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1. Die Malignitiitsfrage

Es ist nicht immer leicht, die Malignitédt eines gegebenen Tumors
histologisch zu bezeichnen. Bei der experimentellen Krebserzeugung
durch chemische Substanzen ist eine vorsichtige Beurteilung der histo-
logischen Befunde erforderlich, um die Malignitét der dadurch erzeugten
Gewichse festzustellen. Aber, wenn die Carcinogenizitit einer chemi-
schen Substanz einmal allgemein anerkannt ist, so geschieht es leicht,
daB die histologische Untersuchung der so erzeugten experimentellen
Tumoren vernachlissigt wird. Denn das Vorurteil, daf die dann vor-
liegenden Gewichse bestimmt in die Malignitdt iibergehen, verhindert
dann die wirkliche mikroskopische Feststellung der Malignitdt im ein-
zelnen Falle.

Bei der Entwicklung des malignen Hepatoms durch die Azo-Ver-
bindungen wird die Begleitung durch ausgedehnte Gallengangswuche-
rungen, die ja nicht selten geschwulstdhnliche Gebilde darbieten,
héufig beobachtet und gewohnlich als ,,Cholangiom* bezeichnet. Aber
ihre Geschwulstnatur, nicht zu sprechen von der Malignitit, ist offenbar
noch fraglich, da weder Metastase noch eine Transplantation dieses sog.
Cholangioms bekannt ist. Dazu ist die (Gallengangswucherung keine
unbedingte Folge der Wirkung der Azo-Verbindungen auf die Leber.
Bei der Einverleibung von geniigend kleinen Dosen der Substanz
wird eine primdre, mikroskopisch reine Wucherung der Leberzellen
hervorgerufen, welche zur endgiiltigen malignen Entartung der Leber-
zellen fithrt. Weder die genannte Wucherung der Gallengangsepithelien
noch die cirrhotische Bindegewebswucherung, welche hiufig als voraus-
gehende oder vorbereitende Verinderungen der Hepatomentwicklung
beobachtet werden, treten jemals in den Vordergrund dieser Spielart
der Carcinombildung der Leberzellen. Im Lichte unserer Beobachtungen

* Herrn Professor Dr. RoBERT ROssLE, meinem Lehrer, zum 80. Geburtstag.
Virchows Arch, Bd. 330 6a
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sind beide Verdnderungen, die Gallengangswucherung wie die sog.
Cirrhose durch Azo-Verbindungen, mit Recht als sekundire, reparato-
rische Gewebsreaktionen infolge der Gewebsschidigungen der Leber
zu betrachten, welche durch eine iibermiBige Darreichung der Substanz
hervorgerufen werden. Zum Zweck der sauberen Darstellung der
carcinogenen Aktivitit einer chemischen Substanz ist eine Schwellen-
dosis, wenn sie sich auch nicht immer genau bestimmen 148t, zu beriick-
sichtigen. Eine Uberdosierung verursacht Verwirrung der histogene-
tischen Prozesse durch Beimengungen von unvermeidlichen begleitenden
Schiidigungen des betreffenden Gewebes durch die Substanz.

Bei den iiblichen Experimenten zur Erzeugung des Hepatoms werden
die Azo-Verbindungen sicherlich {iberdosiert. Die Reduktion bis zur
Hilfte der jetzt gebrduchlichen Dosis erlaubte mir eine Verfolgung der
Histogenese des Hepatoms von der initialen Wucherung der Leberzellen
bis zur endgiiltigen malignen Entartung derselben, ohne wesentliche
Begleitung durch Verdnderungen der ibrigen Gewebselemente der
Leber. Das Hepatom wird in diesem Fall demgemiB betrachtet als die
Folge der priméiren formativen Reizung der Leberzellen durch Azo-
Verbindungen19*. Diese Beobachtung machte die Geschwulstnatur
des so einfach durch Azo-Verbindungen angenommenen Cholangioms
immer mehr fraglich, wenn auch die Intensitit der Wucherung der
Gallengangsepithelien im Vergleich mit solchen nach Leberschidigung
durch andere Lebergifte betrdchtlicher sein kann.

Die morphologische Auffassung der Malignitét des Geschwulst-
wachstums ist von M. BorsT 1932 durchaus gekennzeichnet worden?,
und die damals von ihm hervorgehobenen Schwierigkeiten des Problems
scheinen immer noch unverdndert in der Geschwulstpathologie zu be-
stehen. Als ich frither das experimentelle Hepatom durch o-Amidoazo-
toluol zuerst histologisch studierte, wurde die Bezeichnung ,,Hepatom‘
nur auf solche Gewéchse beschriinkt, welche ich durch méglichst strenge
histologische Untersuchungen als maligne beurteilen konnte®. Aber als
ich solche histologische Préparate Herrn Professor Borsrt vorlegte (1936),
fragte er mich, nach dem Durchsehen der ganzen Reihe der Priparate,
ob ich alle die Priparate als maligne bezeichnen wolle. Meine bejahende
Antwort wurde mit seinem stillen Licheln erwidert, welches ich mit
meinem Lécheln begriifite. Dieser vergniigte Gedankenaustausch ge-
schah damals ganz kurz und still, aber lie§ mir die immer noch haftende
Aufgabe der ,histologischen Malignitit* zuriick.

* Meine damalige Arbeit itber die Histogenese des experimentellen Hepatoms
mit besonderer Beriicksichtigung der Frage der formativen Reizung VIRCHOWS
verdankt ihre Anregung Herrn Prof. R. ROssLE. Meine primére Absicht, die
Arbeit in diesem Archiv erscheinen zu lassen, wurde durch den Ausbruch des
II. Weltkrieges verhindert.
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Der Begriff der Stufen der Malignitdt von Professor ROssLE? war
eine mich so intensiv interessierende Darstellung, daB ich in einer japa-
nischen Zeitschrift ihren Kommentar versuchte. In der pathologischen
Anatomie der malignen Geschwiilste des Menschen a8t sich in der
Tat die Malignitdt der Geschwulst nur mit dem Begriff der ,,Stufen** auf-
fassen. Denn die Malignitdt des Geschwulstwachstums in der Medizin
ist nichts anderes als der Grad der Intensitdt der Schidigung, welche
durch das Tumorwachstum auf den Kérper oder die Gewebe des Kranken
ausgeiibt wird und welche einen stufenweisen Unterschied auch in den
anatomischen Bildern der Aggression und der Abwehr zwischen den
beiden einander gegeniiberstehenden Geweben des Tumors und des
Wirtes wahrnehmen la8t.

Die einzelnen Krebsfille des Menschen wiederholen sich nicht. Die
Wachstumsweise der Krebszellen eines gegebenen Krebsfalles kann man
in der Regel nur einmal, und zwar unter den gegebenen Umstdnden
beobachten. Es kommen dabei nur die Zustandsbilder irgendeines
Momentes aus den immer schwankenden gegenseitigen Wirkungen
zwischen Tumor und Wirt zur Beobachtung. Diese Bilder der verschie-
denen Fille kénnen miteinander verglichen werden. Aber es ist nicht
moglich, dieselben Krebszellen unter verdnderten Umstinden oder unter
den anderen Bedingungen bei anderen Wirten wiederholt zu beobachten.

In der experimentellen Krebsforschung, wo die Krebszellen als
solche in die unmittelbare Beobachtung gebracht werden kinnen, ist
die Lage anders. Der Begriff des Grades oder der Stufen der Malignitit
kann hier nur von geringem Belang sein. Denn die Tumorzellen sind hier
nur solche lebendige Wesen, die sich einfach vermehren, und solange
nur die Zellen als solche in Betracht kommen, bleibt ihre bése Intention
natiirlich auBerhalb der Entscheidung liegen. Es ergibt sich hier also die
neue Frage nach der Malignitdt der Zelle selbst anstatt der Malignitit
des Tumors als Ganzes. Es ist die Frage nach der Moglichkeit der Cha-
rakterisierung oder Begriffsbestimmung der malignen Zelle im Rahmen
der Pathologie. Die Studien am Ascitestumor oder der Versuch der
Transformation des soliden Tumors in die ascitische Wachstumsform
stellen uns vielleicht vor diese Aufgabe

Ascitiseche Transformation des Hepatoms. Meine Studien iber den
Ascitestumor gehen urspriinglich auf die Stromafrage der Geschwiilste
zuriick. In den gutartigen Tumoren, welche eine Art kontinuierlichen
Uberwuchses des normalen Gewebes darbieten, ist das Stroma der Ge-
schwiilste verstindlich und 148t sich morphologisch verstehen. In den
malignen Gewichsen dagegen, wo die cellulire Wucherung im Vorder-
grund steht, konnte eine erfolgreiche Verfolgung nach dem allgemein-
giilltigen eigenen Stroma der Geschwulst, welches fiir weiteres Leben
und Proliferation der Zellen eine unentbehrliche Voraussetzung sein
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wird, niemals mdglich sein'!, Deshalb wurde das Interesse auf die andere
Form des Tumorwachstums gerichtet, wo die Geschwiilste ihr Wachs-
tum ohne geformtes oder gewebliches Stroma fortsetzen kénnen. Das
Vorbild dieser Wachstumsform findet sich im sog. ,,Asciteskrebs®, der
1932 vom EmrricHEschen Miusekrebs abgeleitet wurdes®.

Es wurde zuerst erwartet, dafl die malignen Tumoren, nachdem sie
entweder histologisch ein infiltratives Wachstum angenommen oder sich
transplantabel erwiesen haben, immer die Moglichkeit der Trans-
formation in die Ascitesform aufweisen wiirden. Aber das Resultat der
Experimente fiel gegen diese Erwartung aus. Selbst die transplantablen
Tumoren waren nicht immer umformungsfihig.

In dieser Beziechung ist die Voraussetzung bemerkenswert, die von
G. KLeiN® vorgeschlagen wurde, dafl es unter den malignen, fransplan-
tablen Tumoren den Unterschied beziiglich der biologischen Natur der
Elemente in der Weise gibt, daB sie einmal fiir die Proliferation in der
Ascitesfliissigkeit geeignet sind, wihrend es bei den anderen nicht der
Fall ist. Diese Differenz sollen nach ihm die Tumorzellen den ihnen
innewohnenden biologischen Eigenschaften verdanken.

Nach meinen Erfahrungen liefert das experimentelle Hepatom der
Ratte ein niitzliches Beispiel zur Priifung der ascitischen Umformungs-
fihigkeit von Geschwiilsten. Ich habe diesbeziigliche Studien 1950 mit
der Hilfe von mehreren Assistenten angefangen, die die verschiedenen
Abschnitte der Arbeit erfolgreich ausgefiihrt haben. Die einzelnen
Arbeiten sind seitdem in ,,Gann®, der japanischen Zeitschrift fiir Krebs-
forschung serienweise verdffentlicht worden und werden sich weiter
fortsetzen. Die Erfahrungen bei diesen Studien mit dem sog. Yoshida-
Sarkom, einem Ascitessarkom der Ratte, mit dem wir uns seit 1943
beschiftigt haben, dienten als Unterlage fiir die Experimente am Ascites-
hepatom.

Unter 61 experimentellen Hepatomen der Ratte, welche histologisch
als maligne bezeichnet wurden, erwiesen sich 23, d.h. ungefdhr 37%,
als transplantabel in die Peritonealhohle der gewohnlichen, kduflichen
Albino-Ratte. Unter diesen transplantablen Tumoren wurden nur 5 in
die Ascitesform transformiert. Es 148t sich also zusammenfassend sagen,
daB ungefihr 8% (5 unter 61) aller histologisch mraligne bezeichneten
Hepatome und 21% (5 unter 23) der transplantablen Hepatome in die
Ascitesform umformungsfihig waren!?.

Es ist von Interesse, daB in vielen Fiéllen der priméren Hepatom-
tiere spontan ein Tumorascites entsteht, d.h. eine spontane Befreiung
der Hepatomzellen in die Bauchhohlenfliissigkeit stattfindet. Es ist
eine Art von Peritonitis carcinomatosa. Die Menge der in der Flissig-
keit frei liegenden Tumorzellen variiert je nach Fall mit ziemlich grofer
Schwankungsbreite.
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Die Transplantation mit diesem spontanen Tumorascites wurde
jingst von neuem untersucht, und das Resultat ist in Tabelle 1 ange-
geben't. Es wurde zunéchst erwartet, dall die intraperitoneale Trans-
plantation mit der Flissigkeit, die freie Hepatomzellen enthielt, immer
mit der Bildung von Ascites-Hepatomen ausfallen wiirde. Aber 4 unter
9 positiven Fillen kehrten in Wirklichkeit wieder zur knotigen Tumor-
bildung zuriick, ohne die erwartete Bildung von Ascites-Hepatomen zu
zeigen. Einer von diesen 4 Fillen zeigte gleichzeitig in anderen Tieren
die Transformation in die Ascitesform. Aber die iibrigen 3 Fille, welche
alle sehr langsam wuchsen, blieben immer in knotiger Form wéhrend
der ganzen Zeit der Fortsetzung der
sukzessiven Transplantation bis zur .

6. Generation, wo der Versuch ab- plantation des spontanen Tumor-
’ ascites der primdren (experimen-
gebrochen wurde. tellen) Hepatom-Ratte

Tabelle 1. Intraperitoneale Trans-

Ascites- und Non-aseites-Hepatom. — Erfolgreiche Transplantation
dlle

Der TUnterschied zwischen beiden im Knoten [ im Ascites
Formen ist keineswegs ein absoluter.
Auch in den non-ascitisch bezeich-
neten Fillen gibt es ja mehr oder weniger Flilssigkeitsansammlung in
der Bauchhdhle, die mitunter geringe Mengen von Tumorzellen oder
Inseln (s. unten) enthalten kann. Aber die Menge der Flissigkeit oder
der Tumorzellen ist so geringfiigig, daf die Transplantation mit der
Fliussigkeit nicht angeht. Die Tumorzellen von derartigen Féllen
wachsen fast ausschlieBlich in der Weise, daf} sie viele Tumorknoten auf
der Oberfliche des Peritoneums bilden und in die darunterliegenden
Gewebe weiter einwachsen. Es kdme daher zuerst die Erkldrung in
Betracht, daf die Tumorzellen dieser Fille die Stromareaktion vom
Wirtgewebe fiir ihr weiteres Wachstum nicht entbehren kénnen. Das
wiirde sich von der anderen Seite derart formulieren lassen, daB die
Tumorzellen dieser Félle noch unter der Bedingung, nur in einem einiger-
maBen bestimmten zelligen Zusammenhang weiterzuwachsen, stehen
bleiben, d.h. daB} sie noch nicht mit der Fihigkeit ausgestattet sind,
das isolierte, einzelzellige Leben schrankenlos weiterzutreiben.

19 4 ( 5

Dagegen ist bei der ascitischen Form die Proliferation der Tumor-
zellen in der Ascitesfliissigkeit so lebhaft, daBl die Fliissigkeit in der
Regel einen Zustand von fast reiner Kultur der Tumorzellen darbietet
und daB die sukzessive Transplantation ausschlieflich mit der Fliissig-
keit praktisch unendlich fortgesetzt werden kann. Aber eine gleich-
zeitige knotige Tumorbildung in der Bauchhohle 188t sich nicht ver-
missen, und zwar kénnen in einigen Féllen die Tumorbildungen so grof-
artig sein, daBl die an der Tumorbildung teilnehmenden Tumorzellen
zahlenmiBig diejenigen in der freien Flissigkeit iiberwiegen.
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Die Tumorzellen zeigen dabei also augenscheinlich doppelte Fihig-
keit des stroma-freien Wachstums einerseits und des knotigen oder
solid-geweblichen Wachstums andererseits. Das letztere moge zeigen,
daf die urspriingliche Eigenschaft der somatischen Mutterzellen, den
gefilbindegewebigen Apparaten sich anzulegen, noch in den Tumor-
zellen trotz alledem beibehalten ist.

Der wesentliche Unterschied zwischen den ascitischen und non-
ascitischen Hepatomen besteht also nur darin, daBl im ersten Fall die
sukzessive Transplantation mit der Ascitesfliissigkeit immer weiter
fortgesetzt werden kann, wihrend dies bei dem letzteren nicht der
Fall ist.

Es gibt daber den einen Unterschied unter den Tumorzellen
der Hepatome verschiedenen Ursprungs, dafl einige von ihnen nur
in solider Form mit Unterstiitzung des Stromas wachsen konnen,
waihrend andere ganz isoliert und suspendiert in der Ascitesfliissigkeit,
ohne die Unterstiitzung des Stromas zu fordern, weiterzuwachsen
befdhigt sind.

Es ist von Interesse zu fragen, ob es eine Art von Hepatomzellen
gibt, welche nur in der Ascitesform zu wachsen befdhigt ist. Hs ist
sicher, daf} einige graduelle Unterschiede in dem Grade und der Ge-
schwindigkeit der Ansammlung des Ascites je nach dem Hepatomstamm
sich finden. In einem Stamm von unseren jetzigen 10 Ascites-Hepatomen
(s. unten) wachsen die Zellen so lebhaft und rasch in der Fliissigkeit,
daff die Tumortiere hauptsichlich durch die Vermehrung des Ascites
getOtet werden. Aber auch bei diesen Tieren werden zahlreiche miliare
Tumorknétchen an der Peritonealfliche gebildet, und die Zellen wachsen
in die darunterliegenden Gewebe hinein. '

BEs ist schwierig, einen Transplantatstamm von der non-ascitischen
Form des Hepatoms zu verfolgen, da in diesen Fillen die Geschwiilste
gewohnlich sehr langsam wachsen und die Zeitdauer bis zum Tod der
Tumortiere ziemlich stark variiert, je nach Fall, so dafl es praktisch
unmdglich ist, die Transplantation solch eines Tumors lang fortzusetzen.

Kurz, die Transplantabilitit des Hepatoms und die Fihigkeit des
Tumors, ascitisch zu werden, gehen soweit immer parallel, d.h.ein Hepa-
tom, das leicht transplantiert wurde und mit regelméBigem Tempo wuchs,
zeigte gleichzeitig immer die Fihigkeit des ascitischen Wachstums,

Die celluliire Autonomie. Das autonome Wachstum des malignen
Tumors bezieht sich gewthnlich auf das,, Tumorgewebe als Ganzes,
welches unabhiingig von der biologischen Regulierung des Wirtorganis-
mus schrankenlos wichst. Aber wenn man den Ascitestumor unter dem
Mikroskop betrachtet, so findet man kein geformtes oder zusammen-
gesetztes Gewebe, sondern lauter Zellen, die sich durch mitotische Teilung
unendlich vermehren. Es konnte mit Recht gesagt werden, daBl dies



Studien iiber das Ascites-Hepatom 91

Wachstumsbild des Ascitestumors eine hochst vereinfachte Wiedergabe
der generellen Wachstumsweise der malignen Geschwiilste darstellt.

Die mitotischen Teilungen der einzelnen Zellen des Ascitestumors
gehen voneinander vollstindig unabhingig vor sich, d.h. die Tumor-
zellen in der Ascitesfliissigkeit vermehren sich vollkommen unbeachtet
von und ohne Riicksicht auf die danebenliegenden anderen Zellen.
Man sieht hier also eine vollkommene Autonomie der einzelnen Tumor-
zellen. Der Ascitestumor mubl also dafiir gehalten werden, dafl er die
,.cellulire Autonomie des Tumors sichtbar macht, die bei der erfolg-
reichen Transplantation mit isolierter Einzelzelle am meisten realistisch
wahrgenommen werden kann 2412,

Unter den drei autonomen Aktivitdten der normalen Gewebezellen,
der nutritiven, funktionellen und formativen, die von ViRcEOW so leb-
haft besprochen wurden, ist die Beschrénkung (anstatt unbedingter
Ausiibung der Autonomie der Zellen) am meisten augenscheinlich
hinsichtlich der formativen Leistung der Zellen, worauf die Schwelle der
regeneratorischen Zellformation, sowohl im physiologischen wie im
pathologischen Sinne, schon hinweist.

Fir die maligne Entartung der somatischen Zellen ist es schon von
klassischen Untersuchungen her allgemein anerkannt, dafl die am
meisten auffallende AuBerung der maligne entarteten Zellen die Eman-
zipation oder Befreiung der betreffenden Zellen von der Regulierung
des ganzen Organismus in bezug auf ihre formative oder plastische
Aktivitdt ist. Die Emanzipation kann sich natiirlich nicht allein auf
die Formation bezichen, sondern auf die Nutrition und Funktion auch
mehr oder weniger ausdehnen.

Allerdings kann die Annahme der Emanzipation, soweit die Unter-
suchung der Geschwulst sich innerhalb des Rahmens der morpholo-
gischen Beobachtung auf die Schnittbilder der fixierten Tumorgewebe
beschrinkt, nur eine abstrakte sein. Aber in den Ascitestumoren, wo
die Tumorzellen sich in lebendigem Zustand beobachten lassen, ist die
Autonomie der plastischen Tétigkeit der individuellen Zellen mit den
Augen zu erfassen.

Soweit die diesbeziigliche Emanzipation oder Befreiung noch un-
vollstdndig ist, bleibt das Wachstum des Tumors im Rahmen der ge-
weblichen Formation, wo die Parenchymzellen des Tumors immer noch
im Zusammenhang mit dem GefiBbindegewebssystem stehen, d.h.
eine Art lokalisierten, pathologischen Uberwuchses darstellen. Dies
gilt fur die sog. gutartigen (benignen) Tumoren. Selbst wenn ein Tumor
sich iibertragbar erweist, soweit er nur in der festen (soliden) Tumor-
formation wichst, wiirde er mit Recht zu der Kategorie der benignen
Tumoren zugerechnet werden. Denn die Zellen sind entweder noch
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abhingig vom Stroma, oder die Teilung der individuellen Zellen haben
aufeinander einigen Einfluf.

Zum Versuch, eine mehr saubere Grenzlinie zwischen den benignen
und malignen Tumoren zu ziehen, scheint der Begriff der ,,celluliren
Autonomie‘‘ etwas beizutragen. Die Malignitit oder richtiger das maligne
Wachstum des Tumors nach diesem Begriff kénnte den gebrduchlichen
Ausdruck ,,maligne Zelle‘‘ noch genauer bestimmen, wenn ,,die maligne
Zelle* in dieser Weise das Synonym der unbedingt autonom-wachsenden
individuellen Zelle ausmachen wiirde. Die Malignitit in diesem Sinne
hat aber keinen unmittelbaren Zusammenhang mehr mit der Relation
oder den gegenseitigen Beziehungen zwischen Tumor und Wirt, sondern
bezieht sich ausschlieflich auf das biologische Verhalten der Tumorzellen.

2. Beschreibung des Ascites-Hepatoms
Individueller Unterschied der verschiedenen Ubertragungsstiimme
des Ascites-Hepatoms

Es ist ein Vorteil der Studien mit dem Ascitestumor, daB verschie-
dene Eigenschaften des Tumors, die in der knotigen oder solid-geweblich
konstruierten Form entweder maskiert oder schwer wahrnehmbar ent-
halten sind, leicht demonstriert werden kénnen, und zwar in der Weise,
daB die vergleichenden Untersuchungen der individuellen Geschwiilste
zu mehr oder weniger sauberen Aussagen gefithrt werden kénnen. Was
wir diesbeziiglich soweit kennengelernt haben, ist, daf} die experimentel-
len Hepatome, die von den Leberzellen immer durch dasseibe Verfahren
erzeugt wurden, niemals miteinander in den biologischen Eigenschaften
ganziibereinstimmen. Jeder Ubertragungsstamm des Ascites-Hepatoms,
den wir von einem primiren Hepatomknoten eines Tieres abgeleitet
haben, war immer verschieden von dem anderen Stamm, der vom
Hepatom anderer Tiere abgeleitet wurde.

In dem zusammenfassenden Bericht des vorigen Jahres!® wurden
4 Stimme des Ascites-Hepatoms verglichen. Sechs neue Stimme wurden
seitdem begriindet und zu den Untersuchungen hinzugefiigt!¢. Einekurz-
gefaBte Beschreibung einschlieflich dieser neuen Stimme wird ver-
sucht, um zum Individualititsbegriff der einzelnen Geschwulst bei-
zutragen.

Mikroskopisches. Die Zellen des Ascites-Hepatoms behalten auch in
der Fliissigkeit deutlich die epitheliale Natur und bilden Zellverbinde
und weitere Zellkonglomerate verschiedener Gréfle, die wir vorldufig
,-Inseln‘‘ genannt haben (Abb.1). Die GroBe und Gestalt der Inseln,
die nachweislich nur aus epithelialen Parenchymzellen des Hepatoms
gebildet sind13, variieren von einem sog. ,,Paar, d.i. eine Zusammen-
fiigung von 2 Tumorzellen (Abb. 1) bis zu enorm grofen Inseln, die unter
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Abb. 1. Hepatomzellen in der Ascitesfliissigkeit. Xleine Inseln und isolierte Zellen

Abb. 2a u. b. Ascites-Hepatom AH 130 (begonnen im Juni 1951). a Asciteshild. Zal.l-
reiche isolierte Tumorzellen und mehr kleine Inseln. 100 X. b Schnittbild des solidcn
Tumors aus dem groBen Netz. 50 x
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Umsténden schon mit bloBem Auge erkannt werden kdnnen. Der
Ascites stellt also eine Suspension von diesen verschieden grofien
Inselndar, zwischen denen eine Menge von individuellisolierten Hepatom-
zellen verstreut sind (Abb. 1).

Abb. 3au. b, AH 7974 (begonnen im Juli 1952). a Asciteshild. Mehr regelmiBig geformte
Inseln. Wenige isolierte Tumorzellen. 50 X. b Schnittbild des Tumors im Netz. 50 x

Nun, jeder Stamm des Ascites-Hepatoms hat seine eigene Zusammen-
setzung aus diesen Gebilden der celluliren Elemente, d.h. ein eigenes
Ascitesbild, das in bezug auf die Form, Gréfle, Festigkeit der Zellver-
bindungen der Inseln usw. je nach dem Stamm verschieden ist. Die
Ascitesbilder* von jedem der 10 Stdmme sind in Abb. 2—11 gezeigt.
Sie sind voneinander so verschieden, dafl jeder Stamm sich unter dem
Mikroskop leicht identifizieren 1453t.

* Diemikroskopische Untersuchung des Ascites-Hepatoms, wo Inseln enthalten
sind, 188t sich erfahrungsgemal am ehesten leicht und erfolgreich durch die Farbung
mit Acetogentianaviolett, anstatt der iiblichen Giemsa-Farbung, ausfuhren.

In Paraffin-Schnittbildern der eher gréBeren Inseln, wird es demonstriert,
daB sie meistens nicht voll, sondern Hohlengebilde wie die Blastula sind.
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Zum Ascitesbild jedes Stammes gehort in den Abbildungen ein
histologisches Bild des Schnitt-Praparates des soliden Tumors des-
selben Stamms, der durch die Zellinfiltration in die Umgebung des
Ascites, meistens in das grofie Netz, gebildet wurde; es ist zum Vergleich

Abb. 4a u. b. AH 601 (begonnen im August 1952). a Ascitesbild. AuBerordentlich grofle,
unregelmiBig geformte Inseln mit mehr glatter Oberfliche. 50 x. b Schnittbild.
Infiltration der Tumorzellen ins Netz. 100 x

gegeniibergestellt. In 5 von den 10 Stdmmen sind auch noch Schnitt-
bilder der priméren Hepatomknoten hinzugefiigt. Durch den Vergleich
aller dieser Bilder wird es augenscheinlich, wie die Eigentiimlichkeit
der Zellordnung jedes Tumors, die in den Schnittbildern kaum zu defi-
nieren ist, in den Ascitesbildern ausgeprégt ist.

Wachstumstempo und Transplantabilitit. Das Wachstumstempo, das
durch die durchschnittliche Lebensdauer der Tumortiere dargestellt
wird, kann je nach dem Stamm ziemlich weit variieren. Es ergibt sich,
daB Stdmme, bei denen Tumortiere linger iiberleben, in der Regel weniger
transplantabel sind.
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Es wurde bei anderen Gelegenheiten von mir besprochen, dall die
Transplantabilitit eines Tumors, entgegen der allgemeinen Annahme
oder des Eindrucks, von der ersten Transplantatgeneration des Tumors
an fixiert ist'®. Auch bei den jetzigen 10 Stdmmen des Ascites-Hepatoms

Abb. 5a u. b. AH 602 (begonnen im September 1952). a Ascitesbild. Sehr ungeformte
Inseln mit lockeren Zellverbindungen. 50 x. b Schnittbild. Infiltrat des Netzes. Mehr
grofBBe Zellen mit Mitosen. 100 x

wurde keine graduelle Steigerung in der Transplantabilitit durch
genauere Analyse festgestellt. Bei allen Stimmen ist das Wachstums-
tempo auch von Anfang der Transplantation an wesentlich unveréindert
geblieben.

Transplantation mit einer einzigen Zelle. Der Versuch wurde mit
dem Stamm AH 130, der am reichlichsten isolierte individuelle Tumor-
zellen enthalt, ausgefithrt (vgl. Abb. 2). Das Verfahren war prinzipiell
dasselbe wie bei dem sog. Yoshida-Sarkom?412 Die Transplantation
war erfolgreich nur in 3 unter 93 Versuchen. Der Erfolg ist viel geringer
im Vergleich mit der 55%igen positiven Transplantation mit Einzel-
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zellen beim Yoshida-Sarkom?2 Der Beginn der Proliferation der Hepa-
tomzellen in der Bauchhdhle bei den erfolgreichen Einfiihrungen wurde
jedesmal binnen ungefdhr 15 Tagen nach der Inoculation festgestellt.
Die 3 Tumortiere der erfolgreichen Falle starben an dem Ascites-Hepatom
am 30., 40. und 46. Tag nach der Inoculation.

Abb. 6a u. b. AH 63 (begonnen im Méarz 1955). a Ascitesbild. UnregelmiBige, Kleine

und lockere Inseln &hnlich wie die der Abb. 5, aber mit Beimengung von isolierten Zellen

sowie kleinsten Imseln. 50 x. b Schnittbild. Tumorbildung im Fettgewebe um den
Samenstrang. 100 x

Bei 3 Unterstdmmen, SH 1, 2 und 3, die je von diesen drei erfolg-
reichen Féllen abgeleitet wurden, wurde die sukzessive Transplantation
in mehr als 50 Generationen fortgesetzt. Die Lebensdauer der Tumor-
tiere und die Transplantabilitit aller dieser Unterstdmme stimmten
vollsténdig mit denen des Mutterstamms AH 130 iiberein?3, Die mikro-
skopischen Bilder des Tumorascites aller dieser Tochterstdmme, welche
vollstdndig miteinander dbereinstimmten, war nicht zu unterscheiden
von dem des Mutterstamms AH 130. Auch die Chromosomenzahl der
Tumorzellen dieser vier verwandten Stimme stellte eine iiberraschende
Einformigkeit daris.

Virchows Arch. Bd. 330 7
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Abb. Ta—ec. AH 66 (begonnen im Oktober 1954). a Priméres Hepatom. 50 X. b Ascites-

bild des Hepatoms nach mehrmalig fortgesetzten Ubertragungen mit dem Tumorascites.

Durchgiingig kleine saubere Inseln. 100 x. ¢ Infiltration der ascitischen Tumorzellen ins
grofle Netz. 50 x

Es ergab sich also, dal} jede individuelle Zelle des Ascites-Hepatoms
AH 130, die ohne Auswahl herausgenommen wurde, mit vollkommen
gleichartigen biologischen Eigenschaften ausgestattet war; sie wurden
auf ihre Nachkommlinge fortlaufend unverdndert weiter iibertragen.
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Abb. 8a—ec. AH 149 (begonnen im November 1955). a Prim#res Hepatont. 50 X. b Ascites-
bild desselben Hepatoms. Saubere, groBe Inselbildungen. 50 X . c Infiltration der Inselzellen
ins Netz. 100 x

Die Chromosomenzahl: Die Chromosomenzahl der Tumorzellen
wurde in 5 unter 10 Stdmmen des Ascites-Hepatoms untersucht. In
allen Fallen wurde 4 Tage alte Tumorfliissigkeit gebraucht*. 100 Kerne

* Bei der Untersuchung auf Chromosomenzahl wurde eine Modifikation der
sog. hypotonischen Methode von Dr. Hsu erfolgreich angewandt?, 13,

7%
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Abb. 9a—c. AH 39 (begonnen im Dezember 1953). a Primires Hepatom. 20 X. b Sehr
kleine Inselbildung, beigemengt reichliche solitéire Tumorzellen in der Ascitesform desselben
Hepatoms. 100 x. c¢ Infiltration der Asciteszellen ins Netz. 100 x

in der Metaphase wurden obne Auswahl mit Hilfe des ABB#schen
Apparats gezeichnet und die Chromosomen gezdhlt. Das Resultat
der Untersuchung von 5 Stdmmen ist in Abb. 12 angegeben.
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Abb. 10a—c. AH 49 (begonnen im Dezember 1955). a Prim#ires Hepatom. 100 x.
b GroBe, kugelige und kompakte Inseln in der Ascitesform des Tumors. 20 x. ¢ Infiltration
der Asciteszellen ins Netz. 100 x

Der ,,Modus‘ der Variationen der Chromosomenzahl stimmte nie-
mals miteinander bei den finf untersuchten Fillen iiberein. Dal
AH 601 und AH 602 ausnahmsweise eine vollkommene Ubereinstimmung
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Abb. 11a—e. AH 27 (begonmen im Dezember 1955). a Lungenmetastase des priméren
Hepatoms. 50 x. b Ascitesbild des Hepatoms. Eigentiimliche Gestalt der groen Inseln. 50 x
¢ Infiltrationsbild des Ascitestumors. 50 x

zeigte, ist dadurch erklirt, daBl beide urspriinglich von demselben
priméren Hepatomknoten eines Tieres abgeleitet sind. Obgleich beide
voneinander verschiedene mikroskopische Bilder in der Ascitesflissigkeit
zeigten (Abb. 4 und 5), war ihre Chromosomenzahl éibereinstimmend. Es
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wire zu erwihnen, dal bei AH 601 die ascitische Transformation schon in
der ersten Transplantgeneration geschah, wihrend im AH 602 sie erst

in der zweiten Generation verwirklicht wurde.
Zwischen AH 7974 und 130 besteht ein geringer Unterschied der
Chromosomenzahl von 6, der vielleicht nicht ohne Bedeutung sein diirfte.
0
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Abb. 12, Verteilung der Anzahl der Chromosomen von je 100 Zellen

Zwischen AH 601 (602) und AH 66 ist der diesbeziigliche Unterschied
noch geringer. Aber der Unterschied zwischen AH 130 und AH 66
betrigt 27.

Es wurden keine wesentlichen Beziehungen zwischen der Chromo-
somenzahl und dem Wachstumstempo, Transplantabilitdt oder den mikro-
skopischen Erscheinungen der Tumoren wahrgenommen.

Die Chromosomenzahl von SH 1, 2 und 3, die Finzelzellderivate
vom AH 130, wurde nach dem Durchlauf von 40 Transplantgenerationen



104 Tomrzo YOSHIDA:

in derselben Weise wie die anderen Fille untersucht. Die 3 Tochter-
stimme und der Mutterstamm stimmten miteinander vollkommen
itbereint3.

Unterschiedliche Empfindlichkeit der verschiedenen Stimme des
Ascites-Hepatoms fiir therapeutische Anwendungen der N-Lost-Derivative.
Die ascitischen Tumoren sind wegen ihrer leichten Verwendbarkeit fiir
cytologische Studien sehr niitzlich bei Studien iiber die experimentelle
Chemotherapie des Krebses am Tier. Die mitoseschidigende Wirkung
vom N-Lost auf die Tumorzellen konnte mit dem sog. Yoshida-Sarkom
iberzeugend demonstriert werden. Sein milderes Derivativ, N-oxyd-
Lost, brachte in ungefihr 40% eine vollkommene Heilung der 4 Tage
alten Tumortiere des Yoshida-Sarkoms sowie eine 2-—3fache Ver-
lingerung der Uberlebenszeit der iibrigen Tumortiere. Ein Stamm des
Ascites-Hepatoms, AH 130, zeigte einen noch grifieren Behandlungs-
effekt, d.h. es wurden in ungefihr 80% vollkommene Heilung der
Tumortiere erreicht.

Aber es wurde in weiteren Experimenten gefunden, daB Tumor-
tiere eines anderen Stamms des Ascites-Hepatoms, AH 7974, sich voll-
kommen refraktir gegen diese Behandlung erwiesen. Da dieses eine
ganz unerwartete Beobachtung war, wurden weitere Experimente mit
im ganzen 110 Tieren wiederholt. Das Resultat war aber nur die weitere
Bestétigung der ersten Beobachtung.

Ausgedehnte Experimente mit anderen Derivativen vom N-Lost,
im ganzen 13 Verbindungen, deren hemmende Wirkung auf das Wachs-
tum des Yoshida-Sarkoms schon bekannt waren, verliefen vollstindig
in derselben Weise wie die vorigen, d.h. bei AH 130 konnten alle Ver-
bindungen in ungefihr 80% eine vollstindige Heilung der Tumortiere
sowie die Verldngerung des Lebens der tibrigen Tiere erzielen, wihrend
bei AH 7974 alle Tumortiere refraktér gegen alle Verbindungen blieben.
Es wurde in dieser Weise demonstriert, daB der Tumorstamm AH 7974
vollkommen refraktéir gegen solche Verbindungen war, welche bedeu-
tende hemmende Wirkung auf die Tumortiere des Yoshida-Sarkoms
sowie AH 130 austibten!s,

Eine vorldufige Untersuchung mit einer in vitro-Methode wurde mit
acht iiberbleibenden Stdmmen durchgefithrt, um ihre Empfanglichkeit
fiir die genannten Verbindungen zu finden. Sieben unter den 8 Stdmmen
waren resistent gegen die Verbindungen, wéhrend ein Unterschied des
Grades beziiglich der in vitro minimalen effektiven Dose nachgewiesen
wurde®.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, daf ein einziges Chemo-
therapeutikum nicht allgemeingtiltig fiir alle Arten von Krebs sein
kann, und zwar selbst nicht fiir maligne Geschwillste, die eine gemein-
same normale Mutterzelle haben. Die Krebszellen kénnen also keines-
wegs Immer gleichartig in bezug auf ihre Empfanglichkeit fiir die
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Chemotherapie mit derselben Verbindung sein. Dieser Befund bedeutet
einen wichtigen Bestandteil des Individualitdtskomplexes der malignen
Geschwulst.

Es ist von besonderem Interesse, daBl die genannten 2 Hepatome
AH 130 und AH 7974, welche in bezug auf die sonstigen Verhiltnisse
wie Transplantabilitit, Wachstumstempo und Chromosomenzahl, ab-
gesehen von Ascitesbildern, keinen bedeutenden Unterschied wahr-
nehmen lassen, nur gegen bestimmte chemische Einwirkung in voll-
kommen verschiedener Weise reagieren. Es ist zu erwarten, dafl die
chemische oder biochemische Analyse der Krebszellen, die auBerhalb
des Rahmens der vorliegenden Abhandlung liegt, einen wesentlichen
Beitrag zur weiteren Anndherung an diese anziehende Frage liefern
wird, die offenbar auch mit der Frage nach der somatischen Mutation
bei der Krebsentstehung in enger Beziehung steht.

Zusammenfassung

Der Ascitestumor fithrt in die Geschwulstpathologie ein Material
ein, das sich zu weiteren Studien iiber wenigstens zwei fundamentale
Probleme der Geschwillste zu eignen scheint: Das erste ist der Be-
griff der Malignitdt der Geschwulst und das zweite die biologische In-
dividualitdt der einzelnen Geschwulst.

Begriindet auf den Erfahrungen, die durch die Studien an dem sog.
Yoshida-Sarkom und Ascites-Hepatomen gewonnen wurden, wird der
Begriff der ,,celluliren Autonomie™ von malignen Geschwilsten be-
sprochen.

Die Studien mit den Ascites-Hepatomen, die durch ascitische Trans-
formation der experimentell erzeugten Hepatome hergestellt wurden,
zeigen deutlich, daB jedes Hepatom in bezug auf die biologischen
Eigenschaften seine eigene Individualitit besitzt.
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