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I)er EinfiuB der Ein~rierung 1)ei tie~en Temperaturen 
au~ die Yerimpibarkeit transplantabler Tumoren 

yon )iaus, Ratte und Kaninchen. 
I. Mitteilung. 

lJntersuchungen am Ehrlich-M~iusesarkom. 
u 

J. Klinke. 

Mit 1 Text~bbildung. 

(Eingegangen am 15. September 1937.) 

I.  

Die Tatsache, dab transplantables S~ugetiergeschwulstmaterial erheb- 
lichen K~ltegraden ausgesetzt werden kann, ohne daft es zu einer v611igen 
Aufhebung der Transplantabili tgt  des vorbehandelten Tumorgewebes 
kommt,  wurde bereits frfiher (Ehrlich, Jensen, Apolant, Uhlenhuth und 
Weidanz u. a.) beobachtet. Wghrend zur Erhal tung einer erfolgreichen 
Verimpfbarkeit  in solchen Versuchen Temperaturen yon etwa -- 35 o kaum 
unterschritten wurden, zeigte Gaylord i, daft mit  den Zellen eines trans- 
plantierten Miusecareinoms auch nach fast l l/2 stiindiger Einfrierung 
in flfissiger Luft noch Tumoren erzeugt werden konnten. Auch Salvin, 
Moore und Barrat 2 erhielten nach etwa 30 Minuten langer Einfrierung 
yon Material aus einem Miusecarcinomstamm b e i  Ubertragung noeh 
positive Impfang~tnge. Koose und Lemmel a untersuchten in ausgedehn- 
teren Versuehsreihen bei Benutzung yon flfissiger Luft als Gefriermittel 
den Einfluft der Einfrierung auf die Verimpfbarkeit  zweier versehiedener 
Mgusecarcinomstgmme. Sie konnten diese St~tmme nach 30minuten- 
langer Einfrierung erfolgreich weiterverimpfen. Den zweiten Tumor, 
einen ,,unter dem histologischen Bild eines Rundzellensarkoms wach- 
senden Mgusec~rcinomstamm", gelang es noeh nach 4t~giger Einfrie- 
rung erfolgreich weiterzutransplantieren. W. Cramer 4 prfifte 7 ver- 
schiedene Geschwulstst imme auf ihre Widerstandsf~higkeit gegen- 
fiber der mehrmaligen Einfrierung mit KohlensSmresehnee auf dem 
Gefriermikrotom. Die verimpften Sarkomgewebe ergaben naeh dieser 
Vorbehandlung wieder Tumor, w~hrend die Carcinommaterialien keinen 
Geschwulstangang mehr bewirkten. Von 3 untersuchten Sarkom- 
s t immen ergab nur 1 bei der Verimpfung keinen Tumorangang mehr, 
wenn der Autor die vorherige mehrmalige Einfrierung start  in Kohlen- 
sgureschnee mit  fliissiger Luft als K~ltemittel durchffihrte. Aueh in 
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A u l e r s  5 Versuchen mit Kohlens~uresehnee blieb die Transplantabili- 
ti~t der untersuchten Gesehwulstgewebe nach unterschiedlich langdauern- 
der, einmaliger Einfrierung teilweise erhalten. 

Es ist somit nach den bisher vorliegenden Ergebnissen, trotz der 
teilweise untersehiedliehen t~esultate der einzelnen Autoren, kaum 
zweifelhaft, dag die erf01greiche Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren 
aueh naeh Einwirkung hoher K~ltegrade erhalten bleiben kann. Diese 
Tatsaehe wiirde an sieh bereits einen sehr interessanten Befund dar- 
stellen. Sis semen besonders geeignet, die Frage naeh dem fiir die er- 
folgreiehe Verimpfbarkeit der Sgugetiertumoren verantwortliehen ur- 
s/~ehliehen Faktor yon einer anderen Seite her zu beantworten. 

Doeh die Auffassungen in der Frage, auf welehe Weise sieh aus den 
k/~ltevorbehandelten Gesehwulstgeweben neue Gesehwiilste entwiekeln, 
sind, wie die Literatur zeigt, noeh nieht einheitlieh. Wghrend Cramer ,  

Koose  und L e m m e l  annehmen, dag m6glieherweise aus den dutch die 
K~lte zerst6rten Gesehwulstzellen ein malignes Agens austritt und 
zur Gesehwulstbildung fiihrt, nimmt A u l e r  die Existenz kglteresistenter 
Gesehwulstelemente an, und Rd881e 6 sah in Versuehen mit Tumorge- 
webe, das vorher in flfissigem Stiekstoff eingefroren war, die Gesehwulst- 
bildung yon einzelnen, die Gefrierung fiberlebenden Zellen des Im- 
plantatrandes ausgehen. Die Untersuehungen Bors t s  7 und seiner 
Sehfiler weisen auf eine m6glieherweise hohe l~esistenz spezifiseher 
kleiner Zellelemente, der ,,Klein-Zellen" hin. Jedenfalls erfghrt die 
wiehtige Frage der K/~!tewiderstandsfi~higkeit des Gesehwulstgewebes 
zur Zeit im B o r s t s e h e n  Institut eine eingehende Bearbeitung*. In  diesem 
Zusammenhang ist interessant, dag V ol l m ar  s an kleinen Tumorzellen 
eine hohe RSntgenstrahlen-Unempfindliehkeit feststellte. Aueh wit 
werden auf diese Fragen noeh spgter eingehen. An dieser Stelle daft 
jedoeh gesagt werden, dab aueh mir die erfolgreiehe Verimpfbar- 
keit k~ltevorbehandelter Gesehwulstffagmente, fiber die im folgenden 
beriehtet werden soll, als eine MSgliehkeit ersehien, S~ugetierneoplas- 
men unter Aussehlug lebender Gesehwulstzellen erfolgreieh zu ver- 
impfen**. Doch die zahlreiehen Versuehe, die gleiehen Gesehwulst- 
st/~mme nun analog dem R o u s - S a r k o m  mittels Ultrafiltraten erfolgreieh 
zu /ibertragen, sehlugen fehl 9, und machten die ursprfinglieh den Ge- 
frierversuehen gegebene Deutung unwahrseheinlieh. 

* Gelegentlich der 30. Tagung der Deutsehen Pathologischen Gesellsehaft 
in Frankfurt a. M. yore 15.--18. September 1937 beriehtete HSrner in Be- 
stgtigung der hier gemachten Angaben, dab ihm die Verimpfung yon vorher 
in f!iissigem Stiekstoff eingefrorenem Mguseeareinom ebenfalls gelungen sei. 

/~* Dies aueh deshalb, weil in meinen Versuehen der Ziiehtung der k~lte- 
/v6rbehandelten Gesehwiilste in vitro ~hnlich wie bei Cramer, Koose und Lemmel 

keine Waehstumsphgnomene mehr kenntlich waren. Uber diese Versuehe soll 
an anderer Stelle berichtet werden. 
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II .  

Der Versueh, die eingangs erwi~hnten Arbeiten der versehiedenen 
Autoren in bezug auf die an einzelnen bestimmten GesehwulststS~mmen 
gewonnenen Ergebnisse zu vergleiehen, ist reizvoll. Er  st68t jedoeh 
auf Sehwierigkeiten, denn die an den einzelnen St/~mmen erhaltenen 
Resffitate sind teilweise mit sehr untersehiedliehen Methoden gewonnen 
worden. LEngdauernde Einfrierung bei geringen Kgltegraden, kurz- 
dauernde bei sehr tiefen Temperaturen, einmMige Einfrierung in 
einem bestimmten Gefriermittel, mehrmalige mit einem anderen K~ilte- 
mittel wurde angewendet, um die Kg~ltewiderstandsf~higkeit zu priifen. 
Es wurden einmal untersehiedlieh groge zusammenhgngende Gesehwulst- 
partien, dann kleinere Tumorzellaggregate der Einfrierung ausge- 
setzt. Dabei mul3 weiterhin beriieksiehtigt werden, dab sehon innerhMb 
der gleiehen Forsehungsst~tte bei der Verimpfung yon frisehem Ge- 
sehwulstgewebe bemerkenswerte Untersehiede in der Impfausbeute 
und der Waehstumsgesehwindigkeit, teilweise in starker Abhgngigkeit 
yon jahreszeitliehen Sehwankungen der Resistenz der Versuehstiere* 
zu beobaehten sind. 

Von den versehiedensten Faktoren kann demnaeh eine Beeinflus- 
sung der Resultate soleher Kg~lteresistenzversuehe an Tumorgewebe 
erwartet werden. Denn jede Form der Ein/rierung ist im Grunde ge- 
nommen #aura etwas anderes als eine bei den benutzten verschiedenen 
Methoden wechselnd star]ce Schdidigung eines viel/ach schon innerhalb 
des gleichen Tumorstammes unterschiedlich er/olgreich verimp/baren 
Frischgewebes. Es schien uns daher notwendig, bei der Prtifung unserer 
versehiedenen Gesehwulstst/~mme der einzelnen Tierarten auf ihre KS~lte- 
widerstandsfghigkeit stets die gleiehe Methode der Einfrierung, und zwar 
die dire]cte Ein/rierung der verschiedenen Tumorgewebe in /liissigem 
Stic]csto//anzuwenden. Erst wenn der Naehweis der K/~ltewiderstands- 
I/~higkeit in Grundversuehen gelungen war, wurden bei einigen Ge- 
sehwulststgmmen Einzelheiten der Methodik der Einfrierung und des 
Tierversuehs variiert. Es ist nieht bezweekt, eine vollstS~ndige Wieder- 
gabe aller angestellten Experimente durehzuftihren. Wir werden uns 
darauf besehr~nken, die an den gepriiften Ss 
innerhalb eines etwa 4jS~hrigen Zeitraumes erhobenen Befunde, soweit 
sie auf des gewghlte Theme Bezug haben, in einer kleineren Anzahl yon 
Mitteilungen kurz wiederzugeben. 

Die Tumorsti~mme, an denen in unserem Laboratorium der Einflu8 
der direkten Einfrierung in flfissigem Stiekstoff untersueht wurde, 
waren : 

* Hierzu siehe ,,Sta~istische Untersuchungen iiber das Wachstum yon Impf- 
tumoren". C. Dittmar u. W. Sch~/er, Z. Krebsforsch. 45, 449 (1937). 
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M~iuse: Ehrlichsches Sarkom, Ehrlichsches Carcinom, Collierscher 
Ascites-Tumor, Passeysches Melanom*, Ehrlich-Putnolcy-Tumor, Chon- 
drosarkom**, Spontane Mammaearcinome. 

Ratten : Jensen-Sarkom, tZlexner-Jobling-Carcinom, Ehrlich- Putnoky- 
Tumor  (der Maus) auf l~atten. 

Kaninchen : Brown- Pearce-Carcinom. 
Die Versuehe wurden nach den im folgenden wiedergegebenen all- 

gemeinen methodischen Angaben durchgefiihrt. Auf Abweichungen 
wird innerhalb der entsprechenden Experimente hingewiesen werden. 

Allgemeine Methodik. 

~'li~ssiger Sticksto/]. Er wurde yon uns aus der Lufttrennungsanlage 
des Werkes Oppau bezogen. Temperatur  etwa --196 ~ Gehalt an 
flfissigem 02 etwa 1--2 %. Wir lie6en ihn in kugelige Dewargef~6e von 
etwa 2 1 Fassungsverm6gen, die vorher sterilisiert wurden, abffillen. 
Zum Versuch wurden untersehiedlich grol~e zylindrisehe Dewargef~l~e, 
in die die Gewebe eingebraeht wurden, damit  gefiillt. Teilweise erfolgte 
die Einfrierung in Petrischalen oder Platingef~l~en. W~hrend kurz- 
dauernder Versuehe erf~hrt der flfissige Stiekstoff eine relative, in unse- 
ten Experimenten praktisch zu vernachl~ssigende Zunahme an flfissigem 
02, da der k~ltere N2 infolge seines hSheren Dampfdruckes sehneller 
verdampft  als der flfissige Sauerstoff. Bei l~nger dauernden Versuehen 
kann diese Sauerstoffanreicherung dureh Wahl entsprechend gro6er 
Volumin~, Abdeeken der Versuehsgef~l~e und weitere isolierende Mal~- 
nahmen wirksam vermieden werden. Wir haben diese Tatsaehen be- 
rficksichtigt und sind daher bereehtigt anzunehmen, dad unsere Ex- 
perimente als Gefrierversuehe mit fliissigem Stickstoff zu gelten haben. 
In  entsprechenden Versuehen wurden in Parallele Geschwulstfragmente 
in flfissigem Stiekstoff bzw. in reinem flfissigem Sauerstoff einge- 
froren. Die Verimpfbarkeit  blieb in beiden Versuehen erhalten. Eine 
Filtration des flfissigen Stickstoffs dureh bakteriendiehte Kerzen er- 
iibrigte sich nach unserer Erfahrung. 

Tumorausgangsmaterial. Zu den Versuehen wurden, soweit mit  
soliden Tumoren gearbeitet wurde, im allgemeinen die peripheren 
Partien benutzt  ; die bekanntlich fast r ege lm~ig  nekrotisehen zentralen 
Anteile wurden nieht verwendet. Das gilt nieht nur fiir die aus der 
Subeutis gewonnenen Gesehwiilste, sondern sinngem~[t auch ffir aus 
der BauehhSh]e entnommenes Tumormateria].  Bei unseren Friseh- 

* Diesen Tumor sandte uns liebensw~irdigerweise Herr Dr. K. Sugiura, New 
York. Wit danken ihm bestens ffir die Uberl~ssung. 

** D~s L~bor~torium erhielt diesen Tumor yon Herrn Dr. Fritz Silberstein, 
Wien, dem wir ffir seine Freundlichkeit bestens d~nken. 
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transplantationen solider Gew~ehse an Maus und 1~atte sehieben wir 
dureh eine Sehnittwunde der t t au t  das entspreehend groge Implanta t  
in einen Sondenkanal. Dann wird die t t au t  vern/~ht und die Naht  mit  
Jodkollodium abgedeekt. In  gleieher Weise wurde mit vorher gefrorenen 
Transplantaten verfabren. Ffir die Gefrierversuehe wurde das Friseh- 
materiM in eine Anzahl Implanta te  zerlegt und ein Teil dieser Stfiek- 
ehen der Einfrierung unterworfen. Der Rest wurde als Kontrollmaterial  
in frisehem Zustand transplantiert.  Zur Gefrierung wurden die Ge- 
sehwulststfiekehen einzeln in den flfissigen Stiekstoff gebraeht. Sie 
sehwimmen eine kurze Zeit auf der Oberfl/iehe und sinken dann zu 
Boden. Die Verdampfung des fltissigen Stiekstoffs geht noeh eine 
untersehiedlieh lange Zeit vor sieh, je naeh der GrSfte und Menge der 
eingebraehten Implantate .  Allm/~hlieh hSrt die grobe Blasenbildung auf, 
das eingebraehte Material hat  die Temperatur  des fltissigen Stiekstoffs 
erreieht. Von diesem Zeitpunkt  begann unsere ,,Zeit der Einfrierung in 
flfissigem Stiekstoff". Sie ist kfirzer als die Gesamtzeit, die das Tumor- 
material in Kontakt  mit  dam flfissigen Stiekstoff war. Die folgenden 
Zeitangaben fiber die Dauer der Gefrierung beziehen sieh lediglieh auf 
die ,,Zeit der Einfrierung in flfissigem Stiekstoff". Gesehwulstbrei 
wurde entweder in kleinen Portionen analog den Implantatstf iekehen 
oder in dfinner Sehieht ausgebreitet eingefroren. Die Pulverisierung 
des gefrorenen Materials in MSrsern wl~rde unter dauernder Zugabe 
des flfissigen Stiekstoffs aus dem Vorratsgef~g durehgeffihrt. Flfissig- 
keiten (Suspensionen usw.) wurden stats in den flfissigen Stiekstoff ein- 
getropf~. Naeh beendeter Einfrierung wurde meist der fiberstehende 
Stiekstoff abgegossen und die gefrorenen Materialien zum Tauen in 
sterile GefS,[3e fiberffihrt. Implanta te  wurden in Petrisehalen ausgelegt 
und unter Sehutz vor Luftinfektion bei Z.T. ~ aufgetaut. Die getauten 
Tumorstfiekehen sind weieher als das gleiche Gewebe in fi'isehem 
Zustand. Sie sehen gequollen und in gewissem Grade durehseheinend 
aus. Die Verimpfung wurde meist unmittelbar an das vollstgndige Auf- 
tauen angesehlossen. Es wurde vermieden, grSgere zusammenhgngende 
Mengen gefrorenen Materials aufzntauen. Lagen solche vor, so wurden 
sie vorher zerkleinert. Gefrorene Tropfen wurden gesammelt und ent- 
spreehend aufgetaut. Die Tauzeit wurde versehiedentlieh variiert;  
darauf wird an entspreehender Stelle hingewiesen werden. Es entspraeh 
jedoch meist dem Zweek der Versuehe, die getauten Materialien urn- 
gehend zur Verimpfimg zu bringen, da eine m6gliehst hohe Impfaus- 
beute erreicht werden sollte. 

Ohne den noch wiederzugebenden einzelnen Be/unden vorwegzugrei/en, 
soll an dieser Stelle bereits mitgeteilt werden, daft es grunds~itzlich gelang, 
die eingangs au/gez~ihlten Geschwulstst~imme von Maus, Ratte und Kanin- 
chen mit vorher in /liissigem Stick8to// einge/rorenem Material er/olgreich 
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zu verimp]en. Au] die zwischen den einzelnen Stiimmen bestehenden, 
teilweise charalcteristischen Unterschiede in der Kiiltewiderstands]iihigkeit 
wird spiiter eingegangen werden. 

I I I .  
Versuehe mit l e m  ]~hrliehsehen.Miiusesgrk0m. 

Die Versuehe mit  diesem Tumor wurden im Sommer 1933 begonnen. 
Der Stamm schien uns fiir die tSberpriifung der Frage besonders ge- 
eignet. Er  gab bei der subcutanen Sttiekehen-Transplantation kliniseh 

Ehrlichs Sarkom der Maus bei 462facher VergrSBcrung. 

im Mlgemeinen auf allen Tieren sehon naeh kurzer Zeit Anschlag. Die 
entstandenen Gesehwiilste wuehsen sehnell zu groBen Tumoren an, die 
bei entspreehender Ausdehnung hgufig Einbrueh in den Bauehraum 
zeigten. Hierbei fand sieh dann u .a .  meisg die Bauehspeieheldriise 
yon Tumormassen untersehiedlieh stark durehsetzt. Spontane Riiek- 
bildung wurde fast nie beobaehtet.  

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

Die ersten Experimente, die KS, ltewiderstandsf/~higkeit dieses Stam- 
mes zu iiberpriifen, wurden an Implan ta ten  durchgefiihrt, an denen 
entsprechend den bereits gemaehten Ausfiihrungen die ,,Zeit der Ein- 
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frierung in fltissigem Stickstoff" 3 Minuten betrug. Dann wurde die 
Dauer der Gefrierung verlSmgert. Wir beschr/~nken uns auf die Wieder- 
gabe einzelner eharakteristiseher Versuche. 

Versuch der kurzdauernden Ein/rierung. 

Aus dem subcutanen Tumor der Spendermaus wurden 16 gleich- 
grol3e Implanta te  hergestellt. 8 Fragmente wurden auf die Dauer yon 
3 Minuten eingefroren, danach bei Zimmertemperatur  aufgetaut und 
subcutan verimpft.  Die restlichen 8 Transplantate dienten als Kon- 
tro]le des Angangs des Frischmaterials. Die benutzten Tiers waren 
16 unvorbehandelte Normalm~use. Versueh vom 7. IX.  1933. Ver- 
suchsbezeichnung VsM 125--140. 

Das Ergebnis dieses Versuches war folgendes: 
Die mit  getautem Sa.-Gewebe beimpften 8 Tiere ergaben etwa 

16 Tage nach der Beimpfung klinisch deutliehe, beginnende Gesehwulst- 
bildung. An allen Tieren wuehsen die Tumoren welter. Ein Tier ver- 
endete mit  gut kirschgrol]em Tumor, an den anderen Tieren wurden 
die Geschwtilste etwa bis walnuBgro{3. Dann gingen die Mguse ein. In  
einem Zeitraum yon 29--45 Tagen waren alle Tiere tot. Die histo]ogische 
Untersuchung* ergab in allen Fallen Sarkome yore Typ des Ausgangs- 
tumors. Die mit  Frisehmaterial  beimpften Kontrollmguse ergaben 
ebenfalls 8mal Gesehwulstbildung. Der Angang der Implanta te  war 
klinisch naeh 9 Tagen feststellbar. I m  weiteren Zeitraum von 12 bis 
30 Tagen waren alle Tiere mit  grol3en Sarkomen verendet. Es zeigte 
sieh somit, da~ die Sarkomimplantate nach vorheriger Einfrierung auf 
den beimpften Tieren wiederum Sarkome erzeugt batten, und dab die 
Geschwulstentwieklung an den Versuchstieren deutlieh verzSgert er- 
folgte. Wie die laufend durchgef/ihrten Messungen der Tumorgr613en 
ergaben, waren an den Versuehstieren die Sarkome nieht ganz so grol~ 
geworden wie an den mit Frisehimplantaten beimpften Kontrollmgusen. 
Das Resultat  des wiedergegebenen Versuehs wurde dutch die Ergeb- 
nisse anderer Serien bestgtigt. Doeh gelang es nieht immer, die vorher 
kurzdauernd eingefrorenen Implanta t s  mit  der gleieh hohen Impfaus- 
beute zu verimpfen. Wurde die Impfung der Tiere mit  einer yon Borrel 
angegebenen Implantationskanfile durchgef/ihrt, in die nur k]eine Tumor- 
st/iekehen naeh dem Auftauen mit Hilfe eines Stempels aufgezogen 
werden kSnnen, dann erfuhr die Zahl der Gesehwulstanggnge ebenfalls 
eine geringe Einbulge. 

* Die Durchsicht der histologischen Prgparate wurde yon unserem Mit- 
arbeiter, tterrn Prof. R. Hanser, durchgeffihrt, der die zah]reichen Prgparate ohne 
Kenntnis der Versuchsanordnung eingehend iiberpr/ifte. Auch die Prgparate der 
Versuche mit den noch folgenden Geschwulststgmmen wurden auf diese Weise 
diagnostiziert. 
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Die bis zu 1/2 Stunde ausgedehnte Ein]rierung zeigte grunds/~tzlich 
ein gleiches Ergebnis wie der oben mitgeteilte Versueh. 

Es wurden (am 8. IX. 1933 und 25. IX. 1933) 2 Versuehsserien zu 
je 20 Normalm/~usen eingesetzt. Die Disposition dieser beiden Versuehs- 
reihen war die gleiche. Je 5 Tiere erhielten Sa.-Implantate nach 3, 10 
und 30 Minuten langer Einfl'ierung. 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 yon 5 nach einem Zeitraum von etwa 
14 Tagen sicheren Anschlag. Die Gesehwiilste wuchsen weiter und 
ffihrten den Tod der Tiere herbei. Die 10 Minuten ]ang eingefrorenen 
Implantate ergaben an 3 Tieren naeh etwa 20 Tagen kliniseh naehweis- 
bare Tumorbildung. Ein Tier war erfolglos beimpft. Das 5. Tier zeigte 
etwa 2 Monate (!) naeh der Transplantation am Orte der Implantat-  
applikation beginnendes Geschwulstwaehstum. Aueh bier verendeten 
alle Tumortr/~ger mit untersehiedlich groften Sarkomen. Die Gruppe 
der Tiere, welehe die 30 Minuten lang gefrorenen Implantate erhalten 
hatte,  zeigte ebenfalls etwa 20 Tage nach der Implantation 5mal be- 
ginnendes Tumorwachstum. Alle M/~use bekamen grofte Sarkome. Im 
Verlauf yon weiteren 21 Tagen waren alle Tiere verendet. An den 
5 Kontrolltieren setzte etwa 11 Tag e naeh der Beimpfung klinisch starkes 
Tumorwachstum ein. Aueh diese Tiere  gingen mit gro/3en Sarkomen 
ein. Es zeigte sich demnaeh dureh die Gefrierung eine eindeutige Ver- 
zSgerung des kliniseh naehweisbaren Beginns eines expansiven Ge- 
schwulstwachstums. Eine klare Abh~ngigkeit der St~rke dieser Ver- 
zSgerung yon der Dauer der Einfrierung ist nieht deutlieh. Durehaus 
gleiehsinnige Resultate ergab der 2. Versuch dieser Art. Von insge- 
samt 15 mit vorher gefrorenem Sarkommaterial beimpften M/s 
zeigten 12 ausgedehnte Geschwulstbildung. (In jeder der 3 Gruppen 
war 1 Tier erfolglos beimpft.) Auch hier war bei Vergleich mit den Kon- 
trolltieren eine v511ig eindeutige fiir alle Gruppen etwa gleich starke 
VerzSgerung des klinisehen Zeitpunktes des Geschwulstanganges nach- 
weisbar. Die Tumoren der Versuehstiere blieben gegeniiber den Kon- 
trollen, die etwa walnuftgrofte Sarkome hatten, etwas kleiner. 

Der Ein]lufi protrahierter Ein/rierung au] die Verimp]barkeit yon Mdiuse- 
Sa.-Suspension. 

Jensen wies darauf bin, daft das Zerreiben yon Geschwulstgewebe 
eine erhebliche Minderung der Impfausbeute bewirken kann. Wir 
wuftten jedoeh, daft der benutzte M/~use-Sa.-Stamm bei subcutaner Ver- 
impfung an M/~usen auch in Suspensionsform eine genfigend hohe Zahl 
Tumorang/~nge hervorruft. Des Vorteils einer abf/illbaren and gut 

Zeitschrift ffir Krebsforschung. 46. ]3d. 31 
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dosierbaren Tumorsuspension bedienten wir uns, um den EinfluB 
protrahierter Einfrierung auf suspendierte Sa.-Zellen zu untersuchen. 

Es wurden ffir 2 Versuchsreihen (Versuehe yore 8. XI. 1934) 55M~tuse, 
und zwar 39 Versuchs- und 16 Kontrolltiere benutzt. 2 Tiere konnten 
nicht ausgewertet werden. Auf die 1. Versuehsserie entfielen 18 Ver- 
suchs- und 8 Kontrolltiere. Ffir die zweite 1%eihe lauteten die entspre- 
chenden Zahlen 19 und 8 Tiere. Fiir die Herstellung der Suspension 
zur Injektion in die M~use der ersten Serie wurden 2 subcutane M~use- 
sarkome steril entnommen, mit der Schere grob zerkleinert, die gleiche 
Menge steriler gewasehener Quarzsand dazu geffigt und das Tumor- 
Sandgemenge unter Zugabe yon 3 Teilen Tyrodel6sung im MSrser unter 
Kfihlung verrieben, bis eine sehr gleiehm~Bige Suspension entstand. 
Von dem Quarzsandsediment wurde die Tumorsuspension abdekan- 
tiert und zu je 2 cem in Ampullen, die zugesehmolzen wurden, abge- 
fiillt. Die verz6gerte Einfrierung der Suspension wurde wie folgt, 
durchgefiihrt: Die beschiekten Ampullen kamen ffir 1/2 Stunde in einen 
Kiihlraum yon --6 ~ danaeh fiir die gleiche Zeit in einen zweiten Yon 
--20 ~ 10 Minuten wurden sic in einem Dewargef~B bei --100 o gehMten 
und dann ffir weitere l0 Minuten direkt in fliissigen Stiekstoff ge- 
taucht. Naeh der Einfrierung wurde der AmpulleninhMt bei Zimmer- 
temperatur aufgetaut und in Dosen yon je 0,6 ecm an die Versuchs- 
tiere subcutan verimpft. In ParMlele wurden einige Ampullen mit 
Suspension fiir 10 Minuten direkt in flfissigen Stickstoff eingebracht. 
Als Kontrolle dienten M~use, die mit Implantaten, welehe 3 Minuten 
lang direkt in fl/issigem Stickstoff eingefroren gewesen waren, beimpft 
wurden. Die Methodik f/Jr die zweite Versuchsserie war die gleiche, 
nur wurde der AufsehluB der beiden Ausgangstumoren ohne Zusatz 
yon Quarzsand durchgefiihrt. 

Naeh Beendigung der Versuche ergab sieh das folgende Bild. In 
der 1. Versuchsreihe zeigten 13 yon 18 mit vorher eingefrorenem 
Material beimpfte Versuchstiere sicheren Gesehwutstangang. An 9 mit 
schnell eingefrorenem Tumor beimpften Tieren erhielten wir 6 grol~e 
Tumoren, 3 Tiere blieben geschwulstfrei; das langsam gefrorene Ma- 
teriM erzeugte an 9 Tieren 7mM teilweise m~ehtige Sarkome, 2 Tiere 
wurden erfolglos beimpft. Ein deutlieher Unterschied in bezug ~uf 
den klinisehen Beginn des Gesehwulstwaehstums wurde durch das 
untersehiedliche Tempo der Einfrierung nieht bewirkt. Dies seheint 
in gewisser Beziehung um so auff~lliger, als das langsam eingefrorene 
Gewebe 1/~nger Ms das schnell eingefrorene, einer zunehmenden K/~lte- 
einwirkung ausgesetzt war. Lediglieh bei Vergleich mit den, mit vorher 
gefrorenen Implantaten beimpften 8 Kontrolltieren, die 7real grol3e 
Sarkome zeigten, ergab sich ein Untersehied. Denn an diesen Tieren 
begann das Gesehwulstwachstum klinisch etwas friiher und die Tumor- 
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entwieklung fiihrte zu relativ gleich grol~en Sarkomen. Die zweite Ver- 
suchsreihe, in der die Tumorsuspension ohne Quarzsandbeimengung 
gewonnen worden war, zeigte ein gleichsinniges Ergebnis.  An  19 mit  
nachtr~glieh gefrorener Suspension beimpften Versuehstieren ent- 
wickelten sich 18 Sarkome und  die 8 mit  lmp lan t a t en  geimpften 
Kontrollm~use zeigten 8mal  Geschwulstangang. I n  dieser Versuehs- 
reihe bestand der Eindruck,  als ob die Tumoren  der mit  langsam ein- 
gefrorener Suspension beimpften M~tuse im Mittel einige Tage sp~ter 
aufkamen,  als an den anderen Versuchstieren, doch war das Verhal ten 
der einzelnen Tiere uneinheitlicher. Gegeniiber den Kontrol len ergab 
sich keine deutliche Zeitdifferenz. Somit fiihrte die subcutane Ver- 
impfung der unterschiedlieh schnell eingefrorenen Suspensionen des 
M~use-Sa. an 37 Versuehsm~usen 31real zum Angang sicherer S a r -  
kome, w~hrend die insgesamt 16 mit  vorher gefrorenen Imp la n t a t e n  
beimpften Kontrol len 15mal Sa.-Angang zeigten. Die Verimpfung yon  
Suspensionen hat te  demnaeh nur  eine unwesentliehe Verminderung 
der Impfausbeute  zur Folge und  der Zusatz des Quarzsandes war 
praktisch ohne Einflul~ auf das Ergebnis.  Ein  deutlieher Einflul~ der 
protrahier ten Einff ierung zeigte sieh auch an dieser Versuchsreihe 
nicht. Das liegt nach unseren Er fahrungen  an den relativ hohen D0sen, 
die an die Versuchstiere ver impft  worden waren. 

Die Pulverisierung von Miiuse-Sa. unter /li~ssigem Sticksto// und der 
Ein/lufi protrahierten Au/tauens au/ die Verimp/barkeit. 

Die Darstel lung dieser Versuche schlieften wir unmit te lbar  an, da 
ihre Teehnik mit  der eben gesehilderten Methodik gewisse ~hnl iehkei t  hat.  

Ffir die Pulverisierung des Sa,-Gewebes unter flfissigem Stickstoff wurde grob 
zerschnipseltes Tumorgewebe in einen vorher eisgekiihlten MSrser gebracht, 
dureh AufgieBen yon fliissigem Stickstoff vSllig durehgefroren, mit einem Pistill 
zerstol~en und unter st~ndiger Zugabe yon fliissigem N~ zu einem ~ul~erst feinen 
Pulver zerrieben. Einen Teil dieses Pulvers liel~en wir bei Zimmertemperatur 
auftauen und setzten 3 Gewiehtsteile eisgekiihlte RingerlSsung zu. Ein anderer 
Teil des gleichen Materials wurde nicht sofort aufgetaut, sondern verblieb je 
30 Minuten bei -- 50 ~ -- 20 ~ -- 6 ~ und etw~ q- 2 ~ Das Material war noeh vSllig 
gefroren. Es wurde auf Zimmertemperatur gebraeht und naeh vSlligem Auftauen 
ebenfalls mit 3 Gewichtsteilen RingerlSsung versetzt zur Injektion u 
Die Suspensionen wurden in Dosen yon 0,6 ccm pro Tier subcutan injiziert. A]s 
Kontrol|e dienten subeufan verimpfte Implantate naeh vorheriger 3 Minuten 
langer Einfrierung in fliissigem N~. Insgesamt wurden 40 Versuehsm~use und 
16 Kontrolltiere benutzt. Die Versuche wurden am 9. XI. 1934 begonnen. 

DiG abgeschlossenen Versuche ergaben folgendes: Von 40 Versuehs- 
m~usen, dig mit  Suspension aus vorher unter  fliissigem Stickstoff 
pulverisiertem Sarkomgewebe beimpft  worden waren, konnten  39 aus- 
gewertet  werden. An  diesen wurde 34mal  Sarkombildung beobaehtet ,  
31 Tiere ha t ten  teilweise m~ehtige Tumoren,  3 m a l  war dig 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 ge/rorenen Sarkoms keinen nennenswerten Einflul3 auf die 
Verimpfbarkeit  hatte. An den 16 Kontrolltieren wurde 16real sicherer 
Sarkomangang beobachtet. Die protrahierte Auftauung des Tumor- 
pulvers bewirkte bei Vergleich mit  dem Ergebnis am schnell getauten 
Material an einer Anzahl yon Tieren eine gewisse VerzSgerung des 
klinisch erkennbaren Geschwulstanganges. 

Der Einflufl yon Hautbrandschorfen auf das Angehen vorher eingefrorenen 
Sarkomgewebes. 

Unabh~ngig von der Priifung des Angehens yon mit  fliissigem 
Stickstoff vorbehandeltem M~usesarkom an Normalmiiusen wurde 
untersucht, ob die Verimpfung solcher Sarkommaterialien unter Haut-  
brandschorfe einen EinfluI] auf die Impfausbeute oder die Zeit his zu m 
Anschlag bewirkt. In  den unter verschorften Hautstellen liegenden 
Part ien der Subcutis kommt  es bekanntlich ebenfalls zu reaktiven 
Prozessen. Es gelingt nun nach den beschriebenen Transplantations- 
verfahren bei einiger tJbung, das Geschwulstgewebe re]ativ sicher an 
dem gewiinschten Oft, d .h .  unter dem Hautbrandschorf  abzulegen. 
Die Wiedergabe dieser Versuche erfolgt hier, weft eine Anzahl sp~terer 
Versuche sowohl an Normalms wie an Tieren mit experimentellen 
Schorfen durchgeffihrt wurden. 

Um gleich groi~e Verbrennungen zu erzielen, wurde stets ein Gltih- 
eisen mit einer flachen runden Kuppe von etwa 1 cm Durchmesser be- 
nutzt,  das in der Flamme gliihend gemacht wurde. Die Verbrennung 
erfolgte durch kurzes Auflegen der glfihenden Kuppe auf die rasierte 
Haut .  Die Stgrke der Einwirkung wurde variiert durch unterschied- 
lich starke Erhitzung des Eisens. 

Verimp/ung langdauernd einge/rorener Sarlcom-Implantate unter /rische 
Brandschor/e. 

lh  einer Versuchsreihe yon 20 Tieren (yore 26. IX.  1933) wurden 
je 5 Implanta te  verimpft,  die 3 Minuten, 30 Minuten bzw. 3 Stunden 
in flfissigem Stickstoff eingefroren waren. ])as Resultat  war 13real 
sichere Sarkombildung an 15 Versuchsm~usen; 12 davon hat ten grol~e 
Sarkome. Bei Vergleich des Zei tpunktes  des klinischen Geschwulst- 
angangs mit den 5 erfolgreich mit  frischem Tumor beimpften Kontroll- 
tieren zeigte sich eine eindeutige VerzSgerung an allen Versuchstieren. 
Aber diese VerzSgerung hat mit  den ]3randschorfen, wie friiher gezeigt 
werdea konnte, nichts zu tun. 

In  anderen Versuchsreihen wurde die Sts der Brandschorfe 
variiert oder his zu 30 Minuten eingefrorene Implanta te  erst 1--8 Tage 
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nach der Verbrennung der Haut  implantiert. Diese Versuche, die in 
der Zeit vom 30. VIII.  1933 bis 20. IX. 1933 durchgefiihrt wurden, 
umfal~ten insgesamt 115 Versuchs- und 85 Kontrollmguse. Ein Teil 
der Tiere verendete bald nach Versuchsbeginn. Zur Auswertung ge- 
langten 98 Versuchs- und 80 Kontrollmguse. Die Tiere zeigten in den 
Versuchsgruppen 90mal, in den Kontrollgruppen 71mal Sarkombil- 
dung. Grundsgtzlich neue Befunde wurden nicht festgestellt. Es 
zeigte weder die Stgrke noch das Alter der gesetzten Verbrennungen 
in unseren Versuchen einen klaren Einflul~ auf die Impfausbeute oder 
den Zeitpunkt des klinischen Geschwulstanganges. 

Einflufl verschiedenartiger Naehbehandlung auf die Verimpfbarkeit 
des Miiusesarkoms. 

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 K6rpertemperatur (38~ wurde untersucht. Die Ergebnisse mit den 
2 Tage ]ang eingefrorenen Fragmenten werden in Parallele mitgeteilt 
werdeil. 

Die Au/bewahrung von in /liissigem Sticksto// einge/rorenem Sarlcom- 
gewebe bei --20 ~ 

Each 3 Minuten langem Einfrieren in flfissigem Stickstoff wurde 
das Sark0mgewebe in Ampullen eingebracht, diese verschlossen und im 
Kfihlschrank yon --20 ~ unterschiedlich lange aufbewahrt. Die Am- 
pullen wurden nach 1, 2, 3, teilweise 4 und 6 Wochen geSffnet und der 
Inhalt  subcutan an Mguse mit frischen Brandschorfen verimpft. Ver- 
suchsbeginn 10. XI. 1933 bis 29. XII .  1933. 

Die Versuche hatten folgendes Resultat: In der 1. Serie zeigten 
5 yon 5 Tieren Sarkombildung durch Gewebe nach lw5chigem Aufent- 
halt in --20 ~ nach 2w5chigem Verbleib im Eisschrank zeigten 4 yon 
5 Tieren Geschwulst~ngang, das 3 und 4 Wochen eingefrorene Material 
wurde erfolglos verimpft. Die zweite Versuchsserie ergab grundsgtzlich 
ein gleiches Ergebnis, nach 2 Wochen Aufbewahrung in - -20 ~ wurde 
jedoch nur 1 yon 5 Tieren erfolgreich transplantiert. Das 3 und 4 Wochen 
eingefrorene Material ergab keinen Anschlag. Die 3. Versuchsrcihe, 
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 6wSchiger Aufbewahrung im Eisschrank. Die Versuche 
ergaben somit kein vSllig einheitliches Resultat. Sie zeigten jedoch, 
dal~ 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 au/getauten Sarkomgewebes bei etwa +2% 

Nach kurzdauernder (3 Minuten) Einfrierung yon 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 M/~use mit den hnplantaten be- 
impft. Als Kontrolle dienten Frischtumorstiickchen, die aus den glei- 
chen Sarkomen gewonnen und jeweils gieich lange Zeit im Eisschrank 
aufbewahrt worden waren. 30 Versuchs- und 30 Kontrollm/~use wurden 
subcutan beimpft (Beginn des Versuchs 11. IV. 1934). 

Das Resultat dieser Serie war folgendes: Von 30 Versuchstieren 
ergaben 29 sicheren Geschwulstangang. Ein EinfluB der Lagerung 
der aufgetauten Fragmente auf die Impfausbeute war demnach nicht 
erkennbar. Die 29 M/~use bekamen durchschnittlich m~chtige Tumoren, 
an denen sie eingingen. Von den 30 Kontrolltieren verendete 1 unmittel- 
bar nach Versuchsbeginn, die 29 ~berlebenden bekamen 29mal unter- 
schiedlich groSe Sarkome. Die Lebensdauer der Tiere der einzelnen 
Gruppen zusammengestellt, ergab die Tab. 1. 

Tabelle 1. 

Versuchst iere  be impf t  m i t  Anzahl  der Tumor-  Mitt lere Ze i t raumse i tVersuchsbeg inn ,  
g e t a u t e m  T u m o n n a t e r i a l  tr / iger bei Ende  des Lebensdauer  innerhalb dessen die Tumor-  

nach  L a g e r u n g  bei e twa  + 2  ~ Versuchs  in Tagen  t r~ger  e ingingen in Tagcn  

sofort 
13 Stunden 
19 ,, 
24 ,, 
4 3  ,, 

F ~ s c h t u m o r  nach  L a g e r u n g  
bei e twa  + 2  ~ 

sofort 
13 Stunden 
19 ,, 
24 ,, 
43 ,, 

22 
29 
28 
45 
36 

18 
20 
17 
21 
20 

18--27 
20--37 
21--33 
29--77 
28--47 

16--20 
18--28 
10--21 ' 
9--31 

17--28 

Diese Tabelle ist charakteristisch fiir den Ausfall einer grol~en 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- 
r/~ume, 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 verl/~ngert. Das kurzdauernd ein- 
gefrorene Sarkomgewebe konnte somit nach dem Auftauen noch nach 
ann/ihernd 2t/~giger Lagerung im Eisschrank bei etwa + 2  ~ mit un- 
verminderter Impfausbeute verimpft werden. 
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Die Autolyse au/getauten Sarkomgewebes bei 38 ~ 

Es interessierte besonders, den Einflul~ der K6rpertemperatur (38 ~ 
auf die erfolgreiche Verimpfbarkeit des getauten M~usesarkoms zu 
untersuchen, das seine (3bertragbarkeit, wie die eben angeffihrten 
Versuche zeigen, bei Eisschranktemperatur l~ngere Zeit bewahrte. 

Es wurden die Implantate ohne weiteren Zusatz zum Auftauen bei 
Zimmertemperatur ausgelegt und der Autolyse tells im Wasserbad, 
teils im Brutschrank unterworfen. ~Tach verschiedenen Zeiten wurde 
jeweils eine entsprechende Anzahl von M~usen subcutan beimpft. Ins- 
gesam t wurden 7 Versuche (9. XI. 1933 bis 27. III .  1934) mit 126 M~tusen 
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 Tumorungang mehr. Bei Wiederholung ergab das 2 Stun- 
den autolysierte Gewebe Angang, w~hrend die 4 und 6 Stunden lange 
Erw~trmung nur eine Minderung der Impfausbeute bewirkte. Ein 
klareres Bild zeigte ein Versuch, in dem eine Anzahl getauter Implan- 
rate 17 Stunden autolysiert wurde, w~hrend ein anderer Tell ebenfalls 
vorher eingefrorener Stfickchen die gleiche Zeit nach dem Tauen im 
Eisschrank verblieb. Frischimplantate bildeten das entsprechende Ma- 
terial zur Kontrollimpfung. Es zeigte sich, d~6 die getauten Implantate 
nach 17stfindiger Autolyse keinen Angang mehr bewirkten. Doch er- 
fuhr auch das 17 Stunden im Eisschr~nk gehaltene, getaute M~terial 
in diesem Versuch eine Minderung der Impfausbeute. Es gelang dem- 
nach nicht, einen fiir alle Versuche geltenden Zeitpunkt fiir diejenige 
ki~rzeste Autolysedauer festzustellen, die regelm~tl3ig eine Aufhebung 
der erfolgreichen Verimpfbarkeit der getauten Sarkomimplantate be- 
wirkte. 

Bis zu 47 Stunden ausgedehnte Ein/rierung der Implantate in /liissigem 
Sticksto//. 

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

15 M~use wurden auf 3 Versuchsgruppen verteilt. Die I. Gruppe 
wurde mit einem Material beimpft, das 23 Stunden in flfissigem Stick- 
stoff verblieben war. 47 Stunden eingefrorene Implantate erhielt die 
II .  Gruppe, wi~hrend Frischtumor nach 47stfindiger 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 I I  
ebenfMls 5mM und in der Kontrollgruppe 4real Sarkombildung. Die 
Tatsaehe der Einfrierung maehte sich an dem um einige Tage verz6gert 
auftretenden klinischen Anschlag bemerkbar. Eine AbhSngigkeit der 
Gr6l~e der auftretenden Tumoren yon der Vorbehandlung wurde nicht 
beobachtet. Die langdauernde Einfrierung ste]lte in diesem Versuch 
demnach innerhalb des gepriqten Zeitraums ein giinstiges Verfahren fiir 
die Erhaltung erfolgreieher Verimpfbarkeit des M~use-Sarkoms dar. 

Vergleich der Ein/rierung in ]li~ssigem Sticksto// und /li~ssigem Sauersto//. 
Es lag nabe, nach den teilweise sehr giinstigen Resultaten, die in 

bezug au f  die Erhaltung der erfolgreichen Verimpfbarkeit, trotz der 
intensiven K~lteeinwirkung des fliissigen Stickstoffs, gewonnen worden 
waren, nun auch den EinfluI~ des flfissigen Sauerstoffs zu untersuchen. 

Wir erhielten flfissigen Sauerstoff aus der Lufttrennungsanlage des 
Werkes Oppau. Er  wurde analog dem flfissigen Stickstoff angewendet. 
Wir priiften den EinfluB der Einfrierung yon Geschwulstfragmenten 
und als besonders wirksame Methode des Kontaktes die Pulverisierung 
des Sarkomgewebes unter flfissigem Sauerstoff nach dem bereits an 
flfissigem Stickstoff geschilderten Verfahren. In Parallele wurde ein 
Tell des Ausgangsmaterials mit flfissigem Stickstoff behandelt. Das 
Auftauen geschah jeweils in der Atmosphere der zur Einfrierung be- 
nutzten Gase. Die beimpften Tiere waren ~ormalm~use. Die Unter- 
suchungen wurden an insgesamt 49 Versuchs- und 17 Kontrolltieren 
durchgefiihrt (Versuche yore 5. II.  1934 bis 22. VI. 1934). Die Ver- 
impfungen erfolgten stets subcutan. 

~ach Beendigung der Versuche konnten folgende Belunde erhoben 
werden: Die kurzdauernde Einfrierung (3 Minuten) ergab an 4 M~iusen, 
die mit in flfissigem Sauerstoff eingefrorenen Implantaten beimpft 
worden waren, 4real Angang groBer Sarkome. 5 entsprechende ,,Stick- 
stoffimplantate" gingen 5real an. Nach 3stfindiger Einfrierung brach- 
ten die getauten Fragmente nach Sauerstoffeinwirkung an 5 M~usen 
5real unterschiedlich grol]e Sarkome hervor, 3 entsprechende Implan- 
tate nach Stickstoffeinfrierung ffihrten an den MSusen 3real zur Ent- 
wicklung grol~er Geschwtilste. Von 8 mit Frischtumor beimpften Kon- 
trollm~usen gingen 7 mit groBen Sarkomen ein. Ein Unterschied in der 
Anzahl der Ang~nge war somit nicht nachweisbar, woraus geschlossen 
wird, dab die verschiedenen flfissigen Gase innerhalb des geprfiften 
Zeitraums keine klinisch nachweisbare unterschiedlich sch~digende 
Wirkung ausfibten. Es wurde bereits hervorgehoben, dab in der v611igen 
Pulverisierung des Sarkomgewebes ein Verfahren gesehen wurde, das 
den denkbar innigsten Kontakt  des Gases mit dem Geschwulstmaterial 
herbeiffihrt. Dies gilt besonders ffir den Zeitraum, in dem das sehr rein 



Einflul~ der Einfrierung auf die Verimpfbarkeit transplantabler Tumoren. I. 451 

zerriebene Pulver auftaut. Unterschiede zwischen der Wirkung yon 
flfissigem Sauerstoff bzw. Stickstoff konnten m6glicherweise dabei 
nachgewiesen werden, zumal wit yon dem gleiehen Ausgangsmaterial 
ausgingen. Die erste an 15 Versuchs- und 5 Kontrolltieren durchge- 
ffihrte Versuchsserie ergab an den 7 mit unter flfissigem Sauerstoff 
pulverisiertem Sarkom beimpften M/~usen 7real Geschwulstangang; die 
7 mit dem entsprechenden mit flfissigem Stickstoff vorbehandelten 
Material beimpften M/~use zeigten 6real Sarkombildung, 1 Tier ver- 
endete frfihzeitig. Das Frischtumormaterial auf 5 M/~usen ergab 5real 
Tumorangang. Die Versuchsgruppen zeigten keinen Untersehied in 
bezug auf den Zeitpunkt des Beginns der klinisch erkennbaren Ge- 
schwulstentwieklung. Ein grunds~tzlich gleichsinniges Resultat zeigte 
eine zweite Serie yon 10 Versuehs- und 4 Kontrolltieren. 1 Versuehs- 
tier verendete vorzeitig, die 4 restlichen Tiere mit Sarkom naeh Sauer- 
stoffgefrierung beimpft, zeigten 4real Sarkombildung; die 5 mit stick- 
stoffvorbehandeltem Material beimpften M~tuse ergaben 5real Sarkom- 
bildung. Auch hier lies sicb ein Unterschied in der Wirkung der 
verschiedenen Gase demnach klinisch nieht feststellen. Dieses Re- 
sultat scheint ffir das untersuchte M/~usesarkom, gerade bei Vergleich 
mit den sparer wiederzugebenden Versuchen an M/~use-Adenocarcinom, 
eine gewisse Eigentfimlichkeit darzustellen. 

Ein/lufi der mehrmaligen Ein/rierung in /li~ssigem Sticksto// au] die 
er/olgreiche Verimp/barkeit. 

Es hat te  sich gezeigt, dal~ die einmalige Einfrierung des Sarkom- 
gewebes in flfissigem Stickstoff bei Vergleich mit dem Frischtumor- 
gewebe im allgemeinen keine Minderung der Anzahl der Geschwulst- 
ang/~nge bewirkte, und dal~ die I)auer dieser einmaligen Einfrierung 
innerhalb der geprfiften Zeitr/~ume keine wesentliche Ver/~nderung 
dieses Resultates ergab. Es soll zuerst fiber den Einflu$ kurzdauernder 
mehrmaliger Einfrierung berichtet werden. 

Der Versuch war in der Weise angesetzt worden, da6 3 Gruppen 
zu je 5 M/tusen mit Sarkomimplantaten beimpft wurden, die lmal ,  
2real bzw. 3real ffir 3 Minuten in fliissigem Stiekstoff eingefroren waren. 
~Tach jeder Einfrierung wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut. 5 Kon- 
trollen wurden mit frisehem Tumormateriai 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 gteiche Ergebnis hatte die 
III .  Gruppe yon Tieren, an den Kontrollen zeigten sich 5 Sarkome. Ein 
EinfluS auf die Impfausbeute lies sich nicht erkennen, trotzdem i~uSerte 
sich die unterschiedliche Vorbehandlung der Implantate in charakte- 
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ristischer Weise. In  der Tub. 2 wurde das Ergebnis der Messungen in 
dem wesentlichen Zeitintervall des Versuches wiedergegeben. Die ange- 
gebenen Zahlen bedeuten Li~nge • Breite der Tumoren in Zentimetern 
ausgedriickt. 

Es t ra t  also, wie die Tabelle zeigt, eine erhebliche Verz6gerung des 
kliniseh nachweisbaren Geschwulstanganges durch die mehrmalige 
Einfrierung auf, die eine direkte Abhi~ngigkeit von der Zahl der Ein- 
frierungen aufwies. In  einer weiteren Versuchsreihe blieben die Sarkom- 
implantate 24 Stunden in fliissigem Stiekstoff und wurden naeh dem 
Auftauen fiir die 'gleiche Zeit noeh einmal eingefroren. Die Impfung 
war in beiden Versuchsgruppen an je 5 M~usen 5mM erfolgreieh, doeh 
der Geschwulstangang erfolgte aueh hier an den mit  2 mal eingefrorenen 
Implanta ten  beimpften Tieren zu einem spgteren Zeitpunkt.  Die mehr- 
mMige Einfrierung in einer Kfihlkammer von - -20  ~ ergab ebenfMls 
keine Verminderung der Impfausbeute.  Die Abh~tngigkeit des Zeit- 
punktes des Anganges der Tumoren yon dem 1-, 2- bzw. 3mM dureh- 
gefiihrten Einfrieren und Auftauen war nur undeutlich ausgepritgt. 

Der Zweek der vorliegenden Mitteilung scheint uns dureh die wie- 
dergegebenen Versuche erreicht. Es sollte an einem breiteren Material 
naehgewiesen werden, dal~ die erfolgreiche Verimpfung yon in [liissigem 
Sticksto[/ eingefrorenen M/~usesarkomgewebe grunds~tzlich gelingt. 
Eine Mlgemeine Bemerkung zu dem Ausfall der Versuche ist n6tig. 
Es f~llt auf, dab nur in wenigen FS,11en dureh die Einfrierung eine 
Minderung der Impfausbeute  erzielt wurde und dug demnach die Schit- 
den, die durch die Anwendung des fliissigen Stickstoffs auftraten, 
anscheinend nur gering waren. Diese letztere Annahme stellt insoweit 
einen TrugschluB dar, Ms in den sp/~teren Versuehen an einer Anzahl 
anderer Gesehwulstst/~mme gezeigt werden wird, dag die anscheinend 
hohe K/~ltewiderstandsf~higkeit ein Kennzeiehen gewisser Sarkome d~r- 
stellt, wghrend die gepriiften Carcinomsti~mme eine geringere K~lte- 
resistenz zeigten. Die Griinde fiir dieses unterschiedliehe VerhMten 
miissen bei Anwendung der gleichen Gefriermethode in dem Ausgangs- 
material  gesucht werden. Es 1/~Bt sich nun der bemerkenswerte Einflug 
der Virulenz der untersuehten Geschwulststgmme auf das Ergebnis 
der Verimpfung von mit fliissigem Stickstoff vorbehandelten Tumor- 
geweben, wie sp~ter deutlieh gezeigt werden wird, nicht fibersehen. Die 
K~lteresistenz der verschiedenen Geschwulstformen scheint jeden- 
fM]s umso gr6Ber zu sein, je kleinere Mengen Tumorgewebe ausreichen, 
u m b e i  der Verimpfung auf ein anderes Tier eine Geschwulst zu erzeugen 
und je schneller die entstandenen Tumoren weiterw~chsen. Das gilt fiir 
frisches Ausgangsmaterial und l~Bt sich sinngem~l~ auf das ki~ltevor- 
behandelte Tumorgewebe fibertragen. Auf die hohe Virulenz des unter- 
suchten M~use-Sarkom-Stammes wurde bereits eingangs hingewiesen. 
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Es trat nun in/ast allen mitgeteilten Versuchen, gleichgi~Itig ob inner- 
halb eines bestimmten Zeitraumes ]iir lcurze oder Idngere Zeit einge/roren 
wurde, eine im allgemeinen eindeutige VerzSgerung des Beginns der lclinisch 
nachweisbaren Geschwulstbildung bei Verimp/ung des au/getauten Gewebes 
au/. Das weist darauf hin, dal3 die (erste) intensive Sehgidigung des Ma- 
terials durch die Ein/rierung, d .h .  durch den Prozel3 der Abkfit/lung 
an sich gesetzt wird, w~ihrend in weiteren Grenzen die zeitliche Dauer 
des Verweilens in fifissigem Stickstoff lediglich als zus~itzlich sch~digendes 
Moment zur Geltung kommt.  Ffir den Ubergang yon dem einge- 
fr0renen in den getauten Zustand gilt insoweit das gleiche, als der Tau- 
proze~, wie sp~ter nachgewiesen werden wird, ebenfalls und dhnlich 
wie die Ein/rierung als (zweiter) besonders schiidigender Faktor auftritt.  Es 
war daher durch mehrmaliges Einfrieren, auch wenn die Gesamtzeit des 
Verweilens in fliissigem Stickstoff lci~rzer ist, als die einer einmaligen Ein- 
/rierung, eine st~rkere Sch~idigung des Geschwulstgewebes zu erwarten. 

Diese Deutung des Gefrierprozesses hat  die Annahme zur Voraus- 
setzungl da~ das Einfrieren und Auftauen eine direkte Sch~digung yon 
Geschwulstzellen darstellt und da[3 bereits im frischen Ausgangsmaterial 
zellige Elemente vorhanden waren, die nach der K~lteeinwirkung unter 
den durch die Verimpfung auf ein neues Tier geschaffenen Bedingungen 
zum Ausgangspunkt ffir das neuerliche Geschwulstwachstum wurden. 
Hieraus folgt aber auch, dal~ ffir die Gefrierversuche der Qualit~it des 
Ausgangsmaterials und der l~eaktion des geimpften Tieres eine un- 
gleich entscheidendere Rolle ffir die erfolgreiche Verimpfung zukommen 
wird, wie in Transplantationsversuchen mit  frischen ungesch~idigten 
Geschwulstgeweben, in denen im allgemeinen die Einbringung geniigen- 
der Zellmengen den Erfolg der Transplantation bei den meisten Ge- 
schwulstst~mmen sichert. 

Zusammen/assung. 

Es wird fiber Versuche zur K/~ltewiderstandsf/~higkeit transplan- 
tabler S/~ugergesehwfilste beriehtet: Als Gefriermittel wurde fliissiger 
Stiekstoff (etwa --196 ~ verwendet. Es wird mitgeteilt, dab die erfolg- 
reiche Verimpfung vorher eingefrorenen GeschwulstmateriMs yon 
Ehrlich-Sarkom, Ehrlich-Carcinom, Collierschem Ascites Tumor, Pas- 
seyschem Melanom, Chondrosarkom, Ehrlich-Putnolcy-Tumor und 
spontanem Mammatumor  an der Maus gelang. Jensen-Sarkom und 
Flexner-Carcinom sowie der Ehrlich-Putnoky-Tumor der Maus liel~en 
sich nach der Einfrierung auf Rat ten  erfolgreich verimpfen. Auch das 
Brown-Pearcesche Carcinom des Kaninchens war naeh vorheriger Ein- 
frierung erfolgreich zu verimpfen. Auf die teilweise charakteristischen 
Untersehiede in der K/~ltewiderstandsf/~higkeit der genannten Ge- 
schwulstst/~mme wird in weiteren Mitteilungen eingega~gen werden. 
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Das Ehrlichsche M~usesarkom lie[~ sich bis zu 47 Stunden ein- 
frieren, ohne grundsKtzlich einen Verlust der erfolgreichen Verimpf- 
barkeit  zu erleiden. 

Bei Verimpfung vorher eingefrorenen Materials ergab sich bei Ver- 
gleieh mit  dem Frisehtumor im allgemeinen regelm~Big sine Verl~nge- 
rung des Zeitraumes bis zum klinisch nachweisbaren Geschwulstangang. 

VerzSgertes Einfrieren oder verz6gerte~ Auf tauen  verlg, ngerte diesen 
Zei t raum weiterhin. 

Die mehrmalige (2- bzw. 3malige) Einfrierung hob die erfolgreiehe 
Verimpfbarkei t  nicht  auf. Sie fiihrte jedoch zu einer weiteren Ver- 
zSgerung des Gesehwulstanganges. 

Die Pulverisierung des M~usesarkoms unter  flfissigem Stickstoff 
oder  fliissigem Sauerstoff hob die sp~tere erfolgreiche Verimpfbar- 
keit  nicht  auf. 

Kurzdauernd  eingefrorenes Sarkomgewebe liel~ sich nach 2 Wochen 
langem Aufentha] t  bei - -20  ~ in ge tau tem Zustand nach 43stiindiger 
Lagerung im Eisschrank und nach einige Stunden dauernder  Autolyse 
erfolgreich weiterverimpfen. 

Hautbrandsehorfe  zeigten keinen merkliehen EinfluB auf die Impf-  
ausbeute  oder  die Gesehwindigkeit des Geschwulstanganges. 

Der Prozel~ der Einfrierung als gesehwulstzellsch~digender Eingriff  
wurde kurz besproehen. 
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