(Aus dem Biologischen Laboratorium der 1. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft
Ludwigshafen a. Rh., Werk Oppau.)

Der EinfluB der Einfrierung bei tiefen Temperaturen
auf die Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren
von Maus, Ratte und Kaninchen.

I. Mitteilung.
Untersuchungen am Ehrlich-M#usesarkom.
Von
J. Klinke.

Mit 1 Textabbildung.
(Eingegangen am 15. September 1937.)

I.

Die Tatsache, dall transplantables Siugetiergeschwulstmaterial erheb-
lichen Kaltegraden ausgesetzt werden kann, ohne daf} es zu einer volligen
Aufhebung der Transplantabilitdt des vorbehandelten Tumorgewebes
kommt, wurde bereits frither (Ehrlich, Jensen, Apolant, Uhlenhuth und
Weidanz u. a.) beobachtet. Wahrend zur Erhaltung einer erfolgreichen
Verimpfbarkeit in solchen Versuchen Temperaturen von etwa — 35 ° kaum
unterschritten wurden, zeigte Gaylord®, dal mit den Zellen eines trans-
plantierten Mausecarcinoms auch nach fast 11/, stiindiger Einfrierung
in fliissiger Luft noch Tumoren erzeugt werden konnten. Auch Salvin,
Moore und Barrat? erhielten nach etwa 30 Minuten langer Einfrierung
von Material aus einem Miusecarcinomstamm bei Ubertragung noch
positive Impfanginge. Koose und Lemmel® untersuchten in ausgedehn-
teren Versuchsreihen bei Benutzung von fliissiger Luft als Gefriermittel
den Einflul der Einfrierung auf die Verimpfbarkeit zweier verschiedener
Miusecarcinomstdmme. Sie konnten diese Stdmme nach 30minuten-
langer Einfrierung erfolgreich weiterverimpfen. Den zweiten Tumor,
einen ,,unter dem histologischen Bild eines Rundzellensarkoms wach-
senden Méusecarcinomstamm®’, gelang es noch nach 4tégiger Einfrie-
rung erfolgreich weiterzutransplantieren. W. Cramer* prifte 7 ver-
schiedene Geschwulststimme auf ihre Widerstandsfahigkeit gegen-
itber der mehrmaligen Einfrierung mit Kohlensdureschnee auf dem
Gefriermikrotom. Die verimpften Sarkomgewebe ergaben nach dieser
Vorbehandlung wieder Tumor, wahrend die Carcinommaterialien keinen
Geschwulstangang mehr bewirkten. Von 3 untersuchten Sarkom-
stdimmen ergab nur 1 beil der Verimpfung keinen Tumorangang mehr,
wenn der Autor die vorherige mehrmalige Einfrierung statt in Kohlen-
siureschnee mit fliissiger Luft als Kiltemittel durchfihrte. Auch in
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Awulers® Versuchen mit Kohlensiureschnee blieb die Transplantabili-
tét der untersuchten Geschwulstgewebe nach unterschiedlich langdauern-
der, einmaliger Einfrierung teilweise erhalten.

Es ist somit nach den bisher vorliegenden Krgebnissen, trotz der
teilweise unterschiedlichen Resultate der einzelnen Autoren, kaum
zweifelhaft, dal} die erfolgreiche Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren
anch nach Einwirkung hoher Kéltegrade erhalten bleiben kann. Diese
Tatsache wiirde an sich bereits einen sehr interessanten Befund dar-
stellen. Sie schien besonders geeignet, die Frage nach dem fir die er-
folgreiche Verimpfbarkeit der Siugetiertumoren verantwortlichen ur-
sichlichen Faktor von einer anderen Seite her zu beantworten.

Doch die Auffassungen in der Frage, auf welche Weise sich aus den
kiltevorbehandelten Geschwulstgeweben neue Geschwiilste entwickeln,
sind, wie die Literatur zeigt, noch nicht einheitlich. Wéahrend Cramer,
Koose und Lemmel annehmen, dafl mdoglicherweise aus den durch die
Kilte zerstorten Geschwulstzellen ein malignes Agens austritt und
zur Geschwulstbildung fihrt, nimmt Auler die Existenz kalteresistenter
Geschwulstelemente an, und Rdssle® sah in Versuchen mit Tumorge-
webe, das vorher in fliissigem Stickstoff eingefroren war, die Geschwulst-
bildung von einzelnen, die Gefrierung ftiberlebenden Zellen des Im-
plantatrandes ausgehen. Die Untersuchungen Borsts?” und seiner
Schiiler weisen auf eine moglicherweise hohe Resistenz spezifischer
kleiner Zellelemente, der , Klein-Zellen” hin. Jedenfalls erfahrt die
wichtige Frage der Kiltewiderstandsfihigkeit des (Geschwulstgewebes
zur Zeit im Borstschen Institut eine eingehende Bearbeitung®. In diesem
Zusammenhang ist interessant, daB Vollmar® an kleinen Tumorzellen
eine hohe Rontgenstrahlen-Unempfindlichkeit feststellte. Auch wir
werden auf diese Fragen noch spéter eingehen. An dieser Stelle darf
jedoch gesagt werden, dafl auch mir die erfolgreiche Verimpfbar-
keit kaltevorbehandelter Geschwulstfragmente, iiber die im folgenden
berichtet werden soll, als eine Moglichkeit erschien, Saugetierneoplas-
men unter Ausschlull lebender Geschwulstzellen erfolgreich zu ver-
impfen**. Doch die zahlreichen Versuche, die gleichen Geschwulst-
stamme nun analog dem Rous-Sarkom mittels Ultrafiltraten erfolgreich
zu ibertragen, schlugen fehl?, und machten die urspriinglich den Ge-
frierversuchen gegebene Deutung unwahrscheinlich.

* Gelegentlich der 30. Tagung der Deutschen Pathologischen Gesellschaft
in Frankfurt a. M. vom 15.—18. September 1937 berichtete Horner in Be-
stitigung der hier gemachten Angaben, dal ihm die Verimpfung von vorher
in flissigem Stickstoff eingefrorenem Miusecarcinom ebenfalls gelungen sei.

#% Dies auch deshalb, weil in meinen Versuchen der Ziichtung der kilte-
_worbehandelten Geschwiilste in vitro ahnlich wie bei Cramer, Koose und Lemmel
keine Wachstumsphénomene mehr kenntlich waren. Uber diese Versuche soll
an anderer Stelle berichtet werden.
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II.

Der Versuch, die eingangs erwahnten Arbeiten der verschiedenen
Autoren in bezug auf die an einzelnen bestimmten Geschwulststimmen
gewonnenen Ergebnisse zu vergleichen, ist reizvoll. Er stoBt jedoch
auf Schwierigkeiten, denn die an den einzelnen Stimmen erhaltenen
Resuitate sind teilweise mit sehr unterschiedlichen Methoden gewonnen
worden. Langdauernde Einfrierung bei geringen Kéltegraden, kurz-
dauernde bei sehr tiefen Temperaturen, einmalige FEinfrierung in
einem bestimmten Gefriermittel, mehrmalige mit einem anderen Kilte-
mittel wurde angewendet, um die Kéaltewiderstandsfihigkeit zu priifen.
Es wurden einmal unterschiedlich groe zusammenhéingende Geschwulst-
partien, dann kleinere Tumorzellaggregate der Einfrierung ausge-
setzt. Dabei mul3 weiterhin beriicksichtigt werden, dafl schon innerhalb
der gleichen Forschungsstatte bei der Verimpfung von frischem Ge-
schwulstgewebe bemerkenswerte Unterschiede in der Impfausbeute
und der Wachstumsgeschwindigkeit, teilweise in starker Abhingigkeit
von jahreszeitlichen Schwankungen der Resistenz der Versuchstiere*®
zu beobachten sind.

Von den verschiedensten Faktoren kann demnach eine Beeinflus-
sung der Resultate solcher Kilteresistenzversuche an Tumorgewebe
erwartet werden. Denn jede Form der Einfrierung ist im Grunde ge-
nommen kaum etwas anderes als eine bel den benuizten verschiedenen
Methoden wechselnd starke Schidiqung eines vielfach schon innerhalb
des gleichen Tumorstammes unterschiedlich erfolgreich verimpfbaren
Frischgewebes. Es schien uns daher notwendig, bei der Priifung unserer
verschiedenen Geschwulststdmme der einzelnen Tierarten auf ihre Kalte-
widerstandsfihigkeit stets die gleiche Methode der Einfrierung, und zwar
die direkte Hinfrierung der wverschiedenen Tumorgewebe in fliissigem
Stickstoff anzuwenden. KErst wenn der Nachweis der Kiltewiderstands-
fahigkeit in Grundversuchen gelungen war, wurden bei einigen Ge-
schwulststimmen Einzelheiten der Methodik der Einfrierung und des
Tierversuchs variiert. Es ist nicht bezweckt, eine vollstindige Wieder-
gabe aller angestellten Experimente durchzufiihren. Wir werden uns
darauf beschrinken, die an den gepriften Sidugertumorstimmen
innerhalb eines etwa 4jihrigen Zeitraumes erhobenen Befunde, soweit
sie auf das gewahlte Thema Bezug haben, in einer kleineren Anzahl von
Mitteilungen kurz wiederzugeben.

Die Tumorstimme, an denen in unserem Laboratorium der Einflul}
der direkten Einfrierung in flissigem Stickstoff untersucht wurde,
waren :

* Hierzu siehe ,,Statistische Untersuchungen iiber das Wachstum von Impf-
tumoren®. C. Dittmar u. W. Schifer, Z. Krebsforsch. 45, 449 (1937).
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Mduse: Ehrlichsches Sarkom, Ehrlichsches Carcinom, Collierscher
Ascites-Tumor, Passeysches Melanom*, Ehrlich- Putnoky-Tumor, Chon-
drosarkom**, Spontane Mammacarcinome.

Ratten: Jensen-Sarkom, Flexner-Jobling-Carcinom, Ehrlich- Putnoky-
Tumor (der Maus) auf Ratten.

Kaninchen: Brown- Pearce-Carcinom.

Die Versuche wurden nach den im folgenden wiedergegebenen all-
gemeinen methodischen Angaben durchgefithrt. Auf Abweichungen
wird innerhalb der entsprechenden Experimente hingewiesen werden.

Allgemeine Methodik.

Fliisstger Stickstoff. Er wurde von uns aus der Lufttrennungsanlage
des Werkes Oppau bezogen. Temperatur etwa --196°. Gehalt an
fliissigem O, etwa 1—2%. Wir lielen ihn in kugelige Dewargefafie von
etwa 21 Fassungsvermogen, die vorber sterilisiert wurden, abfiillen.
Zum Versuch wurden unterschiedlich groBe zylindrische Dewargefafle,
in die die Gewebe eingebracht wurden, damit gefiillt. Teilweise erfolgte
die Einfrierung in Petrischalen oder Platingefaflen. Wiahrend kurz-
dauernder Versuche erfihrt der fliissige Stickstoff eine relative, in unse-
ren Experimenten praktisch zu vernachlissigende Zunahme an fliissigem
0,, da der kiltere N, infolge seines hoheren Dampfdruckes schneller
verdampft als der fliissige Sauerstoff. Bei langer dauernden Versuchen
kann diese Sauerstoffanreicherung durch Wahl entsprechend grofler
Volumina, Abdecken der Versuchsgefafle und weitere isolierende Maf3-
nahmen wirksam vermieden werden. Wir haben diese Tatsachen be-
riicksichtigt und sind daher berechtigt anzunehmen, dafl unsere Ex-
perimente als Gefrierversuche mit flilssigem Stickstoff zu gelten haben.
In entsprechenden Versuchen wurden in Parallele Geschwulstfragmente
in flissigem Stickstoff bzw. in reinem flissigem Sauerstoff einge-
froren. Die Verimpfbarkeit blieb in beiden Versuchen erhalten. Eine
Filtration des flissigen Stickstoffs durch bakteriendichte Kerzen er-
ibrigte sich nach unserer Erfahrung.

Tumorausgangsmaterial. Zu den Versuchen wurden, soweit mit
soliden Tumoren gearbeitet wurde, im allgemeinen die peripheren
Partien benutzt; die bekanntlich fast regelmiBig nekrotischen zentralen
Anteile wurden nicht verwendet. Das gilt nicht nur fiir die aus der
Subcutis gewonnenen Geschwiilste, sondern sinngemifl auch fiir aus
der Bauchhohle entnommenes Tumormaterial. Bei unseren Frisch-

* Diesen Tumor sandte uns liebenswiirdigerweise Herr Dr. K. Sugiura, New
York. Wir danken ihm bestens fiir die Uberlassung.

#*% Pas Laboratorium erhielt diesen Tumor von Herrn Dr. Fritz Silberstein,
Wien, dem wir fiir seine Freundlichkeit bestens danken.
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transplantationen solider Gewéchse an Maus und Ratte schieben wir
durch eine Schnittwunde der Haut das entsprechend grolle Implantat
in einen Sondenkanal. Dann wird die Haut vernéiht und die Naht mit
Jodkollodium abgedeckt. In gleicher Weise wurde mit vorher gefrorenen
Transplantaten verfahren. Fiir die Gefrierversuche wurde das Frisch-
material in eine Anzahl Implantate zerlegt und ein Teil dieser Stiick-
chen der Einfrierung unterworfen. Der Rest wurde als Kontrollmaterial
in frischem Zustand transplantiert. Zur Gefrierung wurden die Ge-
schwulststiickchen einzeln in den fliissigen Stickstoff gebracht. Sie
schwimmen eine kurze Zeit auf der Oberfliche und sinken dann zu
Boden. Die Verdampfung des fliissigen Stickstoffs geht noch eine
unterschiedlich lange Zeit vor sich, je nach der GréBe und Menge der
eingebrachten Implantate. Allméhlich hért die grobe Blasenbildung auf,
das eingebrachte Material hat die Temperatur des fliissigen Stickstoffs
erreicht. Von diesem Zeitpunkt begann unsere ,,Zeit der Einfrierung in
fliissigem Stickstoff*. Sie ist kiirzer als die Gesamtzeit, die das Tumor-
material in Kontakt mit dem flissigen Stickstoff war. Die folgenden
Zettangaben iber die Dauer der Gefrierung beziehen sich lediglich auf
die ,,Zeit der Einfrierung in flissigem Stickstoff”. Geschwulstbrei
wurde entweder in kleinen Portionen analog den Implantatstiickchen
oder in dimner Schicht ausgebreitet eingefroren. Die Pulverisierung
des gefrorenen Materials in Morsern wurde unter dauernder Zugabe
des fliissigen Stickstoffs aus dem Vorratsgefal durchgefiibrt. Fliissig-
keiten (Suspensionen usw.) wurden stets in den flissigen Stickstoff ein-
getropft. Nach beendeter Einfrierung wurde meist der tiberstehende
Stickstoff abgegossen und die gefrorenen Materialien zum Tauen in
sterile GefidBe iiberfithrt. Implantate wurden in Petrischalen ausgelegt
und unter Schutz vor Luftinfektion bei Z.T.° aufgetaut. Die getauten
Tumorstiickchen sind weicher als das gleiche Gewebe in frischem
Zustand. Sie sehen gequollen und in gewissem Grade durchscheinend
aus. Die Verimpfung wurde meist unmittelbar an das vollstéindige Auf-
tauen angeschlossen. s wurde vermieden, gréfiere zusammenhingende
Mengen gefrorenen Materials aufzutauen. Lagen solche vor, so wurden
sie vorher zerkleinert. Gefrorene Tropfen wurden gesammelt und ent-
sprechend aufgetaut. Die Tauzeit wurde verschiedentlich variiert;
darauf wird an entsprechender Stelle hingewiesen werden. Es entsprach
jedoch meist dem Zweck der Versuche, die getauten Materialien um-
gehend zur Verimpfung zu bringen, da eine moglichst hohe Impfaus-
beute erreicht werden sollte.

Ohne den noch wiederzugebenden einzelnen Befunden vorwegzugreifen,
soll an dieser Stelle bereits mitgeteilt werden, dafy es grundsdtzlich gelany,
die eingangs aufgezihlien Geschwulsistimme von Maus, Ratte und Kanin-
chen mit vorher in fliissigem Sticksloff eingefrorenem Material erfolgreick
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zu verimpfen. Auf die zwischen den einzelnen Stimmen bestehenden,
teilweise charakteristischen Unterschiede in der Kdltewiderstandsfiahigkert
wird spidler eingegangen werden.

I11.
Versuche mit dem Ehrlichsehen-Miusesarkom.
Die Versuche mit diesem Tumor wurden im Sommer 1933 begonnen.
Der Stamm schien uns fiir die Uberpriifung der Frage besonders ge-
eignet. Er gab bei der subcutanen Stiickchen-Transplantation klinisch
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Ehrlichs Sarkom der Maus bei 462facher Vergréferung.

im allgemeinen auf allen Tieren schon nach kurzer Zeit Anschlag. Die
entstandenen Geschwiilste wuchsen schnell zu groBen Tumoren an, die
bei entsprechender Ausdehnung h#ufig Einbruch in den Bauchraum
zeigten. Hierbei fand sich dann u.a. meist die Bauchspeicheldriise
von Tumormassen unterschiedlich stark durchsetzt. Spontane Riick-
bildung wurde fast nie beobachtet.

Die Abb. 1 zeigt den benutzten Tumorstamm, ein polymorphzelliges
Geschwulstgewebe bei Vorherrschen des Typs des Rundzellen-Sarkoms.

Die ersten Experimente, die Kéaltewiderstandsfahigkeit dieses Stam-
mes zu {iberpriifen, wurden an Implantaten durchgefithrt, an denen
entsprechend den bereits gemachten Ausfithrungen die ,,Zeit der Ein-
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frierung in flilssigem Stickstoff 3 Minuten betrug. Dann wurde die
Dauer der Gefrierung verldngert. Wir beschrinken uns auf die Wieder-
gabe einzelner charakteristischer Versuche.

Versuch der kwrzdauernden Einfrieruny.

Aus dem subcutanen Tumor der Spendermaus wurden 16 gleich-
groBe Implantate hergestellt. 8 Fragmente wurden auf die Dauer von
3 Minuten eingefroren, danach bei Zimmertemperatur aufgetaut und
subcutan verimpft. Die restlichen 8 Transplantate dienten als Kon-
trolle des Angangs des Frischmaterials. Die benutzten Tiere waren
16 unvorbehandelte Normalméuse. Versuch vom 7.1X.1933. Ver-
suchsbezeichnung V.M 125—140.

Das Ergebnis dieses Versuches war folgendes:

Die mit getautem Sa.-Gewebe beimpften 8 Tiere ergaben etwa
16 Tage nach der Beimpfung klinisch deutliche, beginnende Geschwulst-
bildung. An allen Tieren wuchsen die Tumoren weiter. Kin Tier ver-
endete mit gut kirschgroflem Tumor, an den anderen Tieren wurden
die Geschwiilste etwa bis walnuligrof3. Dann gingen die M&use ein. In
einem Zeitraum von 29-—45 Tagen waren alle Tiere tot. Die histologische
Untersuchung* ergab in allen Féllen Sarkome vom Typ des Ausgangs-
tumors. Die mit Frischmaterial beimpften Kontrollméuse ergaben
ebenfalls 8mal Geschwulstbildung. Der Angang der Implantate war
klinisch nach 9 Tagen feststellbar. Im weiteren Zeitraum von 12 bis
30 Tagen waren alle Tiere mit grolen Sarkomen verendet. KEs zeigte
sich somit, daB die Sarkomimplantate nach vorheriger Einfrierung auf
den beimpften Tieren wiederum Sarkome erzeugt hatten, und daf die
Geschwulstentwicklung an den Versuchstieren deutlich verzigert er-
folgte. Wie die laufend durchgefithrten Messungen der Tumorgréfien
ergaben, waren an den Versuchstieren die Sarkome nicht ganz so gro8
geworden wie an den mit Frischimplantaten beimpften Kontrollméusen.
Das Resultat des wiedergegebenen Versuchs wurde durch die Ergeb-
nisse anderer Serien bestatigt. Doch gelang es nicht immer, die vorher
kurzdauernd eingefrorenen Implantate mit der gleich hohen Impfaus-
beute zu verimpfen. Wurde die Impfung der Tiere mit einer von Borrel
angegebenen Implantationskaniile durchgefiihrt, in die nur kleine Tumor-
stiickchen nach dem Auftauen mit Hilfe eines Stempels aufgezogen
werden kénnen, dann erfuhr die Zahl der Geschwulstangénge ebenfalls
eine geringe Kinbulfle.

* Die Durchsicht der histologischen Praparate wurde von unserem Mit-
arbeiter, Herrn Prof. R. Hanser, durchgefﬁhrt, der die zahlreichen Priparate ohne
Kenntnis der Versuchsanordnung eingebend iiberpriifte. Auch die Priparate der
Versuche mit den noch folgenden Geschwulststimmen wurden auf diese Weise
diagnostiziert.
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Die bis zu Y/, Stunde ausgedehnte Einfrierung zeigte grundsatzlich
ein gleiches Ergebnis wie der oben mitgeteilte Versuch.

Es wurden (am 8. IX. 1933 und 25. IX. 1933) 2 Versuchsserien zu
je 20 Normalmiusen eingesetzt. Die Disposition dieser beiden Versuchs-
reihen war die gleiche. Je 5 Tiere erhielten Sa.-Implantate nach 3, 10
und 30 Minuten langer Einfrierung. Die Auftauung erfolgte bei Zimmer-
temperatur. Die restlichen 5 Tiere wurden zur Kontrolle mit Frisch-
material beimpft.

In der ersten Versuchsreihe zeigten mit vorher 3 Minuten lang ein-
gefrorenem Material 4 Tiere von 5 nach einem Zeitraum von etwa
14 Tagen sicheren Anschlag. Die Geschwilste wuchsen weiter und
fithrten den Tod der Tiere herbei. Die 10 Minuten lang eingefrorenen
Implantate ergaben an 3 Tieren nach etwa 20 Tagen klinisch nachweis-
bare Tumorbildung. Ein Tier war erfolglos beimpft. Das 5. Tier zeigte
etwa 2 Monate (!) nach der Transplantation am Orte der Implantat-
applikation beginnendes Geschwulstwachstum. Auch hier verendeten
alle Tumortriiger mit unterschiedlich groBen Sarkomen. Die Gruppe
der Tiere, welche die 30 Minuten lang gefrorenen Implantate erhalten
hatte, zeigte ebenfalls etwa 20 Tage nach der Implantation 5mal be-
ginnendes Tumorwachstum. Alle Mause bekamen grofe Sarkome. Im
Verlauf von weiteren 21 Tagen waren alle Tiere verendet. An den
5 Kontrolltieren setzte etwa 11 Tage nach der Beimpfung klinisch starkes
Tumorwachstum ein. Auch diese Tiere gingen mit groBen Sarkomen
ein. Hs zeigte sich demnach durch die Gefrierung eine eindeutige Ver-
zogerung des klinisch nachweisbaren Beginns eines expansiven Ge-
schwulstwachstums. Eine klare Abhéngigkeit der Stiarke dieser Ver-
ziogerung von der Dauer der Einfrierung ist nicht deutlich. Durchaus
gleichsinnige Resultate ergab der 2. Versuch dieser Art. Von insge-
samt 15 mit vorher gefrorenem Sarkommaterial beimpften Méusen
zeigten 12 ausgedehnte Geschwulstbildung. (In jeder der 3 Gruppen
war 1 Tier erfolglos beimpft.) Auch hier war bei Vergleich mit den Kon-
trolltieren eine véllig eindeutige fiir alle Gruppen etwa gleich starke
Verzoégerung des klinischen Zeitpunktes des Geschwulstanganges nach-
weisbar. Die Tumoren der Versuchstiere blieben gegeniiber den Kon-
trollen, die etwa walnufigrofle Sarkome hatten, etwas kleiner.

Der Einfluf protrahierter Binfrierung auf die Verimpfbarkeit von Mduse-
Sa.-Suspension.

Jensen wies darauf hin, daBl das Zerreiben von Geschwulstgewebe
eine erhebliche Minderung der Impfausbeute bewirken kann. Wir
wuBten jedoch, daBl der benutzte Mause-Sa.-Stamm bei subcutaner Ver-
impfung an Miusen auch in Suspensionsform eine geniigend hohe Zahl
Tumorangéinge hervorruft. Des Vorteils einer abfiillbaren und gut

Zeitschrift fiir Krebsforschung. 46. Bd. 31
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dosierbaren Tumorsuspension bedienten wir uns, um den Einflufl
protrabierter Einfrierung auf suspendierte Sa.-Zellen zu untersuchen.

Es wurden fiir 2 Versuchsreihen (Versuche vom 8. X1. 1934) 55 Mause,
und zwar 39 Versuchs- und 16 Kontrolltiere benutzt. 2 Tiere konnten
nicht ausgewertet werden. Auf die 1. Versuchsserie entfielen 18 Ver-
suchs- und 8 Kontrolitiere. Fiir die zweite Reihe lauteten die entspre-
chenden Zahlen 19 und 8 Tiere. Fiir die Herstellung der Suspension
zur Injektion in die Méiuse der ersten Serie wurden 2 subcutane Miuse-
sarkome steril entnommen, mit der Schere grob zerkleinert, die gleiche
Menge steriler gewaschener Quarzsand dazu gefiigt und das Tumor-
Sandgemenge unter Zugabe von 3 Teilen Tyrodelésung im Moérser unter
Kiihlung verrieben, bis eine sehr gleichméBige Suspension entstand.
Von dem Quarzsandsediment wurde die Tumorsuspension abdekan-
tiert und zu je 2 ccm in Ampullen, die zugeschmolzen wurden, abge-
fallt. Die verzogerte Einfrierung der Suspension wurde wie folgt,
durchgefiihrt: Die beschickten Ampullen kamen fiir !/, Stunde in einen
Kithlraum von —6°, danach fiir die gleiche Zeit in einen zweiten von
—20°. 10 Minuten wurden sie in einem Dewargefall bei —100° gehalten
und dann fiir weitere 10 Minuten direkt in flissigen Stickstoff ge-
taucht. Nach der Einfrierung wurde der Ampulleninhalt bei Zimmer-
temperatur aufgetaut und in Dosen von je 0,6 ccm an die Versuchs-
tiere subcutan verimpft. In Parallele wurden einige Ampullen mit
Suspension fir 10 Minuten direkt in fliissigen Stickstoff eingebracht.
Als Kontrolle dienten Mause, die mit Implantaten, welche 3 Minuten
lang direkt in flissigem Stickstoff eingefroren gewesen waren, beimpft
wurden. Die Methodik fiir die zweite Versuchsserie war die gleiche,
nur wurde der AufschluB der beiden Ausgangstumoren ohne Zusatz
von Quarzsand durchgefiihrt.

Nach Beendigung der Versuche ergab sich das folgende Bild. In
der 1. Versuchsreihe zeigten 13 von 18 mit vorher eingefrorenem
Material beimpfte Versuchstiere sicheren Geschwulstangang. An 9 mit
schnell eingefrorenem Tumor beimpften Tieren erhielten wir 6 grofie
Tumoren, 3 Tiere blieben geschwulstfrei; das langsam gefrorene Ma-
terial erzeugte an 9 Tieren 7mal teilweise michtige Sarkome, 2 Tiere
wurden erfolglos beimpft. Ein deutlicher Unterschied in bezug auf
den klinischen Beginn des Geschwulstwachstums wurde durch das
unterschiedliche Tempo der Einfrierung nicht bewirkt. Dies scheint
in gewisser Beziehung um so auffilliger, als das langsam eingefrorene
Gewebe linger als das schnell eingefrorene, einer zunehmenden Kélte-
einwirkung ausgesetzt war. Lediglich bei Vergleich mit den, mit vorher
gefrorenen Implantaten beimpften 8 Kontrolltieren, die 7mal grolle
Sarkome zeigten, ergab sich ein Unterschied. Denn an diesen Tieren
begann das. Geschwulstwachstum klinisch etwas frither und die Tumor-
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entwicklung fiihrte zu relativ gleich groBlen Sarkomen. Die zweite Ver-
suchsreihe, in der die Tumorsuspension ohne Quarzsandbeimengung
gewonnen worden war, zeigte ein gleichsinniges Ergebnis. An 19 mit
nachtréglich gefrorener Suspension beimpften Versuchstieren ent-
wickelten sich 18 Sarkome und die 8 mit Implantaten geimpften
Kontrollméuse zeigten 8mal Geschwulstangang. In dieser Versuchs-
reihe bestand der Eindruck, als ob die Tumoren der mit langsam ein-
gefrorener Suspension beimpften Méuse im Mittel einige Tage spéter
aufkamen, als an den anderen Versuchstieren, doch war das Verhalten
der einzelnen Tiere uneinheitlicher. Gegeniiber den Kontrollen ergab
sich keine deutliche Zeitdifferenz. Somit fithrte die subcutane Ver-
impfung der unterschiedlich schnell eingefrorenen Suspensionen des
Miuse-Sa. an 37 Versuchsméusen 31mal zum Angang sicherer 'Sar-
kome, wahrend die insgesamt 16 mit vorher gefrorenen Implantaten
beimpften Kontrollen 15mal Sa.-Angang zeigten. Die Verimpfung von
Suspensionen hatte demnach nur eine unwesentliche Verminderung
der Impfausbeute zur Folge und der Zusatz des Quarzsandes war
praktisch ohne Einfluf auf das Krgebnis. Ein deutlicher Einflufi der
protrahierten Einfrierung zeigte sich auch an dieser Versuchsreihe
mnicht. Das liegt nach unseren Erfahrungen an den relativ hohen Dosen,
die an die Versuchstiere verimpft worden waren.

Die Pulverisierung von Mduse-Sa. unter flissigem Stickstoff und der
Einfluf} protrahierten Auftauens auf die Verimpfbarkeit.

Die Darstellung dieser Versuche schlieen wir unmittelbar an, da
ihre Technik mit der eben geschilderten Methodik gewisse Ahnlichkeit hat.

Fiir die Pulverisierung des Sa.-Gewebes unter flissigem Stickstoff wurde grob
zerschnipseltes Tumorgewebe in einen vorher eisgekiihlten Morser gebracht,
durch AufgieBen von flilssigem Stickstoff vollig durchgefroren, mit einem Pistill
zerstofen und unter stéindiger Zugabe von fliissigem N, zu einem #uBerst feinen
Pulver zerrieben. Einen Teil dieses Pulvers lieBen wir bei Zimmertemperatur
auftauen und setzten 3 Gewichtsteile eisgekiihite Ringerlosung zu. Ein anderer
Teil des gleichen Materials wurde nicht sofort aufgetaut, sondern verblieb je
30 Minuten bei — 50°, —20°, —6° und etwa - 2°. Das Material war noch vollig
gefroren. Es wurde auf Zimmertemperatur gebracht und nach volligem Auftauen
ebenfalls mit 3 Gewichtsteilen Ringerlosung versetzt zur Injektion verwendet.
Die Suspensionen wurden in Dosen von 0,6 cem pro Tier subcutan injiziert., Als
Kontrolle dienten subcutan verimpfte Implantate nach vorheriger 3 Minuten
langer Einfrierung in fliissigemm N,. Insgesamt wurden 40 Versuchsméiuse und
16 Kontrolltiere benutzt. Die Versuche wurden am 9. XI. 1934 begonnen.

Die abgeschlossenen Versuche ergaben folgendes: Von 40 Versuchs-
méusen, die mit Suspension aus vorher unter flissigem Stickstoff
pulverisiertem Sarkomgewebe beimpft worden waren, konnten 39 aus-
gewertet werden. An diesen wurde 34mal Sarkombildung beobachtet,
31 Tiere hatten teilweise méchtige Tumoren, 3mal war die Diagnose

31*
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.nur aus den histologischen Befunden zu stellen. Insgesamt 5 Versuchs-
tiere waren erfolglos beimpft. Aber das Resultat zeigt, daB die Pulveri-
sierung des gefrorenen Sarkoms keinen nennenswerten EinfluB8 auf die
Verimpfbarkeit hatte. An den 16 Kontrolltieren wurde 16 mal sicherer
Sarkomangang beobachtet. Die protrahierte Auftauung des Tumor-
pulvers bewirkte bei Vergleich mit dem Ergebnis am schnell getauten
Material an einer Anzahl von Tieren eine gewisse Verzdgerung des
klinisch erkennbaren Geschwulstanganges.

Der Einfluf von Hautbrandschorfen auf das Angehen vorher eingefrorenen
Sarkomgewebes.

Unabhéngig von der Priifung des Angehens von mit flissigem
Stickstoff vorbehandeltemm Mausesarkom an Normalmdiusen wurde
untersucht, ob die Verimpfung solcher Sarkommaterialien unter Haut-
brandschorfe einen Einflul auf die Impfausbeute oder die Zeit bis zum
Anschlag bewirkt. In den unter verschorften Hautstellen liegenden
Partien der Subcutis kommt es bekanntlich ebenfalls zu reaktiven
Prozessen. Es gelingt nun nach den beschriebenen Transplantations-
verfahren bei einiger Ubung, das Geschwulstgewebe relativ sicher an
dem gewiinschten Ort, d.h. unter dem Hautbrandschorf abzulegen.
Die Wiedergabe dieser Versuche erfolgt hier, weil eine Anzahl spiterer
Versuche sowohl an Normalméusen, wie an Tieren mit experimentellen
Schorfen durchgefiihrt wurden.

Umn gleich grofle Verbrennungen zu erzielen, wurde stets ein Glith-
eisen mit einer flachen runden Kuppe von etwa 1 cm Durchmesser be-
nutzt, das in der Flamme glithend gemacht wurde. Die Verbrennung
erfolgte durch kurzes Auflegen der glithenden Kuppe auf die rasierte
Haut. Die Stirke der Einwirkung wurde variiert durch unterschied-
lich starke Erhitzung des Eisens.

Verimpfung langdauernd eingefrorener Sarkom-Implantate unter frische
Brandschorfe.

In einer Versuchsreihe von 20 Tieren (vom 26.IX.1933) wurden
je 5 Implantate verimpft, die 3 Minuten, 30 Minuten bzw. 3 Stunden
in fliissigem Stickstoff eingefroren waren. Das Resultat war 13mal
sichere Sarkombildung an 15 Versuchsméiusen; 12 davon hatten grofle.
Sarkome. Bei Vergleich des Zeitpunktes des klinischen Geschwulst-
angangs mit den 5 erfolgreich mit frischem Tumor beimpften Kontroll-
tieren zeigte sich eine eindeutige Verzdgerung an allen Versuchstieren.
Aber diese Verzégerung hat mit den Brandschorfen, wie frither gezeigt
werden konnte, nichts zu tun.

In anderen Versuchsreihen wurde die Stidrke der Brandschorfe
variiert oder bis zu 30 Minuten eingefrorene Implantate erst 1—8 Tage



Einflu§ der Einfrierung auf die Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren. I. 447

nach der Verbrennung der Haut implantiert. Diese Versuche, die in
der Zeit vom 30. VIIL. 1933 bis 20.IX. 1933 durchgefiihrt wurden,
umfaften insgesamt 115 Versuchs- und 85 Kontrollmiuse. KEin Teil
der Tiere verendete bald nach Versuchsbeginn. Zur Auswertung ge-
langten 98 Versuchs- und 80 Kontrollméuse. Die Tiere zeigten in den
Versuchsgruppen 90mal, in den Kontrollgruppen 71mal Sarkombil-
dung. Grundsdtzlich neue Befunde wurden nicht festgestellt. Es
zeigte weder die Stérke noch das Alter der gesetzten Verbrennungen
in unseren Versuchen einen klaren Einflul} auf die Impfansbeute oder
den Zeitpunkt des klinischen Geschwulstanganges.

EinfluB verschiedenartiger Nachbehandlung auf die Verimpfbarkeit
des Miusesarkoms.

Die Versuche gliedern sich in Experimente, in denen gefrorenes
Sarkomgewebe nach wochenlanger Aufbewahrung bei —20° verimpft
wurde. Auch die erfolgreiche Verimpfbarkeit nach tagelangem Lagern
der getauten Fragmente bei Eisschranktemperatur bzw. nach Autolyse
bei Korpertemperatur (38°) wurde untersucht. Die Ergebnisse mit den
2 Tage lang eingefrorenen Fragmenten werden in Parallele mitgeteilt
werden.

Die Aufbewahrung von in flissigem Stickstoff eingefrorenem Sarkom-
gewebe bei —20°.

Nach 3 Minuten langem Einfrieren in fliissigem Stickstoff wurde
das Sarkomgewebe in Ampullen eingebracht, diese verschlossen und im
Kiihlschrank von —20° unterschiedlich lange aufbewahrt. Die Am-
pullen wurden nach 1, 2, 3, teilweise 4 und 6 Wochen geéffnet und der
Inhalt subcutan an Mause mit frischen Brandschorfen verimpft. Ver-
suchsbeginn 10. XI. 1933 bis 29. XTI. 1933. '

Die Versuche hatten folgendes Resultat: In der 1. Serie zeigten
5 von 5 Tieren Sarkombildung durch Gewebe nach 1wdéchigem Aufent-
halt in —20°, nach 2wdchigem Verbleib im Eisschrank zeigten 4 von
5 Tieren Geschwulstangang, das 3 und 4 Wochen eingefrorene Material
wurde erfolglos verimpft. Die zweite Versuchsserie ergab grundsétzlich
ein gleiches Ergebnis, nach 2 Wochen Aufbewahrung in —20° wurde
jedoch nur 1 von 5 Tieren erfolgreich transplantiert. Das 3 und 4 Wochen
eingefrorene Material ergab keinen Anschlag. Die 3. Versuchsreihe,
in der das Ausgangsmaterial nach 1, 2, 3 bzw. 4 Wochen verimpft wor-
den war, verlief negativ, desgleichen eine Serie mit Sarkomgewebe
nach 2, 4 und 6wéchiger Aufbewahrung im Fisschrank. Die Versuche
ergaben somit kein vollig einheitliches Resultat. Sie zeigten jedoch,
daB die Verimpfbarkeit in den Versuchen, in denen sie anfangs erhalten
war, bei weiterer Ausdehnung der Zeit der Aufbewahrung verloren ging.
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Die Lagerung aufgetauten Sarkomgewebes bei etwa --2°.

Nach kurzdauernder (3 Minuten) Einfrierung von Tumorimplan-
taten wurde das Material bei Zimmertemperatur getaut und die Im-
plantate bei etwa +2° im Eisschrank gehalten. Sofort und nach 13,
19, 24 und 43 Stunden wurden je 6 Mduse mit den Implantaten be-
impft. Als Kontrolle dienten Frischtumorstiickchen, die aus den glei-
chen Sarkomen gewonnen und jeweils gleich lange Zeit im Eisschrank
aufbewahrt worden waren. 30 Versuchs- und 30 Kontrollmiuse wurden
subcutan beimpft (Beginn des Versuchs 11.1V. 1934).

Das Resultat dieser Serie war folgendes: Von 30 Versuchstieren
ergaben 29 sicheren Geschwulstangang. Ein Einflul der Lagerung
der aufgetauten Fragmente auf die Impfausbeute war demnach nicht
erkennbar. Die 29 Miuse bekamen durchschnittlich méichtige Tumoren,
an denen sie eingingen. Von den 30 Kontrolltieren verendete 1 unmittel-
bar nach Versuchsbeginn, die 29 Uberlebenden bekamen 29mal unter-
schiedlich grofle Sarkome. Die Lebensdauer der Tiere der einzelnen
Gruppen zusammengestellt, ergab die Tab. 1.

Tabelle 1.
Versuchstiere beimpft mit | Anzahl der Tumor- Mittlere Zeitraum seit Versuchsbeginn,
getautem Tumormaterial trager bei Ende des | Lebensdauer innerhalb dessen die Tumor-
nach Lagerung bei etwa +2° Versuchs in Tagen triger eingingen in Tagen
sofort 5 22 18—27
13 Stunden 6 29 20—37
19 . 6 28 21—33
24 ' 6 45 29—77
43 ' 6 36 28—47
Frischtumor nach Lagerung
bei etwa +2°
sofort 6 18 16—20
13 Stunden 6 20 18—28
19 » 6 17 10—21 -
24 6 21 9—31
43 2 5 20 17—28

Diese Tabelle ist charakteristisch fiir den Ausfall einer groBlen Zahl
von Versuchen mit vorher eingefrorenem Gewebe. Die Angabe einer
mittleren Lebensdauer, die auf Grund einer so geringen Anzahl von
Tieren errechnet wurde, darf nur mit Vorbehalt erfolgen. Die Zeit-
rdume, in denen die Tiere verendeten, zeigten starke Unterschiede. Nur
bei dem langdauernd gelagerten Material war die Zeit bis zu dem klini-
schen Anschlag teilweise eindeutig verlingert. Das kurzdauernd ein-
gefrorene Sarkomgewebe konnte somit nach dem Auftauen noch nach
annihernd 2tégiger Lagerung im Eisschrank bei etwa -+2° mit un-
verminderter Impfausbeute verimpft werden.
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Die Autolyse aufgetauten Sarkomgewebes bei 38°.

Es interessierte besonders, den Einflul der Korpertemperatur (38°)
auf die erfolgreiche Verimpfbarkeit des getauten Miusesarkoms zu
untersuchen, das seine Ubertragbarkeit, wie die eben angefiihrten
Versuche zeigen, bei Eisschranktemperatur lingere Zeit bewahrte.

Es wurden die Implantate ohne weiteren Zusatz zum Auftauen bei
Zimmertemperatur ausgelegt und der Autolyse teils im Wasserbad,
teils im Brutschrank unterworfen. Nach verschiedenen Zeiten wurde
jeweils eine entsprechende Anzahl von Mausen subcutan beimpft. Ins-
gesamt wurden 7 Versuche (9. XI. 1933 bis 27. IT1. 1934) mit 126 Miusen
angesetzt.

‘Das Resultat der Experimente war kurz folgendes: In einem Ver-
such, in dem 45 Minuten autolysiert worden war, zeigte sich keine
Minderung der Impfausbeute. Das gleiche Ergebnis brachte die Aus-
dehnung der Autolysedauer auf 4 Stunden. An zwei anderen Ver-
suchsreihen ergab das 4 und 6 Stunden bzw. 2 und 6 Stunden autolysierte
Gewebe keinen Tumorangang mehr. Bei Wiederholung ergab das 2 Stun-
den autolysierte Gewebe Angang, wihrend die 4 und 6 Stunden lange
Frwirmung nur eine Minderung der Impfausbeute bewirkte. Ein
klareres Bild zeigte ein Versuch, in dem eine Anzahl getauter Implan-
tate 17 Stunden autolysiert wurde, wihrend ein anderer Teil ebenfalls
vorher eingefrorener Stiickchen die gleiche Zeit nach dem Tauen im
Eisschrank verblieb. Frischimplantate bildeten das entsprechende Ma-
terial zur Kontrollimpfung. Es zeigte sich, dal die getauten Implantate
nach 17stiindiger Autolyse keinen Angang mehr bewirkten. Doch er-
fuhr auch das 17 Stunden im Eisschrank gehaltene, getaute Material
in diesem Versuch eine Minderung der Impfausbeute. Es gelang dem-
nach nicht, einen fiir alle Versuche geltenden Zeitpunkt fiir diejenige
kiirzeste Autolysedauer festzustellen, die regelmiBig eine Aufhebung
der erfolgreichen Verimpfbarkeit der getauten Sarkomimplantate be-
wirkte.

Bis zu 47 Stunden ausgedehnte Einfrierung der Implantate in fliissigem
Stickstoff.

Sie schliel3t sich sinngemiB als eine Erweiterung an die auf Seite 446
mitgeteilten Versuche an, und soll an dieser Stelle den Vergleich mit
den beiden eben besprochenen Reihen von Experimenten erleichtern.

15 Miuse wurden auf 3 Versuchsgruppen verteilt. Die I. Gruppe
wurde mit einem Material beimpft, das 23 Stunden in fliissigem Stick-
stoff verblieben war. 47 Stunden eingefrorene Implantate erhielt die
II. Gruppe, wéhrend Frischtumor nach 47stiindiger Aufbewahrung
im Eisschrank an die Kontrolltiere verimpft wurde. Alle Tiere trugen
frische schwache Brandschorfe.
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Das Resultat dieses Versuchs war in Gruppe I 5mal, in Gruppe IT
ebenfalls 5mal und in der Kontrollgruppe 4mal Sarkombildung. Die
Tatsache der Einfrierung machte sich an dem um einige Tage verzogert
auftretenden klinischen Anschlag bemerkbar. Eine Abhéngigkeit der
GroBe der auftretenden Tumoren von der Vorbehandlung wurde nicht
beobachtet. Die langdauernde Einfrierung stellte in diesem Versuch
demnach innerhalb des gepriiften Zeitraums ein giinstiges Verfahren fiir
die Erhaltung erfolgreicher Verimpfbarkeit des Miause-Sarkoms dar.

Vergleich der Einfrierung in fliissigem Stickstoff und fliissigem Sauerstoff.

Es lag nahe, nach den teilweise sehr giinstigen Resultaten, die in
bezug auf- die Erhaltung der erfolgreichen Verimpfbarkeit, trotz der
intensiven Kalteeinwirkung des fliissigen Stickstoffs, gewonnen worden
waren, nun auch den Einflul} des fliissigen Sauerstoffs zu untersuchen.

Wir erhielten flissigen Sauerstoff aus der Lufttrennungsanlage des
Werkes Oppau. Er wurde analog dem fliissigen Stickstoff angewendet.
Wir priiften den Einflu der Einfrierung von Geschwulstfragmenten -
und als besonders wirksame Methode des Kontaktes die Pulverisierung
des Sarkomgewebes unter fliissigem Sauerstoff nach dem bereits an
fliissigem Stickstoff geschilderten Verfahren. In Parallele wurde ein
Teil des Ausgangsmaterials mit flilssigem Stickstoff behandelt. Das
Auftauen geschah jeweils in der Atmosphére der zur Einfrierung be-
nutzten Gase. Die beimpften Tiere waren Normalmiuse. Die Unter-
suchungen wurden an insgesamt 49 Versuchs- und 17 Kontrolltieren
durchgefithrt (Versuche vom 5.1I1.1934 bis 22. VL. 1934). Die Ver-
impfungen erfolgten stets subcutan.

Nach Beendigung der Versuche konnten folgende Befunde erhoben
werden: Die kurzdauernde Einfrierung (3 Minuten) ergab an 4 Méusen,
die mit in flissigem Sauverstoff eingefrorenen Implantaten beimpft
worden waren, 4mal Angang grofiler Sarkome. 5 entsprechende ,,Stick-
stoffimplantate’ gingen 5mal an. Nach 3stiindiger Einfrierung brach-
ten die getauten Fragmente nach Sauerstoffeinwirkung an 5 Miusen
5mal unterschiedlich groBe Sarkome hervor, 3 entsprechende Implan-
tate nach Stickstoffeinfrierung fiihrten an den Mausen 3mal zur Ent-
wicklung groBer Geschwiilste. Von 8 mit Frischtumor beimpften Kon-
trollmiusen gingen 7 mit groBen Sarkomen ein. Ein Unterschied in der
Anzahl der Angénge war somit nicht nachweisbar, woraus geschlossen
wird, daB die verschiedenen fliissigen Gase innerhalb des gepriiften
Zeitraums keine klinisch nachweisbare unterschiedlich -schadigende
Wirkung ausiibten. Es wurde bereits hervorgehoben, dal in der vélligen
Pulverisierung des Sarkomgewebes ein Verfahren gesehen wurde, das
den denkbar innigsten Kontakt des Gases mit dem Geschwulstmaterial
herbeifiithrt. Dies gilt besonders fiir den Zeitraum, in dem das sehr fein



Einflulb der Einfrierung auf die Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren. I. 451

‘zerriebene Pulver auftaut. Unterschiede zwischen der Wirkung von
fliissigem Sauerstoff bzw. Stickstoff konnten mdoglicherweise dabei
nachgewiesen werden, zumal wir von dem gleichen Ausgangsmaterial
ausgingen. Die erste an 15 Versuchs- und 5 Kontrolltieren durchge-
fithrte Versuchsserie ergab an den 7 mit unter fliissigem Sauerstoff
pulverisiertem Sarkom beimpften Mausen 7mal Geschwulstangang; die
7 mit dem entsprechenden mit fliissigem Stickstoff vorbehandelten
Material beimpften Méuse zeigten 6mal Sarkombildung, 1 Tier ver-
endete frithzeitig. Das Frischtumormaterial auf 5 Miusen ergab 5mal
Tumorangang. Die Versuchsgruppen . zeigten keinen Unterschied in
bezug auf den Zeitpunkt des Beginns der klinisch erkennbaren Ge-
schwulstentwicklung. Ein grundsétzlich gleichsinniges Resultat zeigte
eine zweite Serie von 10 Versuchs- und 4 Kontrolltieren. 1 Versuchs-
tier verendete vorzeitig, die 4 restlichen Tiere mit Sarkom nach Sauer-
stoffgefrierung beimpft, zeigten 4mal Sarkombildung; die 5 mit stick-
stoffvorbehandeltem Material beimpften Méuse ergaben 5mal Sarkom-
bildung. Auch hier liefl sich ein Unterschied in der Wirkung der
verschiedenen Gase demnach klinisch nicht feststellen. Dieses Re-
sultat scheint fiir das untersuchte Méausesarkom, gerade bei Vergleich
mit den spiter wiederzugebenden Versuchen an Méuse-Adenocarcinom,
eine gewisse Eigentiimlichkeit darzustellen.

Einfluf der mehrmaligen Einfrierung in fliissigem Stickstoff auf die
erfolgreiche Verimpfbarkeit.

Es hatte sich gezeigt, daf die einmalige Einfrierung des Sarkom-
gewebes in fliissigem Stickstoff bei Vergleich mit dem Frischtumor-
gewebe im allgemeinen keine Minderung der Anzahl der Geschwulst-
angénge bewirkte, und daf die Dauer dieser einmaligen Einfrierung
innerhalb der gepriften Zeitriume keine wesentliche Verdnderung
dieses Resultates ergab. Es soll zuerst iiber den Einflufl kurzdauernder
mehrmaliger Einfrierung berichtet werden.

Der Versuch war in der Weise angesetzt worden, dafl 3 Gruppen
zu je 5 Méusen mit Sarkomimplantaten beimpft wurden, die lmal,
2mal bzw. 3mal fiir 3 Minuten in fliissigem Stickstoff eingefroren waren.
Nach jeder Einfrierung wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut. 5 Kon-
trollen wurden mit frischem Tumormaterial beimpft.

Der Versuch zeigte an den 5 mit einmal gefrorenem Material be-
impften Tieren 4mal Sarkombildung, 1 Tier war erfolglos beimpft. In
der II. Gruppe verendete 1 Tier vor dem klinisch gesicherten An-
schlag, 4 Tiere bekamen Sarkome. Das gleiche Ergebnis hatte die
IIT. Gruppe von Tieren, an den Kontrollen zeigten sich 5 Sarkome. Ein
Einflu8 auf die Impfausbeute lie sich nicht erkennen, trotzdem duflerte
sich die unterschiedliche Vorbehandlung der Implantate in charakte-
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ristischer Weise. In der Tab. 2 wurde das Ergebnis der Messungen in
dem wesentlichen Zeitintervall des Versuches wiedergegeben. Die ange-
gebenen Zahlen bedeuten Lénge X Breite der Tumoren in Zentimetern
ausgedriickt. ,

Es trat also, wie die Tabelle zeigt, eine erhebliche Verziogerung des
klinisch nachweisbaren Geschwulstanganges durch die' mehrmalige
Einfrierung auf, die eine direkte Abhingigkeit von der Zahl der Ein-
frierungen aufwies. In einer weiteren Versuchsreihe blieben die Sarkom-
implantate 24 Stunden in fliissigem Stickstoff und wurden nach dem
Auftauen fiir die ‘gleiche Zeit noch einmal eingefroren. Die Impfung
war in beiden Versuchsgruppen an je 5 Mausen 5mal erfolgreich, doch
der Geschwulstangang erfolgte auch hier an den mit 2mal eingefrorenen
Implantaten beimpften Tieren zu einem spéateren Zeitpunkt. Die mehr-
malige Einfrierung in einer Kiihlkammer von —20° ergab ebenfalls
keine Verminderung der Impfausbeute. Die Abhéngigkeit des Zeit-
punktes des Anganges der Tumoren von dem 1-, 2- bzw. 3mal durch-
gefilhrten Einfrieren und Auftauen war nur undeutlich ausgepragt.

Der Zweck der vorliegenden Mitteilung scheint uns durch die wie-
dergegebenen Versuche erreicht. Es sollte an einem breiteren Material
nachgewiesen werden, dal} die erfolgreiche Verimpfung von in flissigem
Stickstoff eingefrorenen Maiusesarkomgewebe grundsétzlich gelingt.
Eine allgemeine : Bemerkung zu dem Ausfall der Versuche ist nétig.
Es fillt auf, daBl nur in wenigen Fillen durch die Einfrierung eine
Minderung der Impfausbeute erzielt wurde und dafl demnach die Schi-
den, die durch die Anwendung des flissigen Stickstoffs auftraten,
anscheinend nur gering waren. Diese letztere Annahme stellt insoweit
einen Trugschlufl dar, als in den spéteren Versuchen an einer Anzahl
anderer Geschwulststimme gezeigt werden wird, dall die anscheinend
hohe Kailtewiderstandsfahigkeit ein Kennzeichen gewisser Sarkome dar-
stellt, wihrend die gepriiften Carcinomstimme eine geringere Kalte-
resistenz zeigten. Die Griinde fir dieses unterschiedliche Verhalten
miissen bei Anwendung der gleichen Gefriermethode in dem Ausgangs-
material gesucht werden. Es 148t sich nun der bemerkenswerte Einflufl
der Virulenz der untersuchten Geschwulststimme auf das Ergebnis
der Verimpfung von mit fliissigem Stickstoff vorbehandelten Tumor-
geweben, wie spiter deutlich gezeigt werden wird, nicht iibersehen. Die
Kilteresistenz der verschiedenen Geschwulstformen scheint jeden-
falls umso gréBer zu sein, je kleinere Mengen Tumorgewebe ausreichen,
um bei der Verimpfung auf ein anderes Tier eine Geschwulst zu erzeugen
und je schneller die entstandenen Tumoren weiterwachsen. Das gilt fiir
frisches Ausgangsmaterial und a8t sich sinngeméf auf das kaltevor-
behandelte Tumorgewebe iibertragen. Auf die hohe Virulenz des unter-
suchten Méuse-Sarkom-Stammes wurde bereits eingangs hingewiesen.
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454 J. Klinke:

Es trat nun in fast allen mitgeteilten Versuchen, gleichgiilisg ob inner-
halb eines bestimmien Zeitraumes fiir kurze oder lingere Zeit eingefroren
wurde, eine 1m allgemeinen eindeutige Verzégerung des Beginns der klinisch
nachweisbaren Geschwulstbildung bei Verimpfung des aufgelauten Gewebes
auf. Das weist darauf hin, dall die (erste) intensive Schidigung des Ma-
terials durch die Einfrierung, d.h. durch den ProzeB der Abkiihlung
an sich gesetzt wird, wihrend in weiteren Grenzen die zeitliche Dauer
des Verweilens in fliissigem Stickstoff lediglich als zusitzlich schidigendes
Moment zur Geltung kommt. Fiir den Ubergang von dem einge-
frorenen in den getauten Zustand gilt insoweit das gleiche, als der Tau-
prozeB, wie spiter nachgewiesen werden wird, ebenfalls und dhnlich
wie die Binfrierung als (zweiter) besonders schidigender Faktor auftritt. Es
war daher durch mehrmaliges Einfrieren, auch wenn die Gesamtzeit des
Verweilens in flilssigem Stickstoff kirzer ist, als die einer einmaligen Ein-
frierung, eine stiarkere Schadigung des Geschwulstgewebes zu erwarten.

Diese Deutung des Gefrierprozesses hat die Annahme zur Voraus-
setzung, daf} das Binfrieren und Auftauen eine direkte Schidigung von
Geschwulstzellen darstellt und dal} bereits im frischen Ausgangsmaterial
zellige Elemente vorhanden waren, die nach der Kélteeinwirkung unter
den durch die Verimpfung auf ein neues Tier geschaffenen Bedingungen
zum Ausgangspunkt fir das neuerliche Geschwulstwachstum wurden.
Hieraus folgt aber auch, daB fiir die Gefrierversuche der Qualitit des
Ausgangsmaterials und der Reaktion des geimpften Tieres eine un-
gleich entscheidendere Rolle fiir die erfolgreiche Verimpfung zukommen
wird, wie in Transplantationsversuchen mit frischen ungeschidigten
Geschwulstgeweben, in denen im allgemeinen die Einbringung geniigen-
der Zellmengen den Erfolg der Transplantation bei den meisten Ge-
schwulststémmen sichert.

Zusammenfassung.

Es wird iber Versuche zur Kialtewiderstandsfahigkeit transplan-
tabler Saugergeschwiilste berichtet. Als Gefriermittel wurde fliissiger
Stickstoff (etwa —196°) verwendet. Es wird mitgeteilt, dal} die erfolg-
reiche Verimpfung vorher eingefrorenen Geschwulstmaterials von
Ehrlich-Sarkom, Ehrlich-Carcinom, Collierschem Ascites Tumor, Pas-
seyschem Melanom, Chondrosarkom, Ehrlich- Putnoky-Tumor und
spontanem Mammatumor an der Maus gelang. Jensen-Sarkom und
Flexner-Carcinom sowie der Ehrlich- Putnoky-Tumor der Maus lielen
sich nach der Einfrierung auf Ratten erfolgreich verimpfen. Auch das
Brown- Pearcesche Carcinom des Kaninchens war nach vorheriger Ein-
frierung erfolgreich zu verimpfen. Auf die teilweise charakteristischen
Unterschiede in der Kailtewiderstandsfihigkeit der genannten Ge-
schwulststimme wird in weiteren Mitteilungen eingegangen werden.
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Das Ehrlichsche Miusesarkom lie sich bis zu 47 Stunden ein-
frieren, ohne grundsitzlich einen Verlust der erfolgreichen Verimpf-
barkeit zu erleiden.

Bei Verimpfung vorher eingefrorenen Materials ergab sich bei Ver-
gleich mit dem Frischtumor im allgemeinen regelmiaBig eine Verlinge-
rung des Zeitraumes bis zum klinisch nachweisbaren Geschwulstangang.

Verzigertes Einfrieren oder verzdgertes Auftanen verlingerte diesen
Zeitraum weiterhin.

Die mehrmalige (2- bzw. 3malige) Einfrierung hob die erfolgreiche
Verimpfbarkeit nicht auf. Sie fithrte jedoch zu einer weiteren Ver-
zogerung des (Geschwulstanganges.

Die Pulverisierung des Miusesarkoms unter flissigem Stickstoff
oder flissigem Sauerstoff hob die spitere erfolgreiche Verimpfbar-
keit nicht auf.

- Kurzdauernd eingefrorenes Sarkomgewebe liell sich nach 2 Wochen
langem Aufenthalt bei —20°, in getautem Zustand nach 43stiindiger
Lagerung im Eisschrank und nach einige Stunden dauernder Autolyse
erfolgreich weiterverimpfen.

Hautbrandschorfe zeigten keinen merklichen Einfluff auf die Impf-
ausbeute oder die Geschwindigkeit des Geschwulstanganges.

Der ProzeB der Einfrierung als geschwulstzellschidigender Eingriff
wurde kurz besprochen.
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