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Beziehungen zwischen der Änderung des Kupferspiegels im Plasma 
und dem Wachstum des M o r r i s - Hepatoms 3924 

Relation between the Alteration of the Copper Level in Plasma 
and the Growth of M o r r i s - Hepatoma No. 3924 
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During the growth of M o r r i s - hepatoma No. 3924 in rats changes in the level of trace 
elements were observed using neutron activation analysis. The increase of copper concentration 
in the plasma correlated with the incorporation of 3H-thymidine in the tumor. In contrast to our 
investigations on Y o s h i d a - sarcoma, the decrease of manganese in the liver did not correlate 
with the incorporation of tritiated thymidine in the hepatomas. 

Systematische Untersuchungen an Ratten mit 
Transplantationstumoren (Y o s h i d a - Sarkom, 
W a l k e r - Carcinosarkom) erbrachten Änderungen 
im Spurenelementspiegel in verschiedenen Organen 
des Wirtes 1 - 3 . Die mit Hilfe der Neutronenaktivie-
rungsanalyse gefundenen Veränderungen in der 
Spurenelementkonzentration zeigten Beziehungen 
zum Wachstum der Tumoren. So waren bei Ratten 
mit soliden Y o s h i d a - Sarkomen sowohl die Er-
höhung des Kupferspiegels im Plasma als auch die 
Erniedrigung des Manganspiegels in der Leber mit 
dem Einbau von 3H-Thymidin im Tumor korre-
liert 2. Da das Y o s h i d a - Sarkom ein schnell wach-
sender Tumor ist, wurden die dort gefundenen Er-
gebnisse an dem langsamer wachsenden M o r r i s -
Hepatom 3924 überprüft. 

Sonderdruckanforderungen an Priv.-Doz. Dr. M. VOLM, 
Deutsches Krebsforschungszentrum, Institut für experimen-
telle Pathologie, D-6900 Heidelberg 1, Kirschner Str. 6. 

Material und Methode 

Tier- und Tumormaterial: Die Versuche wurden an 
50 männlichen ACI-Ratten (3 Monate alt, random bred, 
Tierlabor des Institutes für experimentelle Pathologie) 
durchgeführt. Die Versuchstiere wurden unter Stan-
dardbedingungen gehalten (21 °C Raumtemperatur, 
Makroionkäfige, Standarddiät Altromin® und Wasser 
ad libitum). Das von uns benützte M o r r i s - Hepatom 
3924 wird im Tierlabor des Institutes für experimen-
telle Pathologie seit längerer Zeit in laufenden Passa-
gen als solider und Ascites Tumor auf ACI-Ratten ge-
halten. 

Versuchsanordnung: Die Ratten wurden vor Ver-
suchsbeginn streng zufällig (Zufallszahlen) auf zwei 
Gruppen verteilt: Die eine Hälfte erhielt subcutan 
(Rücken) Ascites Tumorzellen (15 Mio. Zellen/0,5 ml/ 
Ratte), die andere (Kontrollgruppe) H a n k sehe Salz-
lösung injiziert. An 5 Tagen (16., 22., 30., 37. und 
44. Tag nach Tumortransplantation) bekamen je 5 aus-
geloste Tiere pro Gruppe eine Stde. vor dem Entbluten 
3H-Thymidin injiziert (Dosierung: 0,5,«Ci/g Körper-
gewicht; 100//Ci in 0,5ml physiol. Kochsalzlösung; 
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spezifische Aktivität: 25 Ci/mMol; Radiochemical Cen-
tre Amersham). 

Nach Narkotisierung durch Nembutal® wurde in die 
V. femoralis 0,3 ml Heparinlösung (Liquemin®, Hoff-
mann La Roche) injiziert. Dadurch konnte das Blut 
nadi Punktion der Aorta abdominalis mit einer Plastik-
kanüle (Braunüle® Gr. 0, Braun Melsungen) freiflie-
ßend in Polystyrolröhrchen aufgefangen werden. Da-
bei wurde jeweils der erste ml verworfen. 60 Min. nach 
der Injektion des markierten Thymidins war die Blut-
entnahme beendet. Die Tiere wurden dann getötet und 
zur Bestimmung der eingebauten radioaktiven Sub-
stanz die Tumoren in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

Zur Bestimmung der Spurenelemente wurden die 
Organe metallfrei entnommen, äußerlich kurz mit ge-
reinigtem Wasser (Ionenaustauscher) abgespült und 
staubsicher verpackt. Das Blut wurde unmittelbar nach 
der Entnahme zentrifugiert und das Plasma in Pla-
stikröhrchen aufbewahrt. 

Bestimmung des SH-Thymidin-Einbaues: Die in flüs-
sigem Stickstoff eingefrorenen Tumoren wurden nach 
einem Verfahren weiter aufgearbeitet, das auf einer 
Modif ikation der von MANS und NOVELLI 4 angegebe-
nen Methode beruht5: Die gesamten Tumoren wurden 
gewogen, in Aqua dest. (1 : 20) im Potter-Elvehjem 
homogenisiert, Papierrundfilter mit einem Aliquot der 
Suspension (100 //l) beschichtet (3 Filter/Probe), ge-
trocknet und anschließend mit eiskalter Trichloressig-
säure das nicht eingebaute radioaktive Material extra-
hiert. Die Aktivität der nicht extrahierten Substanz auf 
den Rundfiltern wurde unter Verwendung von Toluol-
szintillator im Flüssigkeitsszintillationszähler (Tricarb, 
Packard) bestimmt. 

Bestimmung von Kupfer und Mangan: Mit der Neu-
tronenaktivierungsanalyse können auch geringe Kon-
zentrationen von Elementen bestimmt werden. Die 
Nachweisgrenzen für Mn liegen bei ca. 10~5 / /g, die 
für Cu bei 10-4Jttg. Die metallfrei entnommenen Pro-
ben kommen nach Gefriertrocknung in ein Bestrah-
lungsgefäß und werden bei einem Neutronenfluß von 
2 • 1012 n s - 1 c m - 2 (Triga Mark I, Deutsches Krebsfor-
schungszentrum Heidelberg) bestrahlt (Leberproben 
1 Stde., Plasmaproben 4 Stdn.). Zur Kupferbestim-
mung werden Störelemente (Na, K, Cl, Br und P) in 
einem Schnellverfahren6 abgetrennt, wobei Cu als 
Chelatkomplex in ein organisches Lösungsmittel extra-
hiert wird. Die 64Cu-Aktivität wird durch y-Spektro-
skopie der 511-keV-Linie des ß + -Zerfalls bestimmt. Die 
56Mn-Aktivität der Leberproben kann direkt mit einem 
40 cm3 GeLi-Detektor durch Spektroskopie der 845-
keV-Linie bestimmt werden. Die Fehler des Verfahrens 
liegen unter 5%. 

Statistik: Zur statistischen Analyse der Meßdaten 
wurden zweifache Varianzanalyse und Kovarianzanalyse 
verwendet. Die Anwendung der Verfahren war mög-
lich, da jeder Zelle (pro Tag und Gruppe) die gleiche 
Anzahl von Tieren streng zufällig (mittels Zufallszah-
len) zugeteilt war. Die geforderte Normalverteilung 
wurde annähernd durch Logarithmieren der Ausgangs-
daten erreicht. 

Ergebnisse 

Der zeitliche Verlauf der Tumorgewichte und des 
3H-Thymidin-Einbaus (AE = Produkt aus Tumor-
gewicht und lmp/min/0,lml Tumorhomogenat) ist 
in Abb. 1 dargestellt. Die Tumorgewichte steigen 
bis etwa zum 35. Tag nadi Tumortransplantation 
rasch an, um dann im Mittel annähernd konstant zu 
bleiben. Den Tumorgewichten entsprechend steigen 
auch die 3H-Thymidin-Einbauraten bis zu einem 
Maximum am 37. Tag, um dann gerade in dem 
Zeitraum wieder abzufallen, in dem sich die Tumor-
gewichte wenig ändern. 

20 30 40 
Tage nach Tumortransplantation 

Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Tumorgewichte ( A ) und des 
3H-Thymidineinbaus in den Gesamttumor ( • ) während des 
Wachstums von M o r r i s Hepatomen. Die Punkte sind das 

logarithmische Mittel von je fünf Tieren (re = 25) . 

Die Kupferkonzentration im Plasma der Tumor-
tiere (Abb. 2) zeigt in ihrem zeitlichen Verlauf einen 
deutlichen Anstieg gegenüber den Kontrolltieren, 
der am 37. Tag ein Maximum erreicht und am 44. 
Tag nahezu wieder auf den Wert der Kontrollen 

20 30 40 
Tage nach Tumortransplantation 

Abb. 2. Kupferkonzentration im Plasma von Tumorträgern 
( • ) und tumorfreien Kontrollen ( o ) . Die Punkte sind Mittel-
werte von je fünf Tieren, die durchgezogene Linie ist der Mit-
telwert aller Kontrollen während der Versuchszeit. Alle An-

gaben sind auf Frischgewicht bezogen (TI=50). 
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abfällt. Der Unterschied zwischen den beiden Grup-
pen ist mit p < 0,05 gesichert. 

Eine Kovarianzanalyse zwischen den 3H-Thymi-
din-Einbauraten und den Kupferkonzentrationen im 
Plasma der Tumortiere ergibt, daß die beiden kor-
reliert sind und der Einfluß weiterer Zeitfaktoren 
ausgeschlossen werden kann. Die Berechnungen er-
gaben weder in den Steigungen noch in den Abstän-
den der Regressionsgeraden Unterschiede. Damit 
kann eine gemeinsame Regressionsgerade konstru-
iert werden. Die entsprechenden F-Werte liegen 
unter den Tabellenwerten (Tab. 1) . 

Quelle der Variation F exp. F 0,01 

Cu-Plasmakonzentration 4,1 3,4 

3 H-Thymidin-Einbau 11,3 3,4 

Unterschied in den Abständen der 
Regressionsgeraden 

1,3 4,0 

Unterschied in den Steigungen der 
Regressionsgeraden 

0,8 8,2 

Tab. 1. Ergebnisse der Kovarianzanalyse für den Zusammen-
hang von Kupferkonzentration im Plasma und 3H-Thymidin 
im Gesamttumor. Kupferkonzentration und 3H-Thymidin-
einbau zeigen beide einen gesicherten zeitlichen Verlauf. Ab-
stände und Steigungen der Regressionsgeraden sind ohne 

Unterschiede. 

Über diese Regressionsbeziehung können aus den 
experimentellen Mittelwerten der 3H-Thymidin-Ein-
bauraten die Erwartungswerte der entsprechenden 
Kupferkonzentrationen im Plasma errechnet werden. 

Dies ist in Abb. 3 dargestellt: die ausgezogene 
Kurve stellt den theoretischen Kupferverlauf dar, 
die gestrichelten Linien begrenzen den Vertrauens-
bereich für p = 0,05. Der Streubereich der Kontrol-
len ist schraffiert. Die experimentell gefundenen 
Kupferwerte (Punkte) liegen alle im oder sehr nahe 
am Vertrauensbereich der theoretischen Kupfer-
kurve. Dies verdeutlicht die Korrelation der Kupfer-
konzentration im Plasma der Tumortiere mit den 
3H-Thymidin-Einbauwerten der Hepatome. 

Der zeitliche Verlauf der Mangankonzentration 
in der Leber der Tumortiere (Abb. 4) zeigt, im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren, ab dem 20. Tag einen 

20 30 40 
Tage nach Tumortransplantation 

Abb. 3. Theoretischer Verlauf der Kupferkonzentration im 
Plasma der Tumortiere, korrigiert auf die 3H-Thymidin-Ein-
bauwerte der Gesamttumoren. Ausgezogene Kurve = theore-
tischer Verlauf, gestrichelte Kurven = Grenzen des 5%-Ver-
trauensbereiches, Schraffur = Streubereich der Kontrollen, 
Punkte = experimentell gefundene Kupferwerte. Alle An-

gaben sind auf Frischgewichte bezogen. 

20 30 40 
Tage nach Tumortransplantation 

Abb. 4. Mangankonzentration in der Leber von Tumorträ-
gern (• ) und Kontrolltieren ( o ) . Die Punkte sind Mittel-
werte von je fünf Tieren, die Gerade stellt den Mittelwert aller 
Kontrolltiere während der Versuchszeit dar. Alle Angaben 

sind auf Frischgewicht bezogen (n—50). 

steilen Abfall, um dann vom 30. Tag bis zum Ver-
suchsende auf diesem niederen Niveau zu bleiben. 
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist 
mit p < 0,05 gesichert. Der fehlende Wiederanstieg 
der Mangankonzentration im Spätstadium des Tu-
morwachstums läßt keine Korrelation mit den 3H-
Thymidin-Einbauraten zu, denn diese fallen ja am 
44. Tag wieder ab (Abb. 1) . 

Diskussion 

In einer Untersuchung am Y o s h i d a - Sarkom 
der Ratte 2 konnten wir zeigen, daß bei Tumortieren 
die Erhöhung der Kupferkonzentration im Plasma 
und die Erniedrigung der Mangankonzentration in 
der Leber mit dem 3H-Thymidin-Einbau der Tumo-
ren korreliert ist. Diese Korrelation besteht beim hier 
untersuchten M o r r i s - Hepatom 3924 zwischen 
Manganabfall und 3H-Thymidin-Einbau nicht. Die-
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ser Unterschied in der Reaktionsweise der Tumor-
träger auf das Wachstum der beiden Tumoren 
könnte in deren unterschiedlichen Wachstumsge-
schwindigkeit liegen: Beim Y o s h i d a - Sarkom 
werden schon 8 Tage nach Tumortransplantation 
maximale Tumorgrößen erreicht, während diese 
beim M o r r i s - Hepatom 3924 erst 37 Tage nach 
Tumortransplantation auftreten. Es wäre aber auch 
denkbar, daß sich die Wechselbeziehungen zwischen 
Tumor und Leber des Wirtstieres bei Hepatomen 
und leberfremden Tumoren grundsätzlich unterschei-
den. 

Im Gegensatz zum Manganabfall ist der Kupfer-
anstieg im Plasma der Tumortiere mit dem3H-Thymi-
din-Einbau der Tumoren korreliert. Weiter ist der 
Kupferanstieg mit einer korrelierten Erhöhung des 
Caeruloplasmaspiegels im Plasma verbunden. Da 
90% des Kupfers im Serum an das Caeruloplasmin 
gebunden sind — die restlichenlO% sind unspe-
zifisch in der Albuminfraktion gebunden — ist der 
Kupferanstieg mit einer Erhöhung der Caeruloplas-
minkonzentration gleichzusetzen7'8. Danach be-
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stünde zwischen dem Tumorwachstum und dem 
Kupferanstieg im Plasma folgender Zusammenhang: 
Die proliferierenden Tumorzellen (nur sie bauen 
3H-Thymidin ein) beeinflussen direkt oder indirekt 
die Leber — den einzigen Syntheseort von Caerulo-
plasmin — und induzieren dort eine erhöhte Syn-
these von Caeruloplasmin. Dadurch steigt der 
Caeruloplasminspiegel im Blut und damit die 
Kupferkonzentration im Plasma. Die Medianismen, 
die die Caeruloplasminsynthese regulieren, sind je-
doch noch ungeklärt9. 

Der Kupferanstieg im Plasma von Tumorträ-
gern 2 ' 3 ' 1 0 - 1 2 ist so deutlich ausgeprägt, daß er 
eine Diagnosehilfe für malignes Wachstum sein 
könnte. Jedoch sind bei verschiedenen anderen 
Krankheiten (z. B. infektiöse Hepatitis, Leber-
cirrhose, verschiedene Infektionskrankheiten) Hyper-
cuprämien mit Erhöhung des Caeruloplasminspie-
gels beschrieben worden 13. Damit ist eine Kupfer-
erhöhung im Blut eine unspezifische Reaktion auf 
verschiedenartige Krankheiten und kann daher für 
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