischen Cirrhose [9]. ’ .

Wir priiften auch die Frage, ob die per os eingefiihrte Gerbsiure aus dem Verdauungs-
kanal resorbiert wird. Hunde und Ratten erhielten durch eine Magensonde wiBrige Gerb-
siurelosungen verschiedener Konzentration, ferner Tee und Rotwein. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde Blut entnommen und mit einer auf der Reduktion der Arsenowolfram-
siure fuBenden photometrischen Mikromethode untersucht. Nach der parenteralen Einfuhr
der Gerbsiure nahm ihre Konzentration im Blut rasch zu, der Héhepunkt trat nach 3 Stunden
ein, danach fiel die Konzentration allméhlich ab und nach 24 Stunden war das Blut gerbsiure-
frei [7]. Die histologische Untersuchung zeigte, dal} die hepatotoxische Wirkung der Gerb-
siure nach der peroralen Einfuhr ebenso eintrat wie nach der parenteralen [8]. Die chronische,
iiber 6 Monate anhaltende Behandlung hatte eine leichte Cirrhose zur Folge, wenn die innere
Dosis die iibliche parenterale vielfach iberstieg [4]. : .

Die subcutane Behandlung hat den Nachteil, da das Mittel auch eine lokale Reizwirkung
entfaltet, wodurch es oft zur Nekrose und Exulceration der Haut kommt. Aus diesem Grund
waren viele Tiere vor AbschluB der Versuche eingegangen. Dennoch iiberlebten 30 bis 509, der
Tiere die Behandlung um 200 Tage, 5 bis 10%, sogar um 300 Tage, wenn sie fiinftaglich 150
bis 200 mg/kg s. c. erhielten. Bei 569%, der Ratten, die diese Behandlung mindestens um
100 Tage iiberlebten, waren Lebergeschwiilste zu finden: Hepatom, Cholangiom, oder beide.
Die in dieser Weise induzierten Geschwiilste sind immer multipel und zumeist gutartig, ob-
wohl in einigen Fillen der Ubertritt von Geschwulstzellen in die Lebervenen und die aus-
gesprochene cellulire Atypie auf einen méfigen Grad der Malignitét hinweisen [6, 12, 13]. Ich
méchte noch eine vielleicht nicht unwichtige Tatsache erwihnen: Wihrend in der Friih-
periode des Versuchs Leberzellmitosen in einer groBen Anzahl zu finden sind, kommen diese
im zweiten bis dritten Monat nicht mehr vor, man findet aber Leberriesenzellen, die oft eine
enorme GroBe erreichen und manchmal zwei Kerne besitzen. In dieser Periode fillt auch die
Proliferation der sogenannten Ovalzellen auf. '

Spiter haben wir festgestellt, daBl die hepatocarcinogene Aktivitiat der Gerbsdure auch von
diétetischen Faktoren abhiingt. EiweiBreiche, fettarme Kost (25%, Casein, 5% 0l) iibte auf
diese Aktivitit einen hemmenden EinfluB aus, hingegen wurde die Carcinogenese durch
eine 3% Protein und 20%; Sonnenblumensl enthaltende Kost gefordert. Die gerbsaure-
bedingte Cirrhose konnte aber durch den Casein- und Fettgehalt der Nahrung nicht beein-
fluBt werden. Obwohl die mit einer caseinreiéhen, fettarmen Kost ernihrten Ratten-etwas:
linger lebten als die mit wenig Casein und viel Fett ernihrten, kamen Lebergeschwiilste
in der letzten Gruppe zweimal so oft vor, wie in der vorigen: in 67 % bzw. 299%,. Die
caseinarme, fettreiche Diit hatte keine carcinogene oder Cirrhose herbeifithrende Wir-
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kung [14, 15]. Vitamin B,, iibte auf die carcinogene Wirksamkeit der Gerbsiure keinen
EinfluB aus. .

~ Obwohl die subcutanen Gerbsiureinjektionen oft zur Hautnekrose und Geschwiirbildung
Anla8} gaben, heilten diese Geschwiire schnell und restlos, wenn die Behandlung voriibergehend
abgesetzt oder die Injektion an einer anderen Stelle gegeben wurde. Weder vom Rand solcher
Geschwiire, noch von der Narbe der geheilten Geschwiire ging ein Tumor aus. Eine lokale
carcinogene Wirkung wurde auch dann nicht beobachtet, wenn ein durch Thermokauter
hervorgerufenes Geschwiir 1 Jahr lang mit Gerbséure regelmiBig gepinselt wurde [12, 13].
Eine lokale carcinogene Wirkung des Stoffes konnte auch an weiBen Miusen nicht nach-
gewiesen werden, wenn ihre Haut mit Gerbsiure eine lingere Zeit hindurch behandelt wurde.
Lebertumoren kamen bei diesen Mausen nicht zustande.

Wird gleichzeitig mit der parenteralen Gerbsdurebehandlung 2- Acetylamino-fluoren [AAF]
mit der Nahrung verabreicht, dann wird der carcinogene Effekt des AAF von der Gerbsiure
gefordert. Am 180. Tag der Versuche fanden wir Lebergeschwiilste bei 929, der mit beiden
Stoffen, aber nur bei 289, der nur mit AAF behandelten Ratten. Uberdies waren in der niit
beiden Stoffen behandelten Gruppe auch Metastasen zu finden. Bei den nur mit Gerbsiure be-
handelten Ratten betrug die Tumorhiufigkeit ungefihr 50%,. In der mit beiden Stoffen be-
handelten Gruppe kam eine fortgeschrittene Lebercirrhose oft vor, im Gegensatz zu.den
schwachen Leberverinderungen der nur mit AAF behandelten Tiere. Diese Versuche sprechen
dafiir, daB eine Lebercirrhose bei der Entwicklung des Leberkrebses einen wesentlichen, for-
dernden Faktor darstellt [16, 21]. : :

In der Leber der mit Gerbsiure per os oder parenteral durch eine lingere Zeit behandelten
~ Ratten war die myeloide Metaplasie in kleinen Herden eine hiufige Erscheinung. Das Knochen-
mark ist in solchen Fillen sehr zellreich. Bei einigen Tieren trat eine leukdmische Myelose auf,
die Milz war betrachtlich vergréBert, ihre normale Struktur verloren gegangen. Ferner war
eine myeloide Infiltration der:Leber und anderer Organe festzustellen. Die hochgradige
Anaplasie und die enorme Mitosenzahl sprachen fiir eine Paramyeloblastenleukidmie. Die
massenhafte Ablagerung von gelblichbraunem, zum Teil eisenhaltigem Pigment, besonders in
der Leber, der Milz und den Lymphknoten, wird als ein Zeichen der Eisenstoffwechselstérung
angesprochen {17]. ' '

"Ieh mochte hervorheben, daB bei dem von uns geziichteten Rattenstamm, den wir seit
10 Jahren verwenden, Spontantumoren sehr selten. auftreten, und zwar nur mesenchymale.
Lebergeschwiilste oder Spontanleukimien haben wir nie beobachtet. o

Es soll nun einiges zur Chemie der Gerbsiure gesagt werden. Zunichst sei bemerkt, dai
alle Versuche mit gewShnlichem Tannin (gallotannic acid) ausgefiihrt wurden. Der Stoff wird
aus Gallapfel, einem Auswuchs junger Eichenzweige, hergestellt. Diese Tanninarb ist nur
eine von vielen, die in der Natur vorkommen. Sie lassen sich in zwei Hauptgruppen teilen:
hydrolysierbare und kondensierte Tannine (Pyrokatechine). Die ersten haben eine Ester-
bindung, sie zerfallen leicht unter der Einwirkung schwacher anorganischer Sduren in Zucker,
Gallussédure oder Ellagsidure. Die Pyrokatechine liefern dagegen bei Abbau unlésbare, kaum
definierbare Verbindungen, die Phlobaphene genannt werden. Das gewohnliche Tannin
gehort in die erste Gruppe, Onotannin aber, das im Rotwein zu finden ist, in die zweite. Die
biologische Wirkung einiger kondensierter Tannine wurde zuerst von ArMSTRONG, CLARKE und
CorcHIN im Jahre 1956 studiert. Sie haben festgestellt, da die kondensierten Tannine erheb-
lich weniger toxisch sind als die hydrolysierbaren. Die Mitteilung erbrachte aber keinen Be- i
weis dafiir, dafl diese Verbindungen in der Leber zur centrolobuliren Nekrose AnlafB geben.

E,s war mir eine Freude zu erfahren, dafl unsere Ergebnisse von Kirpy im Chester Beatty
Krebsforschungsinstitut in London ausnahmslos bestétigt wurden. Weiterhin konnte Kirsy
beobachten, dafl die kondensierten Tannine bei Miusen an der Injektionsstelle Sarkome her-
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vorrufen, wiahrend die hydrolysierbaren nur zu Lebertumoren Anlal gaben. Bei den Ratten
die er mit Gerbsiure s. ¢. behandelte, fand er Milzvergroferung und Veréinderungen, | |d1e wir
als prileukidmische beschrieben hatten.

Die mit der gerbsiurebedingten Carcinogenese einhergehenden Stoffwechselverinderungen
sind nicht bekannt. THUNBERG hat 1936 nachgewiesen, daf Gerbsidure in gewissen Extrakten
unreifer Samen und tierischer Gewebe die Hydrogenaseaktivitat hemmt.

Vom Wirkungsmechanismus der hepatotoxischen Stoffe ist wenig sicheres bekannt. Um
dieses Problem zu untersuchen, injizierten wir jungen erwachsenen ménnlichen und weib-
lichen Ratten s. c. eine einzige toxische, aber nichttodliche Dosis (250 mg per kg) und ver-
folgten die Leberverinderungen in kurzen Abstinden. Die Tiere wurden durch Ausblutung 1/,,
1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 Stunden und 1 Woche nach der Behandlung getotet. Die Leber wurde
inittels histomorphologischer, histochemischer und biochemischer Methoden untersucht.

Die ersten histologischen Verinderungen erschienen nach 12 Stunden, sie wurden immer
schwerer, bis zur 48. Stunde Verquellung und hydropische Degeneration der Leberzellen
und centrolobulire Nekrosen gefunden wurden. Hierauf folgte die Regeneration, in einer
Woche verschwanden die Nekroseherde, der Aufbau der Leber war wieder normal.

Die histochemischen Verdnderungen traten frither auf, als die grobmikroskopischen. 30 bis
60 Min. nach der Injektion war die Aktivitit der Succinodehydrogenase und der Lipase ver-
mindert, desgleichen der Glykogen- und EiweiBgehalt. Interessanterweise war der Fett-
gehalt der Leber wiihrend der ganzen Beobachtung nie vermehrt. In dieser Hinsicht ist also
die durch Tannin hervorgerufene Vergiftung von der Wirkung des Chloroforms oder des
Tetrachlorkohlenstoff wesentlich verschieden.

. 24 bis 48 Stunden nach der Gerbsdurebehandlung war der Gehalt der Leber an freien
Aminoséuren vermehrt. Uberdies traten auBler den normalerweise gefundenen Aminoséuren
auch Norvalin, Methionin, Leucin, Tyrosin und gelegentlich auch Asparagin auf. Die histo-
chemischen und chemischen Verinderungen gehen aber schnell zuriick, und 1 Woche nach der
Behandlung ist die chemische Zusammensetzung der Leber anscheinend vollkommen normal.

Hingegen konnte durch Papierelektrophorese eine wesentliche Anderung in der Zusammen-
setzung der Serumeiweifkirper festgestellt werden. Nach 24 bis 48 Stunden war die Menge
der Albumine erheblich verringert, die der «,-Globuline auf das Vierfache, die der «,-Globu-
line auf das Doppelte erhoht. Die Menge der $- und y-Globuline war kaum verdndert. Nach
einer Woche war die Albuminkonzentration ungefihr normal, die der «;- und «,-Globuline
war zu dieser Zeit noch stark erhoht. ‘

SchlieBlich soll einiges von der Histogenese der durch Gerbsédure angeregten Lebertumoren
gesagt werden. Anscheinend hiingen diese Tumoren mit der intensiven Regeneration und der
Gallenwegsproliferation zusammen, die als Folgen des Parenchymunterganges betrachtet
werden konnen. Die histologisch verfolgbaren Vorgéinge lassen mehrere Stadien unterscheiden.
In den ersten Wochen fillt die hochgradige mitotische Aktivitit der Leberzellen und hiermit
in Verbindung die Proliferation der reticuloendothelialen Elemente auf. Spéter verschwinden
die Mitosen, an ihrer Stelle erscheinen die Leberriesenzellen. Anscheinend ist also die mito-
tische Aktivitét in der ersten Phase gesteigert, in der zweiten gehemmt. In der dritten Phase
herrschen Gallenwegsproliferation, Cholangiofibrose und diffuse Fibrose vor. Diese Cholangio-
fibrose ist schon als eine Priablastomatose anzusehen.

Man kénnte sagen, daB in der Gruppe der aus Hunderten von Verbindungen bestehenden
.Carcinogene das Hinzukommen der Gerbsiure kein aufsehenerregendes Ereignis darstellt.
Ich glaube aber, daB in dieser Beziehung zwei Tatsachen eine besondere Beachtung verdienen:

1: Die Tannine sind komplexe Verbindungen, und auch die gereinigten Prdparate ent-
halten mehrere, zum Teil unbekannte organische Stoffe; :

2. gewisse Getrinke —Tee, Kaffee, Kakao, Rotwein—enthalten VerschledeneTannmmengen
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Summary

Our research work which resulted in the discovery that tannic acid is a hepatotoxic,
cirrhogenic and hepatocarcinogenic agent, started from postmortem observations of human
material. We could later show that the hepatocarcinogenic activity of tannic acid is influenced
by dietetic factors. The simultaneous administration of tannic acid and 2-acetylamino-
fluorene showed that tannic acid greatly enhanced the hepatocarcinogenic action of AAF.

The tannins may be divided in 2 classes: hydrolysable and condensed tannines. All our
experiments were carried out with gallotannic acid which is a member of the first group.
~ In order to study the mechanism of action of gallotannic acid we examined the liver by
histomorphological, histochemical and biochemical methods at short intervals after a single
subcutaneous injection of a non lethal, toxic dose to young adult rats. Histochemical changes
in the liver were found much earlier than histomorphological lesions. 30 to 60 minutes after
the injection decreases in the succinic dehydrogenase and lipase activities, in the glycogen
and protein contents are well demonstrable. At no stage of tannic acid intoxication could an
increase in the fat content of the liver be demonstrated. There is a remarkable change in the
composition of the serum proteins as determined by paper electrophoresis.

In the sequence of histologically recognizable events one can clearly distinguish several
stages. During the first weeks the most obvious phenomenon is the great mitotic activity among
the hepatic cells. Later the mitotic cells disappear and give place to giant liver cells. In the
3rd phase proliferation of bile ducts, cholangio-fibrosis and diffuse fibrosis dominates the
picture. Massive deposition of a partly iron containing pigment, expecially in the spleen,
‘may be considered a sign of disturbed iron-metabolism.- o
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