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Experimentelle und morphologische Untersuchungen
iiber Impfgeschwiilste.

I. Uber die sog. ,Virulenz® der Geschwulstzellen ™.

Von
Dr. Alexander Symeonidis (Athen).

Die Transplantationsgeschwulst und das dabei geimpfte Tier stellen
ein kiinstliches, experimentell erzeugtes System dar, welches in der
Natur nicht vorkommt. Das Zustandekommen des Systems ,,Geschwulst-
zellen-Wirt™ ist prinzipiell eine Transplantationsfrage. Dariiber hinaus
aber wird es von zwei Hauptfaktoren bedingt: Einerseits von den para-
sitdren Eigenschaften der verimpiten Geschwulstzellen, andererseits vom
Verhalten des Wirtsorganismus gegeniiber dem Eindringling. Das
Schicksal des Systems wird von den Eigenschaften beider Bezugs-
komponenten bestimmt.

Wenn die Gesetze, die fiir die Ubertragung von Kérperzellen iiber-
haupt giiltig sind, auch bei den verwendeten Impfgeschwiilsten erfiillt
werden, dann gilt der Transplantationsfaktor als etwas gegebenes.
Untrennbar sind die zwei ibrigen Hauptfaktoren, die das System
,,Geschwulstzellen-Wirt* bestimmen, namlich die ,,Virulenz“ der Ge-
schwulstzellen und die Resistenz oder Empfénglichkeit des Wirts-
organismus, zwischen denen eine Relativitdt, eine Wechselbeziehung
besteht. Bei gut ausgewahltem Material und giinstigen Umsténden kann
man aber jede Komponente getrennt fiir sich, freilich unter stindiger
Beriicksichtigung der anderen Komponente erproben.

Gelegentlich anderer Versuche und durch zufillig sehr giinstige Ver-
héltnisse ergab sich die Moglichkeit, die Frage der ,,Virulenz‘“ der Ge-
schwulstzellen der Impftumoren zu prifen.

Der Begriff ,,Geschwulstvirulenz“ taucht um die Wende des Jahr-
hunderts zusammen mit den ersten Versuchen der Tumorentransplan-
tationen auf. Ehrlich hat den Terminus ,,Virulenz“ aus der Bakterio-
logie als ein Analogon des Begriffes ,, Bakterienvirulenz“ in die Geschwulst-
lebre tiberfithrt, und zwar auf die Impftumoren angewandt. Er bezeich-
nete die Hrscheinung des auffallend besseren Angangs und rascheren
Wachstums bei den fortgesetzten Transplantationen eines einmal an-
gegangenen Spontantumors als ,,Virulenzsteigerung®* und verglich diese

1 Die Arbeit wurde mit Mitteln des Deutschen Zentralausschusses fiir die
Krebsbekiampfung ausgefiihrt.
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FErscheinung mit der Steigerung der Bakterienvirulenz durch Tier-
passagen.

Bekanntlich bleibt die Transplantation von Spontantumoren zuerst gréBtenteils
erfolglos, oder es wird ein Erfolg nur nach der Ubertragung des Tumors auf eine
sehr groBe Anzahl von Tieren erreicht. Z. B. haben Bashford, Murray vnd Haaland
einen Plattenopithelkrebs der Maus auf itber 200 Miuse transplantieren miissen,
um einen einzigen Angang auf einer Maus zu erzielen. Dagegen erzielten bei anderen
Spontantumoren die genannten englischen Forscher eine Impfausbeute bis zur 30%.
Ehrlich hat sogar bei seinem berithmten Chondrom der Maus gleich bei der ersten
Tierpassageserie eine Ausbeute von 90% erzielt. Meistens werden als Angangs-
ziffern von Spontantumorentransplantationen Durchschnittszahlen angegeben, die
irrefilhrend sein kénnen, weil sie den Eindruck erwecken, daf diese Durchschnitts-
zahlen fiir jeden Spontan- oder Experimentelltumor gelten. Bashford und seine
Mitarbeiter haben bei der Verimpfung von 84 Miusespontantumoren auf normale
Msuse einen Angang auf nur 518 Tiere beobachtet, was einem ‘durchschnittlichen
Hundertsatz von 11% entsprach. Ehrlich hat 94 Spontantumoren auf 1504 Miuse
iiberpflanzt mit einem Erfolg von nur 41 Miusen, also 2,8%. In Wirklichkeit aber
betrigt der erzielte Erfolg auf die 41 Miuse nur 14 Spontantumoren, die sich als
transplantabel erwiesen. Die iibrigen 80 Tumoren waren uniibertragbar. Ich er-
wihne diese Tatsache, weil sie eine besondere Bedeutung fiir die in dieser Arbeit
behandelte Frage hat. ‘

Ehrlich bezeichnet die Tumorvirulenz als einen Begriff, der zwei nicht immer
voneinander abhingige Qualitdten umfaBt. Erstens die Ubertragbarkeit, gemessen
an der Impfausbeute, und zweitens die Proliferationsenergie der Geschwulstzellen,
gemessen an der Wachstumsschnelligkeit. Diese Bestimmung des Virulenzbegriffes
der Impfgeschwiilste gilt heute noch. Meistens aber wird nur die eine Komponente
gleich der ,,Virulenz* gestellt und am héufigsten die Ubertragbarkeit. Caspars,
welcher einer der wenigen ist, die an der Ehrlickschen Definition fesighalten, beniitzt
noch meistens die Bezeichnung ,,Virulenz“ als Synonym der Ubertragbarkeit.
So bezeichnet er das Ehrlichsche Chondrom als ,,hochvirulent®, weil es eine hundert-
prozentige Ubertragbarkeit aufweist, dabei aber eine verhiltnismiBig geringe
Proliferationsenergie. Ebenso meint Caspar:, daB die immunisierende Wirkung
eines Tumors nur im Zusammenhang mit seiner Wuchsenergie, aber nicht mit
seiner ,,Virulenz*, wie Uhlenhuth und Seiffert behaupten, steht. Also auch in diesem
Falle erkennt Caspari nur die Ubertragbarkeit als ,,Virulenz* an. Nach Teutsch-
linder ist Virulenz gleich ,,Transplantabilitit®. Andere dagegen, wie Lewin, be-
zeichnen als ,,Virulenz* die Wachstumsschnelligkeit eines Tumors. Besondérs
verwirrend wirken Gleichstellungen des Begriffes ,,Virulenz® mit weiteren allge-
meinen und unbestimmten Bezeichnungen. Uklenhuth und Seiffert benutzen ab-
wechselnd im gleichen Sinne die Bezeichnungen ,,Virulenz* und ,,Vitalitat™ der
Geschwulstzellen. Im allgemeinen werden die ,,Malignitit und die ,,Virulenz‘
als gleiche Begriffe angesehen. Darauf werde ich aber spéter ausfiihrlich zuriick-
kommen.

Im folgenden wird der Begriff ,, Virulenz‘‘ im Sinne Ehrlichs gebraucht.
Was nun die zweite Bezugskomponente im System ,,Geschwulstzellen-
Wirt“, nimlich den Wirtsorganismus in der Frage der Geschwulstvirulenz
anbetrifft, so steht — auch hier wie bei den Infektionskrankheiten ——
die ,,Virulenz“ in einem direkten Bezugsverhiltnis zu der Disposition
oder Resistenz des Wirtes. Eine der ersten Feststellungen am Anfang
der Erforschung der Transplantationstumoren war die Beobachtung, da8
die Impftumoren auf Versuchstieren eines Landes auf solchen eines
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anderen Landes schlecht oder gar nicht angingen (Bashford und Murray,
Michaelis, v. Giercke u. a.). Dies wurde auf eine verschiedene, rassisch
bedingte Disposition zuriickgefithrt. Die Versuche von Strong und Little,
Bittner, Selbie u. a. mit rein geziichteten Versuchstierstimmen sprechen
fiir eine Erbanlage fiir Geschwulstempfanglichkeit. Roffo stellte fest,
daB die Spontantumoren eines Rattenstammes bei der Verimpfung auf
Tiere desselben Stammes mit einer groflen Prozentualitit angingen,
wihrend bei einem fremden Stamm die Impfausbeute sehr gering war.

Ebenso hat Konsuloff beobachtet, daBl Tierstamme, die eine Disposition zur
spontanen Geschwulstbildung aufweisen, auch empfanglich fiir Transplantations-
tumoren sind. Nach Caspari beruht die Empfinglichkeit mindestens zum Teil auf
einer hereditdren Disposition. Er meint, daB, ,,wenn wir iiberhaupt zu Tumoren
gelangen, die auf den gewdhnlichen Laboratoriumsmiusen zu 80—100% angehen,
so liegt dies im wesentlichen an einer familidren Steigerung der Anpassung, da die
Miuse ein und derselben Zucht immer mehr oder weniger blutsverwandt sind*.
Andererseits besagt die Erfahrung, die schon Ehrlich seinerzeit gemacht hat, daf bei
hochvirulenten Impftumoren diese Empfinglichkeitsunterschiede in den Hinter-
grund riicken. Dies lehrt auch die Feststellung Albert Fischers, daB ein jahrelang
von ihm in vitro geziichtetes Ehrlich-Carcinom seine 100 %ige Angangsfahigkeit nicht
verloren hat, und ging mit derselben Prozentualitit nicht nur auf Miuse seines
Laboratoriums, sondern auch auf Versuchstiere in Amerika, RuBland, Schweden,
Dianemark, England und Italien, wo die Krebsgewebekulturen weiter geziichtet
wurden, an.

Uns interessiert hier insofern diese Frage, als bei der Virulenz-
bestimmung von Impfgeschwiilsten eine Labilitit der Versuchstiere in
Hinsicht ihrer Disposition ein grofier Storungsfaktor sein wiirde.

Wir verfiigen iiber keinen eigenen Miusestamm und infolgedessen
auch tiber keinen reinen Tierstamm, auf dessen konstante Disposition
wir rechnen kénnen, In der Praxis aber hat sich dieser Mangel als belang-
los bewiesen. Unsere beiden Tumorstimme gehen bei gesunden Mausen
stets 100%ig an und zeigen ein ziemlich konstantes Wachstum, ab-
gesehen von den iblichen periodischen und jahreszeitlich bedingten
Wachstumsschwankungen. Schwankungen sowohl in Hinsjcht des An-
gangs als auch des Wachstums habe ich nur bei nicht gesunden Tieren,
die man mit einer gewissen Erfahrung schon ,.klinisch® erkennen kann,
beobachtet. Solche Tiere wurden moglichst aus den Versuchsserien aus-
geschlossen. Somit kénnen wir den Faktor ,,Wirtsdisposition in meinen
Versuchen fiir etwas konstant gegebenes halten. Trotzdem wird in
den weiteren Ausfithrungen die Bezugskomponente ,,Wirt” stets im
Auge bebhalten. Es sei noch erwihnt, daBl neben den iiblichen MaB-
nahmen, um mdglichst alle Stérungsfaktoren fiir den Angang und das
Wachstum des Impftumors zu beseitigen, nur junge mdnnliche Mause
benutzt wurden. .

Bevor ich weiter zu dem Ergebnis der eigenen Versuche iibergehe,
werde ich in Kirze die morphologischen und biologischen Eigenschaften
unserer beiden Miusetumoren beschreiben.

/
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I. Stamm ,,Ca‘* (Ehrlich-Carcinom): Angang 100%. MiBig rasches Wachstum.
Der Tumor erreicht in 10 Tagen nach der Transplantation durchschnittlich die
GroBe einer groBen Bohne bis HaselnuB (die Tumoren werden in vivo 2mal wochent-
lich gemessen). Die Miuse sterben durchschnittlich 5-6 Wochen nach der Trans-
plantation. Die Geschwiilste werden subcutan an der Riickenseite der Maus ver-
impft (Stiickchenimpfung), der Tumor wichst infiltrierend, und zwar meistens nach
der Bauchhohle zu, wo sich groBere Tumorausbuchtungen bilden. Die Organe
werden verlagert, das Peritoneum aber wird meistens nicht durchbrochen. Bei
einem solchen Fall entwickelt sich eine Bauchfellcarcinose mit Ascites. Keine
Metastasen.

Makroskopisch besteht der gewachsene Tumor grofitenteils und besonders in
den zentralen Abschnitten aus gelbweillichen, undurchsichtigen, késigen, nekro-
tischen Massen und an der Peripherie aus glasig, durchscheinend, grauweiBlich
aussehendem, lebendem Krebsgewebe.

Mikroskopisch. Die Geschwulst besteht aus runden, zylindrischen oder poly-
gonalen Epithelien mit einem runden feingekdrnten Kern und etwas acidophilem
hellerem Protoplasma. Die Zellen sind in Ziigen, Zapfen und Driisenformen ange-
ordnet, die zwischendurch von nekrotischen Massen und Zelltriimmern unter-
brochen werden. In diesen Massen sind gut erhaltene Zellen nur um die Gefafe zu
finden.

I1. Stamm ,,Sa* (sog. Ehrlich-Sarkom). Angang 100% ; rasches Wachstum. Der
Tumor erreicht in 10 Tagen durchschnittlich eine GroBe von HaselnuB- bis Kirsch-
groBe. Die Méuse sterben durchschnittlich 3—4 Wochen nach der Transplantation.
Die Geschwulst wichst infiltrierend besonders nach der Haut und ulceriert rasch.
Metastasen sind selten zu finden.

Makroskopisch hat dieser Tumor einen hamorrhagischen Charakter. Er enthalt
auch ausgedehnte Nekrosen, die mehr brockelig sind und graurétlich aussehen.
‘Die am Rande gut erhaltene Zone hat, wie bei vorherigem Tumorstamm, eine glasige,
durchsichtige Beschaffenheit.

Mikroskopisch besteht die Geschwulst aus iberwiegend runden, méaBig groBen
Zellen mit einem runden, ziemlich chromatinreichen Kern und aus ovalen und lang-
gestreckten Zellen. Das etwas basophile Protoplasma ist nicht so reichlich wie beim
vorherigen Tumor. Ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Tumoren besteht
hauptsichlich in der Anordnung der Geschwulstzellen. Hier liegen die Zellen dicht
nebeneinander, ohne sich in einer bestimmten Form, wie beim Carcinom, einzu-
ordnen. Diese Geschwulst gibt mehr den Eindruck einer flichenhaften Gewebe-
kulturmembrane, die vielleicht auch eine Epithelienkultur sein konnte. Diese Form-
losigkeit in der Anordnung der Geschwulstzellen und ihr entdifferenzierter Charak-
ter ist der Grund, warum dieser Tumor als Sarkom angenommen wird. Meines
Erachtens handelt es sich hier nicht um ein bésartiges Bindegewebsblastom, sondern
um eine entdifferenzierte Geschwulst, wahrscheinlich epithelialen Ursprungs, also
im Sinne Fischer-Wasels um ein Meristom oder Cytoblastom. Dies beweist auch
die Tatsache, wie weiter unten berichtet wird, dal diese Geschwulst im Zusammen-
hang mit einer Virulenzzunahme sich morphologisch weiter entdifferenziert hat.

Zusammenfassend unsere beiden Geschwulststdmme ,,Ca® (sog.
‘Ehrlich-Carcinom) und ,,Se“ (sog. Ehrlich-Sarkom) haben denselben
100 %igen Angang und unterscheiden sich in der Wachstumsschnelligkeit
‘der Tumoren. Dieser Virulenzgrad und das Virulenzverhaltnis zwischen
beiden Geschwiilsten blieb wihrend anderthalbjahriger Ziichtung in
vivo in unserem Institut, abgesehen von den iiblichen Schwankungen,
stets gleich. Plétzlich fing der Tumorstamm ,,8¢° an, eine ungewéhnlich
starke Virulenzerhdhung in dem unten gekennzeichneten Sinne zu zeigen,
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die in den Transplantationsserien vom 8. 10. 36 ihren Héhepunkt er-
reichte und 10 Transplantationsserien lang, also ungefihr 3 Monate lang,
beibehalten wurde. Von da an fing die Virulenz wieder allméhlich an
zu sinken bis zu ihrem fritheren Werte. Diese starke Virulenzsteigerung
dulerte sich in einer Beschleunigung des schon raschen Wachstums mit
stédndiger Metastasierung, und in knapp 3 Wochen Tétung der meisten
Tiere. Die Metastasierung erfolgte schon 5—7 Tage nach der Transplan-
tation, und zwar in erster Linie in den regionidren Lymphknoten, die bis
zum Tode der Maus, also ungefdhr binnen 2 Wochen, eine erhebliche
GroBe (Haselnufl!) erreichten. Meistens waren auch an den Fernlymph-
knoten Metastasen zu sehen. Seltener waren Organmetastasen, und diese
ausschlieBlich in den Lungen, zu finden. .

Auf die Ursache dieser ungewdhnlich starken Virulenzsteigerung
werde ich nicht eingehen, da diese Frage weitergepriift werden muB3. Es
sei nur erwihnt, daf sie sicher nicht exogen bedingt war. Unser Stamm
,.Ca*‘, welcher in gleicher Zeit unter absolut gleichen Bedingungen und
unter Benutzung der gleichen Miuselieferung weiter geziichtet wurde,
zeigte keine Virulenzinderung. Die einzige Ursache, die vielleicht im
Zusammenhang mit der Virulenzsteigerung des Stammes ,,Sa‘ stehen
koénnte, ist die Tatsache, dafl diese Virulenzerh6hung besteht, seitdem ein
besonders gut wachsender Tumor, der infracutan verimpft wurde, fiir
weitere Transplantationen benutzt wurde. Ob tatsichlich die Ursache
der Virulenzerhdhung durch die intracutane Verimpfung bedingt war,
bin ich noch nicht imstande, mit Sicherheit zu beantworten.

Jedentfalls interessiert uns in dieser Arbeit hauptsichlich die selten
im solchen Ausmafle vorkommende Virulenzsteigerung. Diese gab mir
die Gelegenheit, unter anderem auch die Virulenzfrage der Impfgeschwiilste
zu studieren. Meine Beobachtungen, die sich auf einen Zufallsbefund
stittzten, erlaubten mir wie ich glaube, einen tieferen Blick in das Wesen
des Begriffes Virulenz zu werfen, ein feines Maf} der Virulenzbestimmung
anzuwenden und einigen wichtigen Fragen der Transplantationstumoren
niherzukommen.

Wie einfiihrend erwéahnt wurde, ist nach Ehrlich der Virulenzbegriff
der Geschwiilste in doppeltem Sinne zu verstehen; erstens als Uber-
tragbarkeit und zweitens als Wachstumsenergie der Geschwiilste. Die
Ubertragbarkeit der Geschwiilste wird an der Impfausbeute gemessen.
Mit dem Erreichen eines 100%igen Angangs erreicht eine Geschwulst,
wie Ehrlich sagt, die ,natirliche Grenze”, die an die Ubertragharkeits-
komponente der Virulenz gesetzt ist. Insofern haben also unsere beiden
Tumorstdmme mit ihrem 100 %igen Angang die ,natiirliche Grenze® der
Ubertragbarkeit erreicht. In dieser Hinsicht muBte man sie also als
gleich virulent bezeichnen. Der Virulenzunterschied, der nach der
Virulenzsteigerung des Stammes ,,80° zwischen den beiden Tumor-
stdimmen bedeutend grofer geworden war, duBerte sich in der Differenz
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der Proliferationsenergie bzw. der Wachstumsgeschwindigkeit beider
Tumoren. Obwohl die Metastasierung gewéhnlich nicht zur Virulenz
gerechnet wird, sprachen doch die ausgedehnten Metastasen, die der
Stamm ,,Sa’ in kiirzester Zeit ansetzte, dafiir, daB die Geschwulstzellen
dieses Stammes hochvirulent sein mufBiten. Man konnte , ahnen®, daf
auch hinsichtlich der Ubertragbarkeit zwischen den beiden Tumoren
ein groBer Virulenzunterschied bestehen miifite.

Aber das gegebene MaB, gerade fiir die Hauptqualitit der Geschwulst-
virulenz, erwies sich als zu grob. Die Ubertragbarkeit, gemessen an der
Impfausbeute, bestimmt die Virulenz einer unbestimmten Masse von
Geschwulstzellen, aber nicht die Virulenz von einer bestimmten Anzahl
oder von einzelnen Geschwulstzellen, die vor allem beim System ,,Ge-
schwulstzellen-Wirt* als ,,einzellige Parasiten® (Fischer-Wasels) sich er-
weisen. Durch folgende Beobachtung habe ich feststellen kénnen, daB
die Virulenz der Geschwulstzellen genau so wie die Virulenz der Mikroben
bestimmt werden kann, némlich durch die Bestimmung der geringsten
Zahl der zum Ansaiz und Wachstum eines Impfiumors notigen Zellen. Somit
ergibt sich ein viel empfindlicheres Virulenzmall, dessen ,,natiirliche
Grenze' fast bis zum endlosen sich ausdehnt.

Zwecks Immunisierung habe ich mit Geschwulstextrakten, die nach
dem Verfahren von Domagk und Hackmann hergestellt wurden, gearbeitet.
Dabei wird der Extrakt bei tieferen Temperaturen, zur Schonung des an-
scheinend sehr temperaturempfindlichen wirksamen Faktors, hergestellt.
Zu Vergleichszweken habe ich einen Teil meiner Versuche mit Extrakt,
der folgendermafBen hergestellt wurde, ausgefiihrt. Diese Methode stellt
eine Modifikation der von Domagk und Hackmann gegebenen dar. Ein
Tumorbrei von einem Teil Geschwulstgewebe und 5 Teilen Ringersche
Losung wird /,—1 Stunde geschiittelt, nach Aufbewahrung im Eisschrank
von 24 Stunden '/, Stunde mit 3000 Touren zentrifugiert. Ein Teil der
iiberstehenden Flissigkeit wurde durch den Seifz-Filter filtriert. Das ge-
wonnene wasserklare Filtrat ist zellfrei (Extrakt I). Der iibrige Teil der
iiberstehenden Fliissigkeit wurde bloB durch ein hartes Filtrierpapier
filtriert. Das durch diese Weise gewonnene Filtrat war sehr klar, aber
nicht zellfrei (Extrakt IT). Sdmtliche Extraktbehandlungen wurden stets
unter Kiihlung vorgenommen. -Auf diese Weise wurden Extrakte von
unseren beiden Tumorstdmmen hergestellt.

Die Miuseimpfung blieb mit dem Extrakt I beider Tumorstdmme,
auch bei starken Dosen (2 cem) negativ. Negativ verliefen auch die Ver-
impfungen mit Extrakt IT, was bei der sehr geringen Zellanzahl, die diese
Filtrate enthalten, zu erwarten war. Desto grofier war die Uberraschung,
als die zur Zeit der héchsten Virulenz des Stammes ,,Sa‘ vorgenommene
Verimpfung mit Extrakt II schon mit kleinen Extraktmengen (0,2 cem)
Tumoren erzeugte. Diese Beobachtung hat mich veranlafit, auf dies
unerwartete Resultat etwas niher einzugehen. Es sei aber vorher er-
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wihnt, dal erstens der gleichzeitig hergestellte Extrakt I des Geschwulst-
stammes ,,Sa° kein positives Tumorergebnis gab und zweitens, daf} die
Miuseimpfung mit dem zur gleichen Zeit hergestellten Extrakt IT des
Tumorstammes ,,Ca auch mit grofien Extraktmengen (2 com) stets
negativ blieb.

Ich habe zunichst in der Thoma-Zeissschen Kammer die Zellzahl
festgestellt, die in einer solchen Extraktfliissigkeit (Extrakt II) enthalten
ist. Es fanden sich nach mehrmalig wiederholtem Zahlen in 0,1 cem
Bxtrakt IT 2500—3000 Zellen. Weiter habe ich eine Serie von Miusen
mit verschiedenen Fliissigkeitsmengen des Extraktes IT verimpft. Fol-
gende Tabelle zeigt das Ergebnis dieses Versuches.

Schon 3000 Zellen des Tumorstammes ,,Se** waren imstande, einen
Impftumor zu setzen und eine Zahl von iiber 10000 Zellen ergaben
ein sicheres Resultat mit einem raschen Tumorwachstum. Die Metasta-
sierung war stets ausgedehnt. Diese Ergebnisse werfen ein neues Licht
auf die Frage der Impftumorenerzeugung mit ausgezdhltem Tumorzell-
material.

Versuche mit ausgezihlten Geschwulstzellen wurden schon frither vorgenommen.
Die alteren Arbeiten, wie die von Koenigsfeld und Praussnitz, Schwarz u. a. sind
nicht systematisch ausgefithrt worden. Schon damals aber hat sich erwiesen, dafl
fiir einen sicheren positiven Impferfolg eine groBe Anzahl von Zellen nétig war.
Koenigsfeld vnd Proaussnitz erzielten schon mit 40000 Zellen eines Ekrlich-Carcinoms
eine erfolgreiche Verimpfung. Die Angaben von Schwarz, dafl er mit 9000 Zellen
nach 8 Monaten an der Mamma einer weiblichen Maus einen Tumor erzielt hat,
ist sehr kritisch zu betrachten. Frankel fand fitr das Angehen von Hithnersarkomen
die Verimpfung von mehreren Millionen Zellen als notwendig. Erst in den letzten
Jahren wurden bei Méusetumoren solche Versuche systematisch vorgenommen.
Costa arbeitete mit Hhrlich-Sarkom und Carcinom. FEr erzielte durch eine Zell-
suspension von 40000 Zellen seines Sarkomstammes eine positive Verimpfung.
Allerdings ging der erzeugte Tumor wieder zuriick. Fir einen Erfolg mit dem
Ehrlich-Carcinom waren tiber 100000 Zellen nétig. Witte fand, dafl bei Verimpfung
von weniger als 1 Million Zellen seines Ehrlich-Carcinomstammes das Impfresultat
vollig unsicher war. Die Grenzen der optimalen Ausbeute lagen um die 12000000 Zel-
len. Auch de Gaélani und Blothner, deren Versuche auf breiterer Basis gelegt wurden,
fanden fiur einen sicheren Tumorangang ungefahr die gleichen Zahlen wie Witte.
Mit iiber 1 Million Zellen ihres Ehrlich-Carcinomstammes erhielten sie eine sichere
Tumorausbeute. Mit der Abnahme der Zellzahlen nahm auch die Ausbeutezahl,
sowie das Wachstumstempo der Tumoren ab. Schon bei 200000 Zellen haben sie
einen Angang zu bezeichnen, aber mit Riickgang des Tumors. Eine auffallende
Ausnahme machte ihre Serie mit 300000 Zellen, bei der beide geimpften Miuse
gut wachsende Tumoren aufwiesen. Diese Erscheinung fithren de Gaétani und
Blothner auf den im Zellbrei reichhaltigen Detritus zuriick.

Im allgemeinen kann als festgestellt gelten, .daf fiir den sicheren
Angang einer Impfgeschwulst mit einer durchschnittlichen ,,Virulenz*,
wie die des Ehrlich-Carcinoms, eine sehr groBe Menge von Zellen not-
wendig ist, was scheinbar nicht im Einklang mit den theoretischen An-
gaben steht, daB einige wenige Zellen, wenn nicht eine einzige Zelle, fiir
den Angang eines Tumors geniigen wiirden. Nuraber, wie gesagt, scheinbar,
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Verimpfungen von Tumorextrakt II

Ver-

impfte Messung der Tumoren nach der Verimpfung
Maus Hxtrakt-] Zell-
Nr. mengen | anzahl
com ' 7 Tage 15 Tage 21 Tage
V-EIL 1| 0,1 3 000 — - — i
V-EIL. 2y 0,1 3 000 —_ —— —
V-EIL 3| 01 3 000 — Erbse GroBe Bohne
V-EIL. 41 0,2 6 000 — — Erbse
V-EIL. 5] 02 6 000 — — Bohne
V-EIL 6| 02 6 000 - — —
VEIL 7| 03 9 000 — — —
V-EIL. 8] 0,3 9 000 — — —
V-EIL 9] 0,3 9 000 Linse Bohne HaselnuB
V-EIL 10} 0,5 | 15000 Kirschkern Kirsch T nach 20 Tagen |
V-EIIL 111 0,5 15 000 — Erbse Haselnuf3
V-EIL 12| 0,5 15 000 Linse Erbse Erbse
V-E IL. 13} 0,7 21 000 Grofle Erbse KIl. Kirsch 3,8 X 3,2 cm
V-EIIL 14| 0,7 | 21000 2mal Erbse Haselnuf} und T
Kirsch :
V-EIIL 15] 0,7 21 000 Kirschkern HaselnuB 4,0 X 3,2 cm
V-EIL 16] 1,0 30 000 GroBe Bohne Kirsch und 5,2 X 3,8 cm
HaselnuB

V.EIL 17| 1,0 | 30000 | Erbse und Bohne | 2mal Kirsch T
V-E I1. 18 1,0 30 000 | Kleine HaselnuB | 4,8 X 2,7 c;m |  nach 19 Tagen

weil in der Tatsache diese theoretische Annahme bestitigt wird.
Rassle stellte bei seinen Untersuchungen ,,Uber die Anfinge der krebsigen
Neubildung bei Impfgeschwiilsten® fest, daBl bei der Stiickchenimpfung
nur einige spérliche Geschwulstzellen an Randteilen des Transplantates
iiberleben, die den Ausgang des spiteren Impftumors bilden. Rdssle
sicht diese Beobachtung als eine Bestétigung der theoretischen Vor-
stellung iiber das Geschwulstwachstum an, daB nidmlich eine einzige
Zelle der Ausgangspunkt der bésartigen Neubildung sein kann. Diese
mikroskopische Feststellung Rissles wird experimentell auch durch meine
Versuche bestitigt. Wiite, sowie de Gaétani und Blothner sind auch der
Meinung, dal nur eine kleine Anzahl von der groBen Menge, die fiir den
Angang eines Impftumors nétigen Zellen den Ausgang der neuen Ge-
schwulst bilden. Warum ist aber doch fiir den Angang eines Impftumors
eine so groBe Zellmenge notig ¢ Nach Réssle ,.es ist nétig, so viel Material
zu verwenden, um sicher zu gehen, dall darin einige wenige Zellen in
ganz bestimmt gearteter Situation den Massentod ihrer Schwestern
iiberleben®. AufBlerdem sei nicht nur der zahlenméifBige Gehalt an tiber-
lebenstihigen Zellen ein sehr geringer, sondern in zu kleinen Stiicken oder
bei Verwendung von Tumorbrei in zu groBer Verdiinnung sind die Zellen
zu stark den individualfremden heterologen Siften des neuen Trigers
ausgesetzt. Witte sieht den Vorgang der Geschwulstimpfung in einem
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wochentlich und Tod (1) der Tiere

Bemerkungen
28 Tage 35 Tage
‘ Kleine Haselnuf3 3,8 x 2,7 ‘T nach 42 Tagen | Zahlreiche Metastasen
| Bohne HaselnuB8 ' § nach 37 Tagen | Zahlreiche Metastasen
Haselnuf} + nach 34 Tagen’ Metastasen
— ‘ — ‘ i nach 42 Tagen Leberparasiten
T nach 27 Tagen | Metastasen
Metastasen
3,9 X 3,2 T nach 32 Tagen Metastasen
Linse Linse T nach 40 Tagen | ,,Klinisch*‘: Krinklich.
Sektion: Lebergranulome,
Megalosplenie
1 nach 23 Tagen Metastasen
g Metastagen
1 nach 25 Tagen Metastasen

T nach 22 Tagen : Geringe Metastasierung
‘ Geringe Metastasierung
‘ Metastasen

| 1

|
|
|
1
!

Kampf zwischen Tumorzellen und Gegenkriften des Tierorganismus,
dessen Ausgang im wesentlichen von der Menge der verimpften Tumor-
zellen abhingt. Die grofle Masse der verimpften Zellen dient nach Witte
dazu, um mit ihrem Untergang die Abwehrleistung des Organismus zu
brechen und den wenigen am Leben erhaltenen Zellen die Moglichkeit
zu geben, sich durchzusetzen, weiterzuwachsen und einen Tumor zu
bilden. Es versteht sich daher von selbst, dal je mehr Zellen verimpft
werden, um so grofler die Aussicht fir ein positives Impfergebnis ist.
Eine dhnliche Auffassung vertreten auch de Gaétani und Blothner, die
aber ganz auf der ,,Nekrohormonen Theorie Casparis eingestellt ist.
Sie meinen, dafl die groBe Masse der Geschwulstzellen durch ihren Zerfall
den notwendigen Lokalreiz auf das Wirtsgewebe ausiibt, welcher Reiz
die Stromareaktion und damit das Haften und das Wachstum der Ge-
schwulstzellen begiinstigt. Sie fanden, da8 der Zusatz von nekrotischem
Material in der Tumorzellsuspension einen Tumorangang mit bedeutend
weniger Zellen (100000 Zellen) erméglicht. Je nach der Qualitit des zu-
gesetzten Materials (Organbrei, Tumordetritus, artfremdes Tumor-
material usw.) gliickt auch eher der Angang mit einer kleineren als normal
nétigen Zellanzahl. Auf Grund ihrer interessanten Versuche, aber auch
des einseitigen Gesichtspunktes, von dem sie ihre Versuche vorgenommen
haben, fiihren de Gaétani und Blothner den Schwerpunkt des Angangs
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und des Wachstums einer Impfgeschwulst auf die Qualitit und Quantitit
des abgestorbenen oder absterbenden verimpften Materials zuriick. Sie
meinen auch, dall das unerwartete Angehen einer Impfung mit geringer
Zellanzahl dem Vorhandensein von besonders stark wirkenden ,,Nekro-
hormonen‘’ zu verdanken ist. Obwobl sie die ,,Virulenz*“ der Geschwulst-
zellen als eine Bedingung fiir das Angehen von Tumortransplantationen
fliichtig erwahnen, beriicksichtigen sie doch in ibren Schlufifolgerungen
nur die Qualitit des nekrotischen Materials und nicht die Qualitiaten der
lebenden Zellen.

Kehren wir aber zu den eigenen Befunden zuriick. Unser Tumor-
stamm ,,S¢° war zur Zeit seiner hochsten Virulenz imstande, schon mit
nur 3000 Zellen langsam wachsende Tumoren und mit iiber 10000 Zellen
rasch wachsende Geschwiilste zu setzen. Diese Resultate unterscheiden
sich sehr von den bisher bekannten Ergebnissen der Versuche mit aus-
gezihltem Tumorbrei. Zundchst erhebt sich hier ein wichtiger Einwand,
daB namlich bei meinen Versuchen keine gewéhnliche Zellaufschwemmung
verwendet wurde, sondern ein zellhaltiger Extrakt. Man kann mit Recht
einwenden, dal bei der Verimpfung von 3000 und mehr Zellen, wobei 0,1
und mehr Tumorextrakt verimpft wurde, eine ,,Sensibilisierung™ des
Versuchstieres hervorgerufen wurde. Jeder, der mit Geschwulstextrakten
gearbeitet hat, weiB, daB unter bestimmten Umstinden der Extrakt,
statt zu immunisieren, sensibilisiert. Wenn die Dosis von 0,1 cem fiir
eine solche Wirkung zu klein ist, so wére doch 0,5 ccm oder 1,0 ccm Ex-
trakt vielleicht imstande, die ,,Empfanglichkeit” des Tieres zu fordern.
Damit kénnte man den Impferfolg meiner Beobachtung der mitver-
impften Extraktmenge zuschreiben. Die Tatsache, dafl bei den gleichen
Versuchen mit gleicher Weise gewonnenen Extraktmengen des Tumor-
stammes ,,Ca* und bei der Verimpfung von viel héheren Mengen von
Extrakt und Zellen dieser Geschwulst das Resultat stets negativ blieb,
spricht gegen eine solche Annahme. Es konnte aber weiter der Einwand
erhoben werden, daBl die Qualitit des Extraktes des Stammes ,,Sa‘ eine
andere ist als die des Stammes ,,Ca*‘, und zwar in diesem Falle eine stark
sensibilisierende. Um diese Frage zu priifen, ist folgender Versuch an-
gesetzt worden.

Eine Serie von 10 Miusen wurde mit 0,1—1,0 ccem Extrakt I (zellfrei)
des Tumorstammes ,,Sa“ gespritzt und gleichzeitiz wurde denselben
Miusen an einer anderen Stelle dieselben Mengen von Extrakt IT (zell-
haltig) des Tumorstammes ,,Ca* injiziert. Das Resultat war bei simt-
lichen Tieren negativ. Dies besagt, dafl wenn auch der Extrakt des
Tumorstammes ,,Sa‘ eine gewisse lahmende Wirkung auf die Abwehr-
krafte des Tierorganismus besitzt, doch die Zellen des Geschwulststammes
,,Ca’* in einer kleinen Anzahl keinen Tumor erzeugen kénnen. Infolge-
dessen ohne die wichtige Rolle, die wahrscheinlich bei meinen Versuchen
der mitgespritzte Extrakt gehabt hat, iibersehen zuwollen, ist man hier
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berechtigt, den Tumorangang schon mit 3000 Zellen des Stammes ,,Sa"
hauptsichlich der Qualitit bzw. dem Virulenzgrad dieser Zellen zu-
zuschreiben. Es fragt sich nun, ob der Virulenzgrad dieser Geschwulst-
zellen der Virulenz sdmtlicher Tumorzellen des Stammes ,,So“ ent-
spricht. Man konnte behaupten, dafl bei der Behandlung des Tumors
zur Extraktgewinnung die weniger widerstandsfdhigen Zellen zugrunde
gehen und nur diejenigen Zellen am Leben erhalten bleiben, die resi-
stenter sind. Es wiirde also hier eine Art von Auslese der widerstands-
fahigeren Zellen vorliegen. Obwohl wieder in diesem Falle der Vergleich
zwischen unseren beiden Geschwulststimmen und ihrer gleichartig
gewonnenen Extraktflissigkeit gegen eine solche Annahme spricht, halte
ich eine solche ,,Selektion’ der Geschwulstzellen in vitro fiir moglich.
Ausschlaggebend ist, dal eine kleine Anzahl von Geschwulstzellen,
gleichgiiltig ob sie durch eine ,,Selektion® in vitro tibrigblieb oder nicht,
durch ihre Angangsfahigkeit und Wachstumsenergie, mit einem Wort
durch ihre ,,Virulenz®, Impftumoren setzen kann. Dagegen bleibt die
Verimpfung einer viel gréBeren Zellanzahl eines anderen Impftumors bei
gleichen Bedingungen erfolglos, da die Zellen dieses Geschwulststammes
nicht vom gleichen Virulenzgrad wie die Zellen des obigen Impftumors
sind. Damit kommt deutlich die Hauptrolle zum Vorschein, die der Virulenz-
grad der Zellen einer Impfgeschwulst fir Angang und Wachstum eines
Impftumors spielt. Die Zellonzahl, die fir die erfolgreiche Impfung eines
Transplontationstumors nitig ist, steht-im direkien Verhdlinis zum Durch-
schnittsvirulenzgrad dieser Geschwulsizellen. Die Bestimmung des Virulenz-
grades bei Benutzung von Tieren einer moglichst bekannten ,,Disposi-
tion“, und zwar nur von lebendem Geschwulstgewebe, wird durch zwei
Zahlen ausgedriickt; erstens durch die ,,absolut minimale, wirksame
Zellzahl, die iiberhaupt einen Erfolg geben kann, und zweitens durch die
soptimal minimale’ Zellanzahl, die stindig einen sicheren Angang und
ein konstantes Wachstum des angegangenen Tumors gibt?.

- Nun kommen wir zur Frage des Wesens der ,,Geschwulstvirulenz*.
Ehrlichk hat versucht, die Virulenzsteigerung bei der fortgesetzten Ge-
schwulsttransplantation durch seine athreptische Theorie zu erkliren.
Er sah das Wesen der Virulenz in einer durch kiinstliche Auslese erzeugten
Erhéhung ad maximum der Aviditit des Receptorenapparates der
Geschwulstzellen gegeniiber den Nihrstoffen der Versuchstiere. Die
englische Schule unter Bashford erklirt die Virulenzsteigerung als eine
vollkommene Anpassung der Geschwulstzellen an die in normalen Tieren
vorhandenen Wachstumsbedingungen. Dasselbe versteht Wogloom unter
der Definition der Virulenz als Adaption. Er meint, daB das Angehen

1 Zur Zeit der durchschnittlichen Virulenz unseres Stammes ,,Sa* war seine
»»absolut minimale*, wirksame Dosis ungefahr 50000 Zellen, die ,,optimal minimale®
ungefihr 400000 Zellen. Bei dem Stamm ,,Ca‘¢ war die erste ungefihr 400000
Zellen, die zweite iiber eine 1!/, Millionen Zellen.
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oder Nichtangehen des Tumors auf einen neuen Wirt von dem Vor-
handensein oder Nichtvorhandensein einer Adaptionsfihigkeit der
Spontangeschwulst abhingt. Hinzu kommt nach Wogloom als zweiter
Faktor die Wachstumsenergie der Geschwulstzellen.

Die heute allgemein herrschende Auffassung iiber das Wesen der
Virulenzsteigerung der Geschwillste durch Tierpassagen ist die An-
passungstheorie. Nach Caspari handelt es sich bei der Virulenzsteigerung
der Impfgeschwiilste um eine Adaption der Geschwulstzellen an das
Milieu, in dem sie sich in einem bestimmten Tier, einer bestimmten
Familie, Tierspezies und Tierrasse befinden. Nach Albert Fischer besteht
die Virulenzsteigerung der Tumoren in einer durch Tierpassagen hervor-
gerufenen Selektion, durch die eine Zellrasse entstanden ist, die anspruchs-
los ist und sich allen individuellen Eigenschaften einer bestimmten Tier-
spezies angepallt hat.

Der Terminus ,,Anpassung’ ist ein zu allgemeiner Begriff; es wird
damit nicht definiert, an was sich die Geschwulstzellen im Wirtsorganis-
mus bei der Virulenzsteigerung angepafBt haben. Mit dem Ausdruck
»Milieu oder ,individuelle Eigentiimlichkeiten wird dies nicht be-
stimmt. Das Milieu kann sehr gut das Nahrmilieu bedeuten, und in dieser
Hinsicht stellt letzten Endes auch die Nutriceptorentheorie Ehrlichs
fiir die Virulenzerklirung einen Anpassungsprozef3 dar. Die athreptische
Theorie Ehrlichs, die seinerzeit eine vielerérterte Streitfrage war, gilt heute
im allgemeinen als endgiiltig widerlegt (siehe néheres dariiber bei Uhlenhuth
und Seiffert). Was die Virulenzfrage anbetrifft, so hat uns die Ziichtung
der Geschwiilste in vitro eindeutig gezeigt, daB die Virulenzeigenschaft
der Geschwulstzellen nicht durch eine Anpassung an das individualfremde
Nahrmilieu des Wirtstieres erklirt werden kann. Wie A. Fischer gezeigt
hat, lassen sich die Geschwulstzellen ohne irgendwelche Anderung ihrer
Virulenzeigenschaften jahrelang in vollkommen fremden Milieu und Néhr-
boden ziichten. Der AnpassungsprozeB also, wenn wir iiberhaupt an der
Anpassungstheorie festhalten wollen, muf efwas anderes als das Néahr-
milieu betreffen.

Wie bei den vorherigen Abschnitten dieser Arbeit aunseinandergesetzt
wurde, wird das Angehen eines Impftumors einerseits von der Angangs-
fihigkeit bzw. der Virulenz der Geschwulstzellen und andererseits von
den Abwehrkriften des Wirtsorganismus bedingt. Zwischen beiden
Faktoren besteht eine spezifische Beziehung. Die Wirkungskraft der
Abwehrkrifte des Wirtes kommt am deutlichsten bei den Speicherungs-
versuchen zum Vorschein. Dadurch wird die Resistenz des Tierorganis-
mus lahmgelegt. Fischer-Wasels und Biingeler haben durch Vital-
speicherung das reticulo-endotheliale System von Mausen bloquiert und
dann den ,,bloquierten‘ Méusen ein mit Chloroform stark geschadigtes
Geschwulstmaterial eingeimpft. Dadurch erreichten sie bei diesen Tieren
rasch wachsende und metastasierende Tumoren, die mit hochvirulenten
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Geschwiilsten zu vergleichen waren. Die Verimpfung desselben Materials
an unvorbehandelte Kontrolltiere blieb ganz erfolglos. Andererseits iiber-
winden bei hochvirulenten Geschwiilsten die Geschwulstzellen, und zwar
schon wenige Zellen, die Abwebrkrifte des Organismus; oder besser
gesagt sind die Geschwulstzellen gegeniiber diesen Abwehrkriften un-
empfindlich oder indifferent, und kdnnen gewissermaflen ungestért einen
Impftumor setzen. Zwischen diesen beiden Extremen liegen die Impf-
tumoren von einer Durchschnittsvirulenz, bei denen eine grofe Menge
von Zellen verimpft werden mul3, um einen Erfolg zu erzielen. Durch die
groBle Zellmenge wird einerseits ein lokaler Reiz und eine allgemeine
Wirkung auf die Abwehrkrifte des Organismus ausgeiibt, welche das
Haften und das Wachstum von einigen am Leben erhaltenen Zellen
begiinstigen oder iiberhaupt ermdglichen. Andererseits geht man durch
diese Weise sicher, daB in der groflen Zellmenge die nétige Anzahl von
,-widerstandsfahigeren® Zellen sich befindet, aus denen der Impftumor
seinen Ausgang nehmen wird.

Nach dem Gesagten besteht das Angehen eines Impftumors darin, daf
die Geschwulsizellen erfolgreich sich gegeniiber den Abwehrkriften des
Organismus, gleich welcher Art sie sein mégen, lokal oder allgemein, humo-
raler oder celluldrer Natur, durchsetzen. Je mehr quantitativ und quolitativ
die Zellen einer Geschwulst diese Fihigkeit besitzen, desto weniger Zellen
sichern den Angang eines Tumors. Diese Fihighkest der Geschwulstzellen,
die sich als Resistenz oder Unempfindlichkeit gegeniiber den Abwehrkriften
des Organismus dufert, macht einen wesentlichen Teil ihrer ,,Virulenz‘
aus. Insofern besteht die Virulenzsieigerung einer Spontangeschwulst vm
Verlaufe der Tierpassage in einer wahrscheinlich durch Awuslese bedingten
Erhihung der Resistenz und Unempfindlichkeit der Geschwulstzellen ad
maximum,; wenn uberhaupt dieser Tumor dbertragbar ist, also Zellen
besitzi, die gegen die Abwehrkrifte von Tieren des gleichen Spezies, der
gleichen Rasse und Zucht resistent sind. Man kann sich diesen Prozef
auch als eine Anpassung vorstellen, dafs namlich die Zellen der hochviru-
lenten, Tumoren an die Abwehrkrifte einer Tierspezie sich angepaft haben,
so daf3 die Abwehrkrifte des Wirtes fir sie nicht mehr schidlich sind. Man
konnte sogar annehmen, dafl die virulenten Geschwulstzellen sich in
einem dhnlichen Zustand befinden, wie momentan einige Zellen am Rande
eines Transplantates, besonders von normalen Geweben (Leber). Rissle
meint, daf} es bei einem solchen Fall denkbar wére, dal die wenigen, am
Rande des Transplantates iiberlebenden Zellen sich im Augenblick des
Eindringens der heterolytischen Stoffe des Wirtes in einer Phase mini-
malsten Stoffwechsels, gewissermaBen ruhend oder schlafend sich
befinden und infolgedessen das Gift nicht in einer das Zelleben gefihr-
denden Menge, sondern nur in einer Reizdosis aufnehmen. Insofern kann
man einen dhnlichen aber dauernden Zustand fir die virulenten Tumor-
zellen annehmen, weil bekanntlich die Geschwulstzellen eine Verminderung
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der biochemischen Empfindlichkeit aufweisen, die vermutlich bei hoch-
virulenten Tumoren noch weiter vermindert wird.

Diese Unempfindlichkeit bzw. Virulenz betrifft meistens spezifisch
die Abwehrkrifte einer bestimmten Rasse oder Zucht eines Tierspezies,
erweitert sich aber auf die anderen Rassen desgelben Tierspezies und kann
sogar auf die Abwehrkrifte einer anderen Spezies sich ausdehnen. So
sind meines Erachtens manche gelungenen heterologen Geschwulst-
transplantationen, bei denen keine kiinstliche Empfanglichkeit des
Wirtes vorliegt, zu erkliren.

DaBl das Wesen der Virulenz der Geschwulstzellen in einer Resistenz
oder Unempfindlichkeit gegeniiber den Abwehrkriften des Wirtsorganis-
mus besteht, beweist auch der auffillige Unterschied in der Ubertraghbar-
keit zwischen den verschiedenen spontan oder kiinstlich erzeugten
Geschwiilsten. Grofitenteils sind die Spontantumoren uniibertragbar.
Thre Zellen verfiigen also nach Wogloom iiber keine Adaptivitit an den
neuen Wirt. Eher verfiigen sie aber iiber keine unempfindlichen oder
resistenten Zellen gegeniiber den Abwehrkréiften des Wirtes. Von den
iibertragbaren Spontantumoren gehen manche bei der ersten Uberimpfung
mit einer minimalen Ausbeute, andere mit einer sehr weit héheren, wie
30 und sogar 50% an. Noch deutlicher kommt dieses zum Vorschein
beim Ehrlich-Chondrom, welches gleich bei der ersten Ubertragungs-
serie einen 90 %igen Angang gab. Ehrlich selbst fiihrte diese ungewshnliche
Erscheinung nicht mehr auf eine nihrstoffliche Anpassung des Chon-
droms an den neuen Nahrboden zuriick, sondern, wie er sagt, ,diese
leichte Ubertragbarkeit des Chondroms beruht offenbar auf einer auch
sonst nachweisbaren hohen Resitsenz seiner Zellen*. Er erklirt dies durch
den angeblich embryonalen Charakter des Chondroms, welches offenbar
ein einseitig entwickeltes ,,Embryom® war. Caspari erklirt diese hohe
Resistenz bzw. Virulenz des Chondroms dadurch, dafi die Chondrom-
zellen ,.stets in groBeren Verbanden bleiben und durch die reichliche
hyaline Zwischenschicht, in der sie eingekapselt liegen, der Gegenwirkung
des Organismus Widerstand leisten. Wenn auch hier der Resistenz der
Geschwulstzellen ein mehr stofflicher und mechanischer Charakter zu-
geschrieben wird, sieht man doch, dafl die hohe Virulenz des Chondroms
aus der Resistenz seiner Zellen zu erkliren ist. Ob also das Wesen des
Begriffes Virulenz in einer Indifferenz oder Unempfindlichkeit der Ge-
schwulstzellen durch Anpassung an die Abwehrkrifte des Wirtsorganismus,
welches am ehesten fiir die Virulenzsteigerung anzunehmen ist, liegt, oder
ob dieses Wesen in einer angeborenen oder erworbenen Resistenz der Ge-
schwulstzellen besteht, das Resultat ist immer das gleiche, nimlich daff diese
Zellen die Eigenschaft besitzen, unversehrt von den Gegenkriften des Wirts-
organismus zu bleiben.

Der Grad der Resistenz oder Unempfindlichkeit der Geschwulst-
zellen bestimmt ihren Virulenzgrad. Auf die Wirkung, die die Tumor-
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zellen entsprechend ihrer Virulenz auf den Wirtsorganismus ausiiben,
soll hier nicht eingegangen werden. Jedenfalls ist auch diese Eigenschaft
in der Geschwulstzellenvirulenz mitzuberechnen.

Die Resistenz im Sinne des Begriffes ,,Virulenz“ der Geschwulst-
zellen soll als eine Eigenschaft aufgefafit werden, die spezifisch den Trans-
plantationsvorgang betrifft. Es scheint aber, dal die Zellen einer hoch-
virulenten Geschwulst nicht nur tbertragungsfest sind, sondern auch
gegen duBerliche Schidigungen sich resistenter erweisen. So hat Rdssle
beobachtet, daf bei der Transplantation von in flissigem Stickstoff auf
mehrere Minuten gefrorene (— 195,70%) Geschwulststiickchen, bei viru-
lenterem Ehrlich-Sarkom mehr Zellen am Leben erhalten bleiben als beim
Ehrlich-Carcinom. Noch wichtiger ist die Tatsache, daB, wie mir meine
Immunitédtsversuche gezeigt haben, die Geschwulstzellen unseres hoch-
virulenten Stammes ,,8a'* wicht nur an die Abwehrkrifte einer normalen
Maus vollkommen ,angepaft’ sind, sondern auch gegen die immuni-
satorischen Krifte von Mdausen, die gegen das Ehrlich-Carcinom hoch-
immunisiert waren, sich als stark resistent erweisen.

Die ,,Virulenz* 148t sich bei der Zuchtung der Geschwulstzellen in
vitro weder férdernd noch mindernd beeinflussen. Damit zeigt sich die
., Virulenz als eine irreversible Eigenschaft der Tumorzelle. An und fir
sich aber ist die Geschwulstvirulenz keine konstante Grofle. Sie wird
durch exogene Schidigungen, wie mechanische, thermische, chemische,
aktinische usw. stark beeinflufit. AuBerdem wird die Virulenz durch
endogene, durch den Wirt selbst bedingte Faktoren beeinflufit. Die
periodischen, jahreszeitlichen und vielleicht auch meterologisch bedingten
Virulenzschwankungen der Impftumoren sind mindestens zum Teil
mittelbar durch den Wirt selbst bedingt. Die hormonale Beeinflussung
(Schwangerschaft!), die Kostwirkung usw. auf die Virulenz einer Impf-
geschwulst sind bekannt. Bemerkenswert ist die Beeinflussung der
Geschwulstvirulenz sowohl in Hinsicht des Angehens, als auch des
Wachstums, durch den Gesundheitszustand des Wirtstieres. Beides ist
bei kranken Tieren stark gehemmt. In dieser Beziehung weichen die
Geschwulstzellen, wie auch Schone bei Vergiftung der Wirtstiere beob-
achtet hat, von den Parasiten ab, mit denen sie in anderen Beziehungen
groBe Analogien aufweisen, die besonders beim System ,,Geschwulst-
zellen-Wirt* zur Geltung kommen. Noch besonders zu erwihnen sind die
plotzlich explosiv auftretenden Virulenzsteigerungen, die aber wieder,
wie bei meinerm Fall, zu ihren fritheren Werten zuriickfallen. Dies alles
zeigt die Labilitit des Virulenzfaktors bei den Tierversuchen.

Was die zweite Virulenzkomponente, die Proliferationsenergie oder
Wachstumsgeschwindigkeit (Ottensooser) der Geschwulstzellen anbetrifft,
pflegt sie meistens Hand in Hand mit der Ubertragbarkeit zu gehen. Dies
ist anch bei unseren Tumorstdmmen zn sehen. Als eine markante und
seltene Ausnahme gilt das Ehrlich-Chondrom, welches 100% angeht,
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aber eine verhiltnismiBig geringe Wuchsenergie aufweist. Doch sind
auch in diesem Falle beide Virulenzkomponenten nicht absolut und scharf
zu trennen, weil, wie Ehrlich erwihnt, die Schnelligkeit des Chondrom-
wachstums infolge der Tierpassagen eine aulerordentliche Steigerung
erfahren hat. Der enge Zusammenhang beider Virulenzkomponenten
wird auch dadurch bewiesen, daB beide in derselben Weise von den Ab-
wehrkriften des Organismus beeinfluit werden. Wie aus der Tabelle 1
zu ersehen ist, wachsen die Tumoren, die durch kleinste Zellzahl gesetzt
wurden, bedeutend langsamer als diejenigen, die durch Verimpfung von
grofleren Zellzahlen erzielt wurden. Dasselbe hat Witie festgestellt,
némlich dafl das Wachstumstempo der Tumoren der Zahl der verimpften
Zellen etwa proportional ist, bis zur Verimpfung einer bestimmten hohen
Zellanzahl, mit der ein Grenzwert erreicht wird. Wiife hat versucht,
diesem Phénomen durch die Bestimmung der inhdrenten Wachstums-
energie in der Gewebekultur ndher zu kommen. Er stellte fest, daB die
Zellen der durch kleine Zellzahlen erzeugten Tumoren bedeutend lang-
samer wuchsen als die Zellen derjenigen Tumoren, die mit gréBeren Zell-
zahlen erzielt wurden. Witte fiihrt diese Anderung der Wachstumsenergie
der Geschwulstzellen, die er als Anderung des biologischen Charakters
der Geschwulstzellen betrachtet, auf Einfliisse des Abwehrapparates des
Wirtsorganismus zurtick. Der Organismus ist imstande, bei der Ver-
impfung von relativ geringen Zellmengen entweder das Angehen des Tu-
mors unméglich zu machen, oder nur in kleinstem Umfang zuzulassen.

Wie schon erwihnt wurde, ging mit der Virulenzsteigerung unseres
Stammes ,,Sa‘ eine weitere Entdifferenzierung der Geschwulstzellen
desselben einher. In dieser Beziehung geht die Verulenzsteigerung der
Regel der Malignitdtszunahme der Geschwiilste parallel. Damit kommen
wir zur Frage des Verhdilinisses zwischen den Begriffen ,,Geschwulst-
virulenz und ,,Geschwulstmalignitit'.

Sehr oft wird der Begriff ,,Malignitit* gleich dem Begriff ,,Virulenz*
gesetzt. So sagt z. B. Lewin: ,,Die Malignitit eines Tumors setzt sich
aus 4 Faktoren zusammen: Angangsziffer bei der Uberimpfung, Proli-
ferationskraft, Wachstumsschnelligkeit und Metastasenbildung™. Damib
verwechselt Lewin die Begriffe , Malignitdt“ und ,,Virulenz der Ge-
schwiilste.

Der Terminus ,,Virulenz' findet seine Anwendungsberechtigung nur
beim Tronsplantationsvorgang, und die Virulenz ist als Eigenschaft der
Geschwulstzellen nur wihrend des parasitiren Lebens dieser Zellen auf
einem fremden Organismus verstindlich. Daher kann man nicht von der
Virulenz eines Spontantumors sprechen, solange der Tumor nicht auf ein
anderes Tier iibertragen wurde. Aber auch aus anderen Griinden kann
man nicht die Malignitdt und Virulenz gleichsetzen.

Die Malignitiit einer Geschwulst setzt wicht ihre Ubertragbarkeit voraus
bzw. wmgekehrt. Viele klinisch und morphologisch bésartigen Geschwiilste
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lassen sich iiberhaupt nicht iibertragen. Dagegen sind nicht selten gut-
artige Geschwiilste tibertragbar. Es sei nur auf die Arbeiten von Loeb,
Lubarsch, Robinson, Grauer, Picco und neuerdings die von Oberling und
Guerin hingewiesen. Die meisten der genannten Forscher haben benigne
Fibroadenome der Mamma von Ratten erfolgreich in mehreren Passagen
homolog transplantieren konnen. Auch das ,hochvirulente* Ehrlich-Chon-
drom wird im Vergleich mit anderen weniger virulenten, aber bedeutend
bosartigeren Impfgeschwiilsten als relativ gutartig betrachtet. Meistens
aber wird eine Virulenzsteigerung der Transplantationstumoren von einer
Erhohung der Malignitit begleitet. In manchen Féllen zeigen sogar, wie
bei unserem Tumorstamm ,,Sa* diese hochvirulenten Impfgeschwiilsten
durch ihr iiberaus rasch infiltratives Wachstum, die zahlreichen groflen
Metastasen und den Untergang der Tiere in kiirzester Zeit, eine hoch-
gradige Malignitéit, die bei Spontantumoren der Maus kaum vorkommen.
Obwohl also, wie meistens, bei den virulenten Impftumoren, beide Begriffe
Hand in Hand gehen, sind sie stets auseinander zu halten.

Die Frage des Zusammenhangs zwischen der Virulenz der Geschwulst-
zellen und den Metastasen werde ich hier nur kurz streifen, da diese
Frage ausfiihrlicher in einer anderen Arbeit iiber die Metastasenfrage
erdrtert werden soll. Die Beziehung zwischen der Geschwulstvirulenz
und dem Vermégen der Geschwulstzellen Tochtertumoren anzusetzen,
offenbart sich sehr deutlich bei unserem Tumorstamm ,,Sa‘. Zur Zeit
seiner hochsten Virulenz setzte dieser Tumor in kiirzester Zeit nach der
Transplantation (5—7 Tage) zahlreiche Metastasen. Abgesehen von der
allgemeinen Wirkung des Tumors, die die Entwicklung dieser Metastasen
wahrscheinlich begtinstigt hat, ist in diesem Falle das Kolonisationsver-
mdgen der Geschwulsizellen dieses Tumors hauptsichlich auf die Virulenz
seiner Zellen zuriickzufibren. Es ist leicht denkbar, daB, wenn so wenige
Zellen dieser Impfgeschwulst imstande waren, iiberhaupt einen Tumor
anzusetzen, auch die wenigen in die Organe iibergesiedelten Zellen
die Fahigkeit hatten, die Organresistenz zu brechen und eine Tochter-
geschwulst zustande zu bringen.

Zum SchluB seien einige Worte iiber die zellfreie Ubertragung von
Saugetiertumoren gesagt. Auch meine Versuche haben wieder gezeigt,
dafl Verimpfung von zellfreiem Geschwulstextrakt, in der Weise, wie wir
die Extrakte hergestellt haben, bei sehr langer Beobachtung der Tiere
stets erfolglos geblieben sind. Dies wurde auch bei dem hochvirulenten
Tumor ,,8a° bestétigt, bei dem sonst nur wenige Zellen imstande waren,
einen Impftumor anzusetzen. Auch Verimpfung von getrocknetem
Geschwulstgewebe des Stammes ,,Sa (2 Wochen lang in Zimmertem-
peratur) blieben bei 6 Monate langer Beobachtung erfolglos.

Als ein wichtiger Beweis fiir die Existenz eines Krebsvirus bei den
Saugetiergeschwiilsten wird bekanntlich unter anderen auch die Tatsache
ausgefiihrt, dall durch die Verimpfung von metastasenfreien und angeblich
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tumorzellenfreien Organen, sowie von Blut impftumorentragenden Tieren
positive Ergebnisse erzielt wurden (Blumenthal, Auler 1. a.). Zu anderen
Zwecken habe auch ich solche Organtransplantationen vorgenommen.
Austiihrlich werde ich iiber die Ergebnisse dieser Versuchsserien in den
folgenden Arbeiten berichten. Hier sei nur erwdhnt, daf die Transplan-
tationen der Organe, von Méusen mit Tumoren unserer beiden Geschwulst-
stimme durchschnittlich folgende Zahlen von erfolgreichen Impfungen
ergaben. Beim Stamm ,,Ce’, wurde durch die Lymphknotenverimpfung
ungefiahr ein Erfolg von 50% erzielt, durch die Lungentransplantation
10% ; die Leber-, Milz- und Nierentransplantationen blieben stets erfolg-
los. Beim Stamm ,,S8¢°‘, und zwar zur Zeit seiner héchsten Virulenz wurde
bei simtlichen vorgenommenen Organverimpfungen (Lymphknoten,
Lungen, Leber, Milz, Nieren) fast ein 100%iger Erfolg erzielt. Diese
Zahlen beziehen sich hauptsichlich auf Transplantationen von makro-
skopisch metastasenfreien Organen. Mikroskopisch wurden nicht selten
sehr kleine Metastasen oder Tumorembolien in den Lymphgefdfen der
Lungen gefunden. Um mit einer gewissen Sicherheit ausschlieflen zu
konnen, daf bei diesen Organen auch mikroskopische Metastasen vor-
handen sind, muB man das ganze Organ in ununterbrochenen Serien-
schnitten untersuchen. Wenn aber auch keine Metastasen gefunden
werden, so ist das Vorhandensein von einzelnen, zerstreuten, im Organ-
parenchym gelegenen Geschwulstzellen keineswegs auszuschlieen. In
einem solchem Fall ist es unmdglich, mit Bestimmtheit die zwischen den
Organzellen frei liegenden Tumorzellen zu erkennen und dies besonders
bei der Milz, mit der die obenerwihnten Forscher ihre Versuche vorge-
nommen haben. Die Behauptung, daf in diesem Fall die Geschwulst-
zellen wegen ihrer geringen Anzahl nicht imstande sind, Impftumoren
zu erzeugen, wird von meinen Befunden widerlegt. Es wurde gezeigt,
daB hochvirulente Geschwulstzellen in bisher unerwartet geringer Anzahl
Impftumoren ansetzen kénnen. Gerade aber diese in den Organen einzelnen
und zerstreut liegenden ,schlummernden” Geschwulstzellen, wenn sie auch
aus mdipig virulenten Tumoren stammen, sind meines Erachtens besonders
stark virulent. Diese Zellen sind viel stirker den Abwehrkréften des Organis-
mus ausgesetzt gewesen. Hinzu kommi die Organresistenz wnd die Higen-
tiimlichkeit der dort herrschenden Verhiltnisse, sowie die ,simultane’
Immunitit (Bashford) des Wirtstieres, die das Leben dieser alleinliegenden
Zellen noch stirker geféhrdet. Wenn daher solche Geschwulstzellen tiberhaupt
am Leben erholten bletben, muf} man annehmen, daf sie eine aufergewshn-
liche Resistenz besitzen oder erworben haben. Infolgedessen ist es micht weiter
verwunderlich, wenn eine kleine Anzahl von solchen hochvirulenten Zellen,
die mit dem verimpfien Organstiickchen oder Organbrei an einen neuen Wirt
tibertragen werden, Impftumoren setzen konnen. Das Angehen wird wahr-
scheinlich, wie de Goétani und Blothner meinen, auch von dem mittrans-
plantierten Organgewebe unterstiitzt. Auf die Frage, warum diese Zellen
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meistens keine Tochtertumoren in den Organen, wo sie sich befinden, bilden,
sowie auf das interessante Phénomen der Metastasierung der Tumoren,
die aus solchen Zellen iibertragen sind, werde ich hier nicht weiter ein-
gehen. Das langsamere Wachstum solcher Tumoren ist einfach das gleiche
wie das Wachstum der mit geringerer Zellanzahl erzengten Impftumoren,
wie Witte und ich beobachtet haben. Hier auch ist dieses Phénomen auf
eine Anderung der Proliferationsenergie dieser latent lebenden Geschwulst-
zellen zuriickzufiihren. Ubrigens wuchsen beim Tumorstamm ,,Sa,
die aus Organtransplantation entstandenen Tumoren fast genau so
rasch, wie die mit reinem Ausgangstumorgewebe angesetzten Geschwiilste.
Leicht verstdndlich ist auch bei solchen Organtransplantationstumoren,
die von biologisch verinderten Zellen ausgehen, die Anderung ihres
morphologischen Charakters, die manchmal beobachtet wird.

Zusammenfassung.

Der Begritf der ,,Virulenz* eines tbertragbaren Tumors erschopft
sich nicht in der 100 %igen Angang der Impfung, sondern zeigt sich dar-
iiber hinaus gesteigert durch beschleunigten Tod der geimpften Tiere,
hiufigere Metastasenbildung und schnelleres Wachstum des Tumors.
Weiter konnte gezeigt werden, dafl die Steigerung der ,,Virulenz® mit einer
Abnahme der Zellenzahl einhergeht, welche zum Angehen der Impfung
notig ist. Es konnten erfolgreiche Impfungen mit nur 3000 Zellen erzielt
werden, wahrend sicher zellfreie Filtrate wie in friitheren Versuchen regel-
mi#Big negative Krgebnisse hatten. Dadurch wird die mikroskopisch
festgestellte Tatsache, daB eine Impfgeschwulst ihren Ausgang aus nur
einigen wenigen Zellen nimmt, auch experimentell bestitigt. Das Uber-
leben dieser wenigen Zellen ist hauptsichlich auf ihre besonders starke
,,Virulenz‘, oder auf eine hohe Empfinglichkeit (Lahmlegung des Abwehr-
apparates des Tierorganismus) des Wirtes, zuriickzufiihren.

Der Virulenzgrad einer Impfgeschwulst in Hinsicht der Ubertragbarkeit
ist durch zwel Zahlen zu bestimmen: Erstens durch die ,,absolut mini-
male®, itberhaupt wirksame Zellanzahl und zweitens durch die ,,optimal
minimale®, d. h. stindig erfolgreiche Geschwulstzellendosis, bei bekannter
und mdoglichst konstanter Empfanglichkeit der Wirtstiere. Damit gelingt
es, eine feine und verhdltnismaBig genaue Virulenzbestimmung aufzu-
stellen.

Das Wesen des Begriffes ,,Virulenz* in Hinsicht der Ubertragbarkeit
liegt in. der Resistenz oder Unempfindlichkeit der Geschwulstzellen gegen-
iiber den Abwehrkriften des Wirtsorganismus. Die Virulenzsteigerung
eines Impftumors im Verlaufe der Tierpassagen findet durch eine Auslese
der resistenteren oder unempfindlicheren Zellen und durch Anpassung
derselben an die Abwehrkrifte einer Tierspezies, ihrer Rassen und sogar
selten auch einer fremden Tierspezies statt. Meistens erhéht sich gleich-
zeitig die Wachstumsenergie der Geschwulstzellen. Obwohl in der Regel
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die Virulenzsteigerung eines Impftumors von einer ErhShung seiner
Malignitdt begleitet wird, sind diese Begriffe stets auseinander zu halten.
Die Malignitit einer Geschwulst setzt nicht ihre Ubertragbarkeit voraus
bzw. umgekehrt. Der Terminus ,,Virulenz ist den Impftumoren vorzu-
behalten. Die Resistenz der Geschwulstzellen im Sinne des Begriffes
,,Virulenz ist eine Kigenschaft, die speziell den Transplantationsvorgang
betrifft. Bei hochvirulenten Tumoren zeigen sich die Geschwulstzellen
resistent auch gegeniiber Tieren mit kiinstlich erhéhten Abwehrkriften
sowie widerstandsfahiger gegeniiber duBerlichen Schidigungen (Kilte).

Die erhéhte ,,Virulenz® der Geschwulstzellen als wichtiger Faktor
fiir die Metastasenbildung der Impfgeschwiilste tritt besonders bei unge-
wohnlich hochvirulenten Tumoren in Vordergrund.

Die Entstehung von Impftumoren nach Transplantation von Organen
tumortragender Tiere ist nicht auf die Ubertragung von hypothetischem
,,Virus®“ zu beziehen. Solche Tumoren nehmen ihren Ausgang entweder
aus nur mikroskopisch feststellbaren Tumorzellenhiufchen, oder aus
einigen wenigen in dem Organparenchym zerstreut liegenden Geschwulst-
zellen. Diese ,,schlummernden® Zellen, die den Abwehrkriften des Orga-
nismus besonders ausgesetzt sind, miissen dazu besonders hoch resistent
bzw. leicht iibertragbar sein.
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