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DENA
DMNA
ENE
ENE’s

LIJST VAN GEBRUIKTE AFKORTINGEN

— diethylnitrosamine
— dimethylnitrosamine
— esthesioneuroepithelioom

— esthesioneuroepitheliomen

1. INLEIDING

Uit publikaties van Druckrey en Thomas (1964/1967) en Herrold
(1964) was reeds bekend dat toediening van diethylnitrosamine
(DENA) aanleiding geeft tot het ontstaan van neustumoren.

Door deze onderzoekers werden niet alleen plaveiselcel- en adeno-
carcinomen gevonden, maar ook esthesioneuroepitheliomen (ENE’s)
in het met reukepitheel beklede gedeelte van de neus (regio olfac-
toria) van de rat en de Syrische goudhamster.

In 1971 verscheen een publikatie ,,Experimentele gezwellen in het
neusslijmvlies van de rat” (Botterma - dissertatie Amsterdam VU).*
Hierin werden de resultaten beschreven van proeven waarbij sub-
cutaan DENA aan Wistarratten werd toegediend en waarbij speci-
aal gelet werd op het ontstaan van afwijkingen in de neus. Het
bleek dat bij een groot aantal dieren reeds na een betrekkelijk korte
induetietijd histologisch benigne en ook maligne tumoren ontston-
den tijdens of na toediening van bovengenoemde stof. De benigne
tumoren, die gezien werden in het met respiratoir slijmvlies be-
klede gedeelte van de neus (regio respiratoria) vertoonden sterke
overeenkomst met de benigne neustumoren die ook bij de mens wor-
den aangetroffen, en bekend staan als fungiforme papillomen en
minverted” papillomen.

Behalve een planocellulair carcinoom van de ducrus nasolacri-
malis werden in genoemd onderzoek geen plaveiscleel- of adeno-
carcinomen in de neus waargenomen. Echter in de regio olfactoria
werden histologisch als maligne imponerende gezwellen gezien die
als esthesioneuroepitheliomen werden geduid. In de menselijke pa-
thologie zijn tumoren van neuroepitheliale corsprong in de neus zeer
zeldzaam. Sisson (1973) schat het aantal gepubliceerde gevallen op
minder dan 150. Bij de mens komen plaveiselcel- en adenocarcino-
men het meest frekwent voor. Wat betreft de kwaadaardige gezwel-
len bleek er dus een duidelijk verschil te bestaan tussen de neustu-
moren bij de mens en de experimentele neustumoren van de Wistar-
rat.

In het dierexperiment werd één carcinogeen agens toegediend in
een zodanige dosering dat na een betrekkelijk korte inductietijd
tumoren bij de proelfdieren ontstonden.

* Bij verwijzing naar deze diss, zal dit in het vervolg worden aangegeven met
(Bottema), zonder verdere aanduiding.
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Hoewel het mogelijk is dat nitrosamines in de menselijke carcino-
genese een rol spelen (Fong en Walsh, 1971; Schuller, 1972) lijkt
het zeer onwaarschijnlijk dat de mens in een korte tijd met een zo
hoge dosis van een zo sterk carcinogeen als DENA in kontakt komt.

Den Engelse (1972a) noemt een aantal voor de mens carcinogene
en mogelijk carcinogene stoffen. Hij acht het mogelijk dat er in de
omgeving van de mens een groot aantal onbekende of half bekende
faktoren zijn die het ontstaan van kanker bij de mens mede zouden
kunnen bepalen. Indien tumoren worden veroorzaakt door de wer-
king van meer dan én faktor, dan spreekt men van cocarcino-
genese. (Voor een uitgebreidere bespreking van het begrip cocar-
cinogenese etc. zie hoofdstuk 5.).

Het is denkbaar dat in de menselijke pathologie by het ontstaan
van neustumoren meer dan één faktor een rol speelt. Hierin zou de
oorzaak kunnen liggen van het verschil tussen de neustumoren by
de mens en de experimentele neustumoren van de Wistarrat.

Het lijkt daarom zinvol om na te gaan of beinvloeding van de
carcinogenese door DENA in de neus van de Wistarrat door toe-
voeging van een andere faktor mogelijk 1.

Deze beinvloeding zou zich kunnen uiten in:

I. een verandering van de inductietijd van de tumoren.
2. het voorkomen van andere typen (kwaadaardige) tumoren dan
alleen esthesio-neuro-epitheliomen.

In de literatuur over cocarcinogenese (zie hoofdstuk 5.) worden
verschillende cofaktoren genocemd.

In dit experiment werd als tweede faktor gekozen:

1. een mechanische faktor in de vorm van een corpus alienum in
de neus.
een fysische faktor te weten rontgenbestraling van de neus van

-

de rar.
3. afsluiting van &n neusgat, waardoor respiratie nog slechts door
de open neushelft mogelijk is.

In het laboratorium voor Experimentele Geneeskunde van de V.U.
waren reeds oriénterende experimenten met toediening van een be-
perkte totaal hoeveelheid DENA aan Wistarratten gedaan, waarvan
de resultaten zijn gepubliceerd (Botiema). Voor dit experiment werd
daarom ook DENA als carcinogeen agens en de Wistarrat als proef-

dier gebruikt.

2

2. DE NITROSAMINES, DIETHYLNITROSAMINE,
WERKINGSMECHANISME, ENKELE DIER-
EXPERIMENTELE RESULTATEN

2.1. DE NITROSAMINES ALGEMEEN

Nitrosamines hebben als basis formule

O =N — N\
R,

Er zijn een groot aantal stoffen met deze formule als basisstruc-
tuur bekend. Vele van deze verbindingen, in totaal bijna 100, zijn
onderzocht op hun carcinogene werking. Druckrey en zijn mede-
?v.erkers publiceerden in 1967 over de organotrope carcinogene wer-
king van 65 verschillende nitrosamines. De meeste van deze nitro-
samines hebben een sterk carcinogene werking en worden daarom
veel voor de experimentele chemische carcinogenese gebruikt (Ly-
insky 1970, Schuller 1972). Opvallend is dat een aantal van deze
stoffen al in zeer lage doses een carcinogeen effect heeft. Soms is
zelfs al een cenmalige dosering voldoende om een tumor te doen
ontstaan (Druckrey 1963). Sommige van deze verbindingen blijken
een sterke organotropie te bezitten. Met organotropie wordr hier
bedoeld de eigenschap van een verbinding om selectief en regel-
matig in een bepaald orgaan nieuwvorming te doen ontstaan
(Schuller 1972). Deze organotropie blijkt afhankelijk te zijn van
de dosering, van de toedieningswijze, de diersoort, het geslacht en
de leeftijd van het proefdier.

Het onderzoek van de nitrosamines is begonnen toen bleek, dat
bij mensen, die met dimethylnitrosamine (DMNA) in contact kwa-
men, levercirrhose ontstond (Hamilton en Hardy 1949, Barnes en
Magee 1954). Al spoedig bleek dat in het dierexperiment niet alleen
levercirrhose door DMNA kon worden veroorzaakt, maar dat bij
toediening van kleinere doses ook levercarcinoom ontstond (Magee
en Barnes 1956). Bij grotere doses DMNA is de toxische, en met
name de hepatotoxische, werking zo sterk dat het proefdier dood
gaat alvorens het tot tumorontwikkeling is gekomen. Door zeer veel
onderzoekers zijn de nitrosamine-verbindingen op hun carcinogene



werking nader onderzocht. Sommige nitrosamines zijn zelfs speciaal
gesynthetiseerd om een eventueel carcinogene werking te beproeven
(Druckrey 1967).

2.2, DIETHYLNITROSAMINE, N-NITROSO-DIETHYLAMINE (DENA)

In dit onderzoek werd gebruik gemaakt van di€thylnitrosamine.
Deze stof heeft de volgende structuurformule

_CH2 - CH3
O=0N-—N
SCH2 - CH3

DENA is een lichtgele heldere aromatisch ruikende, brandend
smakende vloeistof die goed oplosbaar is in water. De waterige op-
lossing is stabiel (meer dan 14 dagen). De vluchtigheid bedraagt
bij 22°C plm. 80 %o verdamping na 10 uur. Het kookpunt bij 1
atmosfeer is 174,5°C, bij 40 cm kwikdruk 67°C. Het soortelijk ge-
wicht bij 20°C bedraagt 0,9428.

2.3, WERKINGSMECHANISME VAN DE NITROSAMINES

Over het werkingsmechanisme van de nitrosamines is reeds door
veel onderzoekers gepubliceerd.

Enkele van de belangrijkste publikaties in dit verband zyn van
Dutton en Heath (1956), Magee en Farber (1962), Magee en Hultin
1962), Mizrahi en Emmelot (1962), Magee en Schoental (1964),
Druckrey (1967), Swann en Magee (1968/1971), Kréger (1968),
Lyinski (1968), Den Engelse (1969/1970 en 1971/1972, 1974),
Loweless (1969), Kriiger (1968, 1970 en 1972), Montesano en Magee
(19702 en 1971).

Een kort overzicht wordt gegeven in Food and Cosmetic Toxi-
cology (1971). Druckrey c.s. (1967) nemen aan dat de metabole af-
braak van de nitrosamines geschiedt via een enzymatische hydro-
xylering, waarschijnlijs onder invleed van het enzym Alfa-C-
hydroxylase, welk enzym in verschillende organen van het lichaam
voorkomt, Na deze C-hydroxylering als eerste stap, zou een af-
splitsing van een aldehyde volgen terwijl via een aantal instabicle
intermediaire verbindingen uiteindelijk een alkylcarboniumicn vrij
zou komen. Dit zou op zijn beurt reageren met electronenrijke

plaatsen in verschillende moleculen (Schuller 1972), zie fig. 2.1.
Met name alkylering van guanine (Magee en Farber 1962) en ook
van adenine en purine (Den Engelse 1972) treedt op. Deze laatsige-
noemde stoffen maken deel uit van het DNA of RNA molecuul.

CE2 — R
o~
O=N—N
NCE _ R
enzymat. hydroxylering ag hydroxylase
cm — R
+ 0=Ci-R
O=N-—N =
NH
- e aldehyde
Instabiel intermediair
alkylcarboniumion

.o IR

Fig. 2.1. Afbraak van dialkylnitrosamines.
(Naar Druckrey c.a. 1967, Den Engelse 1972).

De alkylering (methylering bij toediening van DMNA en ethy-
lering bij toediening van DENA) van DNA of RNA zou uiteinde-
lijk via een mutageen effeke (?) cen derailleren van de cel tot een
tumorcel bewerkstelligen.

Nader onderzoek gaf als resultaat dat er geen directe correlatie
bestaat tussen de mate van alkylering en het optreden van tumoren
in cen bepaald orgaan (Lyinski 1968, Den Engeise 1969/1970 en
1971/1972, Kriiger 1968, 1970 en 1972 en Ross e.a. 1971). C,, ge-
labeled DMNA gaf bij C; Hf muizen en Gr muizen ongeveer gelijke
hoeveelheden gelabeled 7-methylguanine in respectievelijk de longen
en de levers (Den Engelse 1969/1970). Bij de Gr muizen ontstonden
veel longtumoren en weinig levertumoren en bij de C; Hf muizen
veel levertumoren en weinig longtumoren.

Den Engelse (1969/1970) komt tot de conclusie dat een stof als
DMNA in die organen tumoren kan doen ontstaan waar de betref-
fende stof wordt afgebroken, maar dat er geen direct verband
bestaat tussen de vorming van tumoren en de mate van methylering

5



respectievelijk alkylering. Hij oppert als mogelijkheid dat DMNA

evenals andere nitrosamines (en ook bijvoorbeeld urethaan) bij die-

ren met een spontane tumorneiging in bepaalde organen werkt als

een ,,promoting factor” bij een endogeen genetisch bepaalde neiging

tor spontane tumorvorming. Dit effekt van een carcinogeen agens

zou dan volgens hem tot stand kunnen komen door

1. een immunologisch effekt

2. een teweegbrengen van een mitosegolf die de tumor een kans
geeft om te gaan uitgroeien, of

3. een eventuele activering van een latent aanwezig virus.

Swann en Magee (1968, 1971) komen eveneens tot de conclusie
dat er geen duidelijke correlatie bestaat tussen de mate van alky-
lering van DNA en de productie van tumoren. Alkylering van
RNA of nog andere celbestanddelen zou volgens hen van belang
kunnen zijn.

Loweless (1969) vond bij zogenaamde T-evenfagen dat er wel een
goede correlatie bestond tussen de mutagene werking van een aantal
alkylerende agentia en de 0-6 alkylering van de-oxyguanosine.

Kriiger (1972) vond een goede correlatie tussen de toxiciteit van
nitrosamines en de mate van alkylering van RNA.

Wunderlich e.a. (1970) toonden aan dat methyl-nitrosureum ook
een alkylering gaf van mitochondrién DNA. In vitro en in vive
gemuteerde mitochondrién in neurospora kunnen het phenotype
van de cel bepalen. Indien mitochondriénmutaties een gelijke in-
vloed op zoogdiercellen hebben dan zou het effekt van alkylerende
agentia op mitochondrién DNA mogelijk een plaats hebben in het
carcinogenetisch proces,

Uit bovengenoemde opsomming blijkt wel dat de exacte manier
waarop nitrosamines hun carcinogene werking ontplooien niet dui-
delijlk is.

2.4, NITROSAMINES (mn. DENA) EN NEUSTUMOREN

Over nitrosamines en neustumoren werd vooral gepubliceerd door
Druckrey cs. en Herrold c.s. Daarom zullen eerst de publikaties
van deze auteurs (2.4.1. en 2.4.2.) worden besproken en daarna nog
enkele andere publikaries betreffende DENA (en DMNA) en neus-

tumoren (2.4.3.). Tenslotte zal een samenvatting worden gegeven
van het werk van Bottema (1971) (2.4.4.).

Hieronder zou ook een bespreking van de experimentele histo-
pathologie op zijn plaats zijn. Voor een goed begrip hiervan is eerst
een bespreking van de macroscopische en microscopische anatomie
noodzakelijk (zie 3.2. en 3.3.). De experimentele histopathologie
wordt daarom besproken in hoofdstuk 3.4.2.

2.4.1. Duckrey cs. (1964, 1967, 1971) berichtten over het ont-
staan van neustumoren bij ratten door toediening van verschillende
nitrosamines. DENA gaf, vooral wanneer in lage dosering gegeven,
aanleiding tot het ontstaan van tumoren in de regio olfactoria.
Thomas (1965) publiceerde over de histologie van de tumoren uit
het materaal van Druckrey. Als typen tumoren werden door hem
vermeld  esthesioneuro-epitheliomen (ENE’s), plaveiselcelcarcino-
men, adenocarcinomen en ongedifferentieerde carcinomen. Thomas
vermeldde met nadruk dat er histologisch gezien ,,moeilijke” beel-
den waren die als ENE’s imponeerden, maar waarin haarden van
metaplastisch plaveiselepitheel en klierbuisstructuren aanwezig wa-
ren. Hij spreeke in dit verband van ,,Kollisionstumoren™. Bij twee
ratten die alleen DENA kregen werden na plm. 22 4 23 maanden
en een totaaldosis van plm. 47 mg DENA per kg lichaamsgewicht
plaveiselcelcarcinomen in de neus gevonden.

Thomas constateerde vooral expansieve en infiltratieve groei van
de tumoren naar de schedelholte speciaal van het ENE. Slechts bij
één proefdier werd cen metastase van een ENE in het gebied van
de submandibulaire lymfeklieren aangetoond. Tenslotre werd er
nog door hem op gewezen dat ENE’s vaak niet als zodanig herkend
worden; als mogelijk foutieve diagnoses worden genoemd: ongedif-
ferentieerde plaveiselcelcarcinomen, adenocarcinomen, vaattumoren,
reticulosarcomen, lymfosarcomen of melanomen. Plaveiselcelmeta-
plasieén of pre-existent klierweefsel in een ENE of in een zeer on-
gedifferentiecerde tumor als een neuroblastoom kunnen aanleiding
geven tot een foutieve diagnose. Thomas is van mening dat pla-
veiselcelcarcinomen en adenocarcinomen in de neus of neusbijholte
bij de mens histologisch overeenkomen met de door nitrosamine
geinduceerde tumoren bij ratten.

Druckrey en Landschiitz (1971) maakten melding van het ont-
staan van plaveiselcelcarcinomen in de neus bij ratten na inhalatie
gedurende vijf dagen per week van lucht welke methyl-butyl-nitros-
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amine bevatte in een concentratie van 0,05 ppm. Van de 20 ratten
die aan deze concentratie werden blootgesteld, stierven 7 vroegtijdig
en 3 ratten ontwikkelden een plaveiselcelcarcinoom na 11 a 12
maanden. De overige 10 ratten vertoonden een sterke ontstekings-
reaktie in het cavum nasi. Elders in het lichaam werden bij de dieren
in dit experiment geen tumoren gevonden.

2.4.2. Herrold c.s. (1963, 1964) beschreven neustumoren in de
regio olfactoria bij Syrische goudhamsters na toediening van DENA
per voedingssonde en na intratracheale toediening. Histologisch
werden de tumoren als ongedifferentieerde carcinomen bestempeld
(1963). Beide genoemde toedieningswijzen van DENA gaven ook
aanleiding tot her ontstaan van histologisch goedaardige trachea-
en bronchustumoren (plaveiselcelpapillomen}. Bij de intra-tracheale
toediening werden geen levertumoren gevonden. Dit in tegenstel-
ling tot de toediening per voedingssonde, waarbij wel tumoren in
lever en nieren werden aangetroffen. De histologische beschrijving
van tumoren in de regio olfactoria (1963) doet reeds denken aan ru-
moren van neuroepitheliale aard. In een latere publicatie (1964)
werden door Herrold c.s. wel ENE’s, evenals adenocarcinomen en
plaveiselcelcarcinomen, in de neus beschreven. Ook deze onderzoe-
kers merkten op dat er duidelijk mengbeelden in de tumoren aan-
wezig waren. In het voorste gedeelte van de neus werden goedaar-
dige plaveiselcelpapillomen gevonden voornamelijk van het zoge-
naamde ,,inverted” type.

2.4.3. Enkele andere publikaties betreffende DENA en DMNA en
neustumoren.

Hoffmann en Graffi (1964) beschreven het ontstaan van neustu-
moren bij muizen na percutane toediening van DENA, eventueel in
combinatie met krotonolie. Op de plaats waar DENA op de
geschoren huid werd gedruppeld, ontstonden geen veranderingen.
In de neus werden plaveiselcelcarcinomen en afwijkingen zoals hy-
perplasie en papillomen met inverteringsneiging gevonden. Precan-
cereuze afwijkingen waren aanwezig in de lever, wijzend op een
goede resorptie van het op de huid gedruppelde carcinogeen.

Montesano (1968a) vond bij Syrische goudhamsters na toediening

van DENA bij maximaal 75 % van de proefdieren neustumoren.
Histologisch werden dezeltde beelden gezien als door Herrold
(2.4.2.).

Greenblatt en Rysinghani (1969) onderzochten de acute verande-
ringen in het neusslijmvlies bij intraperitoneale toediening van
DENA en van DMNA. Per milligram stof was DENA even toxisch
voor het olfactorisch epitheel als DMNA. Echter, wanneer geler
werd op de LD 50 dosis, was DENA veel sterker toxisch voor het
olfactorisch epitheel dan DMNA. Het respiratoire epitheel van de
neus bleek relatief vrij resistent voor de acute cytotoxische effek-
ten van DENA en DMNA. In het orgaan van Jacobson werden
geen afwijkingen geconstateerd.

Noronha en Goodall (1972) beschreven neustumoren door middel
van én enkele injectie DMNA bij ratten. Zij zouden geen ENE’s
gevonden hebben, maar wel plaveiselcelcarcinomen en anaplastische
beelden waarvan de beschrijving toch weer sterk aan neuroepithe-
liale tumoren doet denken.

2.4.4. Dissertatie Bottema (1971).
Samenvattng,.

Na enige inleidende experimenten betreffende de dosering van
DENA vond Bottema dat bij een toediening van 2 x 7,5 mg per
kg lichaamsgewicht per week de ontstaanswijze van de afwijkingen
in de neus bij de door hem gebruikte ratten van de Wistarstam het
best te vervolgen waren.

Bij deze dosering ontstonden in de neus de volgende afwijkingen.
1. Regio respiratoria:

a. desorganisatie van het trilhaarepitheel

b. metaplasie

¢. papillaire proliferatie van twee verschillende types nl. van
het zogenaamde fungiforme en het ,inverted” type.

2. Regio olfactoria:

a. verwoesting van het olfactorische epitheel

b. proliferatie van de basale laag waar boven nog intact reuk-
epitheel, Soms zelfs zeer uitgebreide metaplastische verande-
ringen met instulping van het prolifererende epitheel of me-
taplasie en proliferatie uitgaande van de cellen van de klie-
ren van Bowman.



c. In een later stadium celwoekering met atypische kenmerken
in de basale laag en celwoekering met dezelfde kenmerken
in de lamina propria.

De tumoren die ontstonden werden door Bottema geduid als
ENE’s. Er werden geen plaveiselcel- of adenocarcinomen gezien zo-
als deze wel door andere auteurs (zie 2.4.2. en 2.4.3.) werden beschre-
ven. Soms werden haarden metaplastisch plaveiselepitheel aange-
troffen in een ENE. Bottema achtre her mogelijk dar de diagnoses
adenocarcinoom en plaveiselcelcarcinoom van andere onderzockers
op een foutieve interpretatie berustten. Slechts eenmaal werd cen
plaveiselcelcarcinoom gevonden uitgaande van de ductus nasolacri-
malis. In de regio olfactoria werd enkele malen een papillair ade-
noom gezien, waarschijnlijk uitgaand van respiratoir epitheel. In
de sinus maxillares werden geen veranderingen aangetroffen.

Bottema stelde de volgende werkhypothese op over de inwerking
van DENA op het neusslijmvlies: DENA of een omzettingsprodulkt
daarvan wordt door de klieren van Bowman uitgescheiden in het
neusslijm en zou daarna vanaf het oppervlak zijn werking uit-
oefenen.
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3. HET PROEFDIER - DE ALBINO WISTARRAT

3.1. ALGEMEEN

Als proefdier werd de albino Wistarrat gebruikt. De dieren
waren afkomstig uit het Centraal Proefdierenbedrijf T.N.O. te
Zeist. In dit hoofdstuk wordt eerst een beknopt overzicht gegeven
van de macroscopische en microscopische anatomie van de ratteneus
(resp. in 3.2. en 3.3.) en vervolgens een overzicht van de spontane
en experimentele histopathologic van de ratteneus (resp. in 3.4.1. en
3.4.2.).

Voor een meer uitgebreide bespreking zie Bottema.

3.2. MACROSCOPISCHE ANATOMIE RATTENEUS

Direct achter de twee kleine aperturae externae begint het vesti-
bulum nasi. Dit gaat over in het langgerekte cavum nasi- De beide
neushelften zijn gescheiden door het septum nasi waarin zich even
voorbij de overgang van het vestibulum nasi naar het cavum nasi
het organon vomeronasale van Jacobson bevindt, het zogenaamde
waterreukorgaan. Op de bodem van de neus bevindt zich hier de
canalis incisivus, een open verbinding met de mondholrte.

In het voorste gedeelte van het cavum nasi, het zogenaamde res-
piratoire deel, bevinden zich twee neusschelpen: de concha maxil-
laris en de concha nasalis (zie fig. 3.1. a + b en 3.2.).

Voor in het cavum nasi onder de concha maxillaris mondt de
ductus nasolacrimalis uit. In het achterste gedeelte van de neusholte
(de regio olfactoria) bevinden zich de conchae ethmoidales: een
aantal schelpen, meestal 6, die grotendeels dakpansgewijs over el-
kaar liggen. De 4 meest mediaal gelegen schelpen bedekken de twee
meer lateraal gelegen schelpen, de zogenaamde conchae obtectae
(zie fig- 3.3.). Beide neushelfren hebben een gemeenschappelijle af-
voergang: de ductus pharyngeus, beginnend op de overgang regio
respiratoria - regio olfactoria; via deze ductus pharyngeus wordt
het neusslijm uit de neusholte afgevoerd naar de keelholte. De duc-
tus pharyngeus loopt dus gedeeltelijk onder her olfactorische deel
van het cavum nasi door, hiervan gescheiden door de zogenaamde
lamina terminalis, een zijwaartse uitstulping van het neusseptum
aan beide zijden tot aan de laterale neuswand. De rat heeft als emge
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fig. 3.1a. Paramediane doorsnede. 1. neusseptum; 2. ductus pharyngeus: 3. canalis
incisivus; 4. cerebrum.

fig. 3.1b. Laterale neuswand. 1. concha maxillaris; 2. concha nasalis; 3, conchae
ethmoidales; 4. ductus pharyngeus; 5. cerebrum.
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fig. 3.2. Dwarsdoorsnede neus regio respiratoria. 1. concha maxillaris; 2. concha
nasalis; 3. organon vomeronasale (Jacobson); 4. ductus nasolacrimalis; 5. gebits-
element, (HE aobj, 4 x)

echte neusbijholte een sinus maxillaris. Deze heeft een zeer ruime
verbinding met het cavum nasi op de overgang regio respiratoria en
regio olfactoria. Her neusslijmvlies is rijk aan klierweefsel vooral
in het olfactorische gebied waar zich de klieren van Bowman in de
lamina propria bevinden.

3.3. MICROSCOPISCHE ANATOMIE

Het vestibulum nasi is bekleed met niet verhoornend plaveisel-
cpitheel. Het cavum nasi is voor wat betreft het respiratorische deel
bekleed met trilhaarepitheel, één cellaag dik, met de celkernen in
én of twee rijen. Aan de oppervlakte is het epitheel bekleed met
trilharen die het neusslijm in de richting van de pharynx transpor-
teren. Het respiratoire epitheel bekleedt het grootste gedeelte van de
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fig. 3.3. Dwarsdoorsnede neus regio olfactoria. 1. conchae ethmuoidales; 2. con-
chae obtectae van de conchae ethmoidales; 3. lamina terminalis; 4. ductus pha-
ryngeus; 5. sinus maxillaris. (HE obi. 4 x)

concha maxillaris, de concha nasalis en het neusseptum. Soms be-
vindt zich ook aan de laterale kant van de conchae ethmoidales tril-
haarepitheel van een respiratoir type, terwijl zich aan de mediale
zijde van dezelfde conchae olfactorisch epitheel bevindr (fig. 3.4.):
Het gebied van de conchae ethmoidales, het neusdak en bovenste
gedeelte van het neusseptum is voornamelijlk bekleed met olfacto-
risch epitheel. Vooral door electronenmicroscopische onderzoekingen
zijn meer details bekend geworden over de bouw van het reukslijm-
vlies (Andres 1966 en Seifert 1970).

Op doorsnee kunnen, enigszins schematisch gezien, een aantal
lagen worden onderscheiden. Direct op de basaal membraan treft
men de basale cellen aan die volgens Andres en Seifert te onder-
scheiden zijn in donkere en lichte cellen. De heldere cellen zouden
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fig. 3.4. Regio olfactoria. 1. olfactorisch slijmvlies: 2. respiratorisch slijmvlies.
(HE abj. 25 x)

op jonge leeftijd een reservoir van neuroblasten vormen waaruit
enerzijds donkere basale cellen en anderzijds vooral zintuigeellen
zich zouden kunnen ontwikkelen. De donkere basale cellen omhul-
len de axonen van de zintuigcellen tot aan de basaalmembraan. De
heldere cellen, die zich tot zintuigcellen ontwikkelen, nemen gelei-
delijlt het karakter van een volwassen zintuigcel aan. Boven de laag
van basale cellen bevinden zich de kernen van de reukecellen: Ba-
saalwaarts ontspringt uit de reukcel een axon die zich tesamen met
axonen van andere reukcellen verenigt tot de fila olfacroria.

Aan de andere kant ontstaat uit de reukcel cen dendriet die ein-
digt in cen reukknop van waaruit de reukharen ontspringen (fig.
3.5.). De reukharen zijn ingebed in een slijmfilm die het reukepitheel
bedekt. De kernen van de steuncellen bevinden zich boven die van
de zintuigcellen, De steuncellen zelf lopen van de oppervlakte tot
aan de basaalmembraan en vormen het raamwerk voor het reuk-
epitheel. Zij omgeven de zintuigcellen, de dendrieten en de axonen
van deze cellen. Aan de oppervlakte eindigen de steuncellen vrij
breed en dragen daar talloze microvilli. Het secreet dat de steun-
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fig. 3.5. Reukcel (in weefselkweek) eindigend in reukknop (1). (HE obj. 100 x)

cellen zelf produceren komt in de intervilleuze ruimten terecht. De
lamina propria bestaat uit losmazig bindweefsel met veel tubulo-
acineuze klieren, de klieren van Bowman, bloedvaten en zenuw-
takjes zowel van de nervus olfactorius, van de nervus trigeminus
als van het autonome zenuwstelsel. Volgens Seifert (1970) zijn de
klieren van Bowman gemengde klieren, waarin heldere en donkere
kliercellen te onderscheiden zijn. De donkere cellen zouden een mu-
copolysaccharide bevattend secreet produceren. De klieren van
Bowman produceren voornamelijk het slijm van de oppervlakkige
slijmfilm waarin de reukharen zijn ingebed. Het gedeelte van de
uitvoergangen van de klieren van Bowman, dat intra-epitheliaal ge-
legen is, bevar geen basaalmembraan, hetgeen zou wijzen op een
functioneel sterke verbondenheid en eenzelfde oorsprong van #in-
tuig- en klierepitheel.

3.4. HISTOPATHOLOGIE VAN DE RATTENEUS: SPONTAAN EN
EXPERIMENTEEL

3.4.1. Spontane afwijkingen

Wat betreft de spontane afwijkingen in de ratteneus wordt in de
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literatuur veelvuldig verwezen naar de publikatie van Kelemen en
Sargent (1946). Zij vonden bij 24 van de 40 uiterlijk gezonde proef-
dieren uitgebreide afwijkingen in de neus in de zin van ontstekings-
infiltraten, slijmophoping, bloeding en zelfs corpora aliena van
plantaardige oorsprong. Een enkele maal werden granulaties op het
neusseptum aangetroffen. In de literatuur worden geen spontane
gezwellen in de neus vermeld (Keleman en Sargent 1946, Jaffé 1931,
Herrold 1964, Druckrey 1967). Bottema vond slechts bij 5 van
de 33 dieren van 5-12 maanden oud, die als controledieren in
zijn onderzoek hadden gediend, min of meer belangrijke afwijkingen.
Slechts eenmaal vond hij een klein metaplastisch haardje in een
gebled met respiratoir neusslijmvlies. Een verklaring voor het grote
aantal afwijkingen die Kelemen en Sargent (1946) vonden, moet
waarschijnlijk worden gezocht in de volgende faktoren:

1. De leeftijd van de proefdieren op het moment dat ze gedood
werden voor onderzoek. Oude proefdieren (>> 1!/2 jaar oud)
bleken in eigen onderzoek inderdaad vrij vaak spontane afwij-
kingen in de neus te hebben, vooral ontstekingsinfiltraten. Dit
in tegenstelling tot de bevindingen van Bottema bij jonge dieren.

-

De huisvesting van de proefdieren:

a. Het is denkbaar dat ratten in groepsverband levend meer
stofpartikeltjes (haren e.d.) inademen dan dieren die afzon-
derlijk gehuisvest worden.

b. Het is goed voorstelbaar dat bij huisvesting in kooien met
een dichte vloer waarop b.v. zaagsel aanwezig is, gemakke-
lijker corpora aliena (b.v. houtstofpartikels) in de neus te-
recht komen dan bij huisvesting in kooien met metalen roos-
ters als bodem.

In ons onderzoek werden jonge proefdieren gebruikt, die in meta-
len koolen met een roostervloer waren gehuisvest en geen contact
hadden met b.v. zaagsel. Mogelijk is dit de verklaring van het feit
dat zowel door Bottema als in eigen onderzoek veel minder spon-
tane afwijkingen werden gevonden dan in het onderzoek van
Kelemen en Sargent.
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3.4.2. Experimentele pathologie

Uit de publikaties besproken in hoofdstuk 2.4. zal een samen-
vatting worden gegeven van de experimentele histopathologie van de
neus van de rat en van de Syrische goudhamster. (Dit laatste proef-
dier werd door Herrold gebruikt; de bouw van de neus komt over-
een met die van de rat).

Het respiratoire epitheel bleek meer resistent tegen de cytopatho-
gene werking van DENA dan het olfactorisch epitheel. Doses
DENA die een complete verwoesting gaven van het olfactorisch
epitheel, lieten het respiratoir epitheel veel meer intact. Ook na
staken van de toediening van DENA leek het respiratoir epitheel
een groter regeneratievermogen te hebben dan het olfactorisch epi-
theel. Bij tijdelijke toediening van DENA waren de blijvende af-
wijkingen ook duidelijker in het olfactorische gebied dan in het
respiratorische gebied.

De regio respiratoria. Hier werd desorganisatie van het trilhaar-
epitheel tijdens de toediening van DENA gevonden: trilharen gingen
verloren, de polariteit van de cellen verdween, de cellen gingen te
gronde (fig. 3.6.). Vanuit de basale laag ontstond meerlagigheid van
het epitheel met het aspect van plaveiselepitheel (metaplasie). (fig. ST
37 ' :

De proliferatie van het epitheel werd soms zo sterk dat er papil-
loomvorming optrad; zowel fungiforme als ,inverted” papillomen
werden waargenomen (fig. 3.8. en 3.9.).

De fungiforme papillomen waren meestal klein met een smalle
steel. De inverted” papillomen waren veel groter en door een uit-
bundige celvermeerdering leek er een invaginatie van het plaveisel-
epithecl op te treden.

In de lamina propria werden meestal ontstekingsverschijnselen
aangetroffen

De regio olfactoria. Qok hier werd desorganisatie van het olfac-
torisch epitheel gevonden (fig. 3.10.). Bij hoge doseringen DENA
trad een volledige verwoesting van het olfactorische epitheel op.
Door verschillende onderzoekers werden metaplastische verande-
ringen gevonden: metaplasicén die leken in te stulpen of zich uit
te breiden vanaf het oppervlak tot in de submuceuze klieren van
Bowman (fig. 3.11.), soms zelfs met hoornparelvorming. In de l_a_ ig, 3. Metaplasic regio respira;(l)r;a. .1. metargtisch epitheel: 2. re:Spiratoi'r
mina propria waren vaak sterke ontstekingsverschijnselen aanwezig. epithesl. (HE obj. 25 X)

[ig. 2.6. Desorganisatie regio respiratoria. (HE obj. 40 x)
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fig. 3.8, Fungiforme papillomen (1 respiratoria (epvallend is de symmetrie fig. 3.10. Desorganisatie olfactorisch epitheel. (HE obj. 40 x)
in lokalisatie). [HE obj. 4 x)

et B A o

e i fig. 3.11. Regio olfactoria. Sterke melaplasie. 1. metaplasie oppervlakkig epithee
(HE obj. 10 x) en klieren van Bowman; 2.olfactorisch epitheel. (HE obj. 10 x)

P

fig. 3.9. Inverted papilloom regio respiratoria.
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De volgende tumoren zijn beschreven:

1. plaveiselcelcarcinomen ( Herrold 1964, Thomas 1965, Mennel
e.a. 1974, Cardesa e.a. 1976). Bottema vond alleen cen plaveiselcel-
carcinoom uitgaande van de ductus nasolacrimalis en verder slechts
uitgebreide metaplastische veranderingen, soms temidden van een
ENE (zie onder 4.).

2. adenocarcinomen (Herrold 1964, Thomas 1965, Mennel e.a.
1974). Ook deze tumor werd niet door Bottema gezien, alhoewel
er in de ENE’s gedeelten waren die soms een sterk ,,adenoachtige”
structuur hadden. De cellen bevatten echter geen PAS-positief ma-
teriaal.

3. ongedifferenticerde carcinomen (Herrold 1963, Thomas 1965,
Parviz Pour e.a. 1974). Mogelijk behoorden deze tumoren bij nadere
diagnostiek onder 4. thuis.
4. neuroepitheliale tumoren (Herrold 1964, Thomas 1965, Druct-
rey 1967, Bottema 1971, Mennel e.a. 1974). Voorafgaande aan het
ontstaan van deze tumoren zag Bottema in de basale laag van het v g - L
olfactorisch epitheel sterke celwoekering: het optreden van lymfo- fig. 3.12. Celwockering en atypie in regio olfactoria, zowel in epitheel (1) als in
: ; . lamina propria (2). (HE obj. 40 x)

cytachtige cellen met donkere kleine ronde kernen met weinig cyto-
plasma en gelijktijdig of direct aansluitend woekering van cellen o N
van hetzelfde type in de lamina propria (fig. 3.12.). Uit deze cel- If.'lf -
nesten ontstaan waarschijnlijk de neurocepitheliale tumoren door de ¢ fomigt
meeste auteurs als ENE geduid. Evenals in de menselijke pathologie
(Berger 1924-1926, Bergéal 1970) zin in de experimentele patho-
logie (Herrold 1964, Thomas 1965) verschillende typen neuro-
epitheliale tumoren bekend. Herrold onderscheidde twee typen:
1. een tumortype bestaande uit ophopingen van kleine lymfocyt-
achtige cellen, chromatinerijke ronde kernen met weinig cytoplasma,
geen mitosen en geen duidelijke architectuur (fig. 3.13).
2. een tumor met een geheel ander celtype, veel grotere cellen, dicht
opeen gepakt, grotere ronde tot ovale minder chromatinerijke ker-
nen met een wolkig cytoplasma (fig. 3.14). In deze tumoren was
vaak meer structuur aanwezig: de cellen bevonden zich in palissade
stand, in rosetten (rond een lumen gerangschikt) of in pseudoroset-
ten (rond een imaginair lumen gerangschikt). (fig. 3.15).

Door fibrovasculaire schotjes werd de tumor duidelifk in com-
partimenten verdeeld. Beide typen tumoren lieten vaak een destruc-
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fig. 3.13. ENE - kleincellig type. " HE obj. 40 %)
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tie van de lamina cribiformis zien met infiltratieve groei naar het
cerebrum (fig. 3.16.). Thomas differentieerde de tumoren in:

fig. 3.16. ENE met een duidelijk infiltratieve groei naar het cerebrum. 1. ENE;
2. hersenweefsel. (HE obj. 40 x)

a. esthesionewrocytomen, tumoren met rosetten en nieuwgevormde
neurofibrillen.

b. esthesioneuroblastomen met vorming van pseudorosetten.
Bovendien onderscheidde hij een:

c. ongedifferenticerd neuroblastoom waarin totaal geen architectuur
aanwezig was.

Bij veel dieren waren duidelijk mengbeelden van de verschillende
tumortypes aanwezig. Bottema vatte de verschillende tumortypes
samen onder de diagnose esthesionenroepithelioom. De neuroepi-
theliale tumoren vertoonden weinig neiging tot metastasering.
Slechts Thomas vermeldde één metastase in een regionale lymfe-
klier. Door Bottema werden geen metastasen gezien.

fig. 3.15. ENE. 1. rosetten; 2. cellen in palissaden stand. (HE obj. 40 x)
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4. HUMANE NEUSTUMOREN EN EXPERIMENTELE
NEUSTUMOREN

4.1, INLEIDING

Toediening van DENA aan Wistarratten deed in het neusslijm-
vlies benigne en maligne tumoren ontstaan, die histologisch grote
overeenkomst vertonen met de tumoren in de neus die bij de mens
worden aangetroffen. Deze overeenkomst blijkt vooral te bestaan
tussen de benigne tumoren voornamelijk aanwezig in de regio res-
piratoria (fungiforme en ,inverted” papillomata) en de benigne
neustumoren bij de mens. Merkwaardigerwijze is deze overecenkomst
wat betreft de maligne tumoren in de neus minder groot. Botiema
vond in tegenstelling tot andere onderzoekers (zie hoofdstuk 2.4.)
geen plaveiselcelcarcinomen en geen adenocarcinomen in de neus
van de rat, maar wel neuroepitheliale tumoren. Om de experimen-
tele en humane pathologie beter te kunnen vergelijken volgt hier-
onder eerst een beknopt overzicht van de oncologie van de neus en
neusbijholten in de humane pathologie.

4.2. NEUS- EN NEUSBIJHOLTETUMOREN BII DE MENS
In veel leerboeken worden tumoren van de neus zowel als die van

de neusbijholten tesamen besproken. Neus- en neusbijholtetumoren
zijn vrij zeldzaam in verhouding tot het totaal aantal voorkomende
tumoren: 0,2 % Sisson en Goldstein (1973), 0,5 %0 Snow (1973).
Tumoren in dit gebied komen meer voor bij mannen dan bij vrou-
wen, verhouding 2 : 1 (Kimmel 1960). Voor het ,inverted” papillo-
ma is de geslachtsverhouding man : vrouw = 4 :1 (Osborr 1970),
3 : 1 (Hdot en Bienfait 1969), 10 : 1 (Belonje en Oey 1972). Er zijn
zeer veel typen tumoren in dit gebied gevonden. Een fraai overzicht
geeft Sisson in het boek Otolaryngology van Paparella en Shumrick
(1973)
De meest voorkomende neustumoren van bemgne aard zijn:
plaveiselcelpapillomen.

sinverted” papillomen.

haemangiomen.
Van maligne aard zijn:

plaveiseleelcarcinomen.

adenocarcinomen.

maligne melanomen (Kimmel 1960, Harrison 1971).
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De verhouding tussen het aantal plaveiselcelcarcinomen en adeno-
carcinomen 1s wisselend. Kimmel vond een verhouding 6 : 1. Bucha-
nan en Slawvin (1972) vonden opvallend veel adeno- c.q. adenocystic
carcinomen in de neus en neusbijholten ten opzichte van het aantal
plaveiselceltumoren, verhouding 1:1. Harrison (1971) vond geen
adenocarcinomen in de neusholte.

Publikaties over neuroepitheliomen zijn schaars. Bergéal (1970)
schat het aantal gepubliceerde gevallen op plm. 123. Volgens Sisson
(1973) zouden minder dan 150 gevallen in de literatuur vermeld
zijn. In Nederland is slechts eenmaal melding gemaakt van cen
geval van een esthesioneuroblastoom (Broeker 1955). Recente publi-
katies betreffende neuroepitheliale tumoren zijn o.a. van Lewis
e.a. (1965), Skolnik ea. (1966), Silcox (1966), Bradshaw (1967),
Kolze (1968), Cervellera e.a. (1969), Rasquin en Fiévez (1970),
Bergéal (1970), Bernard (1970), Vakil e.a. (1971), Schenck (1972),
Sabéii e.a. (1973), Friedmann (1974), Baily e.a. (1975).

De tumor komt mogelijk vaker voor dan het aantal gepubliceerde
gevallen doer vermoeden. Waarschijnlijk wordt bij histologisch
onderzoek niet altijd de juiste diagnose gesteld.

De prognose van deze tumoren bij de mens is relatief goed,
meestal is er een zeer langzame groeineiging. De wijze van groei 1s
te vergelijken met het adenocystic carcinoma (het z.g. cylindroom):
de tumor drukt nabijgelegen structuren opzij of infiltreert hierin.
Metastasen zijn vrij zeldzaam maar komen voor. Tienjaarsover-
levingen zouden rtalrijk zijn (Bergéal 1970).

Recidieven zijn echter ook na 10 jaar nog mogelijk.

4.3. MOGELUKE ETIOLOGISCHE MOMENTEN BlLl DE HUMANE NEUS-
TUMOREN

Shaw, in het boek ,,The prevention of Cancer” (Roe en Raven
1967), noemt als faktoren:
1. trauma
2. snuifgebruik
3. chemicalién en stof
4. rook
5. chronische ontsteking
6. bestraling
7. virussen
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ad 1. Verschillende auteurs vermelden patienten met een neus-
trauma in de anamnese (Kimmel 1960, Bourquet ea. 1971). Ulter-
aard kan een trauma bij een patient met een tumor in dit gebied
een coincidentie zijn.

ad 2. Keen e.a. (1955) berichten over het grote aantal ethmoido-
maxillaire tumoren bij Bantoes en zij menen dat er een relatie be-
staat tussen het gebruik van een bepaalde snuif en het ontstaan van
tumoren in deze regio. Snuif kan aanzienlijke hoeveelheden kool-
waterstoffen bevatten met mogelijk carcinogene werking. Bij som-
mige Bantoe- en Zoeloestammen in Zuid-Afrika komen in een hoog
percentage neusbijholterumoren voor (6% van het totaal aantal
voorkomende tumoren). Bij de Europese bevolking in dat land is
dit percentage slechts 0,2 %o,

ad 3. Het is reeds lang bekend dat er een verband bestaat tussen
langdurige blootstelling aan lucht die chromaten, arscen- of nikkel-
verbindingen bevat en het ontstaan van neus- of longkanker. Nikkel
bleek in al zijn verbindingen bij dieren carcinogeen te werken en
veroorzaakte voornamelijk longtumoren. Doll (1958) vermeldr dat
van een groep van 200 in de nikkelindustrie werkzame arbeiders
er 48 aan long- en 13 aan neustumoren stierven. Dit betekent een
150 x zo groot risico voor het krijgen van een neustumor en een
5 x zo groot risico voor het krijgen van een longtumor.

In de meeste industrieén zijn sinds het bekend worden hiervan
afdoende maatregelen genomen om de aldaar werkzame arbeiders
te beschermen tegen invloed van mogelijk carcinogene stoffen.
Sedert enkele jaren is er weer opnieuw belangstelling ontstaan voor
exogene faktoren in het ontstaan van neustumoren, sinds er opge-
merkt werd dat neustumoren vaker bij mensen voorkwamen met
bepaalde beroepen.

Acheson e.a. (1967) berichten over het grote aantal adenocarci-
nomen in de neus bij arbeiders in de houtindustrie en wel speciaal
bij de arbeiders die jaren in een stoffige omgeving hadden gewerkr.
Harde houtsoorten en met name het Afrikaanse mahoniehout, zou-
den voor het ontstaan van deze tumoren verantwoordelijk c.q.
mede-verantwoordelijk geweest zijn. Afrikaans mahonichout werd
en wordt ook door Bantoes gebruikt voor het bereiden van hun
snuif. Deze houtsoort wordt ook gebruikt bij het maken van wvuur
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door inboorlingen in Kenya. Bij deze mensen worden vaak plavei-
selcelcarcinomen in de nasopharynx gevonden. Adenocarcinomen in
de neus zijn bij deze laatste groep zeldzaam.

Gignonx en Bernard (1969) vonden dat van 53 ethmoidtumoren
er 17 voorkwamen bij houtbewerkers en wel 16 adenocarcinomen en
1 reticulosarcoom.

Debois (1969) vond bij 30 gevallen van neustumoren in een peri-
ode van 10 jaar (1958 - 1968) 14 tumoren bij arbeiders in de hout-
industrie werkzaam en 2 bij schoenmakers. Zeer opvallend in zijn
serie 1s het grote aantal adenocarcinomen en wel 20 van de 30 tu-
moren naast 7 plaveiselcelcarcinomen en 3 ongedifferenticerde tu-
morern.

Macbeih, Acheson en Hadfield (1969) komen op grond van hun
onderzoek tot de conclusie dat er een causale samenhang moet be-
staan tussen adenocarcinomen van het ethmoid en het werken in de
houtindustrie. Het lijkt hen het meest waarschijnlijk dat het fijne
stof vrijkomend bij de behandeling van harde houtsoorten voor de
carcinogene werking verantwoordelijk moet worden gesteld. Ver-
nissen, lakken en andere polijststoffen bleken niet bij de carcino-
genese betrokken te zijn.

Acheson e.a. (1970) namen waar dat ook bij leerbewerkers meer
neustumoren voorkwamen: in een serie van 46 patienten met een
neuscarcinoom waren er 21 in de lederwarenindustrie werkzaam of
werkzaam geweest. In Northamptonshire in Engeland troffen zij
neustumoren aan bij arbeiders die in deze industrie in een stoffige
omgeving gewerkt hadden. Bij deze arbeiders werden wel adeno-
carcinomen gevonden, echter plaveiselcelcarcinomen en overgang-
celcarcinomen kwamen vaker voor. De auteurs veronderstellen dat
mogelijk 2 carcinogene faktoren in deze industrie aanwezig zijn.
¢.q. waren en wel é&n voor de ontwikkeling van het neusadeno-
carcinoom met een door hen berekende latentietijd van plm. 54 jaar
en één voor het ontstaan van plaveiselcelcarcinomen met een laten-
tietijd van plm. 40 jaar. Van de 26 patienten waarbij dit nog was
na te gaan bleken 8 snuifgebruikers te zijn geweest. De rol van het
gebruik van snuif bij het ontstaan van tumoren in de neus is (nog)
niet duidelijk.

Delemarre en Themans (1971) berichten over een na-onderzoek
betreffende het patientenmateriaal van het Antoni van Leeuwen-
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hoek Ziekenhuis te Amsterdam tussen 1944 en 1967. In deze peri-
ode werden 16 patienten met een adenocarcinoom in de neus gezien.
Indeling naar beroep: 11 patienten waren houtbewerkers, 3 patien-
ten waren niet in de houtindustrie werkzaam geweest en van 2 pa-
tienten was het beroep niet na te gaan.

Elders werden in Nederland in dezelfde periode 42 patienten met
cen adenocarcinoom in de neus gezien. Van 26 patienten was het
beroep bekend en 13 van deze patienten waren houtbewerker ge-
weest.

Andrews en Michaels (1967) berichten over 3 nasopharynxcarci-
nomen bij z.g. bospiloten. Deze piloten maken kleine vluchten op
lage hoogte met veel landen en opstijgen. De auteurs zien in de fre-
kwente drukwisselingen in de rhinopharynx en tuba Eustachii een
mogelijke oorzaak voor het ontstaan van de tumoren in deze drie
gevallen.

Bottema en Donner (1973) opperen als mogelijkheid dat het
vliegen over bosgebieden een rol zou kunnen spelen bij het ontstaan
van deze tumoren. Evenzeer dient overwogen te worden dat ook in-
ademing van uitlaatgassen van deze eenmotorige vliegtuigjes ver-
antwoordelijk zou kunnen zijn.

Nasopharynxtumoren komen betrekkelijk veelvuldig voor in het
Chinese district Kanton (Fong en Walsh 1971). Een belangrijk be-
standdeel van de voeding van de mensen in die streck is gezouten
vis. In de gezouten vis werden door genoemde auteurs sporen
DMNA en DENA aangetroffen. Mogelijk zijn nitraatreducerende
bacterién in de ingewanden van de vissen, welke v66r het inzouten
niet worden gekaakt, verantwoordelijk voor de vorming van nitros-
amines. Deze nitrosamines zouden verantwoordelijk kunnen zijn
voor het ontstaan van nasopharynxtumoren.

ad 4. Sisson (1973) vond dat bijna alle patienten met neus- en
neusbijholtetumoren forse rokers waren. Clifford (1960), geciteerd
door Shaw (1967), vermeldt een tienmaal zo vaak voorkomen van
neus en neusbijholterumoren bij Afrikanen in Kenia als bij Europe-
anen aldaar. Hjj ziet als oorzaak het chronisch inhaleren van ben-
zinedampen en speciaal houtrook in de hutten.

ad 5. In de literatuur wordt vaak vermeld dat een vrij groot
aantal patienten met tumoren in dit gebied een voorgeschiedenis
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heeft van een chronische rhinitis c.q. sinusitis. Frazell (1963) trof
dit in plm. 50 % van de gevallen aan. Andere auteurs betwijfelen
de relatie (Harrison 1971). Voor de lagere luchtwegen is wel aan-
getoond dat een chronische ontstekingssituatie zoals voorkomend
bij CAR A-patienten een duidelijk grotere kans geeft op het ontstaan
van een plaveiselcelcarcinoom van de bronchi (Var der Wal 1964).

ad 6. Het carcinogene effekt van rontgenstralen is sedert lang
bekend en behoeft in dit verband geen verdere toelichting.

ad 7. Met name sinds de publikatie van Burkitt (1958) betref-
fende het maligne lymfoom, het z.g. Burkitt-lymfoom in de kaak
bij inlandse kinderen in Oeganda en het aantonen van een mogelijke
virusetiologie van deze aandoening, is de belangstelling voor virus-
sen als etiologisch moment op het gebied van tumorvorming in de
neus en neusbijholten sterk toegenomen. Miller e.a. (1971) vonden
bij 14 van de 19 patienten met een nasopharynxcarcinoom een hoge
titer antilichamen tegen het zogenaamde Epstein-Barr virus (E.B.4-
virus).

Door Hilgers (1976) werd een verhoging van de antilichaam
titer gevonden bij het nasopharynxcarcinoom tegen alle drie de
E.B.V. antigenen.

4.4, BENIGNE NEUSTUMOREN BIJ MENS EN RAT: DE VERSCHILLEN

Van de talrijke benigne tumortypes die bij de mens voorkomen,
werden in het dierexperiment eigenlijk alleen de papillomen gezien
en wel vooral het ,inverted” papilloom. Histologisch zijn de be-
nigne tumoren bij de rat en de mens praktisch identiek. Het is echter
wel de vraag of het biologisch gedrag ook gelijk is. De ,inverted”
papillomata bij de mens hebben sterke neiging tot recidiveren na
verwijdering en men moet hier steeds bedacht zin op maligne ont-
aarding. De kans hierop zou liggen, athankelijk van de geraad-
plaagde literatuur, tussen de 4'/2 en 13 % (Hdot en Bienfait 1969).

Bottema had de indruk dat experimenteel opgewekte papillomen
in regressie konden gaan. Hij zag n.l. bij de dieren die slechts gedu-
rende een beperkte tijJd DENA kregen, enkele maanden na her staken
van de toediening hiervan, een teruggang van de papillomen. Tn
eigen onderzoek werd deze indruk bevestigd. Dit bleek niet hert
geval te zijn bij dieren met een voortgezette toediening van DENA.
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Men zou kunnen veronderstellen dat het blijven bestaan van een
papilloom soms afhankelijk is van het voortduren van de toediening
van het carcinogene agens.

4.5. MALIGNE NEUSTUMOREN BIT MENS EN RAT: DE VERSCHILLEN

Dat subcutane toediening van het carcinogene agens DENA (en
andere nitrosamines) bij Wistarratten en Syrische goudhamsters in
een zo hoog percentage neustumoren doet ontstaan, is op zich reeds
een zeer bijzonder feit. DENA vertoont bij de Wistarrat naast een
zeer sterke organotropie voor de lever blijkbaar ook een grote
voorkeur voor het neusslijmvlies. In de humane pathologie bleek dat
bij bepaalde bevolkingsgroepen, waarschijnlijk ten gevolge van
exogene faktoren, het aantal neustumoren ten opzichte van het to-
taal aantal voorkomende tumoren sterk kan stijgen (zie 4.3.). Bij de
mens wordt dan meestal gedacht aan een direct van buitenaf op het
neusslijmvlies inwerkende faktor, terwijl DENA een organotropie
voor de neus bezit onafhankelijk van de wijze van toediening.

In tegenstelling tot de menselijke pathologie, waar alle neurogene
gezwellen van de neus en neusbijholten tesamen slechts 3 %/o van het
totaal aan tumoren in deze regio uitmaken (Dibble en Brown 1961),
worden bij de rat onder invloed van DENA veelvuldig ENE’s aan-
getroffen. Andere onderzoekers vermelden (Druckrey 1964, Herrold
1964, Thomas 1965) weliswaar ook ENE’s maar toch vooral ook
plaveiselcel- en adenocarcinomen. Zoal niet uitsluitend, zeker komen
neuroepitheliale tumoren in de neus in het dierexperiment in een
veel hoger percentage voor ten opzichte van de andere tumoren in
dit gebied dan dit bij de mens het geval is.

De lokalisatie van de tumoren is eveneens verschillend. Bij de
mens treffen we zowel in het cavum nasi als in de neusbijholten
maligne tumoren aan. De verhouding neustumoren / neusbijholtetu-
moren wisselt enigszins. Harrison (1971) vond tweemaal zoveel
maligne tumoren in de bijholten als in het cavum nasi. Bij het pa-
tientenmateriaal dat in het AZVU vanaf 1963 tot en met 1972 is
gezien, ligt de verhouding ongeveer 1:1, maar het betreft hier
slechts een klein aantal patienten (26). Het trilhaarepitheel van de
sinus maxillaris bij de rat is histologisch praktisch gelijk aan het
respiratoire epitheel van het cavum nasi. De sinus maxillaris heeft
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bovendien een vri ruime verbinding met het cavum nasi. Des te
opvallender is het dat in de sinus maxillaris geen tumoren ontstaan
bij toediening van DENA. Bottema veronderstelt dat de oor-
zaak ligt in het feit dat onder het epitheel van de neusbijholten niet
de typische klieren van Bowman aanwezig zijn. Hij neemt immers
aan dat het carcinogene agens door deze klieren uitgescheiden wordt
en zo 1n het neusslijm terecht komt, van waaruit het zijn werking op
de oppervlakkige cellen van het neusslijmvlies zou uitoefenen.

4.6. MOGELLIKE OORZAKEN VAN DE VERSCHILLEN

Gezien de onder 4.4, en 4.5. besproken verschillen tussen de hu-
mane en experimentele pathologie lijkt het zinvol een aantal moge-
lifke oorzaken van deze verschillen te overwegen.

4.6.1. Sterk carcinogene werking van DENA

DENA bleek in de gebruikte doseringen niet alleen cytotoxisch
maar vooral ook sterk carcinogeen voor het neusslijmvlies te zijn.
Het is zeer onwaarschijnlijk dat de mens gedurende langere tijd met
een zo hoge concentratie van een z0 sterk carcinogeen agens in aan-
raking komt.

4.6.2. Inductietijd

De dosering van het gebruikte agens DENA is zodanig dat er
reeds na een korte inductietijd nieuwvorming optreedt met een voor-
keur voor het ontstaan van lever- en neustumoren. Deze korte in-
ductietijd zou invloed kunnen hebben op het histologisch type van
de tumoren. Zo is het denkbaar dat bij een langere inductietijd eerst
histologische veranderingen optreden b.v. uitgebreide metaplasieén,
en uiteindelijk geen neuroepitheliale tumor maar een plaveiselcel-
carcinoom of een adenocarcinoom ontstaat. Het onderzoek van
Druckrey en Landschiitz (1971, zie 2.4.1.) zou hiervoor pleiten.

4.6.3. Toestand neusslijmulies

Voor het dierexperiment worden over het algemeen jonge gezon-
de procfdieren genomen die meestal een gezond neusslijmvlies heb-
ben (zie 3.4.1.). In ieder geval zijn metaplastische veranderingen
zeer zeldzaam. (Bottema).

In de menselijke pathologie echter zijn mogelijk in veel gevallen
al geruime tijd histologische veranderingen aanwezig b.v. een meta-
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plasie van respiratoir epitheel alvorens het tot een carcinomateuze
degeneratie komt. Shaw (1967) is van mening dat in een gebied met
metaplasie van het respiratoire slijmvlies een grotere kans bestaat
op een maligne degeneratie.

4.6.4. Het aantal faktoren

In het dierexperiment wordt één carcinogene faktor gebruikr,
terwijl in het milien van de mens - milieu in de ruimste zin van het
woord - vermoedelijk nog een groot aantal onbekende en half be-
kende faktoren aanwezig zijn die het ontstaan van kanker bij de
mens mede zouden kunnen bepalen (Den Engelse 1972). Enkele be-
kende carcinogene substanties bij de mens zijn: roet, teer, 2-nafryla-
mine, benzidine nikkelverbindingen, asbest, tabaksrook (?). Bij de
exogene carcinogene faktoren dienen naast de chemische stoffen ook
radioactieve straling en tenslotte virussen (?) genoemd te worden.

4,6.5. De anatomische bouww van de neus

De ratten hebben een sterk ontwikkeld reukorgaan (macrosmaat)
en relatief een groot oppervlak is bekleed met olfactoir epitheel.
Het ethmoidale gedeelte van de neus bij de rat wordt voornamelijk
bekleed met olfactorisch epitheel en 1s anatomisch van een wezen-
lijk andere structuur dan het ethmoid van de mens (microsmaat,
wie: 9.

4.6.6. De leeftyd

De ratten in dit dierexperiment, evenals die in het experiment
van Boitema, waren jong volwassen, plm. drie maanden oud, toen
zij voor het eerst DENA toegediend kregen.

In de menselijke pathologie is bekend dat op jeugdige leeftijd ma-
ligne tumoren vaak van een ander type zijn dan op oudere leeftijd.
Neus- en neusbijholtetumoren komen bij de mens meestal op oudere
leeftijd voor. Het neuroepithelioom komt het meest voor tussen het
tiende en veertigste jaar (Skolnik e.a. 1966).

Het zou denkbaar zijn, dat, indien men als proefdieren niet ratten
van drie maanden oud neemt maar van plm. 1'/2 jaar oud, deze
oudere dieren met een ander type tumorvorming reageren dan jonge
proefdieren. (Zie Reuber en Lee 1968, Terracint en Testa 1970).
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5. CO-CARCINOGENESIS*

5.1, CO-CARCINOGENESIS ALGEMEEN

De term co-carcinogenesis is in 1938 door Shear in de oncologie
geintroduceerd. Volgens Salaman (1958) wordt de term gebruike
voor het verschijnsel dat een tumor ontstaat door werking van meer
dan één agens. De agentia kunnen tegelijkertijd of achtereenvolgens
hun werking uitoefenen. Berenblum (1969) beschrijft co-carcinoge-
nesis als een proces dar zich uit in een toename van het aantal tu-
moren of in een verkorting van de latentietijd of in beide. Faktoren
die een carcinogenetisch proces in positieve zin beinvloeden, zijn
aldus als co-carcinogene faktoren aan te merken. De aard van deze
faktoren kan zeer verschillend zijn. Berenblum (1969) noemt een
aantal mogelijkheden:**

1. Additie: de co-carcinogene faktor bezit op zich eveneens een car-
cinogene activiteit.

2. Synergisme: het gezamenlijk effekt van twee faktoren is groter
dan de som van hun afzonderlijke effekten.

3. Twee faktoren vullen elkaar aan, d.w.z, de twee faktoren heb-
ben elk een incomplete carcinogene werking. In dit verband
worden vaak de termen initiatie en promotie gebruikt, d.w.z. be-
paalde carcinogenen veranderen hun ,target cells” in een zoge-
naamd precarcinomateus stadium. Er ontstaat een latente tumor-
cel. Een voorbeeld van een dergelijke stof is 3,4-benzpyreen. Na
deze initiéle verandering van een cel c.q. een celgroep kan een
tweede faktor een zogenaamd ,,promoting” effekt hebben. Dat
wil zeggen dat de cellen die in een precarcinomateus stadium
verkeren geactiveerd worden en een tumor doen ontstaan. Uit
dit soort proeven is men gekomen tot de zogenaamde twee-stadia
theorie. Als de ,,promoting-factor” wordt toegediend voor de
pinitiating factor” dan heeft de eerstgenoemde geen effeke. Al-
leen na of gelijktijdig met een ,initiating factor” ontplooit de
,»promoting factor” zijn werking.

* In de literatuur wordt ook de term syncarcinogenesis gebruikt (b.v. Schméih!

c.s. zie 5.2.1.1.).
** Terecht merkt Eulderink (1971) op dat de door Berenhlum genoemde ma-
nieren van beinvloeding deels nauwverwant zijn en elkaar soms overlappen.
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4. Preparatie, d.w.z. voorbereiding van het weefsel. Een vooraf-
gaande a-specifieke faktor maakt het weefsel gevoeliger voor
de inwerking van de andere, wel carcinogene, faktor.

5. Permissieve werking. Door de ene faktor wordt de toegankelijk-
heid van een gebied voor de andere faktor bevorderd, b.v. de
ene faktor werkt als oplosmiddel voor de andere faktor, bein-
vloedt de snelheid van absorptie van het carcinogeen in de cel
of wijzigt het metabolisme van het carcinogeen, waardoor de
omzetting en/of uitscheiding van de stof wordt beinvloed.

6. Beinvloeding van virale werking die eventueel betrokken is bij
het carcinogene proces. Bijvoorbeeld door inwerking op het
virus (activeren) of door een vermindering van de afweer van
het lichaam ten opzichte van het virus.

7. Invlced op de levensomstandigheden wvan de twmor, b.v. een
bevordering van de tumorgroei door invloed op de hormonale
status bij tumoren die afhankelifk zijn voor hun groei van hor-
monen, of een groei-bevordering door invloed op de afweer-
reaktie van het lichaam ten opzichte van de tumor.

Uit proeven met behulp van co-carcinogenen zowel ,initiators”
als ,,promotors” is duidelijk geworden dat bij de tumorontwikkeling
zeer waarschijnlijk meer dan één en vaak veel faktoren betrokken
zijn en dat de overgang van normale cel naar tumorcel niet een een-
voudig alles of niets gebeuren is, maar een polyfasisch proces (Den
Engelse e.a. 1969/1970). Er zouden verschillende somatische muta-
ties nodig zijn voordat er een tumorcel ontstaat (Friedrich-Freksa
1969).

Voor een overzicht betreffende co-carcinogenesis en co-carcino-
genetische proeven zie o.a. Salaman (1958), Clayson (1962), Sala-
man en Roe (1964), Roe en Rowson (1968), Berenblum (1969), Van
Dunren (1969) en Van Duuren en Melchionne (1969). Tenslotte zij
nog vermeld het werk van Eulderink (1971). Hij toonde aan dat
twee fysische faktoren, n.l. chronische mechanische irritatie in een
tandkas door middel van een geinplanteerde nylon- of staaldraad en
rontgenbestraling op dit gebied, tesamen hier meer carcinomen bij
muizen deden ontstaan dan één van deze beide faktoren alfzonder-

lijk.
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5.2. CO-CARCINOGENESIS EN NITROSAMINES (m.n. DENA)

5.2.1. Querzicht van de betreffende literatuny

5.2.1.1. Schmihl cs.

Over co-carcinogenese en nitrosamines is vooral gepubliceerd door
Schmihl cs. (1963, 1964, 1965a + b, 1966, 1970). De onderzoe-
kingen van genoemde auteurs betroffen speciaal de beinvloeding
van het ontstaan van levertumoren onder invloed van DENA. Ver-
schillende co-faktoren werden gebruikt. 4-dimethylamino-azobenzol
gaf tesamen met DENA een positief co-carcinogenetisch effekt te
zien. Stompe levertraumata beinvloedden de carcinogenese niet
(Schmihl 1963).

Urethaan en 9,10 dimethyl 1,2 benzanthraceen hadden geen in-
vloed op de werking van DENA (Schmdahl 1964).

Aethylalcohol beinvloedde de tumorvorming in de lever onder in-
viced van DENA niet. Wel had tetrachloorkoolstof (CCL,) een
sterk co-carcinogeen effekt: voor tumorvorming in de lever was een
kleinere totaal dosis DENA nodig (Schméhbl e.a. 1965a).

4-Dimethylaminostilben, een stof die bij ratten plaveiselcelcar-
cinomen in de gehoorgang kan doen ontstaan, gaf in relatief hoge
doseringen een positieve beinvloeding van de carcinogenese van
levertumoren onder invlioed van DENA (Schméihl e.a. 1965Db).

Réntgenbestraling - 320 Rad totale lichaamsdosis bij Wistarratten
van plm. 3 maanden oud - beinvloedde de carcinogene werking van
DENA niet (Schmibl e.a. 1966).

Toediening van een viertal carcinogenen (4-dimethylaminoben-
zeen, DMNA, DENA en nitrosomorfolin) gaven, in een zodanige
dosering dat ze elk voor zich geen tumoren tijdens een rattenleven
doen ontstaan tesamen wel aanleiding tot het ontstaan van lever-
tumoren: een duidelijk additief effekt (Schmahl e.a. 1970Q).

5.2.1.2. Enkele andere auteurs

Aethylalcohol bleek een co-carcinogene werking bij ratten op het
ontstaan van oesofagus- en voormaagtumoren te hebben bij toe-
diening van DENA, maar bleek geen invloed op de carcinoomvor-
ming in de lever te bezitten (Gibel 1967).
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Benzpyreen en DENA vertoonden een duidelijk positief effekt up
de carcinogenese in de luchtwegen bij hamsters (Montesano e.a.
1968b).

V. Kordac¢ e.a. (1969) berichtten over een toename van het aantal
levercarcinomen onder invioed van DENA en het intraperitoneaal
toedienen van het Motol-virus®,

Chlooramfenicol had geen invleed op de levertumorveorming
onder invloed van DENA (Alonso 1970),

Montesano e.a. (1970b) namen bij hamsters waar dat subcutane
injecties van DENA gevolgd door indruppelen in de trachea van
ferrioxyde (Fe,0;) aanleiding gaf tot een frekwenter voorkomen van
broncho-alveolaire tumoren dan toediening van DENA alleen.

Cholesterol pellets operatief geinplanteerd in de galblaas bij ham-
sters bleek de vorming van galblaascarcinoom bij toediening van
DMNA te bevorderen (Kowalewski en Todd 1971).

Feron e.a. (1972) namen een co-carcinogene werking van ferri-
oxyde waar, wanneer deze stof tesamen met DENA in de trachea
bij Syrische goudhamsters werd gedruppeld. Er werd een toename
van het aantal tumoren in de lagere luchtwegen gezien.

Phorbol, een stof voorkomend in crotonolie en mogelijk verant-
woordelijk voor de ,promoting action” van het crotonolie bij de
vorming van huidtumoren bij muizen, werkte als een ,promoting”
factor bij de carcinogenese in de lever en longen van jonge muizen
waar DMNA als ,,initiating” factor was gegeven spoedig na de ge-
boorte (Armuth en Berenblum 1972).

Infectie van de luchtwegen met influenza virus bleek een signi-
ficante toename te geven van het aantal longtumoren bij muizen
vergeleken met het aantal longtumoren gevonden bij toediening van
DENA alleen (Schmidt-Ruppen, Papadopuln 1972).

Tetrachloorkoolstof (CCl,), gegeven voorafgaande aan de toe-
diening van een eenmalige dosis DMNA, bleek bij ratten het aantal
lever- en niertumoren te doen toenemen (Pound e.a. 1973).

Bij de interpretatie van al deze gegevens moet de nodige voor-
zichtigheid worden betracht. Immers, Stenbdck e.a. (1973) vonden
dat ook na indruppelen van 0,9 /s NaCl-oplossing in de trachea

* Het Motol-virus veroorzaakt bij muizen cen acute hepatitis,
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tesamen met subcutane toediening van DENA gedurende 12 weken,
een toename van het aantal perifere longtumoren optrad vergeleken
met het aantal tumoren dat ontstond bij subcutane toediening van
DENA alleen.

In de literatuur werden geen mededelingen aangetroffen betref-
fende faktoren met een co-carcinogene invloed op de vorming van
neustumoren onder invloed van DENA.

5.2.2. Bespreking

Op grond van zin eigen bevindingen komt Schmidb! (1970) tot
de conclusie dat co-carcinogenese alleen plaatsvindt wanneer car-
cinogenen met gelijksoortige werking gelijktijdig of achtercenvolgens
inwerken., Hij vond geen co-carcinogenese wanncer lokaal werkende
chemische carcinogenen b.v. koolwaterstoffen, of fysische agentia,
zoals ioniserende straling, tesamen met algemeen werkende che-
mische carcinogenen werden toegediend.

Roe en Rowson (1968) daarentegen veronderstellen op grond van
onderzoek van Stoker (1964) dat de effekten van ioniserende stra-
ling op cellen van dezelfde aard zijn als die van chemische carcino-
genen. Bij een beoordeling van de co-carcinogenese verdient het aan-
beveling de carcinogene prikkelsterkte van elk van beide faktoren
in aanmerking te nemen. Een totale lichaamsbestraling van 320 Rad,
zoals Schmihl (1966) gebruikte bij drie maanden oude ratten, is
waarschijnlijk een minder sterk carcinogene prikkel dan de toedie-
ning gedurende enige tijd van een zeer sterk werkzaam carcinogeen
agens als DENA.

Ten opzichte van de invloed van de ene faktor is de invloed van
de andere zeer klein en in het eindresultaat niet of niet significant
aantoonbaar.

Op grond van deze overweging werd in de eigen experimenten
de ,sterke” faktor i.c. DENA slechts gedurende een beperkte tijd
toegediend (waardoor deze faktor als ,,verzwakt” kan worden be-
schouwd). Daarnaast werd de totale réntgendosis verhoogd en deze
werd bovendien slechts toegediend op een bestralingsveld dat alleen
de neusrug van de rat besloeg (waardoor deze faktor als ,,versterkt”
kan worden beschouwd),
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6. OVERWEGINGEN, HYPOTHESES EN
VRAAGSTELLINGEN

6.1. OVERWEGINGEN

Voordat in 6.2. de hypotheses en vraagstellingen zullen worden
geformuleerd, wordt eerst nog een samenvatting gegeven van de re-
levante gegevens uit de voorgaande hoofdstukken die in dit verband
van belang zijn.

a, DENA is een sterk carcinogeen agens met een uitgesproken orga-
notropie voor de lever en de neus bij de albino Wistarrat (2.1.,
2.2, en 2.4.).

b. DENA geeft na cen bepaalde tijd in bepaalde doseringen bij rat-
ten aanleiding tot het ontstaan van neustumoren. De tumoren
kunnen histologisch zowel benigne als maligne zijn (2.4.4.).

¢. Het histologische beeld van de benigne neustumoren vertoont
gelijkenis met bepaalde histologisch benigne neustumoren die ook
bij de mens worden aangetroffen (4.4.).

d. Bottema nam als histologisch maligne neustumoren uitsluitend
ENE’s waar. Slechts eenmaal werd een plaveiselcelcarcinoom
uitgaande van de ductus nasolacrimalis gezien (2.4.4.).

e. De dierexperimentele resultaten van Bottema verschillen van die
van andere auteurs wat het type van de gevormde tumoren be-
treft. Door andere onderzockers werden ook plaveiselcel-, adeno-
en anaplastische carcinomen gevonden (2.4.1.-3.).

f. Neurc-epitheliale tumoren zijn in de menselijke pathologie
uiterst zeldzaam (Sisson 1973).

g. Lr zijn faktoren bekend die de carcinogene werking van DENA
versterken (co-carcinogenese 5.2.).

6.2. HYPOTHESES EN VRAAGSTELLINGEN

6.2.1. Fysische faktoren

Hypothese:
Fysische op zich niet of niet sterk carcinogene faktoren bein-
vloeden de oncogenese in de ratteneus onder invloed van DENA.
Deze invloed betreft:
a. de inductietijd van de tumoren
b. het histologische type van de ontstane tumoren.
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Bij de keuze van de fysische faktoren voor het experiment zijn
er een aantal mogelijkheden (5.2.). De twee volgende faktoren wer-
den gekozen:
irritatie van het neusslijmvlies door middel van een corpus alienum
in het cavum nasi en een eenmalige rontgenbestraling van de neus.

6.2.1.1. Trritatie van het neusslijmvlies

Uit de humane pathologie is bekend dat een corpus alienum in
de neus een chronische rhinitis in de omgeving van het corpus alie-
num doet ontstaan met vaak foetide rhinorrhoe. Bij een aantal rat-
ten werd nagegaan of cen corpus alienum, i.c. een nylondraad, in de
neus cen irritatie gaf van het neusslijmvlies. (Voor de techniek van
de inplantatie van een corpus alienum in de neus zie 7.1.1.). Rond
het corpus alienum ontstond een duidelijke lymfo-plasmocytaire in-
filtratie met desorganisatie van het epitheel en soms waren zelfs
lichte metaplastische veranderingen in het epitheel aanwezig.
Vrvaagstelling: Wat is de invloed wan irritatic door een corpus
alienum op de carcinogenese van DENA in de neus?

6.2.1.2. Rontgenbestraling

Schmiibl c.a. (1966) zagen geen invloed van een totale lichaams-
bestraling met 320 Rad op de levercarcinogenese onder invloed van
DENA.

Eulderink (1971) nam een co-carcinogeen effekt waar van ront-
genbestraling tesamen met een mechanische irritatie wat betreft tu-
morvorming in de tandkassen bij muizen. Daarom werd besloten in
dit experiment alleen lokale rontgenbestraling op de neus te geven
en wel in een dosering (500 Rad) welke overeenkwam met een door
Eulderink gebruikte dosering. Deze is veel hoger dan de door
Schmiihl gebruikte dosis réntgenstralen (320 Rad) welke op het ge-
hele lichaam werd gegeven.

Vraagstelling: Wat is de invloed van deze eenmalige rontgenbe-
straling in een dosis van 500 Rad op de carcinogenese van DENA
in de neus?

6.2.2. Veranderingen in de anatomie en fysiologie van de neus
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Hypothese:

Veranderingen in de neusademhaling ten gevolge van een een-
zijdige belemmering hebben invloed op het ontstaan van tumoren
in de ratteneus bij toediening van DENA.

De rat is een macrosmaat, o.a. weerspiegeld in her feit datr een
groot deel van zijn neusslijmvlies bestaat uit olfactorisch epitheel
(3.3.). DENA, subcutaan tocgediend, komt na veneuze c.q. lymfo-
genc afvoer in de longen terecht. Her eerste capillaire bed dat ge-
passeerd wordt is dat van de longalveoli waar een intensieve gas-
wisseling plaatsvindt. Alhoewel DENA niet overmarig vluchtig is
(2.2.) 1s het zeer wel mogelijk dat een deel van de ingespoten hoe-
veelheid uit de bloedbaan in de longalveoli terecht komt en met de
uitademingslucht worde afgevoerd via bronchi, trachea en cavum
nasi. In het neusgedeelte van de ademweg is de kans, dat DENA-
moleculen in het neusslijm terecht komen, vrij groot. De oppervlakte
van het neusslijmvlies is relatief groot door de schelpenstructuur in
het cavum nasi (3.2.). Ook is de snelle fase van de trilhaarslag van
het neusepitheel grotendeels tegengesteld aan de luchtstroomrichting
bij expiratie (Negus 1958). Indien operatief één uitwendige neus-
opening afgesloten wordt, zal de in- en uitademing slechts via de
andere neushelft kunnen geschieden. De afgesloten neushelft is een
holte met slechts één afvoermogelijkheid via de ductus pharyngeus.
In deze helft is slechts een geringe pendeling van lucht denkbaar.
Vanuit de uitademingslucht zal nagenoeg geen DENA in deze neus-
helft terecht kunnen komen.

Uit de publikatie van Druckrey en Landschiitz (1971) is bekend
dat inhalatie van lucht, welke slechts 0,05 ppm methyl-butyl-nitros-
amine bevatte, bij ratten aanleiding gaf tot zeer sterke beschadiging
van het neusslijmvlies en uiteindelijk tor her ontstaan van pla-
veiselcelcarcinomen in de neus (2.4.1.). Her is denkbaar dat een zeer
geringe concentratie van DENA in de uitademingslucht aanleiding
kan geven tot tumorvorming in de neus.

Vraagsteliing: Wat is de invlioed van de afsluiting van één mitwen-
dige neusopening op de carcinogenese van DENA in de neus homo-
en contralateraal?
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7. PRAKTISCHE UITVOERING VAN DE EXPERIMENTEN

7.1. CO-FAKTOREN

7.1.1. Corpus alienum in de neus

Na enige inleidende experimenten betreffende het teweegbrengen
van een chronische irritatie in de neus leek de volgende techniek
goed te voldoen. Met behulp van 0,1 cc hypnorm* subcutaan werd
het proefdier in een lichte narcose gebracht. Er werd een mediane
lengteincisie over de neusrug gemaakt van 1 - 1'/2 cm lengte tot op
het periost. Met een boor (ronde kop 3/0) werd links paramediaan
plm. 0,3 - 0,4 mm voor de lijn die her midden van beide ogen
verbindt cen gat geboord door het benige dak van de neus. Een
proleendraad (polypropileen van de firma Ethicon) werd aan &én
niteinde door hitte afgeplat. Een zo ontstane knopspeldvormige
draad van 0,8 - 1 cm lengte werd door het boorgat in het cavum
nasi links gelegd met de knop op het boorgat rustend (fig. 7.1.). Ter

fig. 7.1. Inplantatie corpus alienum in linker cavum nasi.

# Hypnorm is een neurclept analgeticum, een combinatie van fluanisone en het
analgeticum phentanyleitraat (Philips Duphar).
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fixatie werd een druppeltje weefsellijm (Alpha Aron, alkyleyano-
acrylaat monomeer) gebruikt en de huidincisie werd hieroverheen
gesloten.

7.1.2. Réntgenbestraling van de neus

Gezien de negatieve resultaten van Schmdhl (1966) met 320 Rad
op het gehele lichaam en de positieve resultaten van een bestraling
van de kop van muizen door Eulderink (1971) met respectievelijk
500 en 1000 Rad werd als dosis eveneens 500 Rad op een halve cen-
timeter diepte op het voorste gedeelte van de rattekop toegediend,
in én zitting, De bestralingsgegevens van de toegepaste dosering
zijn als volgt* : 100 kV, 8mA gedurende 35 seconden, een filter
werd gebruikt van aluminium met een dikte van 1,7 mm.

De halveringsdikte van aluminium is 2,15 mm. Het bestralings-
veld had een oppervlakte van 1,3 em?. De totale velddosis bedroeg
675 Rad. Op 0 cm diepte hiervan 100 %o, Y2 cm 74,1 %, op 1 cm
56,4 %o, op 2 cm diepte 34,3 %o, De rontgenbestraling geschiedde in
een lichte hypnorm anaesthesie (7.1.1.). Met behulp van een plankjc
met een wigvormige uitsparing waarin de kop van de rat, die onder
invloed van de narcose praktisch volledig stil lag, goed paste, werd
een voor leder dier praktisch gelijke stand ten opzichte van het
bestralingsapparaat gerealiseerd (fig. 7.2.). Op een totaal van 90
ratten die bestraald werden was de narcosemortaliteit 1 (1,1 %/y).

7.1.3. Afslutting van één neusgat i.c. het linker

Onder hypnormnarcose (7.1.1.) werd het meest uitwendige deel
van het linker vestibulum nasi geéxcideerd waardoor er een circulair
wondvlak ontstond met een breedte van 1'/2 - 2 mm. Met atrau-
matisch nylon werden de wondvlakken op elkaar gehecht. Op deze
manier gelukte het om in één zitring in 85 % van de geopereerde
dieren een vergroeiing van deze , geaviveerde” apertura externa te
verkrijgen, met een afsluiting van het betreffende cavum nasi als
gevolg. Bij dieren waar toch opnieuw een verbinding van het cavum
nast met de buitenwereld ontstond werd dezelfde procedure her-
haald. Een afsluiting van het linker neusgat werd hierna bij alle
resterende dieren bereike,

* Verschaft door drs. W. H. Elsencar, fysicus van de afdeling Radiotherapie

AZVU,
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fig. 7.2. Rontgenbestraling van de kop van een rat,

7.2. DOSERING DENA EN TOTAALDOSIS

Per week werd 2 x 7,5 mg DENA per kg lichaamsgewicht sub-
cutaan interscapulair toegediend. Als totaaldosis werd gekozen een
hoeveelheid van 180 mg per kg lichaamsgewicht. Dit betekende ge-
durende 12 weken tweemaal per week een injectie. Deze totaaldosis
en toedieningstijd werden gekozen omdar bij een dergelijke opstel-
ling de verschillende afwijkingen achtereenvolgens waargenomen
konden worden (Bottema).

Enerzijds moest worden gekozen voor een zodanige dosering dat
er afwijkingen in de neus te verwachten waren ook al zouden de
andere faktoren geen invloed op de oncogenese hebben, anderzijds
moest de dosering ook weer niet zo hoog zijn dat de invloed van het
carcinogene agens de relatief mogelifk veel zwakkere prikkel van
de andere faktor volkomen zou overschaduwen. Gebruik werd ge-
maake van een oplossing die 7,5 mg van deze stof per cc bevarte.
Per 100 gram lichaamsgewicht werd 0,1 cc van de oplossing DENA
in aquadest geinjiceerd. Voor iedere injectie werd het betreffende
proefdier gewogen.
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Bij het werken met deze uiterst gevaarlijke stof dienen zeer strikte

voorzorgen te worden genomen: goede ventilatie in de werkruimte,
gebruik van masker en handschoenen.

7.3. DE PROEFDIEREN, INDELING, HUISVESTING, etc.

7.3.1. De Proefdieren

Een overzicht van de groepenindeling geeft tabel 7.1. De proefdie-

ren waren afkomstig uit een kolonie Wistarratten van het centraal
proefdierenbedrijf T.N.O. te Zeist.

Bij het begin van de proeven waren de dieren 2'/2 - 3 maanden

oud en hadden een gewicht van 150 - 175 gram.

Tabel 7.1. Overzicht groepenindeling

Groep 1 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud 2): alleen DENA

Groep 11 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud ) DENA + riintgen (500 Rad op neus)
Groep 111 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud ¢): DENA + corp. al. in L. cavum nasi
Groep IV 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud §): alleen rintgen {500 Rad op neus)
Groep V 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud ©): alleen corp, al. in L. cavum nasi
Groep VI 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud §): DENA + &énzijdige neusafsluiting L.
Groep VII 4 x 10 ratten (plm. 3 mnd. oud ¥} alleen éénzijdige neusafsluiting L.

DENA-dosering: 2 x 7.5 me/kg lichaamsgewicht per week gedurende 3 maanden.
Totaal desering: 180 mg/kg lichaamsgewicht
Toedieningswijze: Subcutaan interscapulair.

Er werd alleen gebruik gemaakt van vrouwtjesratten daar deze

over het algemeen handelbaarder bleken te zijn en ook minder agres-
sief ten opzichte van elkaar. Deze handelwijze lijkt gerechtvaardigd
daar de afwijkingen onder invloed van DENA bij mannelijke en
vrouwelijke ratten in de proeven van Bottema dezelfde waren.

Alvorens in het experiment te worden opgenomen werden de

ratten met behulp van a-selecte tabellen over de verschillende groe-
pen verdeeld. Deze a-selecte verdeling was nodig omdat niet gebruik
werd gemaakt van ratten van een inteeltstam.

De groepen bestonden uit 40 ratten, verdeeld over vier koolen

van tien ratten. Ter voorkoming van mogelijke overloop van ratten
van de ene groep naar cen andere door technische tekortkomingen
werden de ratten van iedere groep subcutaan gemerkt met oostin-
dische inkt, op een voor iedere groep kenmerkende plaats.

46

Wegens een tekort aan kooiruimte kon het totale experiment niet
terzelfder tijd geschieden. Met de groepen I t/m V werd op het-
zelfde moment gestart en met de groepen VI en VII in een later
stadium. De speciale bewerkingen (inplantatic van een corpus alie-
num, réntgenbestraling en afsluiting van én neusopening) geschied-
den enkele dagen voorafgaande aan het begin van de toediening van
DENA.

7.3.2. De huisvesting

De huisvesting geschiedde in het laboratorium voor Experimen-
tele Geneeskunde van de Vrije Universiteit (Hoofd: Dr. H. A.
Brouwer).

De voeding bestond uit Hopefarmkorrels, type AM 11 en leiding-
water, beide ad libitum. Iedere meralen kooi bevatte 10 ratten. De
bodem bestond uit een metalen rooster waardoor de uitwerpselen
direkt na de produkrie werden afgevoerd. De gemiddelde tempera-
tuur van het rattenverblijf was 20 graden.

7.4, BEWERKING MATERIAAL

De dieren die voor onderzoek op bepaalde tijdstippen werden ge-
dood werden onder aetherbedwelming gedecapiteerd; links para-
mediaan werd 0,1 cc oostindische inkt subcutaan in de neusrug gein-
jiceerd om later in de coupes links en rechts te kunnen onderschei-
den. De fixatie zowel van kop, lever, longen en nieren geschiedde
in een 4% formaline-oplossing.

De histologische bewerking vond plaats in het Pathologisch Insti-
tuut van de Vrije Universiteit (Hoofd: Prof. Dr. R. Donner).

De koppen werden in formaline gefixeerd gedurende één week,
daarna werd de huid van de kop verwijderd en volgde ontkalking
in de vloeistof van Kristensen. Het neusgedeelte van de kop werd
daarna opgesneden in vijf plakken waarna opnieuw werd ontkalke
en vervolgens ontwaterd door middel van alcohol in stijgende con-
centratie. De weefselplakken werden daarna ingebed in paraffine.
Als kleuring werd toegepast hematoxiline-eosine. Zonodig werden
speciale kleuringen als PAS-kleuring en Kreybergkleuring gebruikt
(z1e 9.2.).

De overige organen zoals de lever, de longen en soms de nieren
werden eveneens in formaline gefixeerd, met alcohol ontwaterd, in
paraffine ingebed, gesneden en gekleurd met hematoxiline-eosine.
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8. BELOOP, BEVINDINGEN EN RESULTATEN VAN DE
EXPERIMENTEN

8.1, INLEIDING

Het gehele experiment werd uitgevoerd in twee fasen: in de cerste
fase de groepen I t/m V, in de tweede fase de groepen VI en VII.
(Voor de groepenindeling zie 7.3.1. en tabel 7.1.).

Het beloop bij de verschillende groepen werd beoordeeld door
observatie. Na acht weken werden om de vier weken twee dieren
van clke groep gedood om de ontwikkeling van de afwijkingen in
de verschillende organen en met name in de neus zowel macros-
copisch als microscopisch te kunnen vervolgen.

In tabellen zal van iedere groep een overzicht worden gegeven
van de afwijkingen welke op de verschillende tijdstippen werden ge-
vonden. Ter verduidelijking volgt eerst een beschrijving van de
verschillende histologische benamingen.

Hierbij worden goeddeels de criteria en beschrijvingen van Botze-
ma gevolgd.

Regio respiratoria.

1. Desorganisatie: verlies van trilharen, verstoring in de regelmatige

opbouw, depolarisatie van cellen en te gronde gaan van cellen. (fig.

3.6.).

2. Meerlagigheid en metaplasie: het cylinderepitheel wordr meer-

dere cellagen dik, soms met het aspect van plaveiselepitheel (fig.

3T,

3. Papilloomvorming: een verschijnsel dat een uitbundige vorm

lijkt te zijn van het voorgaande. Er ontstaat een sterke proliferatie

van epitheel in twee verschillende typen:
a. hei fungiforme type: het epitheel heeft het aspect van pla-
veiselepitheel gekregen. Er ontstaat een gesteelde tumor met soms
nog trilhaarepitheelgedeelten. Het fungiforme papilloom heeft
meestal een smalle steel en is van geringe afmetingen (fig. 3.8.).
b. het ,jinverted” type: sterke proliferatie van metaplastisch
epitheel dat de indrulk maakt in te stulpen. Het lijkt histologisch
zeer sterk op het bij de mens voorkomende ,,inverted” papil-
loom (Belonje en Oey, 1972). De inverted papillomen zijn vaak
veel groter dan de fungiforme papillomen (fig. 3.9.).
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Regio olfactoria.

1. Desorganisatie: de regelmatige opbouw van het epitheel is ver-
stoord; de kernen zijn niet meer in 6-8 rijen gerangschikt, maar
liggen wanordelijk door elkaar. Het epitheel wordt meerlagig en
er is een afname van het aantal cellen (fig. 3.10.).

2. Proliferatic en metaplasie: de basale cellaag wordt verschillende
lagen dik; de cellen aan de oppervlakte van de prolifererende plek
gaan afplatten en krijgen het aspect van plaveiselepitheel (fig. 3.11.).
3. Atypie in de basale laag: vermeerdering van cellen in de basale
laag, de cellen hebben weinig cytoplasma en kleine donkere kernen,
zijn chromatinerijk met soms kernpolymorfie (fig. 3.12.).

4. Atypie in de lamina propria: dezelfde afwijkingen als onder 4.
maar dan in de lamina propria optredend (fig. 3.12.).

5. Afwitkingen in de klieren van Bowman: atrofie van de klieren,
afname van het functionele klierparenchym, ontstekingsverschijnse-
len rondom de klieren.

6. Histologisch maligne tumoren. Zie hoofdstuk 3.4.2,

De notering van de verschillende afwijkingen is als volgt:
niet aanwezig:
in zeer geringe mate aanwezig:
duidelijk aanwezig:
zeer duidelijk aanwezig:

o

Gezien de fasering in de uitvoering van de experimenten zullen
het beloop en de bevindingen van de groepen I t/m V tesamen wor-
den besproken, daarna van de groepen VI en VIL

8.2, BELOOP EN BEVINDINGEN GROEP I t/m V

8.2.1. Beloop en bevindingen bij uitwendig onderzoek

De injecties DENA bij de groepen I t/m III werden goed verdra-
gen. Zowel lokaal als algemeen waren er geen direkte reakties. Na
ongeveer 4 weken ontstond er bij veel ratten van deze 3 groepen
een pleksgewijze haaruitval. De intensiteit hiervan nam geleidelijk
toe gedurende de periode van de injecties. Na beéindiging van de
injecties verdween deze afwijking weer.
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8.2.1.1. Beloop en bevindingen bij groep I (alleen DENA)

Gedurende de periode van de toediening van DENA (de eerste
12 weken van het experiment) succumbeerde 1 dier. Door kanniba-
lisme en autolyse was deze rat niet geschikt voor obductie en micros-
copisch onderzoek. De algemene conditie van de overige dieren bleef
goed tot ongeveer de 24e week, Hierna ging deze geleidelijk achter-
uit. De neusademhaling werd duidelijk hoorbaar, terwijl bij sommige
dieren een bloederige rhinorrhoe werd geconstateerd. Na 28 weken
werd bij 1 rat een lichte verbreding van de neusrug opgemerkt,
welke naderhand op de aanwezigheid van een ENE bleek te be-
rusten.

Omstreeks de 36e week waren bij praktisch alle dieren zwellingen
in de leverstreek palpabel.

8.2.1.2. Beloop en bevindingen bij groep 1T (DENA + rontgen)*

Van deze groep gingen 6 dieren te gronde gedurende de eerste 12
weken. Dit was beduidend meer dan bij groep [ (8.2.1.1.) en bij
groep IIT (8.2.1.3.). De ocorzaak van de hogere sterfte bij groep 1T
werd niet duidelijk, daar ook deze ratten evenals die van groep I,
niet geschikt waren voor nader onderzoek. Ook bij deze groep ging
de algemene conditie van de dieren na de 24e week geleidelijk ach-
teruit, terwijl eveneens een bloederige rhinorrhoe bij verschillende
beesten werd geconstateerd en de neusademhaling duidelijk hoorbaar
werd. Na 36 weken waren bij alle dieren zwellingen in de lever-
streek palpabel.

8.2.1.3. Beloop en bevindingen bij groep III (DENA - corpus
alienum)

De meest opvallende afwijkingen bij de dieren van deze groep
waren in het begin van het experiment uitwendig waar te nemen.

Op de neusrug ontstond een vrij sterke ontstekingsreaktie. Volledig
herstel trad pas op na ongeveer 6 weken. Bij de inleidende experi-
menten was het wondje na ongeveer 2 weken volledig genezen. De
verklaring voor het verschil in genezingsduur is waarschijnlijk te

* Met de term: rontgen bij een groep wordt in het vervolg bedoeld: een rontgen-
bestraling van 500 Rad. op de neus.
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zoeken in een combinatie van faktoren, n.l. het gebruik van weefsel-
lijm en de huisvesting van de dieren*. Bij de inleidende experimenten
werden de proefdieren gehuisvest in kooien met gladde plastic wan-
den en slechts 2 of 3 ratten per kooi. Bij de definitieve proefopstel-
ling was de huisvesting in metalen tralickooien met 10 ratten per
kooi. Waargenomen werd dat de ratten in de metalen kooien met
hun kop langs deze tralies wreven, waardoor de wondgenezing ver-
traagd werd. Bij de obductie van de dieren van deze groep bleek
later dat slechts bij in totaal 4 van de 39 ratten het corpus alienum
in situ was gebleven (zie tabel 8.4. en 8.7.). Waarschijnlijk is tege-
lijkertijd met het afvallen van de wondkorst van de neusrug na on-
geveer 5 weken het corpus alienum uit de neus verwijderd. De prik-
keling van het neusslijmvlies door het proleendraadje heeft derhalve
slechts 4 a 5 weken bestaan bij 35 van de 39 dieren. Slechts 1 rat
succumbeerde gedurende de periode van de injecties.

8.2.1.4. Beloop en bevindingen bij groep IV (alleen réntgen)
Gedurende het gehele experiment werden bij de dieren van deze

groep geen bijzonderheden waargenomen. Spontaan verlies van
dieren kwam niet voor.

8.2.1.5. Beloop en bevindingen bij groep V (alleen corpus alienum)

De ontstekingsreaktie op de neusrug bij de dieren van deze groep
was geheel overeenkomstig met die bij groep III. Na ongeveer 6
weken was het wondje ook hier volledig genezen. Bij obductie bleek
later dat het corpus alienum bij 7 van de 40 dieren nog in situ was
(tabel 8.2. en 8.2.2.5. en 8.2.8.). Spontaan verlies van dieren kwam
ook bij deze groep niet voor.

8.2.2. Microscopisch onderzoek wvan de neus tot en met de 36e week

Na 8 weken werden van ledere groep om de 4 weken 2 ratten ge-
dood om zo het ontstaan van de afwijkingen bij de verschillende
groepen te kunnen vervolgen. Een samenvatting van de microsco-
pische bevindingen wordt gegeven in tabel 8.1.-4. In tabel 8.1. en
8.2. worden de bevindingen weergegeven bij de groepen I t/m V na

* DENA was waarschijnlijk niet van invloed op de wondgenezing, daar deze bij
de controle groep met alléén een corpus alienum ongeveer even lang duurde.
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{ t/m V van 8e — 20e week.

Tabel 8.1. Bevindingen groep
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24 wk

28 wk

1

111

32 wk

Il
I

36 wk
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* N.B. Bij groep 111 aparte notitie voor de afwijkingen

desorganisatie

+
+

meerlagigheid

Tabel 8.2. Bevindingen groep

regio respiratoria
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inverted

antsteking

|+ ++++ +
i

- -

+ + ++

" Bij deze dieren van groep III en groep V was het corpus alienum nog in situ.

54

+ ++

+
+

-+

+
+

I t/m V van 24e — 36e week.

desorganisatie

+ 4+

s |

T

| +++ +

proliferatie en metaplasie

-

o4
T

=l
s
L
b
<
L
2
o
el
=

et =

- -

++ ——

& +

-+ i

doesn e

+ =

+

¢ |

++ 4+

: +

- o+

++ ——

regio olfactoria

4

atypie lamina propria

+

afwijkingen klieren
van Bowman

+

| |+

+

+ 4
|_

esthesioneuroepithelioom

|

| 4



Wool[211daoinaucisaylss | o

1

‘nps ur Sou wnuaife sndIod 19y 12w jel 9p [1q U2pIIM ULPUOAT 2Ip uafunyfisge op do Sumyyelleq Uagqay Wooy 3] 9p Ul UASUIPUIAAG (]

‘uayam g7 U2 47 ‘dsal vu poopof uejled g 2p uea | [1q miis Of sem afpreipuadjord O "GN

G - e i i e
G A PR T g e e
S SewenR i soes sale s e
ST s e e
S ol s S e e i -
e LA LS BT
e e SR e e S

et I (10 T -

.||+|I
s S R A N e V. A i G

= = £ =
@ orh —+ =t =
5 £ 35 3 2
o= 5 & =
S5 e o 2
@ g B o
39 3 & o
= m.. —
an | ©w o
= W i A
o B
i E 2 3
3 8 o e
=3 =
» @
@,
L]

BLIOJOBJ[O 0T8I

"YooM 30¢ 9p Wyl 28 op uea Jjf deoid

TWOOI[RYIId20IN2U01SaT)$2

o uBLIMOY UBA 1 R 2 =
c uIpy uasun{imje ﬁ | L
o i il ]
2 8 eudord wutwe] aidAe
€ B ol il
. B
< B [l
2 5 fee| aeseq Idiie _
5K b=
£ ° g
o arsepdeiowl U2 anelajijold |
L= 5 | _ | i
m |
= . | * q +
2 ANEBSIURTLI0SD |
= i : [+] + +
L |
g S
g Sunyelsjuo
o I 2
S
& £ [
3 3] PalloAuL
5 3 £ U
o M o
§ & % |
= .W =) wiopfuny | " | |
B
e Lo
_H_H ma praydide(isow _ h y
Lar]
o6
= + | + ]+
s} anesIuRiIosap +1 | 4
T
-
gz F %
Bl 8 ¥

+-+ -
s g desdle Jpebi et e meim—e—s b ol cdaoch b A0S
e B T e e s R
+ e==1r
e o i I T s
——te—t + 3
L b o o — —— e et b A R A
Sl Bor srmr—r—nde s e e bk el SR SRR N7
R e Rt L e B e R G
bl G et BUER e s SR id SRS M
o = e e —m s e = e —— MR
AT B €71 ¥ W1 47 ¥ AT AE U7 AT W
& 3 5 m, 2 & 1 doox
o o o = a s}
0 a 2 =4 5% ]
= 2y £ =1 e} 2
o =1 i e =
& = g . 2.
B < =
@ a 3
uawojded
wuIojRndsal O[51
UaguIpuIAdg '] [PGEL
[ VR | | _ | | et
[ Lt L | [ R R I I B
) - V- - (. _ |+ |+
b+ 1+ [ _ | = [+ +
! I | [+ I ++
[ L #= ] #* [ _ | = | ++
R M U A [ _ | | |
Lk # ko L b "I w
| + +++ + +1 1 +1 1+ o+ ++
ol gl o+ + + | ++
+4++ +++ + + ]+ ++ + + + 4+
$ o B gk + | + + =7 * et
A ok _ | | | 1 EEE owEeE
[ 4= & G | _ | | sk FE
R VA (S| I _ || [
feoE b W . _ I bl
O T I | || | ]
& § & F | _ | | | &=
i i - - | =+ + + + #= A
| & & & <* I | + + + A4
+++ + + + | sk = ] el A st
F 4 o+ i 4 5 [ = =k il o -
el
= fras
] vy o] e A o | = 4 Az a8 A e ]
B 2 2 B B g|®B E B z B B ®
= = oo ol o m oo (=] =) = Xt [£a] [ =
o el o3 o ofy en | ! (= B (2] oo




respectievelijk 8, 12, 16, etc. weken; in tabel 8.3, en 8.4. de bevin-
dingen per groep voor de groepen I, II en IIL. Bij elk criterium
worden steeds twee notaties gegeven overeenkomend met de afwij-
kingen bij elk van beide ratten van de betreffende groep. Bij groep
[IT (DENA + corpus alienum) zijn steeds de bevindingen voor het
linker en rechter cavum nasi nog weer apart genoteerd. Bij groep V
(alleen corpus alienum) waren de links/rechts verschillen niet van
zodanige aard dat een aparte notatie voor links en rechts noodzake-
lijk was, behalve bij 1 rat van groep V waar na 28 weken het corpus

alienum links in situ was en een duidelijke ontstekingsreaktie links
aanwezig was.

8.2.2.1. Microscopisch onderzoek van de neus bij groep I (alleen
DENA)

Desorganisatie in het epitheel zowel in de regio respiratoria als
regio olfactoria, begon al na plm. 8 weken op te treden. Rond de
12e tot de 16e week werd de neiging tot proliferatie in de basale
laag van de regio respiratoria zichtbaar. Er ontstond een laag van
gedepolariseerde cellen waarboven zich een nog min of meer nor-
maal uitziende celrij bevond mer een polaire rangschikking van de
celkernen.

Na 24 weken werden fungiforme papilloompjes waargenomen bij
beide gedode dieren. Bij 1 van de 2 ratten die na 28 weken werden
gedood werd een ENE gevonden. Na resp. 32 en 36 weken werd
wel atypie in de basale laag en in de lamina propria aangetroffen,
er was echter geen ENE aanwezig,

8.2.2.2. Microscopisch onderzoek van de neus bij groep 11 (DENA
-+ rontgen)

Na 8 weken viel bij de ratten van groep II (DENA + rontgen)
een hyperemie in de lamina propria op. Na 12 weken was dit niet
meer duidelijk. De overige afwijkingen kwamen overeen met die bij
groep I. De verschillende afwijkingen leken in het verloop van het
experiment bij de dieren van groep II eerder op te treden dan bij de
dieren van groep I, maar dit is slechts een indruk op grond van de
microscopische preparaten. Fungiforme papillomen werden pas na
32 weken gezien. Atypie in de basale laag en in de lamina propria
van de regio olfactoria was meer uitgesproken dan bij groep 1. Na
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32 weken werd bij 1 rat en na 36 weken werd bij beide ratten van
groep II een ENE gevonden.

8.2.2.3. Microscopisch onderzoek van de neus bij groep 111 (DENA
+ corpus alienum)

De afwijkingen bij deze groep kwamen overeen met die welke by
groep | werden waargenomen. Wel leken deze bij groep III eerder
op te treden dan bij groep II en L.

Bij 1 rat van groep III werd na 24 weken een ,jinverted” papil-
loma gevonden. Vanaf de 32e week werd atypie in de basale laag
en de lamina propria gezien, terwijl het eerste ENE bij deze groep
na 36 weken werd gevonden. Bij de dieren van groep III waar het
corpus alienum niet meer in situ was, bleek er geen duidelijk links/
rechts verschil in de bevindingen te bestaan. Dit was slechts in
lichte mate het geval bij 2 ratten van groep III welke na 24 resp.
28 weken werden gedood en waar het corpus alienum nog wel in
situ was.

8.2.2.4. Microscopisch onderzoek van de neus bij groep IV (alleen
rontgen)

Na 8 weken werd evenals bij de ratten van groep IT (DENA +
rontgen) een hyperemie in de lamina propria waargenomen, terwijl
dit ook bij deze groep na 12 weken niet meer duidelijk was. Verder
werden er bij deze groep t/m de 36e week geen afwijkingen van be-
tekenis in de neus gezien.
8.2.2.5. Microscopisch onderzoek van de neus bij groep V (alleen

corpus alienum)

Slechts bij 1 rat was na 28 weken nog het corpus alienum in situ.
Bij dit dier werd een lichte ontstekingsreaktie en desorganisatie rond
het gebied van het corpus alienum waargenomen. Overigens werden
er bij deze dieren geen afwijkingen van enige betekenis in de neus
gezien.
8.2.2.6. Beéindiging experiment

Zo spoedig mogelijk na het constateren van de bevindingen bij de
groepen I t/m IIT na 36 weken werden de overgebleven ratten van
de groep T t/m V op 2 per groep na, tegelijkertijd gedood. Dit vond
plaats 39 weken na het begin van het experiment.

Deze handelwijze werd gevolgd om de volgende redenen:
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a. na 36 weken waren alle ,te verwachten” afwijkingen waarge-
nomen. In de neus werden maligne tumoren gevonden, hoewel
nog niet bij alle dieren.

b. gezien de bevindingen van Boitema zouden na een langere over-
levingsperiode zeer waarschijnlijk bij alle dieren van de groepen
I t/m III (resp. alleen DENA, DENA + rintgen en DENA +
corpus alienum) maligne tumoren in de neus zijn ontstaan, zodat
een verschil in inductietijd bij de verschillende groepen niet vast-
gesteld zou kunnen worden. Het uiterlijk van de neus gaf hierbij
geen informatie omdat uitwendig niet met zekerheid was vast te
stellen of er een tumor in de neus aanwezig was.

Twee dieren van iedere groep werden in leven gelaten om bij deze
dieren het verdere beloop na te gaan, met name de totale overle-
vingstijd en de aard van de afwijkingen in de neus.

8.2.3. Microscopisch onderzoek andere organen bij de groepen I t/m
II1 t/m de 36e weck

a. De lever. Reeds na 8 weken werden haardsgewijs degenerarieve
veranderingen zichtbaar in de lever (vacuolisatie van het cyroplas-
ma, minder regelmatige opbouw, vooral centrobulair en in een later
stadium kleine necrosehaardjes). Levertumoren werden voor het
cerst gezien na 32 weken en waren hierna een constant verschijnsel.
b. De longen. Na 28 weken werden in de longen van verschillende
proefdieren lichte ontstekingsrcakties gezien. Na 32 weken werd bij
1 rat van groep I een hyperplasie van het tracheaslijmvlies gevonden
met een focale metaplasie. In de longen werden geen benigne of ma-
ligne primaire nieuwvormingen gezien, evenmin werden metastases
van ENE’s aangetroffen.

c. In de overige organen werden bij obductie geen tumoren waar-
genomen en met name werden bij microscopisch onderzoelk geen
duidelijke afwijkingen in de nieren geconstateerd.

8.2.4. Bevindingen bij groep I (alleen DENA) na 39 weken

Een overzicht van de bevindingen na 39 weken wordt gegeven in
tabel 8.5. Voor onderzoek waren op dit moment nog 23 dieren over,
hiervan werden er 21 gedood.
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Tabel 8.5. Bevindingen groep | (alleen DENA) na 39 weken.
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Meerlagigheid en metaplasie in de regio respiratoria werd bij alle
dieren aangetroffen. Bij 2 van de 21 werden kleine ,,inverted” papil-
lomen gevonden. De fungiforme papillomen waren klein en werden
bij 11 van de 21 gezien. Opvallend was dat bij veel ratten het respi-
ratoir epitheel zeer redelijk intact bleek te zijn. De afwijkingen
waren in het met olfactorisch gpitheel beklede gedeelte van de neus
veel meer uitgesproken. De ontstekingsfaktor (lymfocytaire en/of
plasmocytaire infiltratie van epitheel en lamina propria) was in het
olfactorisch gebied het sterkst en zeer uitgesproken bij 15 van de 21
dieren.

Proliferatieve en metaplastische veranderingen kwamen bij alle
proefdieren voor, evenals afwijkingen in de klieren van Bowman.
Het maakte de indruk dat de metaplasie vanaf her oppervlakte-
epitheel voortschreed in de richting van het klierbuisepitheel. Bij alle
dieren was atypie in de basale laag en de lamina propria te vin-
den, verschillend in intensiteit. Bij 2 van de 21 dieren werd een
groot ENE gevonden en bij 1 dier een klein ENE.

Er werden geen metastases van de tumoren gevonden, noch re-
gionaal noch in longen en lever.

In de levers van alle dieren werden degeneratieve veranderingen
(vacuolisatie van het cytoplasma en vaak necrotisering) gevonden.
Levertumoren, sterk verschillend in grootte, werden bij 19 van de 21
dieren waargenomen, Sommige levers waren wanstaltig groot met
necrose haarden.

In de longen werden soms lichte ontstekingsverschijnselen ge-
vonden. Primaire tumoren werden in de longen niet waargenomen.
Bij een aantal dieren werden metastases van levertumoren in de
longen aangetroffen. Overigens werden bij de obductie geen ma-
croscopische tumoren ontdeke.

De 2 overgebleven dieren van deze groep (nr. 22 en 23 van tabel
8.5.) succumbeerden resp. na 44 en 51 weken. Bij het eerste dier was
reeds teveel autolyse opgetreden om nog een betrouwbaar histolo-
gisch onderzoek te doen. Het dier dat na 51 weken stierf had eenzij-
dig een ENE, terwijl naast fungiforme papillomen een sterke meta-
plasie in de regio respiratoria werd gezien. Atypie in de basale laag
en de lamina propria van het olfactorisch epitheel was zeer duide-
lijk. Er was een grote levertumor aanwezig.
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Tabel 8.6. Bevindingen groep II (DENA + rontgen) na 39 weken.
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8.2.5. Bevindingen by groep Il (DENA —+ vonigen) na 39 weken

Een overzicht van de bevindingen na 39 weken wordt gegeven in
tabel 8.6. Voor onderzoek waren op dit moment nog 18 dieren over,
16 dieren werden na 39 weken gedood.

Meerlagigheid en metaplasie van het respiratoire epitheel werd bij
alle dieren aangetroffen. Slechts enkele ,,inverted” papillomen (3/16)
werden gevonden. Fungiforme papilloompjes kwamen meer voor
(8/16). Het respiratoire epitheel was meestal vri) goed intact, by 12
van de 16 dieren werden in de lamina propria min of meer uitge-
sproken ontstekingsverschijnselen gevonden (lymfocytaire en plas-
mocytaire infiltratie). In het olfactorische gebied werden bij alle
dieren metaplastische en proliferatieve veranderingen aangetroffen.
De uitgebreidheid en intensiteit hiervan wisselden sterk.

De afwijkingen in de glandulae van Bowman kwamen overeen
met die van groep I. Atypie in de basale laag werd bij 15 van de
16 dieren gevonden. Atypie in de lamina propria bij 13 van de 16
dieren. Fen ENE werd gevonden bij 9 van de 16 ratten. Bij 6 dieren

&

i S G R Ty R o 43 & Ch = e i j
fig. 8.1. Sterk metaplastisch bronchusepitheel met hoornparelvorming,
{HE obj. 10 x)

was de tumor beiderzijds in de neus aanwezig. Bij één dier breidde
de tumor zich uir tot in de schedel. Bij 1 van de 16 dieren was een
tumor alleen links aanwezig, terwijl ook bij 1 van de 16 dieren een
tumor alleen rechts werd aangetroffen. Er werden geen metastasen
van de tumoren gezien, noch regionaal, noch in de longen en lever.

Leverafwijkingen; celdegeneratie, vacuolisatie van her cytoplasma,
necrose en tumoren werden bij alle dieren gevonden. Een galgang-
carcinoom werd bij 1 dier waargenomen.

In de longen van 1 rat werd een grote metaplastische haard ge-
vonden met sterke hyperplasie en hoornparelvorming, zonder dat
duidelijk sprake was van een maligne tumor. (fig. 8.1.).

Van de 2 ratten die van deze groep na 39 weken nog in leven
waren gelaten, ontwikkelde 1 dier omstreeks de 45e week een tumor,

A

fig. 8.2. Rat, met een plaveiselcarcinoom uitgaande van de neus, welke zich als
een soort ..neushoorn” op de neusrug presenteerde. Dier van groep I (DENA

+ rontgen) T na 48 wk.
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welke het neusdak doorbrak en zich als ecen soort hoorn op de neus
presenteerde (zie fig. 8.2.). Het dier werd wegens slechte conditie
gedood na 48 weken. Bij histologisch onderzoek werd een zeer groot,
goed gedifferentieerd plaveiselcelcarcinoom gezien, welke het gehele
bovenste deel van het olfactorische gebied in de neus beiderzijds op-
vulde en zich expansief door de neusrug uitbreidde (fig. 8.3.).

% ?
lair carcinoom van de rat afgebeeld in fig. 8.2. (HE obj. 10 x)

fig. 8.3. Planocellu
Het andere overgebleven dier stierf vrij plotseling na 51 weken.

Omndanks autolyse was histologisch een groot ENE beiderzijds zeer
duidelijk zichtbaar.

8.2.6. Bevindingen bij groep III (DENA + corpus alienum) na 39
weken

Een overzicht van de bevindingen na 39 weken wordt gegeven in
tabel 8.7. Voor onderzoek waren nog 23 dieren over, 21 ratten wer-
den na 39 weken gedood.

Bij slechts 2 van de 21 ratten (nr. 1 en 12 van tabel 8.7.) bleek
uiteindelijk het proleendraadje in het linker cavum nasi achterge-
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Tabel 8.7. Bevindingen groep 11T (DENA + corpus alienum) na 39 weken.
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bleven te zijn. Links/rechts verschil was bij deze dieren duidelijk
aanwezig. Rat nr. | had links een ,,inverted” en een klein fungiform
papilloom. Ontstekingsverschijnselen waren links meer uitgesproken
dan rechts. Atypie in de lamina propria kwam alleen links voor,
zelfs zodanig dat het leck of zich hier een ENE aan het ontwikkelen
was, Bij rat nr. 12 werd links een ,nverted” papilloom gevonden.
Ontstekingsverschijnselen werden links meer dan rechts gezien. Bo-
vendien werd in het linker cavum nasi een ENE gevonden.

Bij alle dieren werd meerlagigheid en metaplasie in de regio res-

piratoria waargenomen. Bij 5 van de 21 ratten waren ,inverted”
papillomen aanwezig, bij 3 alleen links en bij 2 alleen rechts. Fungi-
forme papilloompjes werden bij 11 van de 21 ratten gevonden, al-
leen links bij 4 en alleen rechts eveneens bij 4. Ontstekingsverschijn-
selen werden bij 17 van de 21 dieren waargenomen. Bij 7 dieren
werden alleen links (dus aan de kant waar het corpus alienum gein-
planteerd geweest was) ontstekingsverschijnselen waargenomen. Dit
was in beide neushelften bij 10 dieren het geval, terwijl vitsluitend
rechts geen ontstekingsverschijnselen werden gezien. Proliferatie en
metaplasie waren bij alle dieren aanwezig in het olfactorische ge-
bied, evenals afwijkingen in de klieren van Bowman.
Bij 19 van de 21 dieren werd atypie in de basale laag en lamina
propria gevonden. Deze atypie was zowel links als rechts in het
cavum nasi aanwezig. Bij 2 ratten kwam atypie in de lamina propria
alleen links wvoor.

Bij 12 van de 21 ratten werden ENE’s gevonden; alleen links bij
3 en alleen rechts bij 4 en beiderzijds bij 5 ratten. Er werden geen
metastasen van de tumoren waargenomen, noch regionaal noch in
longen en levers, Bij alle dieren, na 39 weken gedood, werden lever-
afwijkingen gevonden zoals celdegeneratie, vacuolisatie van het cy-
toplasma, necrosehaarden; 20 van de 21 dieren hadden een lever-
tumor, terwijl bij 1 dier ook een galgangcarcinoom werd gevonden.

In de longen werden behalve lichte ontstekingsverschijnselen geen
afwikingen waargenomen.

De 2 overgebleven ratten werden moribund gedood na resp. 42 en
54 weken. Beide hadden een ENE in de neus.

8.2.7. Bevindingen by groep IV (alleen rintgen) na 39 weken
Van de 40 dieren waarmee het experiment was begonnen, werden
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16 gedood t/m de 36e week, zodat voor onderzoek na 39 weken
24 ratten waren overgebleven. Van deze groep waren geen dieren
spontaan gesuccumbeerd. 22 ratten werden gedood en 2 ratten wer-
den in leven gelaten.

In de regio olfactoria van 1 rat werd een klein gebied met meta-
plasie van het reukslijmvlies aangetroffen, terwijl tevens vrij sterke
ontstekingsverschijnselen aanwezig waren.

Bij geen van de dicren werd celwockering, atypie of nieuw-
vorming gevonden, Wel viel een lichte desorganisatic van het epi-
theel van de klieren van Bowman op. Slechts bij 2 van de 22 dieren
werden duidelijke ontstekingsverschijnselen zowel in epitheel als
lamina propria gevonden. Duidelijke links/rechts verschillen werden
niet gezien. De 2 ratten die in leven gelaten waren, werden na 82
weken gedood. Bij deze 2 dieren werden de volgende afwijkingen
gevonden: verwoesting van zowel het respiratorische als het olfac-
torische epithee] en uitzetting van de klieren van Bowman. Ook hier
was geen links/rechts verschil aanwezig.

8.2.8. Bevindingen by groep V (alleen corpus alienum) na 39 weken

Ook van deze groep dieren waren er t/m de 36e week 16 dieren
gedood, zodat voor onderzoek 24 ratten waren overgebleven. Van
deze groep waren evenmin dieren spontaan gesuccumbeerd. 22 die-
ren werden gedood en 2 dieren werden in leven gelaten. Bij 16 van
de 22 ratten was het proleendraadje niet meer in het linker cavum
nasi aanwezig. 15 van deze 16 dieren hadden geen afwijkingen van
enige betekenis in de neus. Bij 1 rat werd links een ontstekingsre-
aktie en een lichte meraplasie van het slijmvlies in het respiratorische
deel waargenomen.

Bij 6 van de 22 dieren was het corpus alienum nog in situ. Bij 5
van deze 6 ratten waren in de linker neushelft ontstekingsverschijn-
selen aanwezig, terwijl dit rechts niet het geval was. Ter plaatse
van het corpus alienum in het neusdak was het trilhaarepitheel te
gronde gegaan en waren lichte metaplastische veranderingen zicht-
baar.

In lever en longen werden bij deze groep geen afwijkingen gevon-
den. 2 ratten, die in leven waren gelaten, werden na 82 weken ge-
dood. Bij 1 rat was het corpus alienum in situ, bij de tweede rat was
het corpus alienum afwezig. Histologisch bleek bij beide ter plaatse
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van het corpus alienum of waar het corpus alienum geinplanteerd
was geweest, een ontstekingsreaktie aanwezig te zijn met desorgani-
satie en verwoesting van olfactorisch epitheel en uitgezette klierbui-
zen van de glandulae van Bowman en lichte metaplastische verande-
ringen.

8.2.9. Samenuvatting van de bevindingen bij de groepen 1 tim V

Na 28 weken werd voor het eerst een ENE gevonden bij een rat
van groep [, na 32 weken voor het eerst een levertumor. De overige
microscopische bevindingen in de neus t/m de 36e week (zie tabel
8.1.-4.) leken iets eerder op te treden bij de groepen 1T en ITI dan
bij groep I. .

Tot en met de 36e week waren geen essentiéle verschillen in de
afwijkingen bij de groepen met DENA (groep 1, II en TT1) aanwezig.

In tabel 8.8. wordt een samenvatting gegeven van de bevindingen
na 39 weken voor de groepen I t/m II1. Het aantal neustumoren dat
per groep werd gevonden liep sterk uiteen.

Tabel 8.8. Samenvatting bevindingen bij groep T t/m II1 na 39 weken,

regio respiratoria regio olfactoria
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Bij groep I was bij 3 van de 21 dieren (14 %) een tumor aanwezig,
bij groep II en III was bij resp. 9 van de 16 (56 %) en 12 van
de 21 dieren (57 %/0) een tumor aanwezig. Dit verschil tussen groep
I (alleen DENA) aan de ene kant en groep II (DENA + rintgen)
en groep 111 (DENA -+ corpus alienum) aan de andere kant bleek
statistisch significant te zijn: P << 0,01, d.w.z. de tweezijdige over-
schrijdingskans is <C 0,01.

Opvallend was dat in percentage het aantal tumoren bij groep 11
en III praktisch gelijk was. Alle maligne neustumoren toonden histo-
logisch het beeld van een ENE. Bij de dieren van groep I t/m III,
welke na 39 weken nog in leven waren gelaten, werd een maligne
tumor waargenomen. Slechts bij 1 rat van groep 1 was wegens auto-
lyse een histologische beoordeling niet meer mogelijk. By 1 rat van
groep IT (DENA + rontgen) bleek zich na 48 weken een goed ge-
differenticerd plaveiselcelcarcinoom in de neus te bevinden dat naar
buiten was doorgebroken. Bij de groepen IV (alleen réntgen) en V
(alleen corpus alienum) werden tot 39 weken geen afwijkingen van
betekenis gezien.

8.2.10. Beantwoording van de vragen gesteld in 6.2.1.1. en 6.2.1.2.

8.2.10.1. Wat is de invloed van irritatie door een corpus alienum op
de carcinogenese van DENA in de neus? (6.2.1.1.)

Bij groep II1 (DENA + corpus alienum) werd na 39 weken in
57 %y een ENE gevonden. Daarentegen werd bij groep I na dezelfde
inductieperiode slechts in 14 % een ENE gevonden. Dit verschil
bleek statistisch significant te zijn. Derhalve kan worden geconclu-
deerd dat bij eenzelfde inductieperiode de carcinogenese in de neus
door een corpus alienum in de beschreven opstelling in positieve zin
wordt beinvloed.

Verder bleek dat her histologische type van de ontstane tumoren
door de irritatie van het neusslijmvlies niet werd beinvloed.

8.2.10.2. Wat is de invloed van eenmalige rontgenbestraling (500
Rad) op de carcinogenese van DENA in de neus? (6.2.1.2.)

Bij groep II (DENA + rontgen) werd na 39 weken in 56 %o cen
ENE gevonden. Daarentegen werd bij groep I na dezelfde inductie-
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periode slechts in 14 % een ENE gevonden. Dit verschil bleek
statistisch significant te zijn. Derhalve kan worden geconcludeerd
dat bij een zelfde inductieperiode de carcinogenese in de neus in de
beschreven opstelling door een eenmalige dosis van 500 Rad op de
neus in positieve zin wordt beinvloed.

Wat het histologische type van de ontstane tumoren betreft was
het opmerkelijk dat bij én proefdier na een inductieperiode van
48 weken een plaveiselcelcarcinoom in de neus werd gevonden (tabel
8.6.), terwijl de overige gevonden tumoren ENE’s waren.

Hoewel slechts bij één van de bestraalde dieren een plaveiselcel-
carcinoom in de neus werd aangetroffen, kan deze bevinding toch
van belang zijn daar bij geen van de andere dieren die DENA toe-
gediend kregen een dergelijke bevinding werd gedaan. Bottema nam
in de neus geen plaveiselcelcarcinoom waar.

8.3. BELOOP EN BEVINDINGEN GROEP VI (DENA + afsluiting neusope-
ning L) EN GROEP V11 {(allecn afslniting neusopening L.)

8.3.1. Beloop en bevindingen by witwendig onderzock

Nadat het wondje, gemaakt bij de operatieve afsluiting van het
linker neusgat, was genezen, bleef de obstructie van de apertura
externa van de neus bestaan. Ondanks het feit dat slechts respiratie
door één i.c. de rechter neushelft mogelijk was, leek het gedrag van
de ratten niet af te wijken van het normale. De injecties met DENA
werden goed verdragen: lokaal en algemeen werden geen direkte
reakties waargenomen.

Evenals bij de groepen I t/m III (zie 8.2.1.) werd bij groep VI
gedurende de periode van DENA-toediening pleksgewijze haaruit-
val geconstateerd. Na her staken van de injecties herstelde deze
haaruitval geleidelijk. De algemene conditie van de dieren van
groep VI ging na plm. 24 weken achteruit.

Tevens was bij veel dieren een soms bloederige rhinorrhoe en een
duidelijk hoorbare neusademhaling te constateren. Bij de dieren van
groep VII werden geen afwijkingen waargenomen. Voortijdig, na
plm. 12 weken, gingen twee dieren van groep VI verloren welke ten
gevolge van kannibalisme niet meer geschikt waren voor nader
onderzoek. Van groep VII gingen geen dieren in het verloop van
het experiment verloren. Na plm. 50 weken werd de algemene con-
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ditie van de dieren van groep VI zo slecht dat met het doden van
de overgebleven dieren niet langer gewacht kon worden. Een vaste
zwelling in de leverstreek was toen bij praktisch alle ratten palpabel.

8.3.2. Microscopisch onderzoek van de neus t/m de 48e week

Een overzicht van de microscopische bevindingen in de neus
wordt gegeven in tabel 8.9. Na 12 weken werden de eerste twee rat-
ten van groep VI en VII gedood, de volgende twee na 18 weken en
daarna om de vier weken twee ratten van beide groepen. In de
cerste 24 weken werden bij groep VI en VII minder ratten gedood
voor microscopisch onderzoek dan bij groep 1 t/m V, daar uit het
microscopisch onderzoek bij de groepen I t/m III (8.2.2.) duide-
lijk was geworden dat er voor die tijd zeer waarschijnlijk geen af-
wijkingen van belang te vinden zouden zijn. Bij alle dieren wvan
groep VI waren duidelijke ontstekingsverschijnselen in de neus aan-
wezig. Deze ontstekingsinfiltraten waren Of alleen rechts (aan de
open zijde) of beiderzijds aanwezig, maar nooit alléén aan de linker
kant (de afgesloten neushelft, fig. 8.4.). Wanneer infiltratieve ver-

fig. 8.4. Rat met een zeer duidelijk links/rechts verschil wat betreft ontstekings-
verschijnselen. Dier uit groep VII (alleen afsluiting L.neusgat). 1. Links: weinig
of geen ontstekingsverschijnselen; 2. Rechts: uitgebreide infiltratieve verande-
ringen. (HE obj. 10 x)
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anderingen beiderzijds aanwezig waren, dan was de ontsteking aan
de rechter zijde veel sterker dan aan de linker zijde.

Bij groep VII waren eveneens ontstekingsverschijnselen aanwezig,
tot 36 weken niet constant, daarna wel. Deze verschijnselen waren
meestal rechts aanwezig en soms beiderzijds. Ook bij deze groep
kwamen ontstekingsinfiltraten, alléén in de afgesloten linker neus-
helft, niet voor. Op plaatsen met een sterke ontstekingsreaktie was
het olfactorisch epitheel vaak geheel of gedeeltelijk verwoest (bij
groep VI meer dan bij groep VII). Metaplastische en hyperplastische
veranderingen waren in groep VI slechts in geringe mate aanwezig,
zelfs in een later stadium van het experiment. Zo werden slechts
enkele fungiforme papilloompjes gevonden na 28 weken. Deze waren
ook na 36 weken duidelijk aanwezig, maar daarna geen constant
verschijnsel meer. ,,Inverted” papillomen werden in het geheel nier
gevonden. Afwijkingen in de klieren van Bowman waren bij groep
VI na 24 weken op een enkele uitzondering na steeds aanwezig.

Na 32 en 36 weken werd bij één van de twee ratten van groep
VI een atypie in de basale laag en de lamina propria gevonden:
daarna werd dit niet meer waargenomen. Na 48 weken werd bij

¢én rat van groep VI een opvallend sterke benigne klierbuishyper-
plasie gevonden,

8.3.3. Microscopisch onderzoek andere organen t/m de 48¢ week

De afwijkingen in de lever bij de dieren van groep VI namen ge-
leidelijk toe en waren van dezelfde aard als die bij de groepen | t/m
ITI. Een levertumor werd voor het eerst gezien na 36 weken en werd
daarna steeds waargenomen.

In de longen werden geen afwijkingen van betekenis gevonden,

8.3.4. Bevindingen bij groep VI (DENA + afsluiting linker neus-
opening) na 52 weken

Tot de 48¢ week waren 18 dieren gedood en twee dieren spon-
taan gesuccumbeerd, zodat 20 ratten voor onderzock waren over-
gebleven. In tabel 8.10. wordt een overzicht gegeven van de afwij-
kingen in de neus.

Desorganisatie van het epitheel was rechts bij alle dieren aanwezig,
zowel in de regio respiratoria als olfactoria. Links was bij 17 van de
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20 dieren desorganisatie van het respiratoir epitheel aanwezig en
bij 19 van de 20 dieren desorganisatie van het olfactorisch epitheel.
Metaplastische veranderingen werden niet bij alle dieren aangetrof-
fen. Indien deze veranderingen werden aangetroffen dan vaak bei-
derzijds, indien éénzijdig aanwezig dan alleen aan de rechter kant.

Links werd eenmaal een beginnend fungiform papilloompje en
rechts tweemaal een duidelijk fungiform papilloom gezien.

De ontstekingstfaktor was bij alle dieren aanwezig, rechts veel ster-
ker dan links. Soms waren zelfs aan de linker kant geen of prak-
tisch geen ontstekingsverschijnselen waarneembaar.

Opvallend was dar infiltratieve veranderingen in de buurt van het
neusdak sterker waren dan in de buurt van de neusbodem. De inten-
siteit van de ontstekingsverschijnselen (vooral lymfocytaire en plas-
mecytaire infiltratie in de lamina propria) correspondeerde vrij sterk
met de mate van verwoesting van het olfactorisch epitheel. Afwij-
kingen in de klieren van Bowman waren links bij 17 van de 20 en
rechts bij alle dieren aanwezig.

Atypie in de basale laag en de lamina propria werd betrekkelijk
weinig gevonden, slechts bij 3 van de 20 dieren rechts en bij 1 van
de 20 dieren links. Bij een vijfral dieren werd een zeer sterke klier-
buishyperplasie gevonden zonder tekenen van maligniteit (4 maal
rechts en 1 maal links) (fig. 8.5.). Bij geen der dieren werd een ENE
aangetroffen.

19 van de 20 dieren hadden een duidelijke levertumor.

8.3.5. Bevindingen bij groep VII (alleen afsluiting linker neusope-
ning) na 52 weken

Tot de 48e week waren 18 dieren gedood, zodat 22 dieren voor
onderzoek waren overgebleven. Een overzicht van de bevindingen
in de neus wordrt gegeven in tabel 8.11. In deze tabel zijn, in tegen-
stelling tot tabel 8.10. de ontstekingsverschijnselen voor de regio
respiratoria en olfactoria apart genoteerd. Zoals uit de rabel blijkt
lkwamen de ontstekingsverschijnselen in het respiratorische gebicd
overeen met die in het olfactorische gebied. Bij alle dieren was er
rechts een matige tot zeer sterke lymfocytaire ¢.q. plasmocytaire in-
filtratie. Bij zeer intensieve ontstekingsverschijnselen was vaak het
clfactorisch epitheel geheel of grotendeels verwoest. Bij 16 van de
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+
(HE obj. 4 x)

fig. 8.5. Zeer sterke klierbuishyperplasie R. bij een rat van .gmcp VI (DENA
afsluiting linker neusgat) na 52 wk.

22 dieren waren aan de afgesloten kant van de neus (links) geen
afwijkingen van betekenis aanwezig.

Desorganisatie kwam altijd in combinatie metr een ontstekings-
reaktie voor; metaplasie werd bij 10 van de 22 dieren in de open
neushelft gevonden, slechts bij 2 van de 22 dieren in de afgesloten
neushelft. Hyperplasie en nieuwvorming werden niet gevonden. In
lever en longen werden geen afwijkingen gezien.

8.3.6. Samenvatiing bevindingen bij groep VI en VII

In de tabellen 8.12.a en b wordt een samenvatting gegeven van de
bevindingen in groep VI en VII na 52 weken. Zowel bij groep VI als
bij groep VII waren vaak sterke ontstekingsreakties in de open neus-
helft aanwezig. Reeds vanaf de 12¢ week was dit bij alle dieren van
groep VI het geval en vanaf de 40e week was dit ook een constant
verschijnsel bij groep VII. De overige afwijkingen bij groep VI,
zoals proliferatieve veranderingen, kwamen wel voor maar waren
weinig frekwent, Dit gold ook voor de ratten die na 52 weken
werden onderzocht.
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Tabel 8.11. Bevindingen groep VII (alleen afsluiting L. neusgat) na 52 weken.

No.
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Tabel 8.12a. Samenvatting bevindingen groep VI na 52 weken. Fungiforme papilloompjes werden slechts in een gering aantal

gezien, ze kwamen zowel links als rechts voor. Na 48 weken werd
bij één van de twee ratten rechts in de neus een benigne klierbuis-

Regio respiratoria

Papiionsn hyperplasie gevonden. Deze afwijking was ook aanwezig bij 5 van
de 20 ratten na 52 weken, vier maal rechts en eenmaal links. Atypie
B in de basale laag en in de lamina propria van de regio olfactoria
[ W = .
§ o o s ] werd ook na 52 weken slechts bij weinig dieren van groep VI
7 o = o == 5 . . o & 5=
"E‘ S ! % 2 w (DENA + afsluiting van de neusopening links) gezien: bij 1 van de
5 g . % - o ; : : :
s 3 : £ > =t 20 links en bij 3 van de 20 rechts. Maligne nieuwvormingen in de
= Lo - =] . 3 .
L R LR LR L L R neus waren na 52 l\gveken niet aanwezlg. Lever:iumorenb'\'verdinb bil
e, S 5 GiE 3% 00 = o grocp‘VI na 36 weken waargenomen en waren daarna by pra tisch
% 85100 558 510 00 65 100 alle dieren van deze groep zeer duidelijk aanwezig.
Regio olfactoria 8.3.7. Beaniwoording van de vraag in 6.2.2.: Wat is de invloed van
a afsluiting van één uitwendige nemsopening op de carcino-
=} " 3
. g 2 genese van DENA in de neus homo- en contralateraals
= = o y J -
o 2 g 2 5 Voor de beantwoording van deze vraag zullen de bevindingen
& o By = -
g S e 2 @ g van groep VI vergeleken worden met die van groep I.
- g 0 5 §n§ i £ 2 Hoewel beide experimenten niet tegelijkertijd werden uitgevoerd
ol v +—= ) =
= & & =) E=l — 5 s o
3 P ! 8 £8 - g % lijkt een dergelijke handelwijze toch wel verantwoord en wel om de
g 9 g % e 2 E £ volgende redenen:
; L 'OR L I:R L} R Lﬁs }R LNR L&R LQR a. De proefdieren waren afkomstig uit dezelfde kolonie en waren
van dezelfde leeftijd en gewicht bij het begin van de experi-
Aantal 19 20 17 206 13 18 17 20 i 1 =3 00 menten
E 95 100 85 100 65 90 85 100 3 15 3 15 00 I

b. De dosering van DENA was bij beide groepen dezelfde; de toe-
diening geschiedde op dezelfde manier en werd door dezelfde

Tabel 812h. Samenvatting bevindingen groep VIT na 52 weken. ;
personen verricht.

regio olfactoria regio respiratoria 3 F iy = X
c. Huisvesting, voeding en milieu-omstandigheden waren voor
beide groepen gelijk.
d. Levertumoren werden bij groep I en groep VI na een prakrtisch
gelijke inductietijd waargenomen.
2 = Bij groep VI waren na 52 weken (d.w.z. na een langere inductie-
& % % & % % 2 periode dan bij groep 1) geen maligne tumoren en met name geen
T L E} ? %" g— g ENE’s in de neus aanwezig. Daarentegen was bij groep I na 39 we-
2 8 £ & 3 g g ken reeds in 14 %0 een ENE aanwezig.
L B LE L R LR LR LR Op grond hiervan moet worden geconcludeerd dat een eenzijdige
Aantil 6 22 210 6 22 616 15 617 afsluiting van de neus in deze opstelling de carcinogenese door
% 27100 946 27100 2773 523 2777 DENA in de neus sterk negatief beinvloedt.
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9. DISCUSSIE

9.1. BESPREKING RESULTATEN

Het doel van het onderzoek was na te gaan of de carcinogenese
in de neus van de Wistarrat, geinduceerd door toediening van
DENA, door bijkomende faktoren beinvloed kon worden. In de
literatuur werden geen gegevens hierover aangetroffen,

De bijkomende faktor zou, indien al van invloed, een versterking
of een verzwakking van de carcinogenetische werking van DENA
kunnen inhouden. Deze invloed zou zich kunnen uiten in een ver-
andering van de inductietijd van de tumoren en/of in het ontstaan
van een ander histologisch type van de tumoren.

Uit het onderzoek van Bottema was bekend welke afwijkingen
na toediening van een beperkte totaal hoeveelheid DENA te ver-
wachten zouden zijn. Voor het onderzoek was dit van uitermare
belang. Indien immers het sterk werkzame carcinogene agens DENA
de invloed van de tweede faktor volledig zou overschaduwen, dan
zou waarschijnlijk de werking van de bijkomende fakror in her re-
sultaat nict (duidelijk) meer aantoonbaar zijn.

Die dosering DENA werd dan ook gekozen, waarbij op grond
van bovengenoemd onderzoek, enerzijds de verschillende afwij-
kingen in de neus te verwachten zouden zijn, tot en met tumorvor-
ming, terwijl anderzijds de mogelijkheid aanwezig zou kunnen zijn
dat de invleed van een tweede faktor duidelijk zou kunnen worden.

9.1.1. Toediening van alleen DENA

De bevindingen in het verloop van het onderzoek kwamen over-
een met die van Bottema. Op het moment van de beéindiging van
het experiment werd bij 14 % van de dieren een ENE in de neus
gevonden,

Evenals in het onderzoek van Botiema werden geen plaveiselcel-
en adenocarcinomen waargenomen. Wel was er een atypie in de
basale laag en in de lamina propria aanwezig. Het is waarschijnlijk
dat zich uit de atypische cellen in de basale laag en mogelijk ook uit
die van de lamina propria esthesioncuroepitheliomen ontwikkelen.
Indien de inductietijd bij deze dieren langer was geweest, zouden
waarschijnlijk een groter aantal gezwellen zijn ontstaan.
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Naast het carcinogene effekt heeft DENA nog andere werkingen
die van invloed zouden kunnen zijn op de tumorvorming, In fig. 9.1.
is gerracht de carcinogenetische en de andere effekten in één schema
weer te BEVEN.

Te noemen zijn naast het carcinogene (1) het cytoxisch effekt (2)
(Greenblatt en Rysinghani 1969) en daardoor een ontstekingsbevor-
derende werking. Een matige ontstekingsreaktie (3) zou een bevorde-
rende invloed kunnen hebben op het ontstaan van tumoren (Eulde-
rink 1971). Het is echter ook goed voorstelbaar dat een zeer uit-
gesproken ontstekingsreaktie een totale verwoesting van het epitheel
teweegbrengt, zodat de cellen, waaruit een tumor zou kunnen ont-
staan, te gronde zijn gegaan, voordat de carcinogene werking van
DENA tot uiting kan komen (4). Een dergelijke, nagenoeg gehele
verwoesting van het reukepitheel werd inderdaad door Bottema
waargenomen bij die dieren die hoge doses DENA toegediend had-
den gekregen.

De -+ en — tekens in fig. 9.1. geven de aard van de invloed op
de tumorvorming weer.

1y + +
DENA ——— > tumor

— @
+ (3
verwoesting olf. epitheel

matig sterk
onistekingsreaktie

<4+ duidelijk aantoonbare bevorderende werking
+  bevorderende werking waarschijnlijk
— remmende werking waarschijnlijk

fig. 9.1.

9.1.2. De invioed wvan rontgenbestraling

Réntgenbestraling (500 Rad) op de neus gaf tot ongeveer de
achtste week een hyperemie in de lamina propria bij zowel de groep
met als zonder DENA te zien.

Daarna waren er bij de controlegroep (alleen rontgenbestraling)
geen duidelijke afwijkingen meer aanwezig. Wel werd bij de dieren



van deze groep, die na beéindiging van het experiment werden ge-
dood, een lichte atrofie van de klieren van Bowman waargenomen.
Mogelijk functioneerden deze slijmproducerende klieren minder sterk
ten gevolge van de rontgenbestraling.

Voortijdig, reeds tijdens de periode van de toediening van DENA,
gingen bij de groep met DENA -+ réntgenbestraling een 6-tal ratten
te gronde. Bij de groep met alleen DENA en de groep met DENA

I corpus alienum in de neus bedroeg dit in dezelfde periode slechts
&én dier per groep. Wegens autolyse en/of kannibalisme in de groe-
pen met DENA was de doodsoorzaak helaas niet na te gaan bij de
gestorven dieren. Het is voorstelbaar dat de DENA-toediening tesa-
men met de rntgenbestraling een verminderde weerstand tegen in-
fecties gaf, met name tegen infecties van de bovenste luchtwegen.

Bij de beéindiging van het experiment werden er significant meer
tumoren gevonden bij de dieren met DENA + réntgenbestraling
(nl. bij 56 %/o) dan bij de groep met alleen DENA (nl. bij 14 %0). Alle
maligne tumoren waren hier esthesioneuroepitheliomen.

Bij één van de dieren van de groep met DENA + rdntgenbestra-
ling, die in leven was gelaten, werd later een grote door het dak van
de neus gegrocide tumor gevonden. Deze tumor toonde histologisch
het beeld van een goed gedifferentieerd plaveiselcelcarcinoom. In het
gehele experiment was dit het enige dier, waarbij een plaveiselcel-
carcinoom in de neus werd gevonden. Het is denkbaar dat de ront-
genbestraling hier mede verantwoordelijk is geweest voor het ont-
staan van dit type gezwel.

In de proefopstelling van dit experiment is réntgenbestraling van
de neus met 500 Rad duidelijk van invloed geweest op de carcino-
genese door DENA in de neus.

De stelling van Schmihl (1970, zie 5.3.) dat co-carcinogenese
alleen dan wordt waargenomen als carcinogenen van gelijke aard
gelijktijdig of achtereenvolgens inwerken, kon niet worden beves-
tigd. De bevindingen in dit experiment lijken meer de veronderstel-
ling van Roe en Rowson (1968) te steunen, dat ioniserende straling
op cellen uiteindelijk dezelfde effekten teweegbrengt als een chemisch
carcinogeen. Bovendien lijkt de rontgenbestraling van 320 Rad op
het gehele lichaam zoals Schmabl die gebruikre te laag om hiervan
enige invloed te verwachten. Immers DENA is een zo sterk carcino-
geen, dat een tweede faktor wel een sterke invloed moet hebben om
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zijn invloed op de carcinogenese manifest te doen worden. Hierom
ook werd in ons experiment slechts gedurende een beperkte tijd (3
maanden) het carcinogeen toegediend, terwijl Schmdhl DENA bleef
toedienen tot aan de spontane dood van het proefdier.

In fig. 9.2. is weer getracht in een schema de invloed van DENA
+ rontgenbestraling op de carcinogenese in de neus weer te geven.
DENA heeft enerzijds een carcinogeen effekt met als gevolg tumor-
vorming in de neus (1), anderzijds is het cytotoxisch en veroorzaakt
het een ontstekingsreaktie in de neus (2). Rontgenstralen hebben aan
de ene kant een mutageen en daardoor ook een carcinogeen effekt
(3), aan de andere kant geven zij echter ook een ontstekingsreaktie
(4). Een chronische ontstekingsreaktie kan op zijn beurt van ,,posi-
tieve” invloed zijn op het ontstaan van tumoren in het gebied van
de ontsteking (5). Het co-carcinogenetische effekt van DENA +
rontgenbestraling zou kunnen berusten op een carcinogeen effeke
van elk van beide faktoren terwijl daarnaast een door beide fakto-
ren veroorzaakte ontstekingsreaktie de carcinogenese versterkt.

(1)
DENA—+ + — tumor
=+ 13
+ (2 + | &
Rontgen +—(4) > ontstekingsreaktie (matig)

fig. 9.2.

9.1.3. De invioed wan een corpus alienum in de neus

Het in dit onderzoek gebruikte corpus alienum (een proleen-
draadje) in het cavum nasi veroorzaakte een duidelijke ontstekings-
reaktie in het neusslijmvlies. Uiteraard was het de bedoeling, dat het
corpus alienum gedurende het gehele experiment in de neusholte aan-
wezig zou blijven. In het beloop van het experiment echter bleek
dat het proleendraadje slechts bij 4 van de 39 ratten van de groep
met DENA en bij 8 van de 40 ratten van de groep zonder DENA in
situ was gebleven. Ongeveer 6 weken na het begin van het experi-
ment, toen het wondje op de neusrug was genezen, kon dit door
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palpatiec worden geconstateerd. De vraag op dat moment was of
deze ontstekingsprikkel gedurende de eerste 4-5 weken van het
experiment voldoende was geweest om het carcinogenetisch proces
te beinvloeden. Besloten werd om het experiment toch voort te zet-
ten en het resultaat af te wachten, waarbij uiteraard de mogelijkheid
aanwezig was, dat in het eindresultaat de invloed van de cofaktor
niet aantoonbaar zou zijn.

Bij de beéindiging van het experiment werden bij 57 % van de
dieren met DENA + corpus alienum ENE’s in de neus gevonden,
terwijl bij de groep met alleen DENA na eenzelfde inductieperiode
slechts bij 14 %0 van de dieren deze tumoren werden waargenomen,
Bij de 2 ratten van de groep met DENA, waar het corpus alienum
nog in de neus aanwezig was, werd bij beide een matig links/rechts-
verschil gezien en bij één van beide dieren een ENE links.

De irritatie had geen invloed op het histologisch type van de
ontstane tumoten.

Uit dit onderzoek blijkt dat in deze opstelling de irritatie van het
neusslijmvlies door het corpus alienum gedurende het begin van de
toediening van DENA de carcinogene werking van deze stof ,,ver-
sterkt™ heeft, voorzover dat tot uitdrukking kwam in de inductie-
tijd.

In fig. 9.3. is weer gepoogd in een schema de invlioed van DENA
en het corpus alienum weer te geven op de carcinogenese. DENA
heeft een carcinogeen effekt (1) en tevens een cytotoxisch effekt met
als gevolg een ontstekingsreaktic van het neusslijmvlies (2). Het cor-
pus alienum geeft een ontstekingsreaktie van lichte aard (3). Beide
faktoren tesamen geven cen matige ontstekingsreaktie, zodat het
reukepitheel niet geheel verwoest wordt. Deze ontstekingsreaktie
blijkt van positieve invloed te zijn op de tumorvorming in de neus

(4. TE
(1
DENA +oh > fumor
X
(2) 3= )
(3)

Corpus alienum-—+—— & ontstekingsreaktie (matig)
fig. 9.3.
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9.1.4. De invioed van afsluiting van één neusopening

Bij de dieren van de groep met afsluiting en DENA en de groep
met alleen afsluiting was een matige tot sterke ontstekingsreakrie
van het neusslijmvlies, vooral in de niet-afgesloten helft van de neus,
cen zeer opvallende bevinding. Deze ontstekingsreaktie was bij de
groep met DENA + afsluiting sterker en eerder aanwezig dan bij
de groep zonder DENA. Bij de groep met DENA was deze reaktie
vanaf de 12e week reeds een constant verschijnsel.

Vaak waren de ontstekingsreakties bij de groep met DENA zo
sterk dat het olfactorisch epitheel zelfs geheel of grotendeels ver-
woest was, vooral in de niet-afgesloten (rechter) neushelft. In de
afgesloten (linker) ncusholte daarentegen waren bij deze groep wel
ontstekingsverschijnselen aanwezig, maar veel minder intensief.

Waarom afsluiting van én neusopening vaak een ontstekings-
reaktie aan de open kant geeft is niet duidelijk; her is echter een
constant fenomeen, dat na enige tijd bij alle dieren optreedt. Denlk-
baar is dat door de verdubbelde luchtstroom het slijmvlies te
»droog” wordt en daarom meer tot ontsteking neigt.

Bij de groep met DENA werd vaak een sterke klierbuishyperplasie
gezien. Viermaal werd dit in de open neushelft waargenomen en een-
maal in de gesloten neushelft. Deze sterke klierbuishyperplasic werd
bij de andere groepen met DENA niet waargenomen.

De meest opvallende bevinding echter bij de groep met DENA
en afsluiting van één ncushelft was, dat zelfs na een inductieperiode
van 52 weken bij geen van de dieren een maligne tumor in de neus
noch in de afgesloten noch in de open neusholte werd gevonden.

Bij de andere groepen welke DENA toegediend kregen, werden
na een veel kortere inductieperiode tumoren in de neus gevonden.

Levertumoren daarentegen werden bij de dieren met DENA +
afsluiting na cen praktisch gelijke inductietijd waargenomen als bij
de controle-groep met alleen DENA.

Mogelijk is een combinatie van faktoren verantwoordeljk voor
de negatieve invloed op de carcinogenese door DENA in de neus.

De volgende overwegingen zouden hier van belang kunnen zijn:

a. DENA is sterk cytotoxisch met name voor het neusslijmvlies
(2.4.3.) (Greenblatr en Rysinghani 1969). Hoge doseringen
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DENA (20-40 mg per kg lichaamsgewicht per week) geven na
enige tijd een totale verwoesting van het olfactorisch epitheel
(Bottema).

b. Indien wordt aangenomen dat de uitademingslucht DENA be-
vat, nadat deze stof subcutaan is toegediend (6.2.2.), dan is het
denkbaar dat bij afsluiting van één neushelft, meer DENA op het
neusslijmvlies terecht komt in de open helft. Deze grotere hoe-
veelheid DENA die aldus op het neusslijmvlies terecht komt, zou
met name de cytotoxische verschijnselen van deze stof meer ma-
nifest doen worden,

a

De afsluiting van én neushelft gaf bij de groep zonder DENA
in de open neushelft na enige tijd een flinke ontstekingsreaktie
te zien.

Het is denkbaar dat de onder a.,, b. en c. genoemde faktoren te-
samen een situatie doen ontstaan als bij hoge doseringen DENA nl.
een totale of bijna totale verwoesting van het olfactorisch epitheel
in de open neushelft. Door deze verwoesting van het olfactorisch
epitheel gaan ook de cellen, waaruit de esthesioneuroepitheliomen
zouden zin ontstaan, te gronde.

Byj de groep met afsluiting en DENA werden ook in de afgesloten
neushelft geen tumoren waargenomen. Ontstekingsverschijnselen in
de afgesloten neushelft werden wel gezien maar niet bij alle dieren,
terwijl van een verwoesting van her olfactorisch epitheel zeker geen
sprake was.

Het zou heel wel mogelijk kunnen zijn, dat de organotropie van
DENA voor de neus berust op het feit dat DENA, althans voor een
deel, door de neus wordr uitgeademd (zie hierboven onder b.). In
de afgesloten linker neushelft vindt echter geen luchtpassage plaats
en daardoor zou dan cok veel minder DENA op het slijmvlies te-
recht kunnen komen. Indien DENA alleen via de bloedbaan het
neusslijmvlies zou bereiken na subcutane toediening, dan zouden
tumoren in de afgesloten neushelft te verwachten zijn.

Wat betreft de afgesloten neusholte is een situatie ontstaan verge-
lijkbaar met die van de sinus maxillaris. Bij de groepen met DENA
werden, zowel in eigen onderzoek als in dat van Bottema geen
nieuwvormingen in de sinus maxillaris gevonden.

In fig. 9.4. is weer in een schema getracht de invloed weer te
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geven van de afsluiting van é&n neushelft op de carcinogenese van
DENA in de open neushelft. DENA heeft een carcinogeen effekt op
het neusslijmvlies (1). Afsluiting van één neushelft veroorzaakt een
ontstekingsreaktie met name in de open neushelft (2). Door de afslui-
ting wordt meer DENA via de uitademingslucht door de open neus-
helft gevoerd en mogelijk in contact gebracht met het neusslijmvlies:
de dosis DENA wordt als het ware lokaal verhoogd (3). DENA
heeft een cytotoxisch effekt (4) met als gevolg een ontstekingsreak-
tie. Door deze combinatie van faktoren wordt de ontstekingsreaktie
n de neus versterkt (2, 3 en 4) waardoor er een verwoesting van het
olfactorisch epitheel optreedt. Deze verwoesting van epitheel heeft
cen negatieve invloed op de tumorvorming in de neus (5).

@b]
DENA e o > lumor
+ @

afsluiting 1 neushelft + (2) — ontstekingsreaktie open
neushelft (zeer sterk)
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fig. 9.4.

.2, HISTOLOGISCH TYPE VAN DE GEVONDEN TUMOREN

Alle maligne tumoren die gevonden werden in de neus hadden op
¢n na histologisch een neuro-epitheliale strucruur,

Zoals reeds in hoofdstuk 3.4.1. (Histopathologie) besproken, zijn
er van de neuroepitheliale gezwellen bij de mens verschillende typen
beschreven. Berger (1924/1926) onderscheidt het esthesioneuroepi-
thelioom, het esthesioneurocytoom en het esthesioneuroblastoom.

In de tumoren bij de proefdieren in dit onderzoek waren soms
velden van een verschillend celtype aanwezig. Vrij veelvuldig wer-
den tumoren gezien van cen grootcellig type met grote, ronde tot
ovale kernen met een fijnkorrelig chromatine patroon en een wolkig
cytoplasma. De cellen (neurocyten?) waren dikwijls in de palissade-
stand gerangschikt, met veel rosetten c.q. pseudorosetten. Dit kan de
indruk geven van een adeno-carcinoom. Met behulp van de P.A.S.-
kleuring was het echter niet mogelijk intracellulair P.A.S. positief
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materiaal aan te tonen. (Met de Perjodic Acid Schiff kleuring kun-
nen 0.2, mucopelysacchariden aanwezig in secernerend klierweefsel
gekleurd worden.) Dit maakte de diagnose adenocarcinoom steeds
onwaarschijnlijk. Zeer opvallend was vaak het grote aantal mitoses
in de grootcellige tumoren (fig. 9.5.).

e A

fig. 9.5. Veel mitoses in een ENE, (HE obj. 25 x)

Naast deze grootcellige werden ook tumoren gevonden van een
kleincellig type (neuroblasten?). Soms groeiden deze temidden van
preéxistent klierweefsel, waardoor ook hier een vergissing met een
adeno-carcinoom mogelijk zou kunnen zijn.

De verschillen in histologie van de door DENA in de ratteneus
geinduceerde tumoren lijken te bevestigen hetgeen Bergéal (1970)
reeds stelde: de verschillende aspecten verraden wel de gradering in
tumorrijping, maar corresponderen niet met verschillen in herkomst
van de cellen, De reukplacode bestaat immers uit neuroectoderm,
dat zich differentieert in epitheliale steuncellen en in neurale cellen.
De tumoren kunnen daarom een epitheliaal of neuraal beeld verto-
nen of zelfs overgangsbeelden. Bergéal stelde als samenvattende his-
tologische benaming voor: esthesioneuroom.
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De coupes van de experimentele ENE’s lieten vaak een sterk infil-
tratieve groei zien. Soms vond zelfs doorgroei naar het cerebrum
met doorbreking van de schedelbasis plaats. In andere gevallen
groeide de tumor in strengen en sprieten via lymfbanen, bloedvaten
en zenuwscheden (fig. 3.16. en 9.6.). Dit gaf tesamen met de sterke
mitose-activiteit de indruk van een zeer maligne tumor. In tegen-
stelling hiermee is meestal het gedrag van de neuroepitheliomen bij
de mens. Hiervan wordt beweerd dat de prognose relatief goed is. Er
zijn patienten beschreven met een overlevingsduur van meer dan
tien jaar (Bergéal 1970).

fig. 9.6. Een ENE dat zich vooral d.m.v. ,sprieten” uitbreidt. (HE obj. 25 x)

Slechts eenmaal werd in het experiment een tumor gezien van
niet-neuroepitheliale aard en wel een hooggedifferentieerd plaveisel-
celcarcinoom (rat van groep II (DENA -+ rontgen), die na 39 we-
ken nog in leven was gelaten). Deze eenmalige bevinding laat ons
inziens geen verdere conclusies toe.
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9.3. RESULTATEN VAN DIT ONDERZOEK IN HET LICHT VAN DE
HUMANE PATHOLOGIE

In hootdstuk 4.3. zijn een aantal etiologische momenten genoemd
die bij het ontstaan van de neus- of neusbijholtetumoren bij de mens
betrokken zouden kunnen zijn, De resultaten van dit onderzoek ma-
ken aannemelijk dat een aantal van de daar genoemde faktoren niet
een direkr carcinogene werking hebben maar van cocarcinogene aard
zijn (mechanische irritatie, rontgenbestraling). Deze invloed kwam
in dit onderzoek met name tot uiting in een verkorting van de in-
ductietijd. Na een beperkte inductietijd werden in de neus meer ma-
ligne tumoren gevonden indien naast toediening van een chemisch
carcinogeen tevens sprake was van aanwezigheid van een cofaktor
(corpus alienum en rontgenbestraling). Ook voor de humane patho-
logie is de inductietijd een zeer belangrijk gegeven. Een carcinogeen
met een zeer lange inductietijd c.q. een zodanige dosering van een
carcinogeen dat slechts na een zeer lange inductietijd een tumor ont-
staat, kan slechts dan voor de menselijke pathologie van belang zijn
als deze inductietijd binnen de levensspan van de mens komt te
liggen.

Indien deze inductietijd echter door een tweede faktor wordt ver-
kort en het ontstaan van tumoren wel binnen de levensspan komt,
dan is niet slechts het carcinogeen maar ook het cocarcinogeen van
belang.

Gaat men er met (Den Engelse 1972) vanuit dat er tal van beken-
de en halfbekende of onbekende carcinogenen in ons milieu aanwe-
zig zijn, dan is het zeker aangewezen om naast vermijding van con-
tact met de carcinogene faktor zelf, ook de invloed van cocarcino-
gene faktoren zo klein mogelijk te maken. Met behulp van een der-
delijk denkmodel zou het ontstaan van de tumoren in de hierna te
noemen voorbeelden meer begrijpelijk worden.

Neus- en neusbijholtetumoren komen meer voor bij mensen die
werkzaam zijn of werkzaam geweest zijn in de hout- en leerbe-
werkingsindustrie (Hadfield 1969, Debois 1969, Acheson 1970.
Delemarve en Themans 1971). Speciaal de mensen werkzaam in een
stoffige omgeving en in de houtindustrie de bewerkers van de harde
houtsoorten zouden cen grotere kans hebben op het krijgen van een
neustumor. Op grond van het onderzoek in dit proefschrift lifkr de
veronderstelling gewettigd dat stof c.q. houtpartikeltjes in het werk-
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milieu een irritatie geven van het neusslijmvlies, waardoor dit neus-
slijmvlies gevoeliger wordr voor de invloed van carcinogenen
in het milieu. Deze carcinogenen kunnen van een geheel andere aard
en origine zijn zoals: tabaksrook, het gebruik van snuif, produkten
aanwezig in een rokerige omgeving zoals dit voorkomt bij bepaalde
bevolkingsgroepen in Afrika (zie 4.3. ad 4, en Acheson 1970). Als
steun voor deze veronderstelling kan gelden dat tot nu toe geen
carcinogene faktor in de houtsoorten zelf is aangetroffen.

Tlen ander voorbeeld in de menselijke pathologie van deze relatie
is het bronchuscarcinoom, Dit komt meer voor bij mensen met
CARA (v. d. Wal, 1964). De exogene carcinogene faktor zou hier
o.a. geleverd kunnen worden door de aanwezigheid van een carcino-
gene fakror in tabaksrook en de cocarcinogene door de chronische
aspecifieke ontsteking van het slijmvlies van de bronchién.



SAMENVATTING

Dit proefschrift beschrijft een onderzoek naar de mogelijkheid om
de carcinogenese in de neus van de Wistarrat, geinduceerd door
diéthylnitrosamine (DENA), door andere faktoren te beinvloeden.

DENA - én van de vele nitrosamine-verbindingen - doet bij
ratten en hamsters na een betrekkelijk korte inductietijd zowel
benigne als maligne neustumoren ontstaan (c.a. Druckrey 1964,
Herrold 1964, Bottema 1971).

De benigne tumoren komen histologisch overeen met die welke
ook in de humane pathologie in de neus worden waargenomen, n.l.
fungiforme papillomen en ,,inverted” papillomen (3.4.2. en 4.2. en
4.4.).

De maligne tumoren in de neus zijn volgens Bottema uitsluitend
esthesioneuroepitheliomen (ENF’s).

Andere auteurs (0.a. Thomas 1965) menen ook plaveiselcel-,
adeno- en anaplastische carcinomen te hebben waargenomen. In de
menselijke pathologie zijn neurcepitheliale tumoren in de neus zeer
zeldzaam (Sisson 1973).

In de dierexperimenten werd ¢één carcinogeen toegediend in een
waarschijnlijk relatief zeer hoge dosering. Vermoedelijk speelt in de
humane pathologie meer dan én faktor cen rol in de carcinogenese
(Den Engelse 1972).

Het is waarschijnlijk dat het ontstaan van een tumor bij de mens
viteindelijk het resultaat is van de samenwerking van een aantal
faktoren, Indien een tumor ontstaat door de werking van meer dan
&n fakror, spreekt men van co- of syncarcinogenese (Shear 1938)
(Zie hoofdstuk 5.).

Her leek daarom zinvol na te gaan of de carcinogenese van
DENA in de neus door een tweede faktor te beinvloeden is. Deze
invloed zou kunnen blijken uit:

a. een verandering van de inductietijd van de tumoren.
b. het voorkomen van andere typen tumoren.

In dit experiment werd als tweede faktor gekozen:

1. een chronische irritatie d.m.v. een corpus alienum in de neus.

2. rontgenbestraling van de neus met 500 R.

3. een afsluiting van één neusopening, waardoor respiratic nog
slechts door de open neushelft mogelijk is.
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De DENA-dosering was 2 x 7,5 mg/kg lichaamsgewicht/week ge-
durende 12 weken. Deze dosering gedurende 12 weken werd gekozen
op grond van de resultaten van het onderzock van Boitema.

De ratten werden in 7 groepen verdeeld: iedere groep bestond
uit 40 dieren.

Groep 1 — alleen DENA

Groep II — DENA + rontgen

Groep IIT — DENA + corpus alienum

Groep 1V —  alleen rdntgen

Groep V — alleen corpus alienum

Groep VI — DENA | afsluiting linker neusopening
Groep VII — alleen afsluiting linker neusopening

Het dierexperiment werd in 2 fasen uitgevoerd, te weten eerst de
groepen I t/m V en daarna de groepen VI en VIL

Om de vier weken werden twee dieren van elke groep gedood
om de ontwikkeling van afwijkingen in de neus te kunnen vervolgen.
T/m de 36¢ week werden geen duidelijke verschillen in de bevindin-
gen in de neus van de ratten van groep I, II en III waargenomen.
Na 39 weken werd het experiment voor de groepen I t/m V beéin-
digd op 2 dieren per groep na, daar bij de dieren welke na 36 weken
gedood waren alle te verwachten afwijkingen gezien waren (zie
8.2.2.6. en tabel 8.2.).

a. Invloed van rontgenbestraling en corpus alienum.

Het bleek dat in dit experiment het type van de ontstane tumoren
bij groep IT (DENA -+ rdntgen) en groep I1I (DENA + corpus
alienum) niet verschilde van die bij groep I (alleen DENA). Wel
werd later bij 1 van de 2 dieren van groep Il (DENA + rontgen),
die na de 39e week nog in leven was gelaten, na 48 weken een
plaveiselcelcarcinoom in de neus gevonden. Het is denkbaar dat de
bestraling hier mede verantwoordelijk is geweest voor het ontstaan
van dit type gezwel.

Na een inductietijd van 39 weken was het aantal maligne tumo-
ren bij groep II en groep IIT significant groter dan bij groep 1.

Bij groep I werd bij 3 van de 21 dieren (14 %) een tumor in de
neus gevonden, terwijl bij groep IT bij 9 van de 16 dieren (56 %) en
bij groep III bij 12 van de 21 dieren (57 "/s) cen tumer in de neus
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aanwezig was. Zowel rontgenbestraling als irritatie door een corpus
alienum in én neushelft bleek in deze opstelling de carcinogenese
door DENA in de neus positief te beinvloeden,

b. Invloed van afsluiting van één neusopening.
=]

Bij groep VI (DENA + afsluiting linker neusopening) en groep
VII (alleen afsluiting linker neusopening) was de zeer sterke ontste-
kingsreaktie in de open neushelft een zeer opvallende bevinding. Bij
groep VI met name waren de ontstekingsinfiltraten vaak zo sterk,
dat het olfactorisch epitheel geheel of nagenoeg geheel verwoest
was. Bij enkele dieren van groep VI werd een sterke klierbuishyper-
plasie waargenomen. De meest verrassende bevinding was het feit
dat zelfs na een inductieperiode van 52 weken geen maligne tumoren
in de neus werden gevonden.

In deze opstelling bleck, in dit experiment, dat afsluiting van één
neusopening cen sterk negatieve invloed had op de carcinogenese
van DENA in de neus.

In hoofdstuk 9., Discussie, worden de resultaten van her onder-
zoek nader besproken. Aan de hand van een aantal schematische fi-
guren (fig. 9.1.-4.) is getracht de, deels onverwachte, effekten van
de bijkomende faktoren duidelijk te maken.

In dit hoofdstuk worden tevens nog enige opmerkingen gemaakt
met berrekking tor de resultaten van dit onderzoek en de humane
pathologie. Carcinogenen met cen zeer lange inductiertijd of in een
zodanige dosering dat slechts na cen lange inductietijd een tumor
ontstaat, zin slechts dan van belang voor de menselijke pathologie
als deze inductietyyd binnen de levensspan van de mens komt te
liggen. Indien echter door een tweede faktor de inductietijd wordt
verkort en daardoor het ontstaan van de tumor binnen de levens-
span van het individu komt, dan is niet slechts het carcinogeen maar
evenzeer ook de tweede faktor (het co-carcinogeen) van groot belang.

Tenslotte worden enkele mogelijke voorbeelden van deze relatie
gegeven (9.3.).
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SUMMARY

This thesis describes an investigation into the possibility of influ-
encing carcinogenesis, induced in the nose of the Wistarrat by dié-
thylnitrosamine (DENA), by some other factors.

DENA - one of the many nitrosamine compounds - causes benign
as well as malign tumours in the nose of rats and hamsters after a
relatively short inductiontime (sece Druckrey 1964, Herrold 1964,
Bottema 1971).

The benign tumours are histologically similar to those found in
the pathology of the human nose, that is, fungiform papillomata
and “inverted” papillomata (3.4.2. and 4.2. and 4.4.).

According to Botterna the malign tumours of the nose are exclu-
sively esthesioneuroepitheliomata (E.N.E.’s).

Other authors (e.g. Thomas 1965) claim to have found squamous-
cell, adeno- and anaplastic carinomas as well. In human pathology
neuroepithelial tumours in the nose arve very rare (Sisson 1973).

In the animal experiments one carcinogen was given in what is
possibly a relatively very high dosage. It is likely that more than
one factor plays a role in carcinogenesis in human pathology (Den
Engelse 1972). It is possible that the occurence of a tumour in a
human being is the eventual result of the interaction of a number
of factors,

If a tumour appears through the action of more than one factor
one speaks of co-carcinogenesis or syncarcinogenesis (Shear 1938,
see chapter 5).

It seemed therefore suitable to investigate wether carcinogenesis
in the nose caused by DENA might be influenced by a second fac-
tor. This influence could appear through
a. an alteration in the induction-time of the tumours,

b. the appearance of other types of tumours.

In this experiment the following were chosen as second factor:

a chronic irritation by means of a corpus alienum in the nose,
irradiation of the nose with X-rays ar 500 R,

the closing of one nostril, so that respiration is possible only
through the open nasal passage.
The dosage of DENA was 2 x 7,5 mg/kg of bodyweight per week
during 12 weeks. This dosage during 12 weeks was chosen on the
grounds of the results of the investigation by Bottema.

3 g =
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The rats were divided in 7 groups; each group comprised 40
animals.

Group 1 — DENA alone.

Group 1I — DENA and X-rays.

Group II1 — DENA and corpus alienum.

Group 1V — X-rays only.

Group V — corpus alienum only.

Group VI — DENA and closing of the left nostril.
Group VII — closing of the left nostril only.

The animal experiment was carried out in two phases: firstly
examining Groups I to V inclusive; and thereafter Groups VI and
VIIL.

Every four weeks two animals from each group were killed to
allow examination of the development of deteriorations in the nose.
Up to the 36th. week, no obvious differences were found in the
noses of rats from Groups I, II and III. After 39 weeks the experi-
ments on Group I to V were concluded, but for 2 animals per group,
for a]l the anticipated deteriorations had been observed in all the
animals which were killed after 36 weeks (see Table 8.2. and chapter

8.2.2.6.).

a. Influence of X-rays and corpus alienum

It appeared that in this experiment the types of tumours in Group
II (DENA and X-rays) and Group TII (DENA and corpus alienum)
were no different from those in Group I (DENA alone). But after
48 weeks a squamous-cell carcinoma was found in the nose of one
of the two animals from Group IT (DENA and X-rays) which was
still alive after the 39th week.

It is conceivable that the X-rays were partly responsible for the
onset of this type of tumour.

After an induction-time of 39 weeks the number of malign tu-
mours in Groups IT and IIT was significantly greater than in group
I. In Group I a tumour was found in the nose of 3 of the 21
animals (14 %), while in Group IT a tumour was present in the nose
of 9 of the 16 animals (56 %) and in Group III in 12 of the 21
animals( 57 %/a).

Under the circumstances in this experiment X-rays as well as a
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corpus alienum in one nasal cavity proved to have a positive influ-
ence on carcinogenesis in the nose by DENA.

b. Influence of the closing of one nostril.

In Group VI (DENA and closing the left nostril) and Group VII
(closing of the left nostril only), severe inflammation of the open
nasal cavity was a very remarkable occurrence. Especiaily in Group
VI the intensity of the inflammation was so severe that the olfactory
epithelium was completely or almost completely ruined. In some
animals of Group V a severe hyperplasia of glandular ducts was
found. The most surprising feature was the fact even after an induc-
tion period of 52 weeks no malign tumours of the nose were found.

Under these circumstances it appeared in this experiment that the
closing of one nostril had a strong negative influence on carcinoge-
nesis in the nose induced by DENA.

In chapter 9, Discussion, the results of the investigation are con-
sidered further. By means of some diagrams, it is attempted to
clarify the partly unexpected results of the additional factors (fig.
9.1.-4.).

In this chapter also some comments are made with respect to the
application of the results of this investigation to human pathology.
Carcinogens with a prolonged induction-time or in such a dosage
that a tumour occurs only after a long induction-time are important
for human pathology only if this induction-time should come to lie
within the lifespan of the human being. If, however the induction-
time were shortened by a second factor, and thereby the occurence
of a tumour comes within the lifespan of the individual, then not
only the carcinogen but likewise the second factor is of great im-
portance.

Finally some examples of these relationships are given (9.3.).
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STELLINGEN

I

De carcinogenese door diéthylnitrosamine in de ratteneus is, voor
zover het de inductietijd betreft, te beinvloeden door bikomende
faktoren, zoals réntgenbestraling en mechanische irritatie.

II

De stelling van Schmihl dat cocarcinogenese alleen dan wordt
waargenomen als stoffen van gelijke organotropie en cytotropie ge-
lijktijdig of achtereenvolgens inwerken is in zijn algemeenheid niet
juist.

Schmihl, D. c.a. (1966) Z, fir Krebsforschung 68, 68 en
Schmihl, D. (1970) Z. fiir Krebsforschung 74, 457,

I11

Bij experimenten die tot doel hebben de carcinogene werking van
één faktor te beinvloeden dum.v. cen tweede fakror, dient mun.
gelet te worden op de relatieve ,sterkte” van beide faktoren.

v

De diagnose neurocpithelioom in de neus wordr in Nederland te
weinig gesteld.

A%

Bij een patient met een tumor in de neus dienen naast de werk-
omstandigheden van de patient ook de privé-omstandigheden te

worden nagegaan.
Acheson, E. D.. e.a. (1970), Brit. Med. Journal, 385.

VI

Bij alle coroperaties dient pre-operatief een bacteriologisch on-
derzoek van een uitstrijk van de uitwendige gehoorgang gedaan te
worden.

VII

Wanneer bij een plaveiselcelcarcinoom van het mobiele gedeelte
van de tong of van de mondbodem een electieve behandeling van
de regionaire halskliergebieden geindiceerd wordt geacht, verdient
een (functionele) ,,neck dissection” de voorkeur boven bestraling.

VIII

De door Wu e.a. by ratten aangetoonde groeivertraging tijdens
fototherapie wordt niet veroorzaakt door een teveel aan licht maar

door een tekort aan water,

Wu, P. Y. K. ea. Biology of the Neonate Vol. 26 bl
146-158 (1975).

IX

Het is waarschijnlijk dat hec postpericardiotomiesyndroom wordt
veroorzaakt door cen primaire virusinfectie of cen reactivering van

cytomegalovirusinfectie.
Beekhuis, J. W., Cytomegalovirus en pericarditis, diss. 1976,
Groeningen.

X

Het huidige ,,gevecht” tussen verschillende regionale ziekenhuzen
over de aanschaf van een computertomograaf lijkt eerder gebaseerd
op onderlinge wedijver dan op medisch-wetenschappelijke overwe-
gingen.

X1

Een staatssecretaris van volksgezondheid dient bij voorkeur een
medicus te zijn.



