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THE USE OF DIFFUSION CHAMBERS IN THE INDUCED 

REJECTION OF A TRANSPLANTABLE 

RAT TUMOR

CHAPTER I

INTRODUCTION

A n i m a l s  a r e  a b l e  t o  r e c o g n i z e  a n d  r e a c t  t o  " f o r e i g n "  c e l l s  w h e n e v e r  

s u c h  c e l l s  a r e  p l a c e d  i n  t h e  i n t e r n a l  e n v i r o n m e n t  o f - a n  u n t r e a t e d ,  n o n ­

r e l a t e d  r e c i p i e n t .  The f a c t  t h a t  t h e s e  c e l l s  o r  t i s s u e s  a r e  r e c o g n i z e d  

a s  b e i n g  " f o r e i g n "  t o  t h e  h o s t  i s  e v i d e n c e d  by  t h e i r  s e l e c t i v e  d e s t r u c ­

t i o n ,  by  a c t i v i t i e s  o f  t h e  h o s t ,  w i t h i n  a r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  an d  s h o r t  

p e r i o d  o f  t i m e  (Medawar ,  1 9 4 4 ,  1948 ;  D i l l i n g h a m  e ^  a l . , 1954 ;  D i l l i n g h a m ,  

1 9 6 1 ) .  R e p o r t e d l y ,  t h e s e  c e l l s  a r e  r e c o g n i z e d  a s  b e i n g  f o r e i g n  b e c a u s e  

t h e y  a r e  compo sed  o f  m a t e r i a l s  w h i c h  a r e  d i f f e r e n t  i n  e i t h e r  c o m p o s i t i o n  

o r  i n  s t r u c t u r e  f rom  t h e  c e l l s  o f  t h e  r e c i p i e n t  ( C a m p b e l l ,  1 957 ;  H i l d e -  

mann,  1 9 5 8 ) .

The s t i m u l u s  f o r  i n v e s t i g a t i n g  t h e  b a s i c  b i o l o g i c  p r i n c i p l e s  i n ­

v o l v e d  i n  t h e  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t i s s u e  f r om  o n e  i n d i v i d u a l  t o  a n o t h e r  

h a s  a r i s e n  f ro m  two a r e a s  o f  s c i e n t i f i c  e n d e a v o r ,  o n e  b e i n g  t h e  d e s i r e  

t o  t r a n s p l a n t  n o r m a l  t i s s u e  f r o m  o n e  i n d i v i d u a l  t o  a n o t h e r  ( L o e b ,  1 9 3 0 ) ,  

a n d  t h e  s e c o n d ,  t h e  d e s i r e  t o  t r a n s p l a n t  n e o p l a s t i c  t i s s u e  i n  o r d e r  t o  

s t u d y  n e o p l a s i a  ( L i t t l e  a n d  S t r o n g ,  1 9 2 5 ) .  A t t e m p t s  h a v e  b e e n  made s i n c e
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1890 to  t r a n s p l a n t  n o r m a l  t i s s u e ,  e . g . ,  k i d n e y  ( r e f e r r e d  t o  by C a i n e ,  

1 9 6 3 ,  1 9 6 4 ) ,  a n d  s k i n  ( L e v i n ,  1901) f r om o n e  i n d i v i d u a l  t o  a n o t h e r .

Such a t t e m p t s  h a v e  l e d  to  t h e  e l u c i d a t i o n  a n d  a more  c l e a r  u n d e r s t a n d i n g  

o f  t h e  b a s i c  b i o l o g i c a l  l a w s  w h ich  g o v e r n  t h e  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t i s s u e s  

o r  o r g a n s  ( R u s s e l l  a n d  Monaco,  1 9 6 5 ) .

The s e c o n d  i m p e t u s  t o  t r a n s p l a n t a t i o n  s t u d i e s  d a t e s  f r om 1868 

( D o u t r e l e p o n t , 1869)  when t h e  f i r s t  r e c o r d e d  a t t e m p t  was made t o  t r a n s ­

f e r  a s p o n t a n e o u s  tu m o r  f r o m  o ne  a n i m a l  t o  a n o t h e r .  A t t e m p t s  s u c h  a s  

D o u t r e l e p o n t ' s a n d  o t h e r s  ( N o v i n s k y  a s  r e p o r t e d  by  S h im k i n ,  1 9 5 5 ,  1960)  

so o n  l e d  t o  t h e  d i s c o v e r y  o f  i n o c u l a b l e  r o d e n t  n e o p l a s m s .  Morau ( 1 8 9 1 ,  

1894)  a p p e a r s  t o  h a v e  b e e n  t h e  f i r s t  t o  c o n d u c t  a s y s t e m a t i c  s u r v e y  o f  

t u m o r - h o s t  r e l a t i o n s h i p s .  He i n i t i a t e d  t h e  t r a n s f e r  o f  a n  a u t o c h t h o n o u s  

e p i t h e l i o m a  f r om a mouse  t o  o t h e r  m i c e  a n d  was a b l e  to  c a r r y  t h i s  t u m o r  

t h r o u g h  s e v e n t e e n  s e r i a l  t r a n s f e r s .  The e f f e c t s  o f  a g e ,  s e x ,  and  p r e ­

d i s p o s i t i o n  t o  tum or  g r o w t h  i n  t h e  f i r s t - g e n e r a t i o n  o f f s p r i n g  o f  t u m o r -  

b e a r i n g  m ice  w e re  h i s  p r i n c i p l e  i n t e r e s t s .  He f o u n d  t h a t  e p i t h e l i o m a s  

o f  t h e  w h i t e  mouse  a r e  i n o c u l a b l e  i n t o  a n i m a l s  o f  t h e  same s p e c i e s  a n d  

t h a t  h e r e d i t y  p l a y s  a c o n s i d e r a b l e  r o l e  i n  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  n e o p l a s m s  

t o  d e v e l o p .  The u t i l i t y  o f  tum or  t r a n s p l a n t a t i o n  a s  a n  e x p e r i m e n t a l  t o o l  

t h u s  became a p p a r e n t  and  l e d  t o  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  f i r s t  r o d e n t  

t u m o r - c e l l  l i n e s  by  Lo eb  ( 1 9 0 1 ,  1 9 0 2 a ,  1 9 0 2 b ) ,  a n d  J e n s e n  ( 1 9 0 3 ) .  T h e s e  

i n v e s t i g a t o r s  w e r e  a b l e  t o  e s t a b l i s h  c e l l  l i n e s  o f  a t r a n s p l a n t a b l e  s a r ­

coma and  a c a r c i n o m a  w h i c h  w e r e  c a r r i e d  t h r o u g h  150 a n d  19 c o n s e c u t i v e  

g e n e r a t i o n s ,  r e s p e c t i v e l y  ( L o e b ,  1 9 0 1 ,  19 0 2 ;  J e n s e n ,  1 9 0 3 ) .  A t t e m p t s  

w e r e  made by  J e n s e n  t o  t r a n s p l a n t  t h e  t u m o r s  t o  v a r i o u s  s p e c i e s  o f  m i c e  

b u t ,  w i t h  one  e x c e p t i o n ,  t h e s e  w e r e  u n s u c c e s s f u l .  Soon t h e r e a f t e r
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a d d i t i o n a l  g r o u p s  a t t e m p t e d  t o  t r a n s p l a n t  s p o n t a n e o u s  n e o p l a s m s  w h ic h  

a r o s e  i n  t h e i r  l a b o r a t o r y  s t o c k  a n i m a l s .  E h r l i c h  by 1906 h a d  b e e n  a b l e  

t o  c o n v e r t  11 mouse  t u m o r s ,  f r o m  among a t o t a l  o f  94 a u t o c h t h o n o u s  

g r o w t h s  w h i c h  o c c u r r e d  i n  h i s  c o l o n y ,  i n t o  t r a n s p l a n t a b l e  c e l l  l i n e s  

( E h r l i c h ,  1 9 0 6 ) .  B a s h f o r d  c o r r o b o r a t e d  t h e  f i n d i n g s  o f  J e n s e n  and  

E h r l i c h  b u t  due  to  f a i l u r e s  i n  a t t e m p t s  to  t r a n s p l a n t  n e o p l a s m s  i n  many 

s p e c i e s  o f  a n i m a l  he  d e v e l o p e d  t h e  c o n v i c t i o n  t h a t ,  "The p r o b l e m  o f  t h e  

g e n e s i s  o f  a m a l i g n a n t  new g r o w t h  m u s t  be  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  t h a t  o f  t h e  

c i r c u m s t a n c e s  w h i c h  p e r m i t  o f  i t s  c o n t i n u e d  e x i s t e n c e "  ( B a s h f o r d  and  

M u r r a y ,  1 9 0 4 ) .

The i n v e s t i g a t i o n s  o f  T y z z e r  ( 1 9 0 7 a ,  1 9 0 7 b ) ,  a n d  a l s o  t h o s e  o f  

L i t t l e  ( 1 9 1 4 ,  1 9 2 0 a ,  1 9 2 0 b ,  1 9 2 5 ,  1 9 4 1 ) ,  d e v e l o p e d  t h e  c o n c e p t  t h a t  t h e  

g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  d o n o r  an d  t h e  r e c i p i e n t  i s  a m a t t e r  o f  

g r e a t  i m p o r t a n c e  i n  t h e  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t i s s u e s .  L i t t l e  (1 9 2 2 )  an d  

l a t e r  S n e l l  ( 1 9 5 5 ,  1958)  d e v e l o p e d  l i n e s  o f  i n b r e d  m i c e  w h i c h  h a v e  b e e n  

u s e d  t o  g a i n  a m ore  c o m p l e t e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  g e n e t i c  b a s i s  o f  t r a n s ­

p l a n t a t i o n .  They  h a v e  shown t h a t  a g e n e t i c  u n i f o r m i t y  w i l l  be  d e v e l o p e d  

i n  a c l o s e d  p o p u l a t i o n  when t h e  m i c e  a r e  m a t e d  b r o t h e r  x  s i s t e r  f o r  a p ­

p r o x i m a t e l y  20 g e n e r a t i o n s  ( S n e l l ,  1 9 4 8 ) .  T h e o r e t i c a l l y  t h i s  h a s  o c c u r ­

r e d  b y  p r o g r e s s i v e l y  i n c r e a s i n g  t h e  p r o p o r t i o n  o f  hom ozygous  g e n e  p a i r s  

p r e s e n t  ( W r i g h t ,  19 33 ;  H a l d a n e ,  1936)  s u c h  t h a t  a n  i n b r e d  s t r a i n  i s  s a i d  

t o  h a v e  b e e n  a t t a i n e d  when t h e  p r o p o r t i o n  o f  s u c h  g e n e  p a i r s  i s  c l o s e  t o  

100%. When a n  o r t h o t o p i c  s k i n  g r a f t  i s  made b e t w e e n  two i n d i v i d u a l s  o f  

s u c h  a n  i n b r e d  s t r a i n  t h e  g r a f t  w i l l  b e  p e r m a n e n t l y  a c c e p t e d  by e a c h  i n ­

d i v i d u a l  a s  i f  i t  w e r e  i t s  own t i s s u e  ( B r e n t ,  1 9 5 8 ) .  Such a t r a n s p l a n t  

i s  c a l l e d  a n  i s o g r a f t .
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Whenever  a g r a f t  o f  a n y  t i s s u e  i s  made b e t w e e n  two i n d i v i d u a l s  o f  

two s e p a r a t e  by  i n b r e d  s t r a i n s  o f  t h e  same s p e c i e s ,  t h e  g r a f t  w i l l  be  

a c c e p t e d  f o r  a p e r i o d  o f  t i m e  b u t  w i l l  e v e n t u a l l y  s t i m u l a t e  t h e  r e s p e c ­

t i v e  h o s t s  to  fo r m  r e s i s t a n c e  f a c t o r s  a g a i n s t  t h e  t i s s u e  o f  t h e  g r a f t .  

T h e s e  r e s i s t a n c e  f a c t o r s  w i l l  t h e n  a t t a c k  t h e  g r a f t  and  c a u s e  i t  t o  be  

d e s t r o y e d  o r  s l o u g h e d  i n  a c h a r a c t e r i s t i c  m an n e r  (Medawar ,  1 9 4 4 ,  19 4 6 ,  

1948 ;  B i l l i n g h a m  a n d  Medawar ,  1 9 5 1 ) .  Such a g r a f t  i s  c a l l e d  a h o m o g r a f t  

a n d  t h e  r e j e c t i o n  o f  s u c h  t i s s u e  i s  c a l l e d  a h o m o g r a f t  r e j e c t i o n  o r  r e ­

a c t i o n  ( S n e l l ,  195 7;  B r e n t ,  19 58 ;  Medawar ,  1 9 5 8 ) .  T h i s  t i s s u e  r e j e c t i o n  

h a s  b e e n  shown t o  be  h i g h l y  s p e c i f i c  b e c a u s e  a s e c o n d  g r a f t  o f  t i s s u e  

f r o m  t h e  same s o u r c e  w i l l  be  r e j e c t e d  i n  a much s h o r t e r  p e r i o d  o f  t i m e  

by  t h e  " s e n s i t i z e d "  h o s t .  Such a n  a c c e l e r a t e d  r e j e c t i o n  i s  c a l l e d  a 

" s e c o n d - s e t "  r e s p o n s e .  I f  s i m i l a r  t i s s u e s ,  e . g . ,  s k i n ,  a r e  o b t a i n e d  

f rom  a s e c o n d ,  s e p a r a t e ,  u n r e l a t e d  s o u r c e  and  t r a n s p l a n t e d  t o  t h i s  same 

" s e n s i t i z e d "  h o s t  t h e y  w i l l  n o t  e l i c i t  a n  a c c e l e r a t e d  r e j e c t i o n  b u t  w i l l  

b e  r e j e c t e d  a s  t h o u g h  t h e y  w e r e  p r i m a r y  h o m o g r a f t s  w h i c h ,  g e n e t i c a l l y  

a n d  a n t i g e n i c a l l y ,  t h e y  a r e .

The e a r l y  i n v e s t i g a t o r s  o f  t h e  phenomenon o f  n e o p l a s i a  made u s e  o f  

t r a n s p l a n t a t i o n  o f  n e o p l a s m s  i n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  n e o p l a s t i c  p r o c e s s .

I t  h a s  now b e e n  made c l e a r  t h a t ,  i n s t e a d  o f  u s i n g  t r a n s p l a n t a t i o n  t o  

s t u d y  n e o p l a s i a ,  t h e y  w e r e  u s i n g  n e o p l a s t i c  t i s s u e  t o  s t u d y  t h e  b i o l o g y  

o f  t i s s u e  t r a n s p l a n t a t i o n .  I t  h a s  now b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  n e o ­

p l a s t i c  t i s s u e  o b e y s  t h e  same l aw s  o f  t r a n s p l a n t a t i o n  a s  n o r m a l  t i s s u e  

t r a n s p l a n t s  ( G o r e r ,  1 9 4 8 ) .  A u t o c h t h o n o u s  t u m o r s  w h i c h  a r i s e  i n  one  a n i ­

mal  o f  a n  i n b r e d  s t r a i n  h a v e  b e e n  shown to  b e  f r e e l y  t r a n s p l a n t a b l e  t o  

a l l  o t h e r  members  o f  t h a t  same i n b r e d  s t r a i n .  Such e s t a b l i s h e d  t u m o r s
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show p r o g r e s s i v e  g r o w t h  w h i c h  i s  l e t h a l  t o  99-100 % o f  t h e  r e c i p i e n t s  

( G o r e r ,  1 938 ;  S p e n c e r ,  1 9 4 2 ) .  An a d d i t i o n a l  f i n d i n g  was t h a t  s u c h  a u t o ­

c h t h o n o u s  t u m o r s  c o u l d  n o t  u s u a l l y  b e  t r a n s p l a n t e d  f rom  o n e  i n b r e d  s t r a i n  

t o  a n o t h e r  ( S n e l l ,  1 9 5 8 ) .

The i n a b i l i t y  t o  t r a n s p l a n t  t h e  tu m o r  a c r o s s  c e r t a i n  g e n e t i c  l i n e s  

o f  i n h e r i t a n c e  p l u s  t h e  f a c t  t h a t  t h i s  i n c o m p a t i b i l i t y  was l i n k e d  t o  t h e  

i n h e r i t a n c e  o f  a n  a n t i g e n  o f  r e d  b l o o d  c e l l s  ( G o r e r ,  1 9 3 7 ,  1938 ;  G o r e r  

e t  a l . , 19 48 )  a n d  c e r t a i n  o t h e r  i n h e r i t a b l e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  

t h e  m ouse  ( G o r e r  e_t a l . , 194 8)  l e d  t o  t h e  d e f i n i t i o n  o f  a g e n e t i c  s y s t e m  

w h i c h  i s  c a l l e d  t h e  H i s t o c o m p a t i b i l i t y  s y s t e m  ( S n e l l ,  1 948 ;  G o r e r  e_t a l . , 

1948)  , W henever  a n  a u t o c h t h o n o u s  tu m o r  f r o m  o n e  i n b r e d  mouse  s t r a i n  was 

t r a n s p l a n t e d  t o  a n o t h e r  i n b r e d  mouse  s t r a i n  an d  was s u b s e q u e n t l y  r e j e c t e d  

by t h e  h o s t ,  t h e  s t r a i n s  w e r e  s a i d  t o  b e  d i f f e r e n t  f r om  e a c h  o t h e r  a t  a 

h y p o t h e t i c a l  g e n e t i c  l o c u s .  The f i r s t  s u c h  l o c u s  d i s c o v e r e d  was  c a l l e d  

t h e  H i s t o c o m p a t i b i l i t y - 2  l o c u s  ( S n e l l ,  1 9 4 8 ) .  T h i s  g e n e t i c  l o c u s  i s  com­

p o s e d  o f  18 a l l e l e s  ( S n e l l  e_t a l . , 196 4)  a n d  r e p o r t e d l y  c o n t r o l s  one  com­

p l e t e  p o r t i o n  o f  t h e  a n t i g e n i c  m a k e - u p  o f  t i s s u e  c e l l s  a s  w e l l  a s  an  

a n t i g e n  o f  r e d  b l o o d  c e l l s  ( G o r e r ,  1 9 3 8 ,  1 9 3 9 ) .  The f o l l o w i n g  g e n e r a l i ­

z a t i o n  i s  now w e l l  e s t a b l i s h e d  ( G o r e r  e t  a l . , 1 9 4 8 ;  S n e l l  e t .  s i . , 1 9 5 3 ;  

S n e l l ,  1 9 5 7 ,  1 9 5 8 a ) .  W henever  t h e  h o s t  a n d  t h e  tu m o r  c e l l s  f rom  a d o n o r  

d i f f e r  f r o m  e a c h  o t h e r  a t  t h e  H-2 l o c u s ,  a tu m o r  t r a n s p l a n t a t i o n  b e t w e e n  

t h e  two w i l l  g ro w f o r  a w h i l e  a n d  t h e n  be  r e j e c t e d .  Tumor t r a n s p l a n t s  

w i l l  n o t  grow p r o g r e s s i v e l y  t o  t h e  d e a t h  o f  t h e  h o s t  a c r o s s  a n  H-2 i n ­

c o m p a t i b i l i t y  ( S n e l l  e ^  a l . , 1 9 5 7 ) .  The c o n v e r s e  o f  t h e  a b o v e  i s  a l s o  

b e l i e v e d  t o  b e  t r u e ,  i . e . ,  i f  a t r a n s p l a n t e d  t u m o r  grows p r o g r e s s i v e l y  

i n  a h o s t ,  t h e  t u m o r  c e l l s  a n d  t h e  h o s t  do n o t  d i f f e r  a t  t h e  H-2 l o c u s
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( S n e l l ,  1 9 6 3 ) c

O t h e r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c i  h a v e  b e e n  d e f i n e d  w i t h  t h e  u s e  o f  

o r t h o t o p i c  s k i n  g r a f t s  ( B i l l i n g h a m  and  S i l v e r s ,  1960)  o r  t r a n s p l a n t a b l e  

tu m o r s  ( S n e l l ,  1953)  a s  t h e  t r a n s p l a n t e d  t i s s u e .  T h e s e  h a v e  b e e n  t e r m e d  

h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c i  H -1 ,  H-3 ( S n e l l ,  1 9 5 8 b ) ,  H-4 ( S n e l l  an d  S t e v e n s ,  

1 9 6 1 ) ,  H-5 a n d  H-6 (Amos a U  , 1 9 6 3 ) ,  an d  H - 7 ,  H - 8 , H - 9 , H-10 an d  H-11

( S n e l l  a n d  B u n k e r ,  1 9 6 5 ) .  Tumor t r a n s p l a n t s  w i l l  grow p r o g r e s s i v e l y  and  

k i l l  t h e  h o s t  e v e n  when a n  i n c o m p a t i b i l i t y  i s  p r e s e n t  i n  a n y  o f  t h e  l o c i  

f r o m  H-1 t o  H - 1 1 ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  H-2 ( S n e l l  a n d  B u n k e r ,  1 9 6 5 ) .  

T h e s e ,  t h e r e f o r e ,  h a v e  b e e n  c a l l e d  t h e  "weak"  l o c i  (C o u n ce  e ^  a l . , 1956)  

w h e r e a s  t h e  H-2 l o c u s  i s  c a l l e d  t h e  " s t r o n g "  l o c u s  ( a l t h o u g h  t h e  H-1 and  

H-3 l o c i  h a v e  b e e n  shown t o  b e  much s t r o n g e r  t h a n  t h e  H-7 t h r o u g h  H-11 

l o c i  ^ S n e l l  a nd  B u n k e r ,  1 9 6 5 } ) .  O t h e r  a n i m a l s ,  e . g . ,  f i s h  ( K a l l m a n  and  

G o r d o n ,  1958)  a nd  g u i n e a  p i g s  ( B a u e r ,  1960) h a v e  a l s o  b e e n  shown t o  h a v e  

s i m i l a r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  s y s t e m s .  I n  a d d i t i o n ,  r e c e n t  r e p o r t s  (B ogden  

a n d  A p tek m an ,  1962) d e m o n s t r a t e  t h a t  h i g h l y  i n b r e d  s t r a i n s  o f  r a t s  h a v e  

a h i s t o c o m p a t i b i l i t y  s y s t e m ,  a n a l o g o u s  t o  t h a t  o f  t h e  m o u s e ,  w h ich  c o n ­

t r o l s  t h e  a n t i g e n i c  m a k e - u p  o f  c e r t a i n  r e d  b l o o d  c e l l  a n t i g e n s  (B ogden 

a n d  A p tek m an ,  19 6 0 ,  1961)  a s  w e l l  a s  t h a t  o f  t i s s u e  c e l l s  ( B i l l i n g h a m  

e t  a l ^ ,  1 9 6 2 ) .

The a c t i v e  p h y s i o l o g i c a l  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e j e c t i o n  

o f  t i s s u e  t r a n s p l a n t s ,  b o t h  n o r m a l  ( T i t u s  a nd  S h o r t e r ,  1962)  an d  n e o ­

p l a s t i c ,  h a v e  a t t r a c t e d  much i n t e r e s t  ( P r e h n  an d  M a i n ,  1 9 5 3 ,  1 9 5 4 ) .  

F u n d a m e n t a l l y ,  two c o n c e p t s ,  o n e  d e a l i n g  w i t h  c l a s s i c a l  h u m o r a l  a n t i ­

b o d i e s  an d  t h e  o t h e r  w i t h  c e l l - b o u n d  a n t i b o d i e s ,  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  a s  

a n  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  o b s e r v e d  i n c o m p a t i b i l i t i e s  o f  n o r m a l  a n d  n e o p l a s t i c
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t r a n s p l a n t s .  C l a s s i c a l  h u m o r a l  a n t i b o d i e s  t o  t u m o r  h o m o g r a f t s  a r e  com­

monly p r o d u c e d  (Amos,  1 9 6 0 ) ,  b u t  t h e i r  p a r t i c i p a t i o n  i n  tum or  r e j e c t i o n  

h a s  b e e n  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  o n l y  i n  a l i m i t e d  number  o f  t u m o r - h o s t  

c o m b i n a t i o n s  (Winn,  1 9 6 0 ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  num ero u s  r e p o r t s  i m p l i c a t e d  

t h e  m a c r o p h a g e  ( G o r e r ,  19 5 6 ,  1958 ;  B a k e r  ejt a l .  , 196 2 ;  J o u r n e y  a n d  Amos, 

1962;  Old  e t  a l . , 1 9 6 3 ) ;  a n d / o r  t h e  l y m p h o c y t e  (M urp hy ,  1926 ;  D a r c y ,  19 52 ;  

Weaver  e_t a l . , 1955;  M i t c h i s o n ,  1955 ;  M i t c h i s o n  a nd  D u b e , 1955 ;  K i d d ,

1950) a s  "be ing  t h e  c a u s a l  a g e n t s  i n  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  h o m o g r a f t s  a s  a d ­

j u d g e d  by t h e i r  i n t i m a t e  c o n t a c t  w i t h  d y i n g  t r a n s p l a n t e d  c e l l s ,  e i t h e r  

n e o p l a s t i c  o r  n o r m a l ,  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  a h o m o g r a f t  r e j e c t i o n .

S e v e r a l  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  i n  a t t e m p t s  t o  d e f i n e  p r e c i s e l y  

t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n s  o f  h u m o r a l  a n t i b o d y  a n d / o r  " c e l l - b o u n d "  r e s i s ­

t a n c e  f a c t o r s  t o  t h e  h o m o g r a f t  r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t e d  t i s s u e .  The 

s t u d i e s  o f  M i t c h i s o n  ( 1 9 5 5 )  w e r e  p a r t i c u l a r l y  i n f o r m a t i v e  i n  d e f i n i n g  

t h e  r o l e  p l a y e d  by " s e n s i t i z e d "  l y m p h o id  c e l l s .  He showed t h a t ,  i f  r e ­

c i p i e n t  m i c e  o f  o ne  i n b r e d  s t r a i n  a r e  im munize d  by  a t u m o r  g r a f t  a g a i n s t  

t h e  i s o a n t i g e n s  o f  a d i f f e r e n t  i n b r e d  d o n o r  s t r a i n ,  t h e  lymph n o d e s  i n  

t h e  r e c i p i e n t  mouse  d r a i n i n g  t h e  s i t e  o f  t h e  g r a f t  c a n  b e  u s e d  t o  " a d o p ­

t i v e l y  t r a n s f e r "  s p e c i f i c  im m u n i ty  t o  o t h e r  m i c e  o f  t h e  same i n b r e d  

s t r a i n .  P l a c i n g  s u c h  " s e n s i t i z e d "  lymph n o d e s  i n t r a p e r i t o n e a l l y  i n h i b i t  

t h e  g r o w t h  o f  a n  i m p l a n t  o f  t h e  o r i g i n a l  t u m o r  w h i c h  i s  p l a c e d  s u b c u t a n -  

e o u s l y .

O t h e r  w o r k e r s  ( T o o l a n ,  1951 ,  1 9 5 3 ,  1 9 5 4 a ,  195 4b )  h a v e  u t i l i z e d  t e c h ­

n i q u e s  w h i c h  w e r e  d e s i g n e d  t o  ( a )  i n h i b i t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  h u m o r a l  a n t i ­

b ody  ( F i s c h e l  ^  a l . , 1951 ;  K a ss  and  F i n d l a n d ,  195 3)  o r  ( b )  d e p r e s s  " c e l l -  

bou n d "  r e s i s t a n c e  by t h e  p h y s i c a l  r e m o v a l  o f  l y m p h o id  c e l l s  ( A p o l a n t ,



1 9 1 1 ) .  T h e s e  w o r k e r s  r e a s o n e d  t h a t  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  a t i s s u e  g r a f t ,  

made u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  w o u ld  i m p l i c a t e  h u m o r a l  a n t i b o d y  a n d / o r  

l y m p h o id  c e l l s  i n  t h e  n o r m a l  p r o c e s s  o f  t i s s u e  r e j e c t i o n .  C o r t i s o n e  h a s  

b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  t h i s  r e g a r d  (M cM as te r  and F r a n z l ,  1 9 6 1 ) .  I t  was 

shown t h a t  c o r t i s o n e  d e p r e s s e d  h u m o r a l  a n t i b o d y  f o r m a t i o n  ( B e r g l u n d  a n d  

F a g r a e u s ,  1956 ;  F a g r a e u s  a n d  B e r g l u n d ,  1 9 6 1 ) ,  b u t  o t h e r s  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  i t  a l s o  d e s t r o y s  l y m p h o id  t i s s u e s  ( D o u g h e r t y  an d  W h i t e ,  194 5;  

B j o r n e b o e  e ^  a l . , 1 9 5 1 ;  McM aster  a n d  E d w a r d s ,  1 9 5 7 ) .  T h e r e f o r e ,  a c l e a r -  

c u t  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  t h e s e  two p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  c o u l d  n o t  be  made 

by  t h e  u s e  o f  t h i s  h o rm o n e .

A l g i r e  ( 1 9 5 4 )  h a s  a t t e m p t e d  t o  m a i n t a i n  t h e  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  l y m p h o id  t i s s u e s  b u t  t o  a l s o  c l e a r l y  d e l i n e a t e  t h e  i n ­

f l u e n c e  o f  c o n t a c t  b e t w e e n  ly m p h o id  c e l l s  an d  t h e  c e l l s  o f  a h o m o g r a f t .

He s u g g e s t e d  t h a t  f i l t e r s  made o f  a p o r o u s  n i t r o c e l l u l o s e  m a t e r i a l ,  when 

p l a c e d  b e t w e e n  t h e  c e l l s  o f  a g r a f t  an d  t h o s e  o f  t h e  h o s t ,  w o u l d  p e r m i t  

t h e  m a i n t e n a n c e  o f  v i a b l e  t i s s u e  g r a f t s  i n  t h e  b o d y  o f  a h o s t  b u t  w o u ld  

p r o h i b i t  h o s t  c e l l s  f rom  coming i n t o  c o n t a c t  w i t h  a n d  t h e r e b y  d e s t r o y i n g ,  

i f  t h a t  was t h e i r  n a t u r e ,  t h e  g r a f t e d  c e l l s .  I t  was f u r t h e r  h y p o t h e s i z e d  

t h a t  a n y  s o l u b l e  c y t o t o x i c  s u b s t a n c e s  w o u ld  b e  a b l e  t o  p a s s  t h r o u g h  t h e  

f i l t e r  and a f f e c t  t h e  g r a f t e d  c e l l s .  U s i n g  s u c h  f i l t e r s  an d  a p l a s t i c  

r i n g ,  h e  c o n s t r u c t e d  a c h a m b e r ,  i n  w h i c h  h e  p l a c e d  t i s s u e  g r a f t s ,  w h i c h  

was  t h e n ,  i n  t u r n ,  i m p l a n t e d  i n  t h e  a b d o m i n a l  c a v i t y  o f  a m o u s e .  S i n c e  

s u c h  t r a n s p l a n t s  l i v e d  f o r  l o n g  p e r i o d s  o f  t i m e  i t  was t h e r e b y  demon­

s t r a t e d  t h a t  t h e  t i s s u e  c e l l s  o f  t h e  g r a f t  r e c e i v e d  a d e q u a t e  n u t r i e n t s  

by  d i f f u s i o n  f r o m  t h e  p e r i t o n e a l  f l u i d s .  A l s o ,  i t  was shown t h a t  h o s t  

c e l l s  c o u l d  n o t  e n t e r  t h e  cha mbe r  n o r  c o u l d  tu m o r  c e l l s  l e a v e  i f  t h e
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d i a m e t e r  o f  t h e  p o r e s  o f  t h e  f i l t e r  w e r e  o f  p r o p e r  s i z e  ( A l g i r e  e t  a l . , 

1954 ;  A l g i r e  a n d  M o o re ,  1 9 5 9 ) .  A n t i b o d y  p r o t e i n s ,  a s  w e l l  a s  n u t r i e n t s ,  

may p a s s  f r e e l y  t h r o u g h  c e r t a i n  t y p e s  o f  t h e s e  f i l t e r s  ( H o lu b  a n d  R i h a ,

1 9 6 0 ) ,  b u t  i n  a n  v i t r o  s t u d y  c e r t a i n  l a r g e  p r o t e i n  m o l e c u l e s  h a v e  

b e e n  shown t o  b e  e x c l u d e d  by f i l t e r s  w h i c h  h a v e  a p o r e  s i z e  o f  s m a l l  

d i a m e t e r  ( G o r i n  and F u c h s ,  1 9 6 1 ) .

U t i l i z i n g  A l g i r e ' s  d i f f u s i o n  cha m b e r  t e c h n i q u e .  Weaver  e_t a l .  (1 9 5 5 )  

p l a c e d  h o m o g r a f t s  i n  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w h i c h  w e r e  t h e n  i m p l a n t e d  i n  t h e  

a b d o m i n a l  c a v i t y  o f  h o s t  m i c e  t h a t  h a d  b e e n  s p e c i f i c a l l y  " s e n s i t i z e d "  

a g a i n s t  t h e s e  t i s s u e s .  He was  a b l e  t o  show t h a t  s u c h  t i s s u e s  w o u l d  be 

v i a b l e  a n d  i n t a c t  when r em o v ed  f r o m  c h a m b e r s  t h a t  h a d  s p e n t  l o n g  p e r i o d s  

o f  r e s i d e n c e  i n  t h e  h o s t .  He c o n c l u d e d  t h a t  any r e s i s t a n c e  f a c t o r s  p r e ­

s e n t  i n  t h e  h o s t  w e re  n o t  a b l e  t o  c r o s s  t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r  a n d  t h u s  

a f f e c t  t h e  c e l l s  i n  t h e  d i f f u s i o n  c h a m b e r .  A s e c o n d  c r i t i c a l  e x p e r i m e n t  

was done by p l a c i n g  l y m p h o c y t e s  o f  s e n s i t i z e d  a n i m a l s ,  a l o n g  w i t h  t i s s u e s  

w h i c h  w e r e  u s e d  t o  " s e n s i t i z e "  t h e  d o n o r  o f  t h e  l y m p h o c y t e s ,  i n  a d i f ­

f u s i o n  ch a m b e r  w h i c h  was t h e n  i m p l a n t e d  i n  a n o n - s e n s i t i z e d ,  g e n e t i c a l l y  

i d e n t i c a l  h o s t .  The p r e s e n c e  o f  " s e n s i t i z e d "  l y m p h o i d  c e l l s  i n  t h e  

cha m b e r  was  shown t o  h a v e  a d e s t r u c t i v e  i n f l u e n c e  u p o n  t h e  c e l l s  o f  t h e  

h o m o g r a f t  a n d ,  f u r t h e r ,  t h a t  l y m p h o c y t e s  w e r e  i n  i n t i m a t e  c o n t a c t  w i t h  

t h e  d y i n g  c e l l s  o f  t h e  h o m o g r a f t .  A l g i r e  a n d  Weaver  c o n c l u d e d  t h a t  f o r ­

e i g n  t i s s u e s  ( h o m o g r a f t s )  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  i n  a n  i n t a c t  a n d ,  t h e r e ­

f o r e ,  p r e s u m a b l y  v i a b l e  s t a t e  wh en  i m p l a n t e d  i n  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  i n  a 

h o m o l o g o u s  h o s t  a s  l o n g  a s  c e l l s  o f  t h e  h o s t ,  a n d  c o n s e q u e n t l y  a n  r e s i s ­

t a n c e  f a c t o r s  s t r o n g l y  a t t a c h e d  t o  t h o s e  c e l l s ,  w e r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  

c h a m b e r s .
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The more  i m p o r t a n t  q u e s t i o n  was w h e t h e r  t i s s u e s  t r a n s p l a n t e d  i n  su ch  

ch a m b e r s  f u n c t i o n e d  i n  a n o rm a l  p h y s i o l o g i c a l  m a n n e r .  I n v e s t i g a t i o n s  

h a v e  shown t h a t  c e r t a i n  t y p e s  o f  t i s s u e  w e r e  a b l e  t o  c a r r y  o n  t h e i r  i n ­

n a t e  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  w h i l e  i n  s u c h  c h a m b e r s .  S t u r g i s  a n d  

C a s t e l l a n o s  ( 1 9 5 7 )  h a v e  shown t h a t  o v a r i a n  t i s s u e s  r e s i d i n g  i n  s u c h  cham­

b e r s  c a n  m a i n t a i n  a r e l a t i v e l y  n o r m a l  e s t r o u s  c y c l e  i n  a n  o v a r i e c t o m i z e d  

f e m a l e  m o u s e .  O t h e r  t y p e s  o f  e n d o c r i n e  t i s s u e  h a v e  b e e n  t r a n s p l a n t e d  i n  

d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w i t h  t h e  g e n e r a l  f i n d i n g  t h a t  t h e s e  t r a n s p l a n t e d  t i s ­

s u e s  r e m a i n  i n t a c t  ( S t o n e  e_t a l .  , 1960 ;  B ro o k s  e_t a l . , 1960)  a n d  f u n c ­

t i o n a l  ( S t o n e  a n d  K e n n e d y ,  1 9 6 2 ) ,  e v e n  when t h e y  a r e  t r a n s p l a n t e d  a c r o s s  

s p e c i e s  l i n e s  ( S t o n e  a n d  K e n n ed y ,  1 9 6 4 ) .  N e o p l a s t i c  c e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  

shown t o  r e m a i n  i n t a c t  and  v i a b l e  f o r  a s  l o n g  a s  t e n  m o n th s  o f  r e s i d e n c e  

i n  a d i f f u s i o n  ch a m b e r  i m p l a n t e d  i n  a s u i t a b l e  h o s t  (Amos an d  W a k e f i e l d ,

1958)  .

T e s t s ,  o t h e r  t h a n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  s e c r e t o r y  f u n c t i o n  o f  t i s s u e  

i m p l a n t e d  i n  a d i f f u s i o n  c h a m b e r ,  w e r e  d e s i r e d  so t h a t  a n  e s t i m a t e  c o u l d  

b e  made o f  t h e  v i a b i l i t y  o f  n o n - s e c r e t i n g  t i s s u e s  b o t h  n o r m a l  ( O ' S t e e n ,

1961)  and  p a t h o l o g i c a l  ( G ' S t e e n ,  1 9 6 2 ,  1 9 6 3 ) .  A l g i r e  u s u a l l y  u s e d  h i s t o ­

l o g i c a l  t e s t s  t o  d e c i d e  w h e t h e r  t h e  t i s s u e s  r e m oved  f r om d i f f u s i o n  cham­

b e r s  w e r e  v i a b l e .  I n  a few i n s t a n c e s  h e  u s e d  t h e  b i o l o g i c a l  t e s t  o f  

t r a n s p l a n t i n g  t h e  t i s s u e  f r om  t h e  d i f f u s i o n  chamber  i n t o  a n  a n i m a l  w h i c h  

was g e n e t i c a l l y  s i m i l a r  t o  t h e  t i s s u e  d o n o r  ( A l g i r e  e t  a 1 . , 1 9 5 4 ) .  I f  

t h e  t r a n s p l a n t e d  t i s s u e  g rew i n  t h e  h o s t  h e  c o n c l u d e d  t h a t  i t  was v i a b l e  

w h i l e  " i n  r e s i d e n c e "  i n  t h e  c h a m b e r .  A n o t h e r  t e s t  was s i m p l y  t h e  b r e a k i n g  

o f  a m i l l i p o r e  f i l t e r  o f  a n  i ^  s i t u  ch a m b e r  w h i c h  c o n t a i n e d  l e u k e m i c  c e l l s .  

The s u b s e q u e n t  o c c u r r e n c e  o f  l e u k e m i a  a n d  t h e  d e a t h  o f  t h e  h o s t  a t t e s t e d
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n o t  o n l y  to  t h e  v i a b i l i t y  o f  t h e  c e l l s  b u t  to  t h e i r  l e t h a l i t y  a s  w e l l

( A l g i r e  and  Moore ,  1 9 5 9 ) .

The e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  a b o v e  and  n u m ero u s  o t h e r s  ( D v o r a k  a n d  

Waksman, 196 2;  P a r r i s h  a n d  K l e i n f e l d ,  196 3 ;  L e v e y  e t  a l . , 1 9 6 3 ,  N a j a r i a n  

a n d  F e l d m a n ,  1 9 6 2 ,  1 9 6 3 ;  Osoba and  M i l l e r ,  19 64 ;  C ap a lb o  e t  a l . , 1964) 

w h i c h  h a v e  e m p lo y ed  d i f f u s i o n  ch a m b e rs  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  u t i l i z e d  by 

A l g i r e  i n d i c a t e  t h a t  t h e  d i f f u s i o n  cham ber  i t s e l f  d o es  n o t  h a v e  a d i r e c t  

e f f e c t  u p o n  t i s s u e s  w h i c h  a r e  p l a c e d  i n s i d e  i t .  S p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  

h a v e  c o n f i r m e d  t h i s  f i n d i n g  ( W i l s o n ,  1 9 6 5 ) .

H ow ever ,  m o d i f y i n g  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  by u s i n g  

a n  a c r y l i c  g l u e  i n s t e a d  o f  a l u c i t e - a c e t o n e  m i x t u r e  ( a s  was u s e d  by 

A l g i r e )  h a s  r a i s e d  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  t u m o r  c e l l s  a r e ,  i n d e e d ,  a l ­

t e r e d  by  r e s i d e n c e  i n  s u c h  ch a m b e rs  ( P a l m e r ,  1 9 6 2 ) .  I t  h a s  b e e n  shown 

t h a t  t h e  l e t h a l i t y ,  b u t  n o t  t h e  v i a b i l i t y ,  o f  c e r t a i n  t r a n s p l a n t a b l e  

n e o p l a s t i c  t i s s u e s  a r e  g r e a t l y  a f f e c t e d  by  r e s i d e n c e  i n  s u c h  c h a m b e r s  

( P a l m e r ,  K e y l  a n d  D ab n ey ,  1 9 6 5 ) .  Tumor c e l l s  t a k e n  f r om  s u c h  a c r y l a t e d

ch a m b e r s  a n d  t r a n s p l a n t e d  t o  s u s c e p t i b l e  H o l t z m a n  a l b i n o  r a t s  g re w ,

c a u s i n g  l a r g e  t u m o r s ,  w h i c h  t h e n  r e g r e s s e d .  T h i s  was i n  d i s t i n c t  c o n ­

t r a s t  t o  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s i m i l a r  t u m o r  t r a n s p l a n t s  f r o m  t h e  A l g i r e  

t y p e  o f  cha mber  g re w p r o g r e s s i v e l y  t o  t h e  d e a t h  o f  t h e  h o s t .  I t  w a s ,  

t h e r e f o r e ,  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r ,  i n  some m a n n e r ,  

a l t e r e d  t h e  tum or  c e l l s  so t h a t  t h e y  e l i c i t e d  a h o m o g r a f t  r e a c t i o n  w h e n ­

e v e r  t h e y  w e r e  t r a n s p l a n t e d  i n t o  a h i g h l y  s u s c e p t i b l e  a n i m a l .

T h i s  work  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  n e o p l a s t i c  c e l l s  w e r e  " a l t e r e d "  

e x p e r i m e n t a l l y  so t h a t  t h e y  w e r e  r e c o g n i z e d  b y  t h e  h o s t  a s  b e i n g  " n o t - s e l f "  

a n d  w e r e  d e s t r o y e d  b y  a n  i m m u n o l o g i c a l  m e c h a n i s m .  T h i s  i s  a p r o v o c a t i v e
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i d e a  w i t h  i m p o r t a n t  p o t e n t i a l i t y .  I f  t h i s  p r o c e d u r e  c a n  b e  e x t e n d e d ,  

s i m i l a r  t r e a t m e n t  o f  e x c i s e d  p o r t i o n s  o f  a u t o c h t h o n o u s  t u m o r s  s h o u l d ,  

u p o n  r e i m p l a n t a t i o n ,  e l i c i t  t h e  f o r m a t i o n  o f  r e s i s t a n c e  t o w a r d  t h e  p a r e n t  

tu m o r  a s  w e l l  a s  t h e  " t r e a t e d "  p o r t i o n .  A c c o m p l i s h i n g  t h i s ,  i t  w o u ld  

t h e n  seem l i k e l y  t h a t  t h i s  t e c h n i q u e  c o u l d  b e  a p p l i e d  t o  t h e r a p e u t i c  

t r e a t m e n t  o f  many a u t o c h t h o n o u s  t u m o r s .

To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  d i f f u s i o n  cham ber  t e c h n i q u e  o f  a l t e r i n g  

n e o p l a s t i c  c e l l s  h a s  a b r o a d e r  b i o l o g i c a l  a p p l i c a t i o n ,  a p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t  was  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a d i f f e r e n t  t r a n s p l a n t a b l e  r a t  t u m o r ,  

t h e  M u r p h y - S t u r m  Lym pho sa rcom a (MSL). I t  was f o u n d  t h a t  t h i s  n e o p l a s m  

a l s o  w o u l d  d e v e l o p  i n t o  a l a r g e  t u m o r ,  w h i c h  t h e n  r e g r e s s e d  w h e n e v e r  i t  

was  t r a n s p l a n t e d  f r o m  a n  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  cha m b e r  i n t o  h i g h l y  s u s c e p ­

t i b l e  r a t s  o f  t h e  H o l t z m a n  s t r a i n .

T h i s  p r e s e n t  work i s  c o n c e r n e d  w i t h  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  

v a r i a b l e s  i n h e r e n t  i n  t h i s  t y p e  o f  t i s s u e  t r a n s p l a n t a t i o n  e x p e r i m e n t ,  

i . e . ,  ( a )  t h o s e  d i c t a t e d  b y  t h e  n a t u r e  o f  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  a c r y ­

l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r ,  ( b )  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  ini v i v o  s y s t e m  em p lo y ed  

t o  k e e p  t h e  c e l l s  a l i v e  w h i l e  i n  t h e  c h a m b e r ,  ( c )  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e ­

s i s t a n c e  to  t h e  t r a n s p l a n t  w h i c h  i s  d i s p l a y e d  by t h e  s u s c e p t i b l e  H o l t z m a n  

r a t ,  a n d  (d )  w h e t h e r  t h e  r e j e c t i o n  o f  t h e  " a l t e r e d "  tu m o r  c e l l s  s u b s t a n ­

t i a l l y  e n h a n c e s  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  a n i m a l  t o  a d d i t i o n a l  c h a l l e n g e s  o f  

" a l t e r e d "  o r  o f  u n a l t e r e d  l e t h a l  t r a n s p l a n t s  o f  t h e  same n e o p l a s t i c  

t i s s u e .



CHAPTER I I

MATERIALS AND METHODS

The p r e s e n t a t i o n  o f  t h i s  c h a p t e r  w i l l  b e  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e q u e n c e :

( 1 )  m a t e r i a l s  u s e d ;  ( 2 )  b a s i c  e x p e r i m e n t a l  p l a n ;  ( 3 )  a i m s  a n d  s p e c i f i c  

d e s i g n  o f  e a c h  t y p e  o f  e x p e r i m e n t .

M a t e r i a l s

A n i m a l s

A l l  t h e  a n i m a l s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  w ork  w e re  f r o m  a s t r a i n  o f  t h e  

d o m e s t i c  a l b i n o  l a b o r a t o r y  r a t  w h i c h  i s  b r e d  a n d  s u p p l i e d  c o m m e r c i a l l y  

f r o m  a c l o s e d  b r e e d i n g  c o l o n y  ( M c Q u a r r i e  e_t a 1 .  , 1 9 5 9 ) .  The n a t u r e  o f  

t h e  b r e e d i n g  o f  t h i s  r a t  an d  t h e  d e g r e e  o f  h o m o z y g o s i t y  w h i c h  h a s  b e e n  

o b t a i n e d  i s  o f  g r e a t  i m p o r t a n c e  t o  t h i s  t y p e  o f  i n v e s t i g a t i o n .  The 

s u p p l i e r  ( H o l t z m a n  R a t  Company) h a s  p r a c t i c e d  s e l e c t i v e  b r e e d i n g  i n  a n  

a t t e m p t  t o  d e v e l o p  a c o m m e r c i a l  r a t  w h i c h  w o u l d  be  u n i f o r m  i n  r e g a r d  t o  

s i z e  a n d  g r o w t h  r a t e ,  g e n t l e n e s s ,  a n d  v i g o r  ( M c Q u a r r i e  e_t a l . , 1 9 5 9 ) .

T h i s  h a s  b e e n  a c c o m p l i s h e d  by  p e r i o d i c  s e l e c t i v e  b r o t h e r  x  s i s t e r  m a t i n g  

( i . e . ,  i n b r e e d i n g )  f o r  s e v e r a l  g e n e r a t i o n s  w i t h  t h e  s u b s e q u e n t  e s t a b l i s h ­

m e n t  o f  a p e n - b r e d  c o m m e r c i a l  c o l o n y  f r o m  t h e  o f f s p r i n g  ( H o l t z m a n ,  1 9 6 5 ) .  

The s e l e c t i v e  i n b r e e d i n g  d i r e c t e d  t o w a r d  t h e  a b o v e  a im  h a s  c o n c o m i t a n t l y  

p r o d u c e d  c o n s i d e r a b l e  g e n e t i c  h o m o z y g o s i t y  i n  t h i s  p o p u l a t i o n .  The d e ­

g r e e  t o  w h i c h  t h i s  h a s  o c c u r r e d  h a s  b e e n  t e s t e d  ( B i l l i n g h a m  a n d  S i l v e r s ,

1959)  by  t h e  e x c h a n g e  o f  s k i n  g r a f t s  r a n d o m l y  a n d  b e t w e e n  p a i r e d  f e m a l e  

r a t s  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  a n i m a l s  f r o m  t h i s  c o m m e r c i a l  c o l o n y  a r e  

" v i r t u a l l y  i s o l o g o u s "  ( M c Q u a r r i e  ^  a l . , 1 9 5 9 ) .  O t h e r  w o r k e r s  ( M a t t e r
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e t  a l . , 1963)  h a v e  a l s o  i n v e s t i g a t e d ,  by t h e  u s e  o f  t h e  s e n s i t i v e  s k i n  

g r a f t i n g  t e c h n i q u e ,  t h e  i s o l o g o u s  n a t u r e  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  s t r a i n  o f  r a t  

w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  a u t o l o g o u s  an d  h o m o l o g o u s  g r a f t s  s u r v i v e  f o r  

s u c h  l o n g  p e r i o d s  o f  t i m e  ( b o t h  > 1 2 0  d a y s )  t h a t  t h i s  s t r a i n  o f  r a t  " h a s  

r e a c h e d  a  s t a t e  o f  h i s t o c o m p a t i b i l i t y . "

Tumor

The t r a n s p l a n t a b l e  t u m o r  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e  i s  

a ly m p h o s a rc o m a  w h i c h  was o r i g i n a l l y  d e v e l o p e d  by  Murphy a n d  S tu rm  (1 9 4 1 )  

f r o m  1938 t o  1 9 4 1 .  They  d e v e l o p e d  t h e  t r a n s p l a n t a b l e  fo rm o f  t h e  lym pho­

sa r co m a  f r om a l e u k e m i a  w h i c h  t h e y  i n d u c e d  w i t h  1 , 2 , 5 , 6 - d i b e n z a n t h r a c e n e  

i n  a c o l o n y  o f  W i s t a r  r a t s .  The s p e c i f i c  t u m o r  c e l l  l i n e  o f  t h e  Murphy-  

S tu r m  Lymphosarcoma (MSL) u t i l i z e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  was o b t a i n e d  i n  

1963 f ro m  t h e  l a b o r a t o r y  o f  H ru b a n  a n d  S l e s e r s  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C h i ­

c a g o .  The tum or  h a s  b e e n  c a r r i e d  s i n c e  t h e n  by r e - t r a n s p l a n t a t i o n  e v e r y  

9 t o  18 d a y s  i n  t h e  t h i g h  m u s c l e  o f  f e m a l e  H o l t z m a n  r a t s  ( 1 8 0 - 2 0 0  g r a m s ) . 

The tu m o r  h o m o g e n a t e s  u s e d  f o r  r e - t r a n s p l a n t a t i o n ,  a s  w e l l  a s  t h o s e  u s e d  

i n  a l l  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  p r e s e n t  w o r k ,  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  

f o l l o w i n g  m a n n e r .  S e v e r a l  a n i m a l s  w h i c h  c a r r i e d  t h e  tum or  w e r e  s a c r i f i c e d  

b y  c e r v i c a l  f r a c t u r e .  The s e v e r a l  t u m o r s  w e r e  e x c i s e d  f rom  t h e  r e s p e c t i v e  

t h i g h  m u s c l e s ,  d e b r i d e d  i f  n e c e s s a r y ,  a n d  p l a c e d  i n  a b a t h  o f  s t e r i l e  i s o ­

t o n i c  s a l i n e  a t  room t e m p e r a t u r e .  The t i s s u e  was  m i n c e d  s l i g h t l y  w i t h  

s c i s s o r s  an d  t h e n  h o m o g e n i z e d  i n  a c o a r s e - g r a d e  g l a s s  h o m o g e n i z e r  u s i n g  

s t e r i l e  i s o t o n i c  s a l i n e  a s  t h e  d i l u e n t .  A l l  i n s t r u m e n t s ,  s y r i n g e s ,  an d  

g l a s s w a r e  w h i c h  w e r e  u s e d  h a d  b e e n  t h o r o u g h l y  w a sh e d  an d  r i n s e d .  A f i n a l  

r i n s e  w i t h  b o i l i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a l l o w e d  a c l e a n  t e c h n i q u e  b u t  s t r i c t
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a s e p s i s  was n o t  a t t a i n e d .  S i n c e  t h e  t u m o r s  f r om  s e v e r a l  r a t s  w e r e  a l w a y s  

m ix ed  when r e - t r a n s p l a n t i n g  t h e  t u m o r  o r  when p r e p a r i n g  a h o m o g e n a t e  f o r  

an  e x p e r i m e n t ,  any t e n d e n c y  t o w a r d  t h e  c r e a t i o n  o f  a s u b l i n e  o f  t h e  t u m o r ,  

d i f f e r e n t  f rom  t h e  i n i t i a l  t r a n s p l a n t ,  was m i n i m i z e d .  Each new p r o s p e c ­

t i v e  h o s t  o f  t h e  t um or  was i n o c u l a t e d  w i t h  one  m i l l i l i t e r  (m l )  o f  t h e  t u ­

mor h o m o g e n a t e  i n  a t h i g h  m u s c l e .  T h e s e  a n i m a l s  a l s o  r e c e i v e d  a n  i n o c u ­

l a t i o n  o f  a m i x t u r e  o f  p r o c a i n e  p e n i c i l l i n  G, b e n z a t h i n e  p e n i c i l l i n  G 

an d  p o t a s s i u m  p e n i c i l l i n  G i n  t h e  o p p o s i t e  t h i g h  m u s c l e  a n d  w e r e  g i v e n  

a d d i t i o n a l  s u p p o r t i v e  i n j e c t i o n s  o f  t h e  same m a t e r i a l ,  i f  n e e d e d .  The 

tu m o r  i n o c u l a t i o n s  d e v e l o p e d  i n t o  l a r g e  tumor  g r o w t h s  w i t h i n  7 t o  9 d ays  

w h i c h  c u l m i n a t e d  i n  t h e  d e a t h  o f  t h e  h o s t  i n  a p p r o x i m a t e l y  16 to  20 d a y s .  

T h i s  p a t t e r n  o f  t u m o r  g r o w t h ,  i . e . ,  i t s  v i a b i l i t y ,  l e t h a l i t y ,  a n d  r a t e  o f  

g ro w t h  h a s  n o t  c h a n g e d  p e r c e p t i b l y  s i n c e  t h e  f i r s t  t r a n s p l a n t a t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  l a b o r a t o r y ,  t h u s  s i g n i f y i n g  t h a t  t h i s  t u m o r  h a s  b e e n  

s t a b l e  d u r i n g  t h e  t i m e  t h e  e x p e r i m e n t s  t o  b e  d e s c r i b e d  w e re  d o n e .

D i f f u s i o n  Chambers

The d i f f u s i o n  ch a m b e r s  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n s t r u c t e d  o f  

a s h o r t  c y l i n d e r  5 mm i n  h e i g h t  a n d  20 mm i n  d i a m e t e r ,  w h i c h  h a d  a m i l l i ­

p o r e  f i l t e r  (Type  HA 0 . 4 5 u  d i a m e t e r  p o r e  s i z e ) ^  a t t a c h e d  to  e a c h  o p e n  

e n d ,  t h u s  f o r m i n g  a n  e n c l o s e d  c h a m b e r .  E ach  c y l i n d e r  u s e d  a s  t h e  s k e l e t o n  

o f  t h e  chambe r  h a d  a s m a l l  h o l e  ( o n e  m i l l i m e t e r  i n  d i a m e t e r )  d r i l l e d  

t h r o u g h  o n e  s i d e  so t h a t  a b r e i  o f  c e l l s  c o u l d  b e  i n t r o d u c e d  t h r o u g h  a 

s y r i n g e  n e e d l e  i n t o  t h e  c h a m b e r .

C y l i n d e r s  compo sed  o f  two d i f f e r e n t  m a t e r i a l s  w e re  u s e d  i n  c e r t a i n

^ M i l l i p o r e  f i l t e r ,  M i l l i p o r e  F i l t e r  C o r p o r a t i o n ,  B e d f o r d ,  M a s s a c h u s e t t s .
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p o r t i o n s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  o n e  b e i n g  made o f  g l a s s  w h i l e  t h e  o t h e r  

was  composed  o f  a n  e x t r u d e d  p l a s t i c  ( l u c i t e ) .

Two v a r i a t i o n s  o f  e a c h  o f  t h e s e  two g e n e r a l  t y p e s  o f  cham ber  w e re  

c r e a t e d  by t h e  u s e  o f  two d i f f e r e n t  a d h e s i v e s  when t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r  

was a t t a c h e d  t o  e i t h e r  t h e  g l a s s  o r  t h e  p l a s t i c  c y l i n d e r .  T h e s e  two a d ­

h e s i v e s  w e r e  e i t h e r  ( a )  o n e  made by d i s s o l v i n g  t h e  e x t r u d e d  p l a s t i c  ( l u ­

c i t e )  i n  a c e t o n e ,  o r  ( b )  a c o m m e r c i a l  a d h e s i v e  w h i c h  h a s  a n  a c r y l a t e  

p l a s t i c  b a s e  w i t h  e t h y l e n e  d i c h l o r i d e  a s  t h e  s o l v e n t .  T h i s  p r o c e d u r e ,  

t h e r e f o r e ,  p r o d u c e d  f o u r  t y p e s  o f  d i f f u s i o n  c h a m b e r ,  i . e . ,  ( a )  o ne  com­

p o s e d  o f  a g l a s s  c y l i n d e r  w i t h  l u c i t e  d i s s o l v e d  i n  a c e t o n e  a s  t h e  a d h e s ­

i v e ,  (b)  o n e  compos ed  o f  a g l a s s  c y l i n d e r  w i t h  t h e  a c r y l a t e  g l u e  a s  t h e  

a d h e s i v e ,  ( c )  o n e  co m posed  o f  a l u c i t e  c y l i n d e r  w i t h  l u c i t e  d i s s o l v e d  

i n  a c e t o n e  a s  t h e  a d h e s i v e ,  a n d  ( d )  o ne  compo sed  o f  a l u c i t e  c y l i n d e r  

w i t h  a c r y l a t e  a s  t h e  a d h e s i v e .

The g l a s s  o r  p l a s t i c  c y l i n d e r s  w e r e  b o i l e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  

t h e n  a i r  d r i e d  b e f o r e  b e i n g  u s e d  a s  t h e  s k e l e t o n  o f  a c h a m b e r .  P r e c a u ­

t i o n  was t a k e n  t o  a t t a c h  t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r s  t o  t h e  c y l i n d e r s  u n d e r  

c l e a n  c o n d i t i o n s .  E t h y l e n e  o x i d e  v a p o r  h a s  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  

( A l g i r e  e t  a l . , 19 54 ;  D v o r a k  a n d  Waksman,  1962)  by  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  i n  

a n  a t t e m p t  t o  s t e r i l i z e  t h e  c h a m b e r s  a f t e r  c o n s t r u c t i o n .  B u t  s i n c e  i t  

h a s  b e e n  shown t h a t  e t h y l e n e  o x i d e  a l t e r s  p l a s m a  p r o t e i n s  so  t h a t  t h e y  

bec om e a n t i g e n i c  ( M a u r e r ,  1961)  t h i s  p r o c e d u r e  was  n o t  f o l l o w e d .  The 

c h a m b e r s  w h i c h  w e r e  c o n s t r u c t e d  o n  a n y  o n e  d a t e  w e r e  s t o r e d  i n  a c o v e r e d ,  

c l e a n  g l a s s  b e a k e r  u n t i l  t h e y  w e r e  u s e d  i n  a n  e x p e r i m e n t .
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B a s i c  E x p e r i m e n t a l  P l a n

The i n i t i a l  p r o c e d u r e s  f o l l o w e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t  o f  t h i s  p r e s e n t  

work  c o n s i s t e d  o f  f o u r  b a s i c  s t e p s  w h i c h  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1 a n d  

a r e  l a b e l e d  a ,  b ,  c ,  a n d  d .

A f r e s h  h o m o g e n a t e ,  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  u n d e r  t h e  h e a d i n g  

TUMOR, o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  Ly mpho sarcom a (MSL) was  u s e d  i n  a l l  o f  t h e  

e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  homo­

g e n a t e  was p r e p a r e d  i t  was i n j e c t e d  by  s y r i n g e  t h r o u g h  a s m a l l  h o l e  i n  

t h e  w a l l  i n t o  t h e  c h a m b e r .  T h i s  s m a l l  h o l e  was t h e n  s e a l e d  w i t h  a com­

m e r c i a l  g l u e ^  a t  w h i c h  t i m e  t h e  cha m b e r  was m o m e n t a r i l y  s e t  a s i d e  w h i l e  

t h e  H o l t z m a n  r a t  w h i c h  was  t o  s e r v e  a s  t h e  h o s t  f o r  t h e  cha m b e r  was  p r e ­

p a r e d .  Each  o f  t h e s e  r a t s  was  a n e s t h e t i z e d  w i t h  e t h e r ,  t h e  a b d o m i n a l  

h a i r  was  c l i p p e d  a n d  a m i d - l i n e  i n c i s i o n  was  made t h r o u g h  t h e  s k i n  an d 

a b d o m i n a l  m u s c l e s  t o  p e r m i t  two t u m o r - f i l l e d  ch a m b e r s  t o  b e  i n s e r t e d  i n ­

t o  t h e  p e r i t o n e a l  c a v i t y .  The i n c i s i o n  was c l o s e d  w i t h  s u t u r e s  a n d  s k i n  

c l a m p s .  T h i s  p r o c e d u r e  was  r e p e a t e d  u n t i l  a l l  o f  t h e  c h a m b e r s  o f  an y  

p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t  h a d  b e e n  i m p l a n t e d .  The c h a m b e r s  w e r e  r e m o v e d  f rom  

t h e s e  r a t s  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  two t o  s i x  h o u r s  a t  w h i c h  t i m e  t h e  tu m o r  

c e l l s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  c h a m b e r s  b y  a s p i r a t i o n  w i t h  a s y r i n g e .  The 

tu m o r  h o m o g e n a t e  f rom  a s i n g l e  cha m b e r  was  t h e n  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  

i n  t h e  d o r s a l  m i d - l u m b a r  a r e a  o f  a s i n g l e  r a t .  T h i s  i m p l a n t a t i o n  o f  t h e  

tu m o r  t i s s u e  a l l o w e d  a  m e t h o d  o f  a s s a y i n g  t h e  v i a b i l i t y  an d  l e t h a l i t y  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  tu m o r  c e l l s  a f t e r  s h o r t  p e r i o d s  i n  t h e  d i f f u s i o n  

c h a m b e r s .  I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  t h e  s u b s e q u e n t  f a t e  o f  t h e s e

^ A l l  p u r p o s e  WELDIT c e m e n t ,  W e l d i t  C o r p o r a t i o n ,  New Y ork  1 ,  New Y o r k .
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T U M O R
H O M O G E N  A T E

/
a) a tum or  h o m o g en a te  i s  

p l a c e d  in  a d i f f u s i o n  
ch amber

t h e  d i f f u s i o n  c h a m b e r  i s  
p l a c e d  i n  t h e  a b d o m i n a l
c a v i t y  o f  a H o l t z m a n  r a t

t h e  ch am b e r  i s  removed 
a f t e r  a s p e c i f i e d  p e r i o d  

o f  t  ime

t h e  tum or  c e l l s  a r e  
t a k e n  f r om  t h e  ch a m b e r  and 
i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  
i n t o  a H o l t z m a n  r a t

F i g u r e  1. B a s i c  E x p e r i m e n t a l  P l a n
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i m p l a n t a t i o n s  was t h e  c r i t i c a l  i n f o r m a t i o n  s o u g h t  i n  a l l  s u c h  e x p e r i m e n t s .  

Each o f  t h e  a n i m a l s  w h i c h  r e c e i v e d  t h e  m a t e r i a l  f r o m  a d i f f u s i o n  chambe r  

was a l s o  g i v e n  a n  i n t r a m u s c u l a r  i n j e c t i o n  o f  0 . 5  ml o f  a m i x t u r e  o f  p r o ­

c a i n e  p e n i c i l l i n  G, b e n z a t h i n e  p e n i c i l l i n  G and  p o t a s s i u m  p e n i c i l l i n  G.

The r a t s  r e c e i v e d  w a t e r  an d  r a t  r a t i o n  a d  l i b i t u m  a n d  w e re  c h e c k e d  e a c h  

d a y .  The d a t e s  o f  a p p e a r a n c e  o f  i n i t i a l  p a l p a b l e  t u m o r  g r o w t h ,  i n i t i a l  

d a y  o f  a p p a r e n t  r e j e c t i o n  o f  t h e  t u m o r ,  o r  d a t e  o f  d e a t h  o f  t h e  r a t  due 

t o  tum or  g r o w t h  w e r e  r e c o r d e d .  Any s i g n  o f  i n f e c t i o n ,  a l t h o u g h  r a r e ,  was 

p r o m p t l y  t r e a t e d  w i t h  a d d i t i o n a l  i n j e c t i o n s  o f  p e n i c i l l i n .

A l i q u o t s  o f  e a c h  tum or  h o m o g e n a t e  p r e p a r e d  an d  u t i l i z e d  i n  t h e  a b o v e  

m a n n e r  w e re  a l s o  i n j e c t e d  i n t o  a s e r i e s  o f  u n t r e a t e d  c o n t r o l  r a t s  a f t e r  

a l l  o f  t h e  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  h a d  b e e n  f i l l e d  w i t h  t h e  h o m o g e n a t e  a n d  im­

p l a n t e d .  The r a t s  so i n j e c t e d  w e r e  o b s e r v e d  o n  t h e  same s c h e d u l e  a s  t h e  

e x p e r i m e n t a l  r a t s .  I n  t h i s  m anner  t h e  v i a b i l i t y  an d  l e t h a l i t y  o f  e a c h  

t u m o r  h o m o g e n a t e  u s e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  d e t e r m i n e d .  

The d e c i s i o n  a s  to  w h e t h e r  a r a t  d i e d  a s  a d i r e c t  c o n s e q u e n c e  o f  tumor  

g r o w t h  was a s u b j e c t i v e  o n e .  When a n i m a l s  d i e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a p p a r e n t  

i n f e c t i o n  an d  a t  t h e  same t i m e  p o s s e s s e d  a l a r g e  t u m o r ,  t h e  d e a t h  was a t ­

t r i b u t e d  t o  t h e  n e o p l a s m .

The c r i t e r i o n  o f  t u m o r  r e j e c t i o n  was a n  o b j e c t i v e  o n e ,  e i t h e r  t h e  

t um or  k i l l e d  t h e  r a t  o r  t h e  r a t  r e j e c t e d  t h e  t u m o r .  Tumors  d e v e l o p i n g  

f r o m  i m p l a n t a t i o n s  s u c h  a s  t h o s e  d e s c r i b e d  a b o v e  g re w  t o  a n  a p p r e c i a b l e  

s i z e ,  a n d  when r e j e c t e d ,  f o l l o w e d  t h i s  p a t t e r n .  A b l a c k  s c a b  a l w a y s  

fo r m e d  i n  t h e  s k i n  o v e r l y i n g  a t u m o r  w h i c h  was t o  r e g r e s s .  The s c a b  p e r ­

s i s t e d  a s  t h e  tumor  p r o g r e s s i v e l y  d i m i n i s h e d  i n  s i z e  b u t  was f i n a l l y  

s l o u g h e d .  The wound h e a l e d  w i t h  some s c a r  f o r m a t i o n  an d  w i t h  l i t t l e  h a i r  

g r o w t h  i n  t h e  i m m e d i a t e  v i c i n i t y  o f  t h e  s c a r .



“ 20 —

A l i q u o t s  o f  s e v e r a l  tum or  h o m o g e n a t e s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  ab o v e  

w e r e  s t a i n e d  w i t h  t r y p a n  b l u e  and c o u n t e d  i n  a h e m a c y t o m e t e r  t o  g e t  an  

e s t i m a t e  o f  t h e  number  o f  l y m p h o s a r c o m a  c e l l s  p e r  m i l l i l i t e r  o f  tum or  

h o m o g e n a t e  an d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  v i a b l e  t o  n o n - v i a b l e  c e l l s  ( S c h r e k ,

1 936 ;  T e n n a n t ,  1 9 6 4 ) .  R e p r e s e n t a t i v e  tu m o r  h o m o g e n a t e s ,  two t o  f o u r  

h o u r s  a f t e r  p r e p a r a t i o n ,  h ad  a t u m o r - c e l l  c o u n t  o f  4 m i l l i o n  t o  6 m i l l i o n  

c e l l s  p e r  m i l l i l i t e r  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  86% o f  t h e  c e l l s  b e i n g  u n s t a i n e d  

a n d ,  t h e r e f o r e ,  v i a b l e .

Aims an d  S p e c i f i c  D e s i g n  o f  Each  Type o f  E x p e r i m e n t

The s p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  d o n e  i n  t h i s  w o rk  w e r e  d i r e c t e d  t o w a r d  e l u ­

c i d a t i n g  f i v e  m a j o r  q u e s t i o n s  r e l a t i v e  t o  t h e  i n d u c e d  r e j e c t i o n  o f  t h e  

M u r p h y - S t u r m  tu m o r  t r a n s p l a n t e d  f r o m  d i f f u s i o n  c h a m b e r s .  They w e r e :

a)  E x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  i l l u s t r a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  a e r y -  

l a t e d  c h a m b e r s  u p o n  t h e  i n c i d e n c e  o f  tu m o r  r e j e c t i o n  ( E x p e r i ­

m e n t s  A - 1 ,  A - 2 ,  A - 3 ,  A - 4 ) .

b) E x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a n  i ^  v i t r o  s y s t e m  c o u l d  be 

s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  a n i m a l  h o s t  o f  t h e  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  (E x ­

p e r i m e n t s  B - 1 ,  B-2 )  .

c )  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r i m a r y  r e s i s t a n c e  d i s p l a y e d  

by H o l t z m a n  r a t s  t o  tum or  t r a n s p l a n t s  f rom  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  

c h a m b e r s  ( E x p e r i m e n t  C - 1 ) .

d) I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  " r e s i s t a n t "  s t a t e  o f  a n i m a l s  w h i c h  h a v e  

o n c e  r e j e c t e d  tu m o r  t r a n s p l a n t s  f r o m  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  cham­

b e r s  ( E x p e r i m e n t s  D - 1 ,  D - 2 ,  D - 3 ) .

e)  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  d e g r e e  o f  n a t u r a l  i n c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e
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H o l t z m a n  r a t  t o  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lymphosarcoma ( E x p e r i m e n t s

E - 1 ,  E -2 ,  E - 3 ) .

The d e t a i l s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s ,  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a b o v e  

q u e s t i o n s ,  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .

I n f l u e n c e  o f  Component s  o f  M o d i f i e d  D i f f u s i o n  Chambers 
Upon I n c i d e n c e  o f  Tumor R e j e c t i o n

I t  was p r o p o s e d  to  v a r y  t h e  s e v e r a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  d i f f u s i o n  

c h a m b e r ,  when c o n s t r u c t e d ,  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e c i s e  c o n t r i b u t i o n  

o f  e a c h  t o  t h e  r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t e d  t i s s u e .  S p e c i f i c a l l y  i t  was 

p l a n n e d  t o :

(1 )  s u b s t i t u t e  a g l a s s  c y l i n d e r  f o r  t h e  I n c i t e  s k e l e t o n  o f  t h e  

d i f f u s i o n  c h a m b e r ;

( 2 )  u t i l i z e  two s e p a r a t e  a d h e s i v e s ,  i . e . ,  t h e  a c r y l i c  g l u e  

( E x p e r i m e n t  A -1 )  and  a n o t h e r  composed o f  I n c i t e  d i s s o l v e d  

i n  a c e t o n e  ( E x p e r i m e n t  A - 2 ) ,  i n  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  g l a s s  

d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  t h u s  g i v i n g  two d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e r  b a s e d  u p o n  t h e  two d i f f e r e n t  g l u e s  

u s e d  ;

( 3 )  d e l i b e r a t e l y  i n c r e a s e  t h e  am ou nt  o f  a c r y l i c  g l u e  u s e d  i n  

t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  g r o u p s  o f  I n c i t e  

d i f f u s i o n  ch amber  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  r a t e  o f  r e j e c ­

t i o n  o f  t r a n s p l a n t s  made f r om  s u c h  ch a m b e r s  w o u ld  be  a f f e c t e d  

( E x p e r i m e n t  A - 3 ) ;

( 4 )  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  i n t e r v a l  o f  t i m e  b e t w e e n  c o n s t r u c t i o n  

o f  a d i f f u s i o n  cham be r  a n d  i t s  u s e  i n  a n  e x p e r i m e n t  i s  a n  

i m p o r t a n t  v a r i a b l e  ( E x p e r i m e n t  A - 4 ) .
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E x p e r i m e n t  A-1 an d  A - 2 . - -  G l a s s  c y l i n d e r s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a s  

c o m p l e t e l y  i n e r t  when u s e d  a s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  (Amos, 1 9 6 1 ) .  T h e r e ­

f o r e ,  two d i f f e r e n t  t y p e s  o f  g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e r  w e re  c o n s t r u c t e d ,  

a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  by  u s i n g  t h e  a c r y l i c  g l u e  ( E x p e r i m e n t  A-1)  o r  

I n c i t e  d i s s o l v e d  i n  a c e t o n e  ( E x p e r i m e n t  A -2 )  a s  t h e  a d h e s i v e s  t o  a t t a c h  

t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r s  t o  t h e  g l a s s  r i n g s .  Chambers  so c o n s t r u c t e d  w e r e  

u t i l i z e d  i n  s e v e r a l  e x p e r i m e n t s  w h ic h  c l o s e l y  f o l l o w e d  t h e  b a s i c  e x p e r i ­

m e n t a l  p l a n  ( F i g u r e  1 ) .

E x p e r i m e n t  A-3 ( i n c r e a s e  o f  a c r y l i c  g l u e ) . - -  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e  i n c i d e n c e  o f  r e j e c t i o n  o f  t um or  t r a n s p l a n t s ,  made f r om a g r o u p  o f  

a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  was r e l a t e d  t o  t h e  amou nt  o f  a c r y l i c  g l u e  

i n  a c h a m b e r ,  t h e  am o u n t  o f  g l u e  i n  t h e  ch ambe r  was i n c r e a s e d  i n  d e f i n i t e  

s t e p s  i n  s e v e r a l  g r o u p s  o f  d i f f u s i o n  c h a m b e r .  The f i r s t  g r o u p  was c o n ­

s t r u c t e d  by a p p l y i n g  t h e  a c r y l i c  g l u e  o n l y  t o  t h e  e d g e  o f  t h e  c y l i n d e r  b y  

w h i c h  t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r  was a t t a c h e d .  I n  t h e  s e c o n d  g r o u p  o f  ch a m b e r s  

t h e  am oun t  o f  g l u e  i n  e a c h  chambe r  was i n c r e a s e d  by a p p l y i n g  t h e  g l u e  n o t  

o n l y  t o  t h e  ed g e  b u t  t o  25% o f  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  i n s i d e  w a l l  o f  t h e  c y l ­

i n d e r  b e f o r e  a t t a c h i n g  t h e  m i l l i p o r e  f i l t e r s .  The t h i r d  g r o u p  h a d  50% 

o f  t h e  i n t e r i o r  w a l l  c o v e r e d  i n  t h i s  m an n e r  w h i l e  t h e  f o u r t h  g r o u p  and'  

f i f t h  g r o u p  h a d  75% a n d  100% c o v e r e d ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  d i f f u s i o n  

c h a m b e r s  w e r e  u s e d  i n  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w h i c h  w e r e  c o n d u c t e d  a s  d e ­

s c r i b e d  i n  t h e  B a s i c  E x p e r i m e n t a l  P l a n .

E x p e r i m e n t  A-4 ( a g e  o f  c h a m b e r ) . - -  P i l o t  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

a g e  o f  t h e  chamber  h a d  some i n f l u e n c e  u p o n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  r e j e c t i o n s  

o f  t h e  MSL when i t  was t r a n s p l a n t e d  f r o m  a c r y l a t e d  c h a m b e r s .  To t e s t  t h i s  

a s p e c t  f u r t h e r ,  s e v e r a l  g r o u p s  o f  t h e  m o s t  e f f i c a c i o u s  t y p e  o f  d i f f u s i o n
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c h a m b e r ,  i . e . ,  t h o s e  w i t h  75% o f  t h e  i n n e r  w a l l  c o v e r e d  w i t h  a c r y l i c  g l u e ,  

w e r e  c o n s t r u c t e d  a n d  s e t  a s i d e  f o r  d i f f e r e n t  p e r i o d s  o f  t i m e  b e f o r e  t h e y  

w e r e  u s e d .  G ro u p s  o f  d i f f u s i o n  cham ber  w e r e  u s e d  a f t e r  t h e y  h a d  a g e d  f o r  

two d a y s ,  o r  s i x  t o  e i g h t  d a y s ,  o r  13 -1 8  d a y s ,  o r  2 1 - 3 1  d a y s .  T h e s e  cham­

b e r s  w e re  em p lo y e d  i n  t h e  b a s i c  t y p e  o f  e x p e r i m e n t  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .

E f f e c t  o f  a n  IN VITRO S y s te m  o f  M a i n t a i n i n g  Tumor T i s s u e s  i n  
D i f f u s i o n  Chambers  Upon I n c i d e n c e  o f  Tumor R e j e c t i o n

The e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  b e l o w  w e r e  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e  same p a t t e r n  o f  tum or  g r o w t h  a n d  s u b s e q u e n t  r e g r e s s i o n  w o u l d  o c c u r  

w h e n e v e r  t h e  t u m o r  t i s s u e  h a d  b e e n  i n c u b a t e d  i n  a n  ^  v i t r o  s y s t e m  r a t h e r  

t h a n  i n  a l i v i n g  r a t  b e f o r e  i t  was t r a n s p l a n t e d .

E x p e r i m e n t  B - 1 . - -  The d i f f u s i o n  c h a m b e r s  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w e r e  

c o n s t r u c t e d  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e  b u t  d i d  n o t  h a v e  i n c r e a s e d  am o u n t s  o f  

t h e  g l u e  o n  t h e  i n s i d e  s u r f a c e .  The a c r y l a t e d  c h a m b e r s  w e r e  f i l l e d  w i t h  

a h o m o g e n a t e  o f  t h e  MSL a n d  p l a c e d  i n  a  b a t h  o f  e i t h e r  a )  Hank*s  b a l a n c e d  

s a l t  s o l u t i o n ,  o r  b )  i s o t o n i c  s a l i n e ,  b o t h  o f  w h i c h  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  

3 7 °C .  N e i t h e r  o f  t h e  v i t r o  s o l u t i o n s  h a d  p l a s m a ,  s e r u m ,  o r  am ino  a c i d s  

a d d e d  t o  t h em .  G ro u p s  o f  t u m o r - f i l l e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w e r e  re m oved  

f r om t h e  i n  v i t r o  b a t h s  a f t e r  o n e  h o u r ,  t h r e e  h o u r s ,  a n d  s i x  h o u r s  o f  i n ­

c u b a t i o n ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e  t u m o r  c e l l s  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  ch a m b e r  and  

i n j e c t e d  i n d i v i d u a l l y  i n t o  a s u s c e p t i b l e  r a t .

E x p e r i m e n t  B - 2 . - -  I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  i n s t e a d  o f  u s i n g  t h e  a c r y l a t e d  

d i f f u s i o n  c h a m b e r  a s  a c o n t a i n e r  f o r  t h e  t u m o r  h o m o g e n a t e ,  a s e r i e s  o f  

g l a s s  t e s t  t u b e s  w e r e  u s e d  w h i c h  h a d  b e e n  p a i n t e d  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e  

on  t h e i r  i n t e r i o r  s u r f a c e .  T h e s e  t u b e s  h a d  b e e n  p r e p a r e d  an d  s e t  a s i d e  

f o r  d i f f e r e n t  p e r i o d s  o f  t i m e  a n d  t h u s  w e r e  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  a g e s  on
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t h e  d ay  t h e y  w e r e  u s e d .  A tu m o r  h o m o g e n a t e  was  p r e p a r e d  ( u s i n g  H a n k ' s  

s o l u t i o n  a s  t h e  d i l u e n t )  and  p l a c e d  ( o n e  m l / t u b e )  i n  t h e  a c r y l a t e d  t e s t  

t u b e s  w h i l e  t h e y  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  3 7°C .  i n  a w a t e r  b a t h .  A f t e r  c e r t a i n  

i n t e r v a l s  o f  t i m e ,  v i z . ,  30 m i n u t e s ,  o n e  h o u r ,  t h r e e  h o u r s ,  an d  s i x  h o u r s ,  

t h e  tu m o r  h o m o g e n a t e  f r o m  e a c h  t e s t  t u b e  o f  t h e  p a r t i c u l a r  a g e  g r o u p s  

was  r e m o v e d  a n d  i n j e c t e d  s e p a r a t e l y  i n t o  s u s c e p t i b l e  a l b i n o  r a t s .  A 

g r o u p  o f  g l a s s  t e s t  t u b e s  w h i c h  h a d  n o t  h a d  t h e  a c r y l i c  g l u e  a p p l i c a t i o n  

w e r e  a l s o  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t  t o  s e r v e  a s  c o n t r o l s .

N a t u r e  o f  R e s i s t a n c e  o f  t h e  S u s c e p t i b l e  R a t  t o  Tumor 
T r a n s p l a n t s  f r o m  M o d i f i e d  Chambers

T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  m e c h a n i s m s  r e ­

s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e j e c t i o n ,  b y  s u s c e p t i b l e  r a t s ,  o f  t u m o r s  w h ic h  d e v e l o p  

f r o m  t r a n s p l a n t s  o f  t u m o r  c e l l s  f rom a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  an d  a l ­

so t o  d e t e r m i n e  i f  p o s s i b l e  w h e t h e r  t h i s  r e j e c t i o n  i s  a n a l o g o u s  t o  t h e  

h o m o g r a f t  r e j e c t i o n  o f  n e o p l a s t i c  t i s s u e  by a g e n e t i c a l l y  i n t o l e r a n t  r a t .  

I t  i s  now e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  i n  g e n e r a l  an d  

l y m p h o i d  t i s s u e  i n  p a r t i c u l a r  i s  r e s p o n s i b l e  ( R u s s e l l  a n d  Monaco ,  1965)  

f o r  t h e  r e j e c t i o n  o f  h o m o l o g o u s  n e o p l a s t i c  t i s s u e s .  I t  h a s  a l s o  b e e n  

shown t h a t  e i t h e r  s p l e n e c t o m y  ( A p o l a n t ,  1911)  o r  c o r t i s o n e  a d m i n i s t r a t i o n  

( S t o e r k ,  1951 ;  S t o e r k  e_t a l . , 1953)  d e p r e s s e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  t i s ­

s u e s  an d  t h u s  e n c o u r a g e s  g r a f t s  o f  n e o p l a s t i c  t i s s u e .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  

two t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e s i s t a n c e  o f  

t h e  r a t  t o  " t r e a t e d "  tu m o r  t r a n s p l a n t s .

E x p e r i m e n t  C - 1 . - -  A f r e s h  tu m o r  h o m o g e n a t e  was p r e p a r e d  an d  p r o m u l ­

g a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  B a s i c  E x p e r i m e n t a l  P l a n .  I n s t e a d  o f  i n j e c t i n g  

u n t r e a t e d  a n i m a l s  w i t h  t h e  t u m o r  m a t e r i a l  f r o m  t h e  a c r y l a t e d  c h a m b e r s
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t h e  t r a n s p l a n t s  w e r e  i m p l a n t e d  i n  r a t s  w h i c h  h a d  b e e n  t r e a t e d  i n  t h e  

f o l l o w i n g  m an n e r :

( a )  o n e  g r o u p  was s p l e n e c t o m i z e d  on e day  p r i o r  t o  t h e  tumor  

i m p l a n t a t i o n  a n d ,  i n  a d d i t i o n ,  r e c e i v e d  20 mg/Kg.  o f  c o r t i ­

s o n e  a c e t a t e  p e r  day s u b s e q u e n t  t o  t h e  c h a l l e n g e  w i t h  t h e  

t u m o r ;

( b )  t h e  s e c o n d  g r o u p  r e c e i v e d  20 mg/Kg.  o f  c o r t i s o n e  a c e t a t e  

p e r  day a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  " a l t e r e d "  tum or  c e l l s ;

( c )  t h e  t h i r d  g r o u p  was s p l e n e c t o m i z e d  one day p r i o r  t o  t h e  

i n j e c t i o n  o f  t h e  " t r e a t e d "  t um or  h o m o g e n a t e ;

(d )  t h e  f o u r t h  g r o u p  r e c e i v e d  o n l y  t h e  t u m o r  t r a n s p l a n t  f rom 

a c r y l a t e d  ch a m b e r s  an d  w e r e  n o t  s p l e n e c t o m i z e d  and t h u s  

s e r v e d  a s  c o n t r o l s  f o r  t h e  t um or  c e l l s  t a k e n  f r om  su ch

  c h a m b e r s .

N a t u r e  o f  I m m u n o l o g i c a l  S t a t e  o f  A n im a l  Which h a s  Once R e j e c t e d  
Tumor T r a n s p l a n t s  f r o m  M o d i f i e d  D i f f u s i o n  Chambers

S e v e r a l  t e c h n i q u e s  a r e  a v a i l a b l e  w h e r e b y  t h e  i m m u n o l o g i c a l  s t a t e  o f  

a  " s e n s i t i z e d "  a n i m a l  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  One o f  t h e  mor e  s e n s i t i v e  an d  

d r a m a t i c  o f  t h e s e  i s  p r o v i d e d  by a s e c o n d  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t h e  s e n s i ­

t i z i n g  t i s s u e  t o  t h e  " s e n s i t i z e d "  h o s t .  Such a n i m a l s  r e s p o n d  t o  s u c h  a 

s t i m u l u s  b y  a n  a c c e l e r a t e d  r e j e c t i o n  o f  t h e  t r a n s p l a n t ,  i . e . ,  a " s e c o n d -  

s e t "  r e s p o n s e  ( H i l d e m a n n ,  1 9 5 9 ) .  The f o u r t h  o b j e c t i v e  o f  t h i s  i n v e s t i g a ­

t i o n  was  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h o s e  a n i m a l s  w h i c h  h a v e  o n c e  r e j e c t e d  a n  

i n i t i a l  t r a n s p l a n t  o f  " a l t e r e d "  t u m o r  c e l l s  w o u ld  d e m o n s t r a t e  a " s e c o n d -  

s e t "  r e s p o n s e  t o  s i m i l a r l y  t r e a t e d  t u m o r ,  i . e . ,  now be  " s e n s i t i z e d "  t o  

t h e  t u m o r .  I f  a " s e c o n d - s e t "  r e s p o n s e  c o u l d  be  e l i c i t e d  by  t h i s  p r o c e d u r e .
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t h e n  a s e c o n d  q u e s t i o n  w o u ld  be  i n v e s t i g a t e d .  I t  h a s  b e e n  shown t h a t  

" s e n s i t i z e d "  a n i m a l s  w h i c h  a r e  c h a l l e n g e d  s e v e r a l  t i m e s  w i t h  t h e  s e n s i ­

t i z i n g  a n t i g e n  d e v e l o p  a hy p e r im m u n e  s t a t e  o f  r e s i s t a n c e  t o w a r d  t h a t  

a n t i g e n .  I t  was p l a n n e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  s u c h  a 

h ype r im m une  c o n d i t i o n  c o u l d  b e  t h u s  e l i c i t e d  s u c h  t h a t  t h e  a n i m a l  w o u ld  

r e s i s t  c h a l l e n g e s  o f  u n t r e a t e d ,  l e t h a l  t u m o r  c e l l s  ( E x p e r i m e n t  D - 1 ) .

An a n c i l l a r y  i n v e s t i g a t i o n  was a l s o  p l a n n e d .  I t  h a s  b e e n  b e e n  shown 

t h a t  a n i m a l s  w h i c h  h a v e  o n c e  r e j e c t e d  a tum or  t r a n s p l a n t  a r e  s t r o n g l y  r e ­

s i s t a n t  to  f u r t h e r  c h a l l e n g e  w i t h  t h a t  p a r t i c u l a r  t um or  ( S n e l l ,  1 9 5 9 ) .

I f  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  a b o v e  d i s c o v e r e d  a r e s i s t a n t  s t a t e  i n  a n i m a l s  

w h i c h  h a d  b e e n  c h a l l e n g e d  w i t h  " a l t e r e d "  tumor  c e l l s ,  t h e n  t h e  e x p e r i m e n t  

d e s c r i b e d  b e l o w  ( E x p e r i m e n t  D-2)  w o u l d  be  a t t e m p t e d .

E x p e r i m e n t  D - 1 . - -  A l b i n o  r a t s ,  w h i c h  h a d  o n c e  r e j e c t e d  t um or  t r a n s ­

p l a n t s  f r om  a c r y l a t e d  c h a m b e r s ,  w e re  i n j e c t e d  w i t h  s i m i l a r l y  t r e a t e d  n e o ­

p l a s t i c  t i s s u e  u pon  two s u b s e q u e n t  o c c a s i o n s .  T h e s e  a n i m a l s  w e r e  t h e n  

c h a l l e n g e d  w i t h  a l e t h a l  u n t r e a t e d  h o m o g e n a te  o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lympho­

s a r c o m a .  T h i s  e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t  a s e c o n d  t i m e  w i t h  a d i f f e r e n t  

g r o u p  o f  r a t s  b u t  t h e y  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  " t r e a t e d "  t u m o r  m a t e r i a l  o n l y  

u p o n  o n e  s u b s e q u e n t  o c c a s i o n  a f t e r  t h e y  r e j e c t e d  t h e  i n i t i a l  i m p l a n t a t i o n .  

They a l s o  w e r e  f i n a l l y  i n j e c t e d  w i t h  a l e t h a l  t u m o r  h o m o g e n a t e .  The i d e n ­

t i c a l  p r o t o c o l  was f o l l o w e d  a t h i r d  t i m e  b u t  t h e s e  a n i m a l s  w e r e  g i v e n  t h e  

l e t h a l  u n t r e a t e d  n e o p l a s t i c  t i s s u e  a f t e r  t h e  s i n g l e  i n i t i a l  r e j e c t i o n  o f  

" a l t e r e d "  tum or  c e l l s .

E x p e r i m e n t  D - 2 . - -  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  " s e c o n d - s e t "  r e s p o n s e  

f i r m l y  e s t a b l i s h e d  by t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t s  ( E x p e r i m e n t  D-1)  c o u l d  be  

e a s i l y  o b t u n d e d ,  a g r o u p  o f  a n i m a l s  w h i c h  h a d  r e j e c t e d  t h e  i n i t i a l  c h a l l e n g e
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o f  " a l t e r e d "  tum or  i m p l a n t s  w e r e  s p l e n e c t o m i z e d  a n d  t h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  

a l e t h a l  u n t r e a t e d  h o m o g e n a t e  o f  t h e  MSL.

D e g r e e  o f  N a t u r a l  I n c o m p a t i b i l i t y  B e tw ee n  M u rp h y - S t u r m  
Lymphosarcoma a n d  H o l t z m a n  R a t

F o r  a c r i t i c a l  a s s e s s m e n t  o f  t h e  r e j e c t i o n  o f  t u m o r  t r a n s p l a n t s  f rom 

a c r y l a t e d  c h a m b e r s  ( b y  t h e  H o l t z m a n  r a t ) ,  o n e  m u s t  com pare  s u c h  r e j e c t i o n s  

w i t h  t h e  i n h e r e n t  i n c o m p a t i b i l i t y  o f  t h a t  p a r t i c u l a r  t u m o r - h o s t  s y s t e m .  

S p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  w e r e  done t o  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  i n h e r e n t  i n c o m ­

p a t i b i l i t y  e x i s t e n t  b e t w e e n  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lym ph osa rcom a a n d  t h e  H o l t z ­

man s t r a i n  o f  r a t  ( E x p e r i m e n t  E - 1 ) . A d d i t i o n a l  d a t a  i n  t h i s  r e g a r d  w e r e  

s u p p l i e d  f r o m  two s o u r c e s .  R e c o r d s  w e r e  k e p t  o f  t h e  number  o f  a n i m a l s  

i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  tumor  a n d  t h e  number  w h i c h  d i e d  t h r o u g h o u t  t h e  r o u ­

t i n e  r e - t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  t u m o r  t r a n s p l a n t  ( E x p e r i m e n t  E - 2 ) .  

I n  a d d i t i o n ,  t h o s e  a n i m a l s  w h i c h  s e r v e d  a s  c o n t r o l s  o f  t h e  v i a b i l i t y  a n d  

l e t h a l i t y  o f  t h e  t um or  h o m o g e n a t e  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t  o f  t h i s  w ork  

a l s o  p r o v i d e  f u r t h e r  d a t a  a l o n g  t h e s e  l i n e s .  T h e s e  d a t a  h a v e  b e e n  c o l ­

l e c t e d  a n d  l a b e l e d  E x p e r i m e n t  E - 3 .



CHAPTER I I I

RESULTS OF EXPERIMENTS

The f i r s t  a im  o f  t h i s  p r e s e n t  w ork  was t o  d e t e r m i n e  t h e  q u a l i t i e s  

o f  th e  d i f f u s i o n  chamber  w h i c h  h a d  a n  i n f l u e n c e  u p o n  t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  

o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lymphosarcoma t r a n s p l a n t e d  f r o m  s u c h  c h a m b e r s .  T h i s  

i n v e s t i g a t i o n  h a s  c l e a r l y  shown t h a t  ( 1 )  a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e j e c t i o n  

was n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a l l  d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  a n d  (2 )  t h a t  u s e  o f  c e r ­

t a i n  t y p e s  o f  h e a v i l y  a c r y l a t e d  I n c i t e  ch a m b e r s  was a s s o c i a t e d  w i t h  a 

g r e a t l y  i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e j e c t i o n .  T a b l e  1 shows t h a t  g l a s s  d i f f u s i o n  

c h a m b e r s  w e r e  n o t  a b l e  t o  i n d u c e  a c h a n g e  i n  t h e  n e o p l a s t i c  t i s s u e  s u c h  

t h a t  i t  w o u l d  be  r e j e c t e d  when t r a n s p l a n t e d ,  t h u s  s i g n i f y i n g  t h a t  t h e y  

w e r e ,  i n d e e d ,  i n e r f .  T h i s  was d e m o n s t r a t e d  by t h e  o c c u r r e n c e  o f  o n l y  two 

r e j e c t i o n s  o u t  o f  37 t r a n s p l a n t a t i o n s  when g l a s s  c h a m b e r s  w e r e  u s e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  A-1 a n d  A - 2 .  A l s o ,  i t  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e  1 t h a t  

t h e r e  was  no d i f f e r e n c e  i n  t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  b e t w e e n  t h o s e  g l a s s  cham­

b e r s  c o n s t r u c t e d  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e  (5 .5% ) o r  w i t h  t h e  a d h e s i v e  made by 

d i s s o l v i n g  I n c i t e  i n  a c e t o n e  ( 5 . 2 % ) .  I n v e s t i g a t i o n s  w i t h  I n c i t e  c h a m b e r s ,  

t h e  r e s u l t s  o f  w h i c h  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w ,  i n d i c a t e d  t h a t  a n  i n c r e a s e d  a -  

m oun t  o f  a c r y l i c  g l u e  was r e q u i r e d  t o  i n d u c e  t h e  h i g h e s t  r a t e  o f  r e j e c t i o n ,  

t h e r e f o r e ,  a l l  o f  t h e  a c r y l a t e d  g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  em p lo y ed  i n  t h i s  

p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  l u c i t e  c h a m b e r s  i n  t h a t  t h e y  

h a d  75% o f  t h e  i n t e r i o r  w a l l  c o v e r e d  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e  a n d  w e r e  o f  t h e  

m o s t  e f f i c a c i o u s  r a n g e  o f  a g e  ( 1 3 - 1 8  d a y s )  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  r e j e c t i o n .  

The low r a t e  o f  r e j e c t i o n  (5 .5 % )  o f  t r a n s p l a n t s  made f r o m  t h e s e  h e a v i l y  

a c r y l a t e d  g l a s s  c h a m b e r s  i n d i c a t e s  f u r t h e r  t h a t  t h e  a c r y l i c  g l u e ,  b y  i t s e l f ,
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d i d  n o t  i n d u c e  a n  a p p r e c i a b l e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t e d  t u m o r s ,

TABLE 1

GLASS DIFFUSION CHAMBERS WITH ACRYLIC 
GLUE (EXPERIMENT A -1 )  OR LUCITE IN 

ACETONE GLUE (EXPERIMENT A-2)

E x p e r i m e n t  No. 
(Type o f  G lu e )

P e r i o d  o f  
R e s i d e n c e

Number o f  
A s s a y  R a t s

S u r v i v a l  Time 
( r a n g e  i n  d a y s )

Tumors  r e j e c t e d /  
T o t a l  i n j e c t e d

A-1
( A c r y l i c )

A-1
( A c r y l i c )

7 h o u r s

16 h o u r s

10 16-26"

20-28

1/10

0/8

A-2 
( L u c i t e  i n  
A c e t o n e )

7 h o u r s 10 18-2 6 0 / 1 0

A-2 
( L u c i t e  i n  
A c e t o n e )

16 h o u r s 9 17-4 7 1 /9

^ M ann-W hi tney  U t e s t  co m p ar ed  w i t h  s u r v i v a l  t i m e s  o f  r a t s  f rom 
E x p e r i m e n t  C -1 ,  T a b l e  5 ,  I n f a c t  Group p = < T .0 2 5 .

P r e l i m i n a r y  w ork  d e m o n s t r a t e d  t h a t  l u c i t e  d i f f u s i o n  ch a m b e rs  c o n ­

s t r u c t e d  w i t h  m i n i m a l  a m o u n t s  o f  a c r y l i c  g l u e  e l i c i t e d  a s m a l l  b u t  i n c r e a s e d  

r a t e  o f  tum or  r e j e c t i o n  a s  co m p ar ed  w i t h  g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s .  E x p e r i ­

m e n t s ,  t h e r e f o r e ,  w e r e  p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  t h e  

e x p o s u r e  o f  t h e  t u m o r  h o m o g e n a t e  t o  t h e  a c r y l i c  g l u e .  T h i s  was done by  

c o a t i n g  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  l u c i t e  chamber  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e  d u r i n g  

c o n s t r u c t i o n .  T h r e e  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  w h ic h  made u s e  

o f  l i g h t l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  c h a m b e r s .  T h e s e ,  a s  a w h o l e ,  e l i c i t e d  a h i g h e r



-  30  -

r a t e  o f  r e j e c t i o n  (14 .2% ) t h a n  t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  (5 .4% ) c a l c u l a t e d  

f r om t h e  c o m b in ed  v a l u e s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  

( T a b l e  1 ) .  T a b l e  2 shows t h a t  c o a t i n g  t h e  i n t e r i o r  w a l l  o f  t h e  l u c i t e  

chambe r  w i t h  a c r y l i c  g l u e  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t h e  i n c i d e n c e  o f  t u m o r  r e ­

j e c t i o n .

TABLE 2

LUCITE DIFFUSION CHAMBERS CONSTRUCTED WITH ACRYLIC GLUE 
WITH INCREASING AMOUNTS OF GLUE ON INTERIOR WALL^

% o f  i n s i d e  w a l l  
c o a t e d  w i t h  a c r y l i c  
g l u e

Type a nd  
P e r i o d  o f  
R e s i d e n c e

Number o f  
A s s a y  r a t s

Tumors  r e j e c t e d /  
T o t a l  i n j e c t e d

. b p v a l u e

0%
( m i n i m a l  a c r y l i c  

g l u e  u s e d  t o  a t t a c h  
m i l l i p o r e  f i l t e r  t o  
l u c i t e )

i n  v i v o
2 h o u r s

i n  v i v o
3 h o u r s

8

24

0 / 8

4 / 2 4

i n  v i v o  
6 h o u r s

24 4 / 2 4

25% i n  v i v o  
6 h o u r s

48 1 8 / 4 8 <.02 '=

50% i n  v i v o  
6 h o u r s

36 1 6 / 3 6 < . 0 1 ^

75% i n  v i v o  
6 h o u r s

41 2 2 / 4 1 < o 0 0 1 ^

100% i n  v i v o  
6 h o u r s

68 2 3 / 6 8 < . 0 5 =

^ E x p e r i m e n t  A - 3 .

^ d e t e r m i n e d  by u s e  o f  C h i - s q u a r e  t e s t .

^ c o m p a r i n g  d a t a  ( i . e . .  Tumor r e j e c t e d  an d  T o t a l  i n j e c t e d )  w i t h  
co m b in ed  d a t a  o f  g r o u p s  w i t h  0% g l u e .
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The t o t a l  r a t e  o f  r e j e c t i o n  f ro m  t h r e e  e x p e r i m e n t s  ( f i r s t  t h r e e  l i n e s  

i n  T a b l e  2)  was  u s e d  t o  e v a l u a t e ,  s t a t i s t i c a l l y ,  t h e  d a t a  f rom t h e  e x p e r i ­

m e n t s  w h i c h  made u s e  o f  ch a m b e r s  w h i c h  h a d  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  a c r y l i c  

g l u e  u s e d  i n  t h e i r  c o n s t r u c t i o n  ( T a b l e  2 ) .  The r a t e  o f  r e j e c t i o n  p r o d u c e d  

when s u c h  l u c i t e  c h a m b e r s  ( w i t h  25% o f  t h e i r  i n t e r i o r  w a l l  c o v e r e d  w i t h  

t h e  a c r y l i c  g l u e )  w e r e  u s e d  was h i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( p = < . 0 2 ) ,  when com­

p a r e d  w i t h  t h e  c o m b i n e d  d a t a  o f  t h e  t h r e e  0% g r o u p s .  I t  c a n  b e  s e e n  f rom  

T a b l e  2 t h a t  a d d i t i o n a l  i n c r e m e n t s  i n  t h e  am oun t  o f  a c r y l i c  g l u e  i n  t h e  

c h a m b e r s  r e s u l t e d ,  i n  a g r e a t l y  i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  n e o p l a s t i c  

t i s s u e s  t r a n s p l a n t e d  f ro m  t h e m .  T h o s e  c h a m b e r s  w h i c h  h a d  50% o f  t h e  i n ­

s i d e  s u r f a c e  c o a t e d  w i t h  t h e  g l u e  i n d u c e d  a r e j e c t i o n  r a t e  o f  44% o f  t h e  

t r a n s p l a n t s  w h i c h  was h i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( p = « C . 0 1 ) . T h o s e  w h i c h  h a d  a c r y ­

l i c  g l u e  a p p l i e d  t o  75% o f  t h e  s u r f a c e  e l i c i t e d  a r e j e c t i o n  r a t e  o f  53 .6% 

w h i c h  was a l s o  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  (p = <C.0 0 1 )  . The r e s u l t s  o f  a C h i - s q u a r e  

t e s t  o f  t h e  d a t a  a r e  shown i n  T a b l e  2 .  T h u s ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  an  i n ­

c r e a s e  i n  t h e  a c r y l i c  g l u e  c a u s e d  a n  i n c r e a s e  i n  tu m o r  r e j e c t i o n  w i t h  t h e  

r e s e r v a t i o n  t h a t  f e w e r  r e j e c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  ch a m b e r s  w h i c h  h a d  

a c r y l i c  g l u e  a p p l i e d  t o  100% o f  t h e  i n t e r i o r  s u r f a c e .  A l t h o u g h  t h i s  l a t t e r  

c o m p a r i s o n  i s  a l s o  s i g n i f i c a n t  ( p = < C . 0 5 ) , i t  i s  l e s s  so t h a n  t h e  25%, 50%, 

an d  75% g r o u p s .

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a g e  o f  t h e  d i f f u s i o n  

c h a m b e r ,  when u s e d ,  was  a n  i m p o r t a n t  v a r i a b l e .  T h i s  f a c t o r  was i n v e s t i ­

g a t e d  i n  a s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  ( E x p e r i m e n t  A - 4 ) , t h e  r e s u l t s  o f  w h i c h  

a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  was  a n  

o p t i m a l  a g e  ( 1 3 - 1 8  d a y s )  o f  t h e  h e a v i l y  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  (75% 

o f  i n t e r i o r  s u r f a c e  c o v e r e d  w i t h  a c r y l i c  g l u e ) , d u r i n g  w h i c h  t h e  h i g h e s t
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r a t e  o f  r e j e c t i o n  was e l i c i t e d .  I n d e e d ,  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a d  

shown t h a t  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  f r om  a g r o u p  w h i c h  h a d  b e e n  

shown t o  i n d u c e  a n  a p p r e c i a b l e  r a t e  o f  r e j e c t i o n ,  l o s t  t h e i r  a b i l i t y  i n  

t h i s  r e g a r d  when a g e d  two t o  t h r e e  m o n t h s .  To d e t e r m i n e  t h e  s t a t i s t i c a l  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a g e  f a c t o r ,  a C h i - s q u a r e  t e s t  was  made o f  t h e  d a t a  

f r o m  T a b l e  3 w i t h  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  t h e r e  i s  a h i g h l y  s i g n i f i c a n t  

(p= < r .005)  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  g r o u p s .  The d a t a  f r o m  t h e  13 -1 8  day 

o l d  c h a m b e r s  was c o m p a red  by  u s e  o f  t h e  C h i - s q u a r e  t e s t  w i t h  t h e  com bined  

d a t a  o f  t h e  t h r e e  e x p e r i m e n t s  w h i c h  u s e d  l i g h t l y  a c r y l a t e d  c h a m b e r s  (0% 

g l u e )  a s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 .  The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  two s e t s  o f  

d a t a  was h i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( p = < C . 0 0 1 ) .

TABLE 3

EFFECT OF AGE OF ACRYLATED LUCITE CHAMBER ON REGRESSION 
OF TRANSPLANTED MURPHY-STURM LYMPHOSARCOMA^

Age o f  A c r y l a t e d  
Chambers  ( i n  d a y s )

Number o f  
A s s a y  r a t s

Tumors  r e j e c t e d /  
T o t a l  i n j e c t e d ^

R a t e  o f  R e j e c t i o n
7o

2 d a y s 8 1 / 8 1 2 . 5

6 -8  d ay s 41 1 7 / 4 1 4 1 . 4

1 3 - 1 8  d ay s 80 4 3 / 8 0 ^ 5 3 . 7

2 1 - 3 1  d a y s 81 2 2 / 8 1 2 7 . 1

^ E x p e r i m e n t  A - 4 .

^ C h i - s q u a r e  t e s t  o f  d a t a  o f  t a b l e  p = < C .0 0 5 .

' D a t a  f r o m  1 3 -1 8  d a y s  o l d  g r o u p  c o m p a r e d  w i t h  t o t a l  d a t a  0% Group 
T a b l e  2 ,  p= <.QG1„



-  33  -

A s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  was a l s o  made o f  t h e  l e n g t h  o f  s u r v i v a l  o f  

t h o s e  a n i m a l s  w h ich  u l t i m a t e l y  d i e d  a l t h o u g h  t h e y  r e c e i v e d  tumor  t r a n s ­

p l a n t s  f r om  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  t y p e  o f  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r ,  i . e . ,  

t h o s e  w i t h  75% o f  t h e  i n t e r i o r  l u c i t e  w a l l  c o a t e d  w i t h  a c r y l i c  g l u e  and  

13 -1 8  d a y s  o f  a g e .  The M an n - W h i tn e y  U “t 'Cst  was u s e d  t o  compare  t h e  s u r ­

v i v a l  t i m e s  o f  t h i s  g r o u p  o f  r a t s  ( t h o s e  c o n t r o l s  w h ich  d i e d  i n  E x p e r i ­

m e n t  C - 1 ,  T a b l e  5) w i t h  t h e  s u r v i v a l  t i m e  o f  t h e  r a t s  f rom E x p e r i m e n t  A - 1 ,  

Group 7 h o u r s  ^  v i v o . The c o m p a r i s o n  was h i g h l y  s i g n i f i c a n t  (p= < . 0 2 5 )  . 

T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h o s e  a n i m a l s  w h ich  r e c e i v e d  tum or  t r a n s p l a n t s  f r o m  

h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  ch a m b e r s  h ad  a p r o n o u n c e d  i n c r e a s e  i n  t h e i r  s u r ­

v i v a l  t i m e  o v e r  t h o s e  w h i c h  r e c e i v e d  t r a n s p l a n t s  o f  t h e  same neopla_sm fr o m  

g l a s s  c h a m b e r s .

I n  summary,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e rs  w e r e  n o t  o n l y  

i n c a p a b l e  o f  e l i c i t i n g  a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  t u m o r s  t r a n s p l a n t e d  

f r o m  them b u t ,  i n  a d d i t i o n ,  t h e  s u r v i v a l  t i m e  o f  t h o s e  r a t s  w h ich  d i e d  was  

much s h o r t e r  t h a n  t h o s e  w h i c h  r e c e i v e d  a c r y l a t e d  t um or  t i s s u e .  The e v i d e n c e  

a l s o  s u p p o r t s  t h e  c o n c e p t  t h a t  t h e  a c r y l i c  g l u e ,  when u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  

w i t h  a l u c i t e  c y l i n d e r ,  p r o v i d e d  a d i f f u s i o n  chamber  w h ich  was a b l e  t o  i n ­

d u ce  t h e  r e j e c t i o n  o f  l e t h a l  tumor  h o m o g e n a t e s  t r a n s p l a n t e d  f r om  su ch  cham­

b e r s .  M o r e o v e r ,  t h o s e  a n i m a l s  w h i c h  u l t i m a t e l y  d i e d  i n  e x p e r i m e n t s  i n  

w h i c h  s i m i l a r l y  t r e a t e d  a n i m a l s  r e j e c t e d  t h e i r  t r a n s p l a n t s ,  h a d  a n  a p p r e c i a ­

b l e  i n c r e a s e  i n  s u r v i v a l  t i m e .

The r e s u l t s  o f  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t r a n s p l a n t s  

made f rom  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w h i c h  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  b r i e f  

p e r i o d s  i n  a l i v i n g  r a t  ( T a b l e  2)  w o u l d  grow i n t o  l a r g e  t u m o r s  w h i c h  t h e n  

r e g r e s s e d .  The s e c o n d  q u e s t i o n  o f  t h i s  p r e s e n t  w ork  was w h e t h e r  i ^  v i t r o
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s y s t e m s  o f  m a i n t a i n i n g  t h e  tumor  c e l l s  w h i l e  e x p o s i n g  them t o  a c r y l a t e d  

s u r f a c e s  w o u l d  p r o d u c e  s i m i l a r  r e s u l t s .  The r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  

e x p l o r i n g  t h i s  q u e s t i o n  a r e  shown i n  T a b l e  4 .  I t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  

t h a t  tum or  t r a n s p l a n t s  t a k e n  f r om  l i g h t l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  ch a m b e r s  ( E x ­

p e r i m e n t  B -1 )  w h i c h  w e r e  p l a c e d  i n  i s o t o n i c  s a l i n e  o r  Hank’ s s o l u t i o n  f o r  

b r i e f  p e r i o d s  ( o n e  t o  s i x  h o u r s ) ,  g rew  a n d  k i l l e d  t h e  r a t s .  The t o t a l  

co m b in ed  r a t e  o f  r e j e c t i o n  (5 .8%) o f  t h e  t h r e e  g r o u p s  o f  E x p e r i m e n t  B-1 

was  t h e r e b y  d e m o n s t r a t e d  t o  be  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  t h e  g l a s s  d i f f u s i o n  

c h a m b e r s .  The r e s u l t s  f r om  E x p e r i m e n t  B-2 i n  w h i c h  t h e  tu m o r  h o m o g e n a t e  

was p l a c e d  d i r e c t l y  i n  g l a s s  t e s t  t u b e s  w h i c h  h a d  a c o a t i n g  o f  t h e  a c r y l i c  

g l u e  r e v e a l e d  some s l i g h t  e f f e c t  o f  t h i s  p r o c e d u r e .  I n d e e d ,  t h e  g r o u p  o f  

r a t s  c h a l l e n g e d  w i t h  t h e  tu m or  h o m o g e n a t e  re m o v ed  f r o m  t h e  17 d a y  o l d  

g r o u p  r e j e c t e d  a h i g h l y  s i g n i f i c a n t  (p= *C-012) number  o f  t h e  t u m o r s .  T h i s  

c a l c u l a t i o n  was made by  u s e  o f  t h e  F i s h e r  E x a c t  P r o b a b i l i t y  t e s t  i n  com­

p a r i n g  t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  p r o d u c e d  by t h e  a b o v e  g r o u p  an d  t h e  g r o u p  

w h i c h  r e c e i v e d  tu m o r  t r a n s p l a n t s  f r o m  l i g h t l y  a c r y l a t e d  ( E x p e r i m e n t  B -1 )  

ch a m b e r s  w h i c h  w e r e , m a i n t a i n e d  i n  H an k ’ s s o l u t i o n  f o r  s i x  h o u r s .

The n a t u r e  o f  t h e  p r i m a r y  r e s i s t a n c e  p r o v o k e d  i n  t h e  h i g h l y  s u s c e p ­

t i b l e  H o l t z m a n  r a t  b y  t r a n s p l a n t s  o f  a c r y l a t e d  tu m o r  t i s s u e  was  t h e  s u b ­

j e c t  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  c o l l e c t i v e l y  t i t l e d  E x p e r i m e n t  C - 1 ,  w h i c h  a r e  

p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 .  F o u r  g r o u p s  o f  r a t s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  tu m o r  

m a t e r i a l  re m o v ed  f r o m  h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  d i f f u s i o n  c h a m b e r s .  One 

g r o u p  was u n t r e a t e d  an d  t h e r e b y  s e r v e d  a s  c o n t r o l s  o f  t h e  p r o c e d u r e s  

c a r r i e d  o u t  o n  t h e  o t h e r  t h r e e  g r o u p s .  The o t h e r  g r o u p s  w e r e :  ( a )  s p l e n ­

e c t o m i z e d  a n d  g i v e n  c o r t i s o n e  20 m g / K g / d a y ;  ( b )  g i v e n  c o r t i s o n e  20 m g / K g / d a y ;  

a n d  ( c )  s p l e n e c t o m i z e d  o n e  day  p r i o r  t o  tu m o r  i m p l a n t a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y .



TABLE 4

EFFECT OF IN VITRO SYSTEMS OF MAINTAINING TUMOR TISSUE IN ACRYLATED CONTAINERS

E x p e r i m e n t  No. an d  Type a n d  Number o f  S u r v i v a l  Time S u r v i v a l  Time Tumors r e j e c t e d /
Type o f  C o n t a i n e r  P e r i o d  o f  A s s a y  R a t s  ( r a n g e  i n  d a y s )  ( a v e r a g e  i n  d a y s )  T o t a l  i n j e c t e d

R e s i d e n c e

B-1
l i g h t l y  a c r y l a t e d  
l u c i t e  chamber

I s o t o n i c  
s a l i n e  
1 h o u r

8 14-23 day s 1 7 .3 0 /8

H a n k ' s  
s o l u t i o n  
3 h o u r s

30 18-36 days 23 .5 4 /3 0

B-2
G l a s s  t e s t  t u b e s  
w i t h  A c r y l i c  g l u e

H a n k ' s  
s o l u t i o n  
3 h o u r s

30 17 -54 days 22 .1 0/30^

25 d ay s  o l d 30 m in -3  h r s 15 18-33 days 25 .2 2 /1 5

17 d ay s  o l d 30 m i n - 3  h r s 20 19-4 8 d ays 26 .2 6/20*

10 d ay s  o l d 30 m i n - 3  h r s 15 1 2 -2 7 days 23 .0 4 / 1 5

G l a s s  t e s t  t u b e s 30 m i n - 6  h r s 14 10-28 days 21 .8 2 / 1 4
w i t h o u t  A c r y l i c  g l u e

^ F i s h e r  E x a c t  P r o b a b i l i t y  t e s t  c o m p a r i s o n  p = < . 0 1 2 .

U )
Ln
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The r e s u l t s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 ,  c l e a r l y  demon­

s t r a t e  t h a t  c o r t i s o n e  a n d / o r  s p l e n e c t o m y ,  a l o n e  o r  c o m b i n e d ,  o b t u n d e d  t h e  

r e j e c t i o n  o f  t h e  t u m o r s  d e v e l o p e d  f r o m  t h e  a c r y l a t e d  tumor  c e l l s .  The 

i n t a c t  c o n t r o l s  r e j e c t e d  a n  a p p r e c i a b l e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  t um or  c h a l l e n g e s  

(46%) an d  t h o s e  w h i c h  d i e d  h a d  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  (p= < . 0 2 5 )  i n ­

c r e a s e  i n  t h e i r  s u r v i v a l  t i m e .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  s t r o n g l y  

i m p l i c a t e  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e ­

j e c t i o n  o f  t u m o r s  d e v e l o p e d  f rom a c r y l a t e d  tumor  t i s s u e .

TABLE 5

RATE OF REJECTION OF ACRYLATED MURPHY-STURM LYMPHOSARCOMA 
BY SPLENECTOMIZED AND CORTISONIZED, SPLENECTOMIZED, 

CORTISONIZED, AND INTACT HOLTZMAN RATS^

Type o f  
A s s a y  R a t

Number o f  
A s s a y  R a t s

S u r v i v a l  Time 
( r a n g e  i n  d a y s )

S u r v i v a l  Time Tumors r e j e c t e d /  
( a v e r a g e  i n  d a y s )  T o t a l  i n j e c t e d

S p l e n e c t o m i z e d  
a n d  C o r t i s o n -  
i z e d
(20  m g /K g / d a y )

10 9 - 2 5  d a y s 18o7 days 0 / 1 0

C o r t i s o n i z e d  
(20  m g /K g / d a y )

8 2 1 - 2 4  d ay s 2 2 . 3  days 0 / 8

S p l e n e c t o m i z e d
( o n l y )

10 2 0 - 3 4  d ay s 24 d ay s 2 / 1 0

I n t a c t 15 1 5 -6 0  d a y s ^ 3 2 . 3  d a y s 7 / 1 5

^ E x p e r i m e n t  C-1

^ M an n -W h i tn ey  U t e s t  co m p ar ed  w i t h  s u r v i v a l  t i m e s  o f  r a t s .  E x p e r i m e n t
A - 1 ,  Group 7 h o u r s .  p = < . 0 2 5 ,
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E x p e r i m e n t  D-1 ( T a b l e  6) was  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h o s e  

a n i m a l s  w h i c h  h a d  o n c e  r e j e c t e d  a c r y l a t e d  tum or  t i s s u e  w e r e  t h e r e a f t e r  

r e s i s t a n t  t o  s i m i l a r l y  t r e a t e d  n e o p l a s t i c  t i s s u e  an d  to  t h e  l e t h a l  u n ­

t r e a t e d  M u rp h y - S t u rm  Lymphosarcoma a s  w e l l .  One g r o u p  o f  17 r a t s  w h i c h  

r e j e c t e d  t h e  i n i t i a l  c h a l l e n g e  w i t h  a c r y l a t e d  n e o p l a s t i c  t i s s u e  was i n o ­

c u l a t e d  upo n two s u b s e q u e n t  o c c a s i o n s  ( r e s u l t i n g  i n  a t o t a l  o f  t h r e e )  

w i t h  s i m i l a r  m a t e r i a l s .  S i n c e  t h e s e  two s u b s e q u e n t  t r a n s p l a n t a t i o n s  f a i l e d  

to  g ro w ,  t h e r e b y  d e m o n s t r a t i n g  a " s e c o n d - s e t ” r e s p o n s e ,  t h e  c o n c l u s i o n  was 

made t h a t  t h e  r e c i p i e n t  r a t s  w e re  s t r o n g l y  r e s i s t a n t  t o  t h e  n e o p l a s m .  T h i s  

was t e s t e d  by  c h a l l e n g i n g  t h e s e  a n i m a l s  w i t h  t h e  u n t r e a t e d  l e t h a l  hom ogen­

a t e .  T a b l e  6 shows t h a t  t h i s  was r e j e c t e d  a l s o ,  i . e . ,  i t  d i d  n o t  grow a t  

a l l .  The h o m o g e n a t e  was p r o v e n  t o  b e  l e t h a l  by  t h e  i n j e c t i o n  o f  a s e p a r ­

a t e  u n t r e a t e d  g r o u p  o f  f i v e  r a t s  w h i c h  a l l  d e v e l o p e d  t u m o r s  an d  d i e d .

The a b o v e  p r o c e d u r e  was  r e p e a t e d  w i t h  a n o t h e r  g r o u p  o f  10 r a t s  w i t h  

t h e  e x c e p t i o n  t h a t  t h e s e  a n i m a l s  r e c e i v e d  two a c r y l a t e d  t r a n s p l a n t a t i o n s  

(o n e  i n i t i a l  and o n e  s u b s e q u e n t  t r a n s p l a n t )  b e f o r e  b e i n g  i n o c u l a t e d  w i t h  

a l e t h a l  t u m o r  h o m o g e n a t e  a s  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  6 .  T h i s  g r o u p  a l s o  r e ­

j e c t e d  t h e  u n t r e a t e d  t u m o r .  T h i s  p r o t o c o l  was f o l l o w e d  a t h i r d  t i m e  w i t h  

g r o u p s  o f  17 an d  5 r a t s  e a c h  ( a  t o t a l  o f  2 2 ) .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  

a n i m a l s  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h  a l e t h a l  u n t r e a t e d  h o m o g e n a t e  a f t e r  t h e y  r e ­

j e c t e d  t h e  i n i t i a l  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  a c r y l a t e d  t u m o r  t i s s u e .  T h e s e  a n i ­

m a l s  p r o m p t l y  r e j e c t e d  t h e  l e t h a l  tu m o r  b r e i  t h e r e b y  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  

r e j e c t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  a c r y l a t e d  n e o p l a s t i c  t r a n s p l a n t  e l i c i t e d  a 

s t r o n g l y  r e s i s t a n t  s t a t e  i n  t h e  n o r m a l l y  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  H o l t z m a n  r a t .



TABLE 6

REJECTION OF UNTREATED LETHAL HOMOGENATE OF 
MURPHY-STURM LYMPHOSARCOMA BY RATS 

WHICH REJECTED ACRYLATED TUMOR

Number o f  
R a t s

Times  C h a l l e n g e d  
w i t h  A c r y l a t e d  

tum or  t i s s u e

C o n t r o l s  o f  L e t h a l i t y  
o f  Tumor Ho mogena tes  

u s e d  t o  p r o d u c e  
A c r y l a t e d  Tumor T i s s u e  

(Tumors  r e j e c t e d /  
T o t a l  i n j e c t e d )

Number o f  r a t s  
r e j e c t i n g  F i n a l  
L e t h a l  u n t r e a t e d  
M u rp h y -S tu rm  Tumor

C o n t r o l s  o f  L e t h a l i t y  
o f  tumor  h o m o g en a te  

u s e d  f o r  f i n a l  c h a l l e n g e

(Tumors  r e j e c t e d /
T o t a l  i n j e c t e d )

17 3 0 / 1 7 17 0 / 5

10 2 0 / 1 1 10 0 / 1 2

22 1 0 / 1 1 22 0 / 1 5

LO
00
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E x p e r i m e n t  D-2 ( T a b l e  7) was c o n d u c t e d  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  r e ­

s i s t a n t  c o n d i t i o n  c o u l d  be  e a s i l y  d e p r e s s e d  i n  a n i m a l s  w h i c h  h a d  r e j e c t e d  

t h e  a c r y l a t e d  MSL. A g ro u p  o f  s i x  r a t s  w h i c h  h a d  r e j e c t e d  t u m o r s  d e v e l ­

o p e d  f r o m  a c r y l a t e d  i n o c u l a t i o n s  c o m p r i s e d  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p .  T h r e e  

o f  t h e s e  a n i m a l s  w e r e  s p l e n e c t o m i z e d  w h i l e  t h e  o t h e r  t h r e e  w e re  i n t a c t .  

T h e s e  a n i m a l s  w e r e  t h e n  c h a l l e n g e d  w i t h  a l e t h a l ,  u n t r e a t e d  h o m o g e n a t e  o f  

t h e  M u r p h y - S t u r m  L ym phosa rc om a .

I t  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e  7 t h a t  s p l e n e c t o m y  d o e s  n o t  d e p r e s s  t h e  r e ­

s i s t a n t  c o n d i t i o n  o f  t h e  r a t s  and  t h e r e b y  a t t e s t s  t o  t h e  s t r o n g  r e s i s t a n c e  

p r e s e n t  i n  a n  a n i m a l  w h i c h  h a d  o n c e  r e j e c t e d  t h i s  a c r y l a t e d  ( t r e a t e d )  

tumo r .

I n  o r d e r  t o  be  a b l e  t o  make a n  a c c u r a t e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  r e j e c t i o n  

o f  a c r y l a t e d  M u r p h y - S t u r m  Ly mph osarcoma t r a n s p l a n t s  by t h e  H o l t z m a n  r a t  

t h e  i n n a t e  i n c o m p a t i b i l i t y  o f  t h i s  t u m o r - h o s t  c o m b i n a t i o n  m u s t  b e  known.

The e x p e r i m e n t s  l a b e l e d  E - 1 ,  E - 2 ,  a n d  E-3 a l l  p r o v i d e d  d a t a  f o r  s u c h  a n  

a s s e s s m e n t .  Two s p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  w e re  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d e ­

g r e e  o f  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  H o l t z m a n  r a t  t o  t h e  u n t r e a t e d  M u r p h y -S tu rm  

Lym p h o sa rc o m a .  T h e s e  w e r e  c a r r i e d  o u t  s i m p l y  by i n o c u l a t i n g  50 r a t s  w i t h  

a n  u n t r e a t e d  h o m o g e n a t e  o f  t h e  t u m o r .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

w e r e  l a b e l e d  E x p e r i m e n t  E -1  a n d  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  8 .  T h o s e  a n i m a l s  

u s e d  a s  c a r r i e r s  o f  t h e  t u m o r  d u r i n g  t h e  r o u t i n e  r e - t r a n s p l a n t a t i o n s  w e r e  

r e c o r d e d  a l o n g  w i t h  a n y  r e j e c t i o n s  w h i c h  r e s u l t e d  f r o m  t h e s e  t r a n s p l a n t a ­

t i o n s .  T h e s e  d a t a  w e r e  summed, l a b e l e d  E x p e r i m e n t  E -2  a n d  a r e  a l s o  p r e ­

s e n t e d  i n  T a b l e  8 .  A l i q u o t s  o f  e a c h  tum or  h o m o g e n a t e  p r e p a r e d  and  u t i l i z e d  

i n  e a c h  e x p e r i m e n t  o f  t h i s  p r e s e n t  w o rk  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  u n t r e a t e d  

H o l t z m a n  r a t s .  T h e s e  r a t s  t h u s  s e r v e d  a s  c o n t r o l s  f o r  t h e  v i a b i l i t y  a n d



TABLE 7

RECHALLENGE OF SPLENECTOMIZED OR INTACT RATS WHICH HAD REJECTED 
ACRYLATED TUMOR TISSUE WITH A LETHAL TUMOR BREI®

A n i m a l s  Used I n d i v i d u a l  R e s p o n s e  t o  L e t h a l  
M u rp h y -S tu rm  Lymphosarcoma

C o n t r o l s  o f  L e t h a l  Tumor B r e i  
(Tumors  r e j e c t e d /
T o t a l  i n j e c t e d )

T h r e e 1) d e v e l o p e d  m i n i m a l  s i z e
s p l e n e c t o m i z e d w i t h  r e j e c t i o n  i n  16 days
two d a y s  p r i o r
t o  c h a l l e n g e 2) d e v e l o p e d  m i n im a l  s i z e 0 / 8

w i t h  r e j e c t i o n  i n  16 days

3) d i d  n o t  d e v e l o p  tumor

T h r e e 1) d e v e l o p e d  m i n im a l  s i z e
i n t a c t w i t h  r e j e c t i o n  i n  16 days

2) d i d  n o t  d e v e l o p  tumor 0 / 8

3) d i d  n o t  d e v e l o p  tumor

O

E x p e r i m e n t  D-2,
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l e t h a l i t y  o f  e a c h  tu m o r  h o m o g e n a t e .  The d a t a  f r om t h e s e  t r a n s p l a n t a t i o n s  

w e r e  summed an d  a r e  l a b e l e d  E x p e r i m e n t  E-3  w h i c h  i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  8 ,  

s e p a r a t e l y ,  i n  T a b l e  9 .  T a b l e  9 ,  t h e r e f o r e ,  p r e s e n t s  t h e  sum t o t a l  o f  

t h e  i n n a t e  a b i l i t y  o f  t h e  H o l t z m a n  r a t  s t r a i n  t o  r e j e c t  t h e  t u m o r  homo­

g e n a t e s  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  w o r k .  From T a b l e  9 i t  

c a n  be  s e e n  t h a t  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lymphosarcoma k i l l s  su ch  a h i g h  p e r c e n ­

t a g e  ( 98 .2% )  o f  t h e  H o l t z m a n  r a t  t h a t  i t  c l o s e l y  a p p r o a c h e s  t h e  i s o l o g o u s  

c o n d i t i o n .  I t  c a n  be  s e e n  i n  T a b l e  8 t h a t  t h e  d e g r e e  o f  s u s c e p t i b i l i t y  

o f  t h e  t u m o r  c a r r i e r s  a g r e e s  c l o s e l y  w i t h  t h a t  o f  t h e  l e t h a l i t y  c o n t r o l s .  

The c o n c l u s i o n  c a n  t h e r e f o r e  be  made t h a t  t h e  M u r p h y -S tu r m  L y m p h o sa rco m a- 

H o l t z m a n  r a t  c o m b i n a t i o n  i s  h i g h l y  c o m p a t i b l e .

TABLE 8

LETHALITY OF UNTREATED MURPHY-STURM 
LYMPHOSARCOMA IN HOLTZMAN RAT

E x p e r i m e n t Number o f  
R a t s

Number o f  
R e j e c t i o n s

R a t e  o f  
R e j e c t i o n

E-1
S p e c i f i c  #1 50 2 4.0%
L e t h a l i t y  
E x p e r i m e n t s  #2 4 8.0%

E-2
Tumor c a r r i e r s 244 4 1.6%

E -3 166 3 1.8%
L e t h a l i t y  c o n t r o l s  
o f  Tumor h o m o g e n a t e s  
u s e d  i n  e a c h  e x p e r i ­
men t
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TABLE 9

LETHALITY OF INDIVIDUAL UNTREATED TUMOR HOMOGENATES 
USED IN EACH EXPERIMENT OF THIS WORK

Number o f  
R a t s

Tumor r e j e c t e d /  
T o t a l  i n j e c t e d

S u r v i v a l  Time 
( r a n g e  i n  d a y s )

S u r v i v a l  Time 
( a v e r a g e  i n  d a y s )

6 0 / 6 1 3 - 1 6
4 0 / 4 1 2 -1 8 — —

5 0 / 5 1 4 - 1 6 1 5 . 6
5 0 / 5 10-1 8 15 .0
5 0 / 5 1 4 -2 0 1 6 . 2
6 0 / 6 1 4 - 1 7 1 6 . 1
5 0 / 5 13-2 0 1 8 . 6
5 0 / 5 10-1 9 1 6 . 0
5 0 / 5 16-2 1 1 7 . 8
4 0 / 4 1 2 - 1 7 1 2 . 7

12 0 / 1 2 9 - 1 8 1 5 . 8
7 0 / 7 1 1 - 2 0 17 .0

12 1 / 1 2 1 6 - 2 6 18 .8
5 0 / 5 14-19 1 6 . 2
8 0 / 8 8 - 1 6 1 3 . 5

10 0 / 1 0 1 6 -2 0 1 7 . 8
6 1 / 6 1 1 -2 7 16 .6
5 0 / 5 13-1 9 1 6 . 0

12 0 / 1 2 9 - 1 9 1 5 . 1
22 0 / 2 2 14-28 1 6 . 1
10 1 / 1 0 1 4 -1 7 1 6 . 1

7 0 / 7 13-1 7 1 5 . 5

166 T o t a l  3 / 1 6 6  T o t a l s  

R a t e  o f  r e j e c t i o n  1.8%

1 2 . 5 - 1 9 . 4
A v e r a g e

r a n g e

1 6 . 0 8
A v e r a g e



CHAPTER IV

DISCUSSION

I t  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  s o m a t i c  c e l l s  o f  a n i m a l s  c o n t a i n  

s u b s t a n c e s  w h i c h  a r e  r e c o g n i z e d  a s  b e i n g  " f o r e i g n "  when s u c h  c e l l s  a r e  

t r a n s p l a n t e d  t o  a n  u n r e l a t e d  r e c i p i e n t .  Tumor h o m o g r a f t s  f a i l  t o  g ro w ,  

o r  grow t e m p o r a r i l y  an d  t h e n  r e g r e s s ,  when t r a n s p l a n t e d  u n d e r  t h e  a b o v e  

c o n d i t i o n s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  members o f  a h i g h l y  i n b r e d ,  i . e . ,  i s o l o -  

g o u s ,  s t r a i n  o f  a n  a n i m a l  w i l l  a c c e p t  w i t h o u t  r e m o n s t r a n c e  t u m o r s  t r a n s ­

p l a n t e d  w i t h i n  t h e  s t r a i n  o f  o r i g i n .  T h e s e  t u m o r s  w i l l  grow p r o g r e s s i v e l y  

a n d  k i l l  99-100% o f  t h e  h o s t s  ( S n e l l ,  1 9 5 3 ) .

T h i s  p r e s e n t  w o r k  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  u n t r e a t e d  M u rp h y - S tu r m  

l y m p h o s a r c o m a  g ro ws  i n  t h e  H o l t z m a n  a l b i n o  r a t  an d  k i l l s  s u c h  a h i g h  p e r ­

c e n t a g e  o f  t h e s e  a n i m a l s  (98%) t h a t  t h i s  c o m b i n a t i o n  c l o s e l y  a p p r o a c h e s  

t h e  i s o l o g o u s  c o n d i t i o n ,  i . e . ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a g r e a t  d e g r e e  o f  

h o m o z y g o s i t y  i n  t h e  s t r o n g  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c i  ( T a b l e  9 ) .  The p a r a ­

m o u n t  f i n d i n g  o f  t h i s  s t u d y ,  h o w e v e r ,  was t h a t  t r a n s p l a n t a t i o n s  o f  t h e  

M u r p h y - S t u r m  tu m o r  made f r om  h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  d i f f u s i o n  c h a m b e rs  

w i l l  g ro w ,  fo rm  l a r g e  t u m o r s  a n d  t h e n  r e g r e s s  i n  t h e  u n t r e a t e d  H o l t z m a n  

r a t .  I t  was a l s o  shown t h a t  t h o s e  a n i m a l s  w h i c h  r e j e c t e d  a c r y l a t e d  tu m o r  

t r a n s p l a n t s  w e r e  t h e r e a f t e r  c o m p l e t e l y  r e s i s t a n t  t o  a d d i t i o n a l  c h a l l e n g e s  

w i t h  tu m o r  h o m o g e n a t e s  w h i c h  w e r e  l e t h a l  i n  u n t r e a t e d  r a t s .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e s e  r e s u l t s  c o u l d  h a v e  b e e n  p r o d u c e d  by  many s e p a r a t e  i n f l u e n c e s  o r  

by  a c o m b i n a t i o n  o f  t h e m .  T h e r e f o r e ,  t h e  f o l l o w i n g  d i s c u s s i o n  w i l l  c o n ­

s i d e r  t h e  f a c t o r s  w h i c h  c o u l d  h a v e  p l a y e d  a r o l e  i n  t h e  c a u s a t i o n  o f  t h e  

r e j e c t i o n  o f  t h e s e  tu m o r  t r a n s p l a n t s  an d  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  s e q u e n c e
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i n  w h i c h  t h e y  w o u ld  be  o p e r a t i v e  on  t h e  tumor  d u r i n g  a t y p i c a l  e x p e r i m e n t  

( F i g u r e  1 ) .

P o s s i b l e  I n f l u e n c e  o f  Tumor H o m o g e n i z a t i o n  

A b r e i  o f  t um or  c e l l s  i n  s a l i n e  was  u s e d  i n  t h i s  work  b e c a u s e  homo­

g e n i z a t i o n  p r e s e n t s  t h e  same p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n  t o  e a c h  c e l l .  T h u s ,  

t h e  s u p p l y  o f  o x y g e n  a n d  n u t r i e n t s  t o  a l l  c e l l s  f a l l s  i n  t h e  same r a n g e ,  

i n  c o n t r a s t  t o  a r e l a t i v e  d e p r i v a t i o n  o f  o x y g e n  a n d  n u t r i e n t s  t o  c e l l s  i n  

t h e  i n t e r i o r  o f  tum or  b l o c k s  s u c h  a s  a r e  u s e d  when t r a n s p l a n t a t i o n  i s  done 

by  t r o c a r .  T h i s  c o n s t a n c y  o f  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  s h o u l d  p r o d u c e  a u n i ­

fo r m  g r o w t h  an d  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  p r e s e n t  w ork  c l e a r l y  show t h a t  i n  a l l  

t r a n s p l a n t a t i o n s ,  d e f i n i t e  p a l p a b l e  t u m o r s  d e v e l o p e d  w i t h i n  o n e  week w h i c h  

g re w  t o  a p p r e c i a b l e  s i z e  w i t h i n  two w e e k s .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  l a ­

t e n t  p e r i o d  b e t w e e n  i n o c u l a t i o n  a n d  p a l p a b i l i t y  was l i t t l e  v a r i e d  b e t w e e n  

t h e  s e v e r a l  t y p e s  o f  t u m o r  t r a n s p l a n t a t i o n s  c o n d u c t e d  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  

A n o t h e r  a d v a n t a g e  o f  a n  h o m o g e n a t e  i s  t h a t ,  w h e n e v e r  l a r g e  numbers  o f  

a n i m a l s  o r  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  a r e  u s e d ,  a s u s p e n s i o n  o f  t u m o r  c e l l s  ca n  

b e  g i v e n  r a p i d l y  w i t h  a h i g h e r  d e g r e e  o f  u n i f o r m i t y  a n d  l e s s  c o n t a m i n a t i o n .  

E a r l y  w o r k e r s  f o u n d  i t  h a r d  t o  r e p r o d u c e  t h e i r  r e s u l t s  i n  s t u d i e s  o f  t um or  

t r a n s p l a n t a t i o n .  T h i s  was d u e ,  i n  p a r t ,  t o  t h e  g e n e t i c  d i s p a r i t y  o f  t h e  

a n i m a l s  u s e d  a s  h o s t s  b u t  a l s o  t o  t h e  t e c h n i q u e s  em p lo y ed  i n  t r a n s p l a n t i n g  

t h e  t u m o r  ( E i c h w a l d ,  1 9 5 9 ) .  I t  seems  p r o b a b l e  t h a t  t h e  t r a n s p l a n t a t i o n  b y  

t h e  u s e  o f  a c e l l u l a r  s u s p e n s i o n  i n  t h i s  w ork  a c c o u n t s  f o r  much o f  t h e  

s t r i k i n g  c o n s i s t e n c y  i n  r e g a r d  t o  b o t h  t h e  number  o f  t u m o r  " t a k e s "  p r o ­

d u c e d  an d  t h e i r  r a t e  o f  g r o w t h .
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P o s s i b l e  I n f l u e n c e  o f  t h e  D i f f u s i o n  Chamber

The d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  w ork  a l m o s t  demands  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  

c e r t a i n  s p e c i f i c  t y p e s  o f  t h e  a c r y l a t e d  l u c i t e  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  h a v e  

t h e  a b i l i t y ,  i n  some m a n n e r ,  t o  a l t e r  t h e  tu m o r  h o m o g e n a t e  p l a c e d  i n s i d e  

o f  them s u c h  t h a t  t h e  tu m o r  m a t e r i a l  i s  a n t i g e n i c  when t r a n s p l a n t e d  t o  a 

s u s c e p t i b l e  r a t  ( T a b l e  2 ) .  I t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  f r om  T a b l e  2 t h a t  a l l  

d i f f u s i o n  ch a m b e r s  c o n s t r u c t e d  o f  a l u c i t e  c y l i n d e r  a n d  t h e  a c r y l i c  g l u e  

d i d  n o t  e l i c i t  s u c h  r e j e c t i o n s  (G r o u p  0%, T a b l e  2 ) .  I t  i s  a l s o  v e r y  c l e a r  

t h a t  g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  ( T a b l e  1) , r e g a r d l e s s  o f  t h e  t y p e  o f  a d h e s ­

i v e  u s e d  i n  t h e i r  c o n s t r u c t i o n ,  a r e  i n c a p a b l e  o f  so  a l t e r i n g  t h e  tum or  

h o m o g e n a t e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  u s e  o f  l u c i t e  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w h i c h  

h a d  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  a c r y l i c  g l u e  a p p l i e d  t o  t h e  i n s i d e  w a l l  was a s s o c i ­

a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  tu m o r  r e j e c t i o n  ( T a b l e  2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  a b i l i t y  o f  t h e  h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  c h a m b e r s  t o  e l i c i t  r e j e c t i o n  o f  

t u m o r s  was o p t i m a l  d u r i n g  a c e r t a i n  a g e  ( 1 3 - 1 8  d a y s )  o f  t h e  cham ber  a n d  was 

d i m i n i s h e d  an d  t h e n  l o s t  a s  t h e  c h a m b e r s  g r e w  o l d e r  ( T a b l e  3 ) .

The m a j o r i t y  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  o f  o t h e r  w o r k e r s  who u t i l i z e d  

d i f f u s i o n  c h a m b e r s  f o r  e x p e r i m e n t a l  u s e  make no m e n t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  

t h e  cham ber  up o n  t i s s u e s  p l a c e d  i n  t h e m .  I n d e e d ,  s p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  c o n ­

d u c t e d  by  W i l s o n  (1 9 6 5 )  " g a v e  no e v i d e n c e "  t h a t  " c o m m e r c i a l  p l e x i g l a s s  d i f ­

f u s i o n  ch a m b e r s  h a v e  an y  e f f e c t  u p o n  n e o p l a s t i c  ( lymphoma)  c e l l s  p l a c e d  i n  

t h e m , "  a l t h o u g h  h e  was  a w a r e  t h a t  s u c h  c h a m b e r s  may n o t  b e  " c o m p l e t e l y  i n e r t  

b i o l o g i c a l l y . "  Such p l a s t i c s  a s  t h e m e t h a c r y l a t e s  ( e . g . ,  p l e x i g l a s s ,  l u c i t e )  

a r e  known t o  b e  t o x i c  t o  a n i m a l s  (Amos, 196 1)  an d  t o  be  c a r c i n o g e n i c  (M erw in  

a n d  A l g i r e ,  1 9 5 9 ;  Merwin an d  Redman,  1 9 6 3 ;  S h e l t o n  ^  a l . , 1 9 6 3 ) .  I t  i s  

n o t  s u r p r i s i n g  t h e n ,  t h a t  t h e s e  p l a s t i c s  m i g h t  a f f e c t  n e o p l a s t i c  c e l l s  ( o r
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o t h e r s )  w h i c h  a r e  p l a c e d  i n  c o n t a i n e r s  c o n s t r u c t e d  o f  th em .

A d d i t i o n a l  s u g g e s t i v e  e v i d e n c e  a s  t o  t h e  a c t i v i t y  o r  a b i l i t y  o f  

m e t h a c r y l a t e  t o  i n d u c e  a n t i g e n i c  c h a n g e s  i n  i s o l o g o u s  n e o p l a s t i c  c e l l s  i s  

s u p p l i e d  by  t h e  d a t a  o f  s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s .  E s s e n t i a l l y ,  t h e i r  t e c h ­

n i q u e  c o n s i s t e d  o f  p r e - t r e a t i n g  i n b r e d  m i c e  w i t h  h e a v i l y  i r r a d i a t e d  t um or  

c e l l s  n a t i v e  t o  t h e  p a r t i c u l a r  i n b r e d  s t r a i n .  When g r o u p s  o f  t h e s e  m i c e  

w e r e  s u b s e q u e n t l y  c h a l l e n g e d  w i t h  i n c r e a s i n g  d o s e s  o f  l i v i n g  tum or  c e l l s ,  

s i m i l a r  t o  t h e  i r r a d i a t e d  c e l l s ,  a s l i g h t  l e v e l  o f  r e s i s t a n c e  t o  su ch  

v i a b l e  i s o l o g o u s  i n o c u l a t i o n s  was o b s e r v e d .  The a u t h o r s  i n t e r p r e t e d  t h i s  

s l i g h t  r e s i s t a n c e  a s  b e i n g  o f  " d o u b t f u l  s i g n i f i c a n c e "  a n d  t h o u g h t  t h a t  

" i t  c a n  be  m o s t  p l a u s i b l y  a t t r i b u t e d  t o  a n o n - s p e c i f i c  e f f e c t  s i m i l a r  t o  

t h a t  f o u n d  i n  t h e  p r e v i o u s  w ork  on  m e t h y l c h o l a n t h r e n e - i n d u c e d  s a r c o m a s "  

( K l e i n  e t  a l . , 1 9 6 3 ) .  The i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  t h e  p r e s e n t  c o n t e x t  i s  

t h a t  t h e y  u s e d  a n  " . . . . i r r a d i a t i o n  chambe r  o f  m e t h a c r y l a t e  p o l y m e r . . . . "  

( R e v e s z ,  1955)  a s  a c o n t a i n e r  f o r  t h e  tum or  c e l l s  a s  t h e y  w e r e  b e i n g  i r ­

r a d i a t e d .  E x p o s u r e  t o  t h e  m e t h a c r y l a t e  i n  t h i s  m an n er  may h a v e ,  t o  a 

m i n i m a l  d e g r e e ,  c h a n g e d  t h e  t u m o r  c e l l s  i n  a m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  p r o ­

p o s e d  i n  t h i s  p r e s e n t  w o r k .

The m e c h a n i s m  by w h i c h  c e r t a i n  o f  t h e  a c r y l a t e d  ch a m b e r s  u s e d  i n  

t h i s  w ork  m i g h t  h a v e  a f f e c t e d  t h e  c o n t a i n e d  n e o p l a s t i c  c e l l s  i s  unkn ow n.  

H o w e v e r ,  two a s p e c t s  o f  t h e  phenomenon  a r e  c l e a r ;  ( a )  a c o m b i n a t i o n  o f  

t h e  l u c i t e  c ha m ber  w i t h  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  a c r y l i c  g l u e  i s  n e c e s s a r y  t o  

e l i c i t  t h e  h i g h e s t  r a t e  o f  t u m o r  r e j e c t i o n ,  a n d  ( b )  t h e  p e r i o d  o f  t i m e  

w h i c h  t h e  t u m o r  h o m o g e n a t e  m u s t  b e  i n  t h e  cham ber  i s  r e l a t i v e l y  s h o r t  (2 

t o  6 h o u r s ) .  I n h e r e n t  i n  t h e s e  two o b s e r v a t i o n s  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

c o m p o n e n t s  ( e . g . ,  p r o t e i n s  o r  l i p o p r o t e i n s )  o f  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  n e o p l a s t i c



- 47 -

c e l l s ,  w h i c h  a r e  n o t  o r i g i n a l l y  a n t i g e n i c  may b e  q u i c k l y  c h a n g e d  b y  c o n t a c t  

w i t h ,  o r  e x p o s u r e  t o ,  t h e  a c r y l a t e d  l u c i t e  chambe r  s u c h  t h a t  t h e y  w i l l  b e ­

come a n t i g e n i c  when i n t r o d u c e d  i n t o  a s u s c e p t i b l e  a n i m a l .  I t  may b e  t h a t  

some s u b s t a n c e  f o u n d  i n  t h e  w a l l  o f  t h e  a c r y l a t e d  l u c i t e  chamber  h a s  fo rmed 

a co m plex  w i t h  c e r t a i n  p o r t i o n s  o f  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l .

The p o s s i b i l i t i e s  i n  t h i s  r e g a r d  may h a v e  b e e n  i n c r e a s e d  by t h e  u s e  

o f  a t i s s u e  h o m o g e n a t e  w i t h  t h e  r e s u l t i n g  "co m p le x  m i x t u r e  o f  s u b s t a n c e s "  

( D a v i e s ,  1 9 6 2 ) .  D a v i e s  (1 9 6 2 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  a n t i g e n s  w h ich  

d i c t a t e  H-2 s p e c i f i c i t i e s  ca n  b e  e x t r a c t e d  f rom such  " c o m p le x  m i x t u r e s "  

a n d  t h i s  g i v e s  c r e d e n c e  t o  t h e  s p e c u l a t i o n ,  now p r o p o s e d ,  t h a t  t h e  u s e  o f  

tu m o r  h o m o g e n a t e s  i n  t h i s  p r e s e n t  work  may h a v e  b r o u g h t  a com ponen t  o f  t h e  

MSL c e l l  i n t o  c o n t a c t  w i t h  t h e  a c r y l a t e d  ch ambe r  w a l l  so t h a t  a c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  t h e  two o c c u r r e d  to  g i v e  a n  a n t i g e n i c  co m plex  f o r  t r a n s p l a n t a t i o n .

T h e r e  a r e  n u m ero u s  s u b s t a n c e s  s u p p l i e d  i n  t h e  n e o p l a s t i c  " c o m p le x  

m i x t u r e "  d e s c r i b e d  by D a v i e s  w h i c h  m i g h t  p l a y  t h e  r o l e  i n  f o r m i n g  t h e  a n t i ­

g e n .  The m o s t  p r o m i n e n t  p o s s i b i l i t i e s  w o u ld  b e ;  ( a )  a s u b s t a n c e  w h i c h  b e ­

h a v e s  a s  a n  H-2 a n t i g e n  when t r a n s p l a n t e d  t o  a ho m o lo g o u s  h o s t ,  ( b )  o t h e r  

a n t i g e n s  w h i c h  a r e  d i c t a t e d  b y  w e a k e r  a u t o s o m a l  l o c i ,  e . g . ,  H-1 o r  H -3 ,

( c )  some o t h e r  c e l l u l a r  s u b s t a n c e  w h i c h  w o u ld  n o t  n o r m a l l y  b e  a n t i g e n i c  

an d  i s  n o t  g o v e r n e d  by h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c i .  I n  t h i s  p r e s e n t  w o r k ,  t h e  

tumor  r e j e c t i o n  r e s p o n s e  was s t r o n g  a n d ,  e s p e c i a l l y  so s i n c e  i t  was i n d u c e d  

i n  .. s y s t e m  t h a t  b e h a v e d ,  n o r m a l l y ,  a s  i f  i t  w e r e  i s o l o g o u s .  T h e r e f o r e ,  

t h e  i n v o l v e m e n t  o f  a n  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n  s i m i l a r  t o  t h e  H-2 i n  t h e  

mouse m u s t  b e  s u s p e c t e d .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  l e n g t h  o f  s u r v i v a l  o f  t h o s e  

a n i m a l s  w h i c h  r e c e i v e d  tum or  t r a n s p l a n t s  f rom h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  cham­

b e r s  w i t h  t h e  l e n g t h  o f  s u r v i v a l  o f  a n i m a l s  w h i c h  r e c e i v e d  tu m o r  t r a n s p l a n t s
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f r om  g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  r e v e a l e d  a d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  two g r o u p s  

w h i c h  was h i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( p = < C . 0 2 5 ) .  A l e n g t h e n e d  s u r v i v a l  t i m e  o f  

t h o s e  r a t s  w h i c h  r e c e i v e d  tum or  t r a n s p l a n t s  f r o m  a c r y l a t e d  c h a m b e r s ,  b u t  

w e r e  u n a b l e  t o  r e j e c t  t h e  tum or  and d i e d ,  c o u l d  be due t o  a weak  (H-1  o r  

H-3)  a n t i g e n i c  r e s p o n s e  o f  t h e  h o s t  t o  t h e  t u m o r .  The t h i r d  p o s s i b i l i t y  

l i s t e d  a b o v e  w o u l d  be  t h e  f o r m a t i o n  o f  a co m plex  b e t w e e n  p a r t i c l e s  s u p ­

p l i e d  by t h e  ch amber  and s u b s t a n c e s  o f  t h e  tum or  c e l l  w h i c h  wo uld  n o t  

n a t u r a l l y  be a n t i g e n i c  when t r a n s p l a n t e d  t o  a hom o lo g o u s  h o s t  and a r e  n o t  

c o n t r o l l e d  by h i s t o c o m p a t i b i l i t y  g e n e t i c  l o c i .  A m ech a n i sm  s u c h  a s  t h i s  

w o u ld  be  a n a l o g o u s  t o  t h e  a n t i g e n i c i t y  o f  s k i n  h o m o g r a f t s .  Those  g r a f t s  

w h i c h  d i f f e r  f rom t h e  h o s t  a t  t h e  H-2 l o c u s  a r e  s t r o n g l y  a n t i g e n i c  and  

a r e  s l o u g h e d  r a p i d l y  w h i l e  t h o s e  w h ic h  d i f f e r  o n l y  a t  t h e  "w eak"  H-1 o r  

H-3 l o c i  a r e  w e a k l y  a n t i g e n i c  and  a r e  s l o u g h e d  o n l y  a f t e r  a p r o l o n g e d  

p e r i o d  o f  t i m e .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t  t h e  s u r f a c e  o f  n e o p l a s t i c  c e l l s  i s  v e r y  d i f ­

f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  n o rm a l  c e l l s  (L o w ic k  e_t a l . , 1961) and t h a t  t h e  a d ­

h e s i v e n e s s  o f  n e o p l a s t i c  c e l l s  i s  much l e s s  t h a n  n o rm a l  c e l l s  ( A b e r c r o m b i e  

and A m bro se ,  1 9 5 8 ,  1 9 6 2 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  shown t h a t  s u r f a c e  p h a g o c y t o ­

s i s  p l a y s  a  m a j o r  r o l e  i n  d e f e n s e  m e c h a n i s m s  o f  t h e  body w h i c h  a r e  d i r e c t e d  

a g a i n s t  " f o r e i g n "  a n t i g e n s  ( S m i t h  and Wood, 1 9 5 8 ) .  I n d e e d ,  i t  h a s  b e e n  

s a i d  t h a t  " P h a g o c y t o s i s  u n d o u b t e d l y  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  r e j e c t i o n  o f  homo­

g r a f t s  o f  tumor  c e l l s  . . . . "  ( B e n n e t t  e t  a l . , 1 9 6 4 ) .  T h e r e f o r e ,  a n o t h e r  

s p e c u l a t i v e  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  some co m p o n en t  ( e . g . ,  a p o l y m e r )  o f  t h e  

a c r y l a t e d  chamber  a t t a c h e d  i t s e l f  t o  a n  i n t a c t  tum or  c e l l  r e s u l t i n g  i n  an  

i n c r e a s e  i n  t h e  immune a t t r a c t i v e n e s s  o f  t h e  c e l l ;  i . e . ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

s u r f a c e  o f  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l  may h a v e  b e e n  c h a n g e d  s u c h  t h a t  p h a g o c y t e s
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c o u l d  a d h e r e  t o  t h e  c e l l  an d  p h a g o c y t i z e  i t .  E v i d e n c e  f r om  s e v e r a l  s o u r c e s  

s u p p o r t s  s u c h  a  s p e c u l a t i o n .  I t  h a s  b e e n  shown t h a t  m e t h y l  c e l l u l o s e  (a  

p o l y m e r ) ,  when p r e - i n j e c t e d  i n  l a r g e  a m o u n t s  (900 mg) i n t o  S p r a g u e - D a w l e y  

a l b i n o  r a t s ,  w i l l  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  

Lym ph osarcoma f r o m  t h e  i n n a t e  l e v e l  o f  23% t o  a l e v e l  o f  95%. T h e s e  

w o r k e r s  ( L a z a r  a n d  L a z a r ,  1962)  a t t r i b u t e d  t h i s  i n c r e a s e  t o  a n o n - s p e c i f i c  

s t i m u l a t i o n  o f  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  (RES) w h i c h  t h e y  b e l i e v e d  

came a b o u t  by  t h e  u p t a k e  o f  t h e  m e t h y l  c e l l u l o s e  by r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  

c e l l s .  T h e s e  a u t h o r s  d i d  n o t  c o n s i d e r  two p e r t i n e n t  p o i n t s .  I t  w o u ld  

h a v e  b e e n  n e c e s s a r y  f o r  t h e  tu m o r  c e l l ,  o r  some p o r t i o n  o f  i t ,  t o  a l s o  

h a v e  b e e n  t a k e n  up by t h e  RES f o r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h o s e  m e c h a n i s m s  

w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  d e v e l o p i n g  a r e s i s t a n c e  t o  " f o r e i g n "  a n t i g e n s .  

F u r t h e r m o r e ,  t h e y  d i d  n o t  c o n s i d e r  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  m e t h y l  c e l l u ­

l o s e  p o l y m e r  may h a v e  co m b in e d  w i t h  t h e  M u r p h y - S t u r m  tu m o r  c e l l  i ^  v i v o  

a n d ,  by  d o i n g  s o ,  f a v o r e d  i t s  p h a g o c y t o s i s .  I n d e e d ,  i t  h a s  b e e n  shown 

t h a t  s u c h  p o l y m e r  f o r m a t i o n  c a n  o c c u r  ijn v i v o  (Haddow,  1959)  an d  many r e ­

p o r t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  p o l y m e r  f o r m a t i o n  c a n  o c c u r  ( H e n d r y  

e t  a l . , 1 9 5 1 ) .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  by  t h e  d e m o n s t r a t i o n  

t h a t  h a p t e n s ,  s u c h  a s  p i c r y l  c h l o r i d e ,  w h i c h  h a v e  h i g h l y  r e a c t i v e  c h e m i c a l  

g r o u p s ,  c a n  co m b in e  i ^  v i v o  w i t h  t h e  b o d y  p r o t e i n s  p r o d u c i n g  c o m p l e x e s  

w h i c h  c a n  t h e n  a c t  a s  a n t i g e n s  ( C h a s e ,  1 9 5 5 ) .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t  a n t i b o d y  f o r m a t i o n  c a n  t a k e  p l a c e  a s  l o n g  a s  

t h e  a n t i g e n  p e r s i s t s  i n  t h o s e  c e l l s  w h i c h  a r e  a b l e  t o  p r o d u c e  a n t i b o d y  

( H a u r o w i t z ,  1965)  b u t  c a n n o t  c o n t i n u e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n t i g e n .  Such 

p e r s i s t e n c e  o f  " f o r e i g n "  a n t i g e n s  i n  i m m u n o l o g i c a l l y  c o m p e t e n t  c e l l s  i s  

s u p p o s e d l y  due  t o  t h e  l a c k ,  b y  t h o s e  c e l l s ,  o f  enzymes  w h i c h  c a n  d e g r a d e
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t h e  a n t i g e n i c  co m plex  ( C a m p b e l l ,  19 5 7 ;  C ra m p to n  e t  a l . , 1 9 6 3 ) .  I n  t h i s  

r e g a r d  i t  w o u ld  a p p e a r  h i g h l y  l i k e l y  t h a t  a n y  co m p lex  fo rm ed  b e t w e e n  an 

e x o g e n o u s ,  p l a s t i c  p o l y m e r  s u c h  a s  u s e d  i n  t h i s  work a n d . c o n s t i t u e n t s  o f  

a t u m o r  c e l l ,  i f  e n g u l f e d  by a n  i m m u n o l o g i c a l l y  c o m p e t e n t  c e l l ,  w o u l d  r e ­

s i s t  d e g r a d a t i o n  a n d  a c t  a s  a n  a n t i g e n i c  c o m p l e x .  I n d e e d ,  i t  h a s  b e e n  

shown t h a t  t h e r e  a r e  many s y n t h e t i c  m a t e r i a l s  w h i c h ,  a l t h o u g h  n e v e r  e n ­

c o u n t e r e d  i n  n a t u r e ,  a r e  a b l e  t o  e l i c i t  p r o d u c t i o n  o f  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  

when c o m b in ed  w i t h  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  n o n - a n t i g e n i c  s u b s t a n c e s .

One o t h e r  p o s s i b i l i t y  m u s t  b e  c o n s i d e r e d .  A l l  co m p o n e n t s  o f  c e l l s  

w h i c h  c o u l d  s e r v e  a s  a n t i g e n s  a r e  u l t i m a t e l y  d e t e r m i n e d  by  t h e  d e o x y r i b o ­

n u c l e i c  a c i d s  (DNA) o f  t h a t  c e l l .  Thus  t h e  c h a n g e  w h i c h  o c c u r r e d  i n  t h e  

tum or  c e l l s ,  r e n d e r i n g  them a n t i g e n i c  t o  t h e  u n t r e a t e d  r a t  m i g h t  h a v e  b e e n  

some c h a n g e  i n  t h e  DNA. H o w ev er ,  none o f  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  work  

o f f e r s  a n y  d i r e c t  i n f o r m a t i o n  on  t h i s  s p e c u l a t i o n .

P o s s i b l e  I n f l u e n c e  o f  t h e  I n  Vivo a n d  I n  V i t r o  Method 
o f  M a i n t a i n i n g  t h e  N e o p l a s t i c  T i s s u e

R e s u l t s  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  t h e  t u m o r - f i l l e d  c h a m b e r s  w e r e  

p l a c e d  i n  a n  im v i t r o  t i s s u e  c u l t u r e  s y s t e m  ( T a b l e  4 )  i n d i c a t e  t h a t  ( a )  t h e  

t u m o r  c e l l s  c a n  b e  m a i n t a i n e d  i n  s u c h  a s y s t e m ,  a n d  ( b )  m i n i m a l  r e j e c t i o n  

o f  t h e s e  t u m o r s  o c c u r r e d  when t h e y  w e r e  i m p l a n t e d  i n t o  a r a t .

T h e s e  r e s u l t s  c o u l d  b e  c o n s t r u e d  t o  mean  t h a t  t h e  l i v i n g  a l b i n o  r a t  

i s  n e c e s s a r y  a s  t h e  h o s t  o f  t h e  d i f f u s i o n  c h a m b e r  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a n  

a p p r e c i a b l e  r a t e  o f  t u m o r  r e j e c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  u s i n g  

a n  i n  v i t r o  s y s t e m  t o  m a i n t a i n  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  v i a b l e  ( w h i l e  e x p o s i n g  

them t o  a n  a c r y l a t e d  l u c i t e  ch a m b e r )  h a s  n o t  b e e n  e x p l o r e d  t o  a  s u f f i c i e n t  

d e g r e e  e s p e c i a l l y  s i n c e  t h e  i n  v i t r o  s y s t e m s  u s e d  i n  t h i s  p r e s e n t  w ork
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w e r e  n o t  f o r t i f i e d  w i t h  s e r u m ,  p l a s m a ,  o r  am ino  a c i d s .  An e x o g e n o u s  

s o u r c e  o f  p r o t e i n ,  o r  o t h e r  m a t e r i a l  w h i c h  i s  s u p p l i e d  by a n  iui v i v o  

s y s t e m ,  may be  n e c e s s a r y  t o  t h e  c e l l s  t o  e n a b l e  them to  be  r e c o g n i z e d  a s  

" f o r e i g n "  when t h e  c e l l s  a r e  t r a n s p l a n t e d  t o  a n  i s o l o g o u s  h o s t .

S i n c e  t h e  a n i m a l s  u s e d  a s  an  iui v i v o  h o s t  f o r  t h e  t u m o r - f i l l e d  cham­

b e r s  a r e  v i r t u a l l y  i n c a p a b l e  o f  r e s p o n d i n g  to  u n t r e a t e d  tumor  d u r i n g  r o u ­

t i n e  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t h e  t u m o r ,  i t  wou ld  a p p e a r  t h a t  t h e y  w o u ld  n o t  

p o s s e s s  a n y  s p e c i f i c  immune m ech a n i sm s  c a p a b l e  o f  a f f e c t i n g  t h e  tum or  c e l l s  

i n  a d i f f u s i o n  chamber  i n  t h e  t i m e  a v a i l a b l e .  I t  i s  a l s o  e v i d e n t  t h a t  t h e  

r a t  h o s t s  do n o t  a f f e c t ,  i n  a n o n - s p e c i f i c  m a n n e r ,  s u c h  i m p l a n t a t i o n s .

T h i s  was d e m o n s t r a t e d  by  t h e  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  tum or  c e l l s  f rom g l a s s  

d i f f u s i o n  c h a m b e r s  o r  f r o m  c e r t a i n  t y p e s  o f  l i g h t l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  cham­

b e r s  ( T a b l e  2 ) .  Such t r a n s p l a n t s  d e v e l o p e d  i n t o  t u m o r s  a t  t h e  same r a t e  

a s  t h o s e  t a k e n  f r om  h e a v i l y  a c r y l a t e d  c h a m b e r s .  T r a n s p l a n t s  f r o m  b o t h  

t y p e s  o f  a c r y l a t e d  c h a m b e r s  d e v e l o p e d  i n t o  p a l p a b l e  t u m o r s  w i t h i n  a s i m i l a r  

r a n g e  o f  t i m e ,  i . e . ,  t h e  l a t e n t  p e r i o d s  w e re  t h e  sam e.  The tu m o rs  f rom  

b o t h  t y p e s  o f  chamber  c o n t i n u e d  t o  d e v e l o p  a t  t h e  same r a t e  and  a d i s p a r i t y  

i n  t h e  t u m o r s  o n l y  becam e  e v i d e n t  when a n  a p p r e c i a b l e  p e r c e n t a g e  o f  t h o s e  

f r o m  h e a v i l y  a c r y l a t e d  ch a m b e r s  d e c r e a s e d  t h e i r  g r o w t h  r a t e  a n d  b e g a n  t o  

r e g r e s s .

The e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  a n  a c r y l a t e d  g l a s s  t e s t  t u b e  was u s e d  a s  

t h e  c o n t a i n e r  o f  t h e  t u m o r  h o m o g e n a t e  w h i l e  e x p o s i n g  i t  t o  a n  a c r y l a t e d  

s u r f a c e  a r e  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  due  t o  t h e  s m a l l  s a m p l e  s i z e .  H ow ever ,  

c e r t a i n  t y p e s  o f  a c r y l a t e d  t e s t  t u b e  (1 7  d a y s  o l d  g r o u p )  gave  a n  i n c r e a s e d  

i n c i d e n c e  o f  t u m o r  r e j e c t i o n  a n d  a l e n g t h e n e d  s u r v i v a l  t i m e  o f  t h o s e  a n i ­

m a l s  w h i c h  d i e d  ( T a b l e  4 ) .  When t h e  r a t e  o f  r e j e c t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e
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17 day o l d  a c r y l a t e d  t e s t  t u b e  g r o u p  i s  co m pared  w i t h  t h a t  f rom  t h e  

l i g h t l y  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  w h i c h  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  H a n k ' s  s o ­

l u t i o n  f o r  s i x  h o u r s ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  two was h i g h l y  s i g n i f i ­

c a n t  (p= . 0 1 2 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  m a i n t a i n

tu m o r  t i s s u e s  i n  an  v i t r o  s y s t e m  an d  s t i l l  b e  a b l e  t o  e l i c i t  t h e  g r o w t h  

a n d  r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t s  f r om  a c r y l a t e d  c o n t a i n e r s .  A f u r t h e r  i n d i ­

c a t i o n  a l o n g  t h i s  l i n e  i s  t h a t  t h e  a g e  o f  t h e  a c r y l a t e d  t e s t  t u b e s  w h ic h  

g a v e  t h e  h i g h e s t  i n c i d e n c e  o f  tu m o r  r e j e c t i o n  was 17 d a y s  w h i c h  was n e a r  

t h e  a g e  o f  t h e  g r o u p  o f  a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  ( 1 3 - 1 8  d a y s )  a s s o c i ­

a t e d  w i t h  t h e  h i g h e s t  r a t e s  o f  tu m o r  r e j e c t i o n .

P o s s i b l e  I n f l u e n c e  o f  t h e  A s s a y  R a t  

The H o l t z m a n  a l b i n o  r a t  w h i c h  was u s e d  a s  a b i o l o g i c a l  a s s a y  o f  t h e  

v i a b i l i t y  an d  l e t h a l i t y  o f  a l l  t r a n s p l a n t a t i o n s  o f  n e o p l a s t i c  t i s s u e  made 

i n  t h i s  p r e s e n t  w o rk  h a s  b e e n  shown t o  b e  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  u n ­

t r e a t e d  M u r p h y - S t u r m  tu m o r  ( T a b l e  8) o r  t o  MSL t a k e n  f rom l i g h t l y  a c r y ­

l a t e d  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  ( T a b l e  2) o r  g l a s s  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  ( T a b l e  1) . 

The e x p e r i m e n t a l l y  i n d u c e d  v a r i a t i o n s  f ro m  t h e  n o r m a l  p a t t e r n  o f  tum or  

g r o w t h  o r  l e t h a l i t y  m u s t ,  p e r f o r c e ,  r e f l e c t  a s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t h e  

t u m o r  s i n c e  t h e  r a t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  i s o l o g o u s  a n d  was  n o t  p r e ­

t r e a t e d .  An a d d i t i o n a l  f i n d i n g  e n l a r g e s  t h i s  c o n c l u s i o n .  The number  o f  

tu m o r  c e l l s  i n o c u l a t e d  i n t o  e a c h  r a t  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e  was  

h i g h  ( a p p r o x i m a t e l y  4 t o  6 m i l l i o n ) .  L a r g e  n u m b ers  o f  n e o p l a s t i c  c e l l s  

h a v e  b e e n  shown t o  o v e r c o m e  a n y  m i n o r  a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s  e l i c i t e d  o r  

i n n a t e  i n  n e o p l a s t i c  t i s s u e s  ( S t o e r k  e t  a l . , 1 9 5 3 ;  S n e l l ,  1 9 5 9 ;  K l e i n  

e t  a l . , 1 9 6 3 ) .  E x p e r i m e n t s  c o n d u c t e d  by  S t o e r k  ( S t o e r k  e t  a l . , 1953)  

a r e  ge rm a n e  to  t h i s  p o i n t .  T h e s e  w o r k e r s  w e r e  a b l e  t o  o b t u n d  t h e  i n c i d e n c e
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o f  " t a k e s ” o f  c h a l l e n g i n g  d o s e s  o f  2 5 0 , 0 0 0  c e l l s  o f  t h e  M u rp h y - S tu r m  

Lymphosarcoma by p r i o r  i n j e c t i o n s  o f  h o m o l o g o u s  l y m p h o id  t i s s u e  ( e . g . ,  

s p l e e n ,  t h y m u s ) .  T h i s  d e c r e a s e  i n  t h e  number  o f  " t a k e s ” was e l i m i n a t e d  

by l a r g e  n um bers  o f  t u m o r  c e l l s  o r  by  i n j e c t i n g  t h e  t u m o r  c e l l s  s i m u l ­

t a n e o u s l y  w i t h  t h e  h o m o l o g o u s  t i s s u e s .  T h e r e f o r e ,  an y  r e j e c t i o n  o f  f u l l y  

d e v e l o p e d  t u m o r s  w h i c h  r e s u l t e d  f r o m  i n o c u l a t i o n s  o f  l a r g e  n um bers  o f  t u ­

mor c e l l s  by  u n t r e a t e d  r a t s  i n  t h i s  p r e s e n t  wor k i n d i c a t e s  t h a t  a m a j o r  

a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e  was p r e s e n t .

Work f r o m  s e v e r a l  a d d i t i o n a l  s o u r c e s  l e n d s  c r e d e n c e  t o  t h e  demon­

s t r a t i o n  i n  t h i s  p r e s e n t  w o rk  t h a t  t h e  H o l t z m a n  r a t  ( a n  a n i m a l  w h i c h  c a n ­

n o t  n o r m a l l y  r e m o n s t r a t e  a g a i n s t  t h e  MSL) was s t i m u l a t e d  a n t i g e n i c a l l y  by 

i n o c u l a t i o n  w i t h  n e o p l a s t i c  t i s s u e  f r o m  h e a v i l y  a c r y l a t e d  c h a m b e r s .  I t  

h a s  b e e n  shown t h a t  t h e  p r e - i n j e c t i o n  o f  l y o p h i l i z e d  tum or  m a t e r i a l  i n t o  

a n  a n i m a l  w i l l  im munize  a g a i n s t  s u b s e q u e n t  c h a l l e n g e s  w i t h  t h e  l e t h a l  homo­

g r a f t  ( K a l i s s ,  1 9 5 2 ) .  Dabney  ( 1 9 6 0 )  h a s  c o n d u c t e d  e x p e r i m e n t s  s i m i l a r  t o  

K a l i s s *  w h i c h  a r e  p a r t i c u l a r l y  g e r m a n e  t o  t h i s  p r e s e n t  w o rk  du e t o  t h e  

s t r a i n  o f  r a t  ( H o l t z m a n )  a n d  t h e  tum or  ( M u r p h y - S t u r m  L ym phosa rc om a)  em­

p l o y e d .  He p r e - i n j e c t e d  H o l t z m a n  r a t s  w i t h  l y o p h i l i z e d  M u r p h y - S t u r m  

Lym pho sarcoma w h i c h  d e v e l o p e d  i n t o  t u m o r s  i n  a s m a l l  number  o f  a n i m a l s  

w h i c h  s u b s e q u e n t l y  r e g r e s s e d .  T h e s e  a n i m a l s  w e re  t h e n  i n j e c t e d  w i t h  a 

l e t h a l  h o m o g e n a t e  o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  tu m o r  w h i c h  g r e w  a n d  k i l l e d  a l l  o f  

t h e  r a t s  so t r e a t e d ,  t h u s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  H o l t z m a n  r a t  c o u l d  n o t  

b e  im munized  b y  t h i s  p r o c e d u r e  a g a i n s t  s u b s e q u e n t  c h a l l e n g e s  w i t h  t h e  u n ­

t r e a t e d  MSL. T h e r e f o r e ,  t h e  d e m o n s t r a t i o n  i n  t h i s  p r e s e n t  work  t h a t  a n  

i n o c u l a t i o n  o f  MSL c e l l s  f r o m  h e a v i l y  a c r y l a t e d  c h a m b e r s  d e v e l o p e d  i n t o  

l a r g e  t u m o r s ,  w h i c h  t h e n  r e g r e s s e d ,  s t r o n g l y  i n d i c a t e s  t h a t  s u c h  a n
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i n o c u l a t i o n  was h i g h l y  a n t i g e n i c .

The n a t u r e  o f  t h e  p r i m a r y  r e s i s t a n c e  d e v e l o p e d  i n  t h e  a l b i n o  r a t  to  

t um or  t r a n s p l a n t s  f r o m  a c r y l a t e d  l u c i t e  ch a m b e r s  was e x p l o r e d  i n  a s e r i e s  

o f  e x p e r i m e n t s  ( T a b l e  5 ) .  The d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s p l e n e c t o m y  and  c o r t i ­

s o n e  a d m i n i s t r a t i o n ,  when co m b in ed  i n  e x p e r i m e n t a l  r a t s ,  o b t u n d e d  t h e  r e ­

j e c t i o n  o f  a c r y l a t e d - t u m o r  t r a n s p l a n t s  s t r o n g l y  i m p l i c a t e s  t h e  r e t i c u l o ­

e n d o t h e l i a l  s y s t e m  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e j e c t i o n  by i n t a c t  r a t s  

o f  s i m i l a r l y  a c r y l a t e d  ( c o n t r o l )  t r a n s p l a n t a t i o n s .  C o r t i s o n e  a d m i n i s t r a ­

t i o n  a l o n e  was a l m o s t  a s  e f f e c t i v e  i n  o b v i a t i n g  t h i s  r e j e c t i o n  r e s p o n s e  

a s  was  s p l e n e c t o m y  a n d  c o r t i s o n e  c o m b i n e d .  S p l e n e c t o m y  a l o n e  was t h e  

l e a s t  e f f e c t i v e  m e t h o d  o f  d e p r e s s i n g  t h e  r e j e c t i o n  o f  a c r y l a t e d  tumor  

t i s s u e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n t e r p r e t e d  t o  mean t h a t  t h e  s p l e e n ,  w h i c h  i s  

b e l i e v e d  t o  be  p r i m a r i l y  i n v o l v e d  w i t h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s o l u b l e  h u m o r a l  

a n t i b o d i e s  ( S i l v e r s t e i n ,  1 9 6 4 ) ,  was n o t  i n v o l v e d  t o  a h i g h  d e g r e e  i n  t h e  

r e j e c t i o n  o f  t u m o r s  d e v e l o p e d  f ro m  " t r e a t e d "  t u m o r  c e l l s .

T h i s  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  h a s  shown t h a t  t h e  H o l t z m a n  r a t  w h i c h  

h a s  b e e n  i n d u c e d  t o  r e j e c t  a n  i n i t i a l  c h a l l e n g e  o f  t h e  " t r e a t e d "  Murphy-  

S tu rm  tu m o r  was r e s i s t a n t  t o  a n y  a d d i t i o n a l  c h a l l e n g e s  w i t h  a l e t h a l  homo­

g e n a t e  o f  t h i s  t u m o r  ( T a b l e  6 ) .  M o r e o v e r ,  i t  was  f o u n d  t h a t  s e v e r a l  s e n ­

s i t i z i n g  i n o c u l a t i o n s  o f  t h e  " t r e a t e d "  t u m o r  c e l l s  w e r e  n o t  n e c e s s a r y  f o r  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h i s  immune c o n d i t i o n  b u t  t h a t  t h o s e  a n i m a l s  w h i c h  r e ­

j e c t  t h e  i n i t i a l  a c r y l a t e d  t r a n s p l a n t  a r e  t h e r e a f t e r  r e s i s t a n t  t o  t h e  u n ­

t r e a t e d  l e t h a l  h o m o g e n a t e .  I n  a d d i t i o n ,  i t  was  shown t h a t  a b l a t i o n  o f  t h e  

s p l e e n  o f  a n  a n i m a l  w h i c h  h a d  r e j e c t e d  a n  i n i t i a l  t r a n s p l a n t a t i o n  o f  t h e  

MSL p r i o r  t o  c h a l l e n g e  w i t h  a l e t h a l  tum or  b r e i  d i d  n o t  o b t u n d  t h e  a n i m a l ' s  

a b i l i t y  t o  r e j e c t  t h e  t u m o r .  A c e r t a i n  few a n i m a l s  p e r m i t t e d  t h i s  l e t h a l
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tu m o r  b r e i  t o  g r o w ' f o r  a s h o r t  w h i l e  b u t  t h e n  q u i c k l y  r e j e c t e d  i t .  T h i s  

c a n  be  com p a red  w i t h  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s p l e n e c t o m y  a l o n e  c o u l d  o b ­

t u n d  t h e  r e j e c t i o n  o f  a s i g n i f i c a n t  p e r c e n t a g e  o f  t h e  i n i t i a l  i n o c u l a t i o n s  

o f  a c r y l a t e d  tu m o r  t i s s u e  ( T a b l e  5 ) .

Such f i n d i n g s  a s  t h e  a b o v e  l e a d  d i r e c t l y  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  

l e t h a l  MSL tu m or  h a s  b e e n  a t t e n u a t e d  s u c h  t h a t  i t  a c t e d  a s  a " f o r e i g n "  

a n t i g e n  when t r a n s p l a n t e d  t o  a h i g h l y  s u s c e p t i b l e  H o l t z m a n  r a t .  Many 

a t t e m p t s  h a v e  b e e n  made t o  a t t e n u a t e  tum or  t i s s u e ,  e . g . ,  b y  t h e  u s e  o f  

F r e u n d ' s  a d j u v a n t  ( H a r t v e i t ,  1 9 6 2 a ,  1962 b)  s u ch  t h a t  i t  w o u ld  b e  a n t i g e n i c  

an d  t h e r e b y  s t i m u l a t e  t h e  h o s t  t o  r e j e c t  s i t u  a u t o l o g o u s  n e o p l a s t i c  

t i s s u e s .  A s e a r c h  o f  t h e  l i t e r a t u r e  r e v e a l s  t h a t  s u c h  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  

s i n g u l a r l y  u n s u c c e s s f u l .  I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s  a r e  

h i g h l y  u n i q u e  i n  t h a t  n o t  o n l y  was t h e  tum or  a t t e n u a t e d  s u c h  t h a t  i t  was 

r e j e c t e d ,  b u t  a l s o  t h a t  i t  p r o v o k e d  t h e  s u s c e p t i b l e  h o s t  t o  d e v e l o p  s u c h  

a s t r o n g l y  r e s i s t a n t  s t a t e  t h a t  u n t r e a t e d ,  p r o v e n  l e t h a l ,  M u r p h y -S t u rm  

tu m o r  was p r o h i b i t e d  f ro m  g r o w i n g  - -  t h e r e b y  a t t e s t i n g  to  t h e  h i g h l y  immune 

c o n d i t i o n  o f  t h i s  o n c e  s u s c e p t i b l e  r a t .



CHAPTER V

SUMMARY AND CONCLUSIONS

E x p e r i m e n t s  w h i c h  w e r e  c o n d u c t e d  i n  t h i s  w o rk  h a v e  p r o d u c e d  t h e  

f o l l o w i n g  f i n d i n g s  an d  c o n c l u s i o n s .

( 1 )  T h i s  i n v e s t i g a t i o n  c l e a r l y  showed t h e  M u r p h y - S t u r m  tum or  

t o  b e  l e t h a l  i n  s u c h  a h i g h  p e r c e n t a g e  o f  t h e  H o l t z m a n  r a t  r e ­

c i p i e n t s  t h a t  i t  a p p r o a c h e s  t h e  i s o l o g o u s  l e v e l  o f  c o m p a t i b i l i t y .  

I t  i s  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  H o l t z m a n  r a t - M u r p h y - S t u r m  

Lympho sarcoma c o m b i n a t i o n  i s  s u c h  a h i g h l y  c o m p a t i b l e  s y s t e m  

t h a t  t h e  r a t  h a s  l i t t l e ,  i f  a n y ,  i n n a t e  a b i l i t y  t o  r e s i s t  t h i s  

t u m o r .

( 2 )  P r e l i m i n a r y  w o r k  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  t u m o r  c o u l d  o f t e n  

b e  made a n t i g e n i c  by  r e s i d e n c e  i n  d i f f u s i o n  ch a m b e r s  c o n s t r u c t e d  

w i t h  l u c i t e  an d  a n  a c r y l i c  g l u e .  T h e r e f o r e ,  a s e r i e s  o f  e x p e r i ­

m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w h i c h  u s e d  l i g h t l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  cham­

b e r s  a s  c o n t a i n e r s  f o r  t h e  tu m o r  h o m o g e n a t e .  The u s e  o f  s u c h  

c h a m b e r s  p r o d u c e d  a s l i g h t  b u t  d e f i n i t e  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  

r e j e c t i o n  when t r a n s p l a n t s  w e r e  made f ro m  t h e m .  T h e s e  r e s u l t s  

i m p l i c a t e d  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  a c r y l i c  g l u e  w i t h  l u c i t e  i n  t h e  

i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t s .

( 3 )  To e x p l o r e  t h e  p o s s i b l e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  am oun t  o f  

a c r y l i c  g l u e  i n  a l u c i t e  cham be r  a n d  i n c i d e n c e  o f  r e j e c t i o n  o f  

t u m o r s  t r a n s p l a n t e d  f r o m  s u c h  c h a m b e r s ,  a s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  

was done  i n  w h i c h  l u c i t e  c h a m b e r s  w e r e  u s e d  w h i c h  h a d  i n c r e a s e d  

a m o u n t s  o f  t h e  a c r y l i c  g l u e  o n  t h e i r  i n t e r i o r  w a l l  (25%,  50%,
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75%, and  100% o f  s u r f a c e  c o v e r e d ) .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x ­

p e r i m e n t s  w e r e  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  (p= <%05 t o  •<1.001) and  

c l e a r l y  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  u s e  o f  t h e  h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  

d i f f u s i o n  ch a m b e r  was a s s o c i a t e d  w i t h  a d r a m a t i c a l l y  i n c r e a s e d  

r a t e  o f  r e j e c t i o n .  The c o n c l u s i o n ,  t h e r e f o r e ,  i s  made t h a t  t h e  

h e a v i l y  a c r y l a t e d  l u c i t e  c h a m b e r s  a l t e r e d  t h e  n e o p l a s t i c  homo­

g e n a t e  p l a c e d  i n  them s u c h  t h a t  i t  w o u ld  b e  r e c o g n i z e d  a s  b e i n g  

" f o r e i g n "  when t r a n s p l a n t e d  i n t o  t h e  n o r m a l l y  s u s c e p t i b l e  r a t .  

T h i s  r e c o g n i t i o n  a l l o w e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  

t h e  tum or  s u c h  t h a t  t h e  t u m o r  was  a t t a c k e d  a n d  r e j e c t e d .

(4 )  E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n f l u e n c e  o f  

g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  i f  a n y ,  upo n  t h e  i n c i d e n c e  o f  r e j e c ­

t i o n  o f  t r a n s p l a n t s  o f  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lym phosarcoma (MSL) made 

f r o m  s u c h  c h a m b e r s  t o  H o l t z m a n  r a t s .  T r a n s p l a n t a t i o n s  o f  t h e  

MSL made i n  t h i s  m an n e r  g re w  i n t o  t u m o r s  w h i c h  k i l l e d  95% o f  t h e  

H o l t z m a n  r a t s .  T h e r e f o r e ,  t h e  c o n c l u s i o n  was made t h a t  t h e  g l a s s  

d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w e r e  i n e r t  a n d  h a d  l i t t l e  a b i l i t y  t o  a f f e c t  

n e o p l a s t i c  t i s s u e s  p l a c e d  i n  t h e m .

( 5 )  O t h e r  g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  w e r e  u s e d  w h i c h  h a d  75% o f  

t h e i r  i n s i d e  s u r f a c e  c o a t e d  w i t h  t h e  a c r y l i c  g l u e .  I t  was p o s ­

t u l a t e d  t h a t  t h e  b e h a v i o r  o f  t r a n s p l a n t a t i o n s  made f r o m  a d i f ­

f u s i o n  ch a m b e r  s u c h  a s  t h i s  w o u l d  r e f l e c t  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  

a c r y l i c  g l u e .  T r a n s p l a n t s  made f r o m  t h e s e  c h a m b e r s  a l s o  gr ew 

a n d  k i l l e d  a h i g h  p e r  c e n t  o f  t h e  H o l t z m a n  r a t .  T h e s e  r e s u l t s  

a l l o w  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  a c r y l i c  g l u e  a s  u s e d  : n  a g l a s s  

d i f f u s i o n  cham ber  d i d  n o t  e n c o u r a g e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f
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r e j e c t i o n  o f  MSL t r a n s p l a n t s .

( 6 )  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a g e  o f  t h e  d i f ­

f u s i o n  cham ber  was a c r i t i c a l  v a r i a b l e  i n  t h e  e l i c i t a t i o n  o f  a 

h i g h  r a t e  o f  r e j e c t i o n  o f  t i s s u e s  e x p o s e d  t o  t h e  c h a m b e r s .  T h i s  

f a c t o r  was i n v e s t i g a t e d  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  a c e r t a i n  o p t i m a l  

t i m e  ( 1 3 - 1 8  d a y s )  a f t e r  cham ber  c o n s t r u c t i o n  was t h e  m o s t  e f f i ­

c a c i o u s  i n  e l i c i t i n g  r e j e c t i o n  w h i l e  c h a m b e r s  o f  21 -3 1  d a y s  o f  

a g e  h a d  b e g u n  t o  l o s e  t h e i r  c a p a c i t y  to  e l i c i t  r e j e c t i o n  and  

c h a m b e r s  o f  g r e a t  a g e  ( two  t o  t h r e e  m o n t h s )  f a i l e d  to  e l i c i t  

r e j e c t i o n  o f  t r a n s p l a n t s  made f r om th e m .  The c o n c l u s i o n  i s  

dr aw n  t h a t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  a c r y l a t e d  ch amber  t o  p r o v o k e  r e ­

j e c t i o n s  o f  t r a n s p l a n t e d  tum or  c e l l s  i s  l a b i l e ,  a p p e a r i n g  r a t h e r  

q u i c k l y  a n d  d i m i n i s h i n g  w i t h  t i m e .

( 7 )  The n a t u r e  o f  t h e  p r i m a r y  r e s i s t a n c e  t o w a r d  t h e  a c r y l a t e d  

t u m o r  t i s s u e  e v o k e d  i n  t h e  H o l t z m a n  r a t  was i n v e s t i g a t e d  by 

s p l e n e c t o m y ,  c o r t i s o n e  a d m i n i s t r a t i o n ,  and  b y  a c o m b i n a t i o n  o f  

t h e s e  p r o c e d u r e s .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  showed t h a t  

c o m b i n i n g  s p l e n e c t o m y  w i t h  c o r t i s o n e  a d m i n i s t r a t i o n  a b o l i s h e d  

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n c e  t o  t u m o r  f r o m  a c r y l a t e d  c h a m b e r s .  

L a r g e  d o s e s  o f  c o r t i s o n e  w e r e  a l s o  h i g h l y  e f f e c t i v e  w h i l e  s p l e n ­

e c to m y  a l c n e  was  l e a s t  e f f e c t i v e  i n  d i m i n i s h i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  

o f  r e s i s t a n c e  t o  t h e  t u m o r .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  c o n c l u s i o n  

t h a t  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  o f  t h e  r a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n c e  t o  a c r y l a t e d  t u m o r  t i s s u e .

( 8 )  An a t t e m p t  was made t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  r a t s  w h ich  o n c e  r e ­

j e c t e d  t h e  a c r y l a t e d  tum or  t i s s u e  w e r e  r e s i s t a n t  t o  s u b s e q u e n t
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c h a l l e n g e s  w i t h  s i m i l a r l y  t r e a t e d  tum or  and  to  u n t r e a t e d  homo­

g e n a t e s  w h i c h  w e r e  p r o v e n  to  b e  l e t h a l  by.  t r a n s p l a n t i n g  a l i q u o t s  

t o  u n t r e a t e d  H o l t z m a n  r a t s .  I t  was d i s c o v e r e d  t h a t  r a t s  w h ic h  

r e j e c t e d  a c r y l a t e d  tumor  t i s s u e  w e re  t h e r e a f t e r  r e s i s t a n t  t o  a l l  

s u b s e q u e n t  c h a l l e n g e s  o f  t h e  t r e a t e d  o r  t h e  u n t r e a t e d  Murphy-  

S tu r m  l y m p h o s a r c o m a .  I t  i s  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  i n o c u l a t i o n s  

o f  t h e  a c r y l a t e d  tum or  w i t h  s u b s e q u e n t  r e j e c t i o n  o f  t h e  tumor  

d e v e l o p e d  f r o m  s u c h  t r a n s p l a n t s  e v o k e s  a s t r o n g l y  r e s i s t a n t  o r  

immune c o n d i t i o n  i n  o n c e  s u s c e p t i b l e  H o l t z m a n  r a t s .

( 9 )  I n  s e v e r a l  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  p l a i n  a n d  a c r y l a t e d  g l a s s  

t e s t  t u b e s  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  d i f f u s i o n  c h a m b e r s ,  t h e  r e s u l t s  

w e r e  i n c o n c l u s i v e .  A m i n i m a l  r a t e  o f  tum or  r e j e c t i o n  s u g g e s t s  

t h a t  t h i s  p r o c e d u r e  s h o u l d  be  t e s t e d  f u r t h e r .

( 1 0 )  I t  was fo u n d  t h a t  t h e  s u r v i v a l  t i m e  o f  r a t s ,  w h ic h  r e c e i v e d  

tu m o r  t r a n s p l a n t s  f r om  h e a v i l y  a c r y l a t e d  c h a m b e r s ,  was  much i n ­

c r e a s e d  e v e n  t h o u g h  t h e  a n i m a l  e v e n t u a l l y  d i e d  due to  t h e  t u m o r .  

The s u r v i v a l  t i m e  o f  t h e s e  a n i m a l s  was com pared  w i t h  t h e  s u r v i v a l  

t i m e  o f  t h o s e  r a t s  w h ic h  d i e d  when i n j e c t e d  w i t h  a tum or  t r a n s ­

p l a n t  f r o m  g l a s s  d i f f u s i o n  c h a m b e r s .  A h i g h l y  s i g n i f i c a n t  d i f ­

f e r e n c e  was f o u n d  b e t w e e n  t h e  two g r o u p s  i n  t h a t  t h o s e  w h i c h  h a d  

r e c e i v e d  t h e  a c r y l a t e d  m a t e r i a l  l i v e d  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  t i m e .  

T h i s  r e s u l t  was  o b t a i n e d  e v e n  t h o u g h  t h e  l a t e n t  p e r i o d  b e t w e e n  

t u m o r  i n o c u l a t i o n  and  p a l p a b l e  tum or  g r o w t h  was  n o t  p r o l o n g e d  i n  

t h i s  g r o u p  o v e r  o t h e r  g r o u p s .  The c o n c l u s i o n  i s  made t h a t  t h o s e  

a n i m a l s  w h i c h  r e c e i v e d  t h e  a c r y l a t e d  t u m o r ,  a n d  w h i c h  u l t i m a t e l y  

d i e d ,  e x e r t e d  a m i n i m a l  r e s i s t a n c e  t o  t h e  t u m o r .  I t  i s  p o s s i b l e
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t h a t  t h i s  r e s i s t a n c e  may b e  a r e s p o n s e  o f  t h e  h o s t  t o  a n t i g e n s ,  

a n a l o g o u s  t o  t h e  H-1 o r  H-3 a n t i g e n s  o f  t h e  m o u s e ,  w h i c h  w e r e  

e x p e r i m e n t a l l y  a l t e r e d  so  t h a t  t h e y  a r e  a n t i g e n i c .

The r e s u l t s  f r o m  t h i s  p r e s e n t  w ork  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  

a c r y l a t e d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  a t t e n u a t e d  t h e  M u r p h y - S t u r m  Lymphosarcoma 

p l a c e d  i n  them s u c h  t h a t  t h e  t u m o r  was a n t i g e n i c  when t r a n s p l a n t e d  t o  a 

h o s t  r a t  w h i c h  n o r m a l l y  d o e s  n o t  r e a c t  a g a i n s t  t h e  u n t r e a t e d  t u m o r .  The 

s u g g e s t i o n  i s  made t h a t  t h i s  t e c h n i q u e  m i g h t  h a v e  g e n e r a l  a p p l i c a t i o n  t o  

many n e o p l a s t i c  t i s s u e s  a nd  m i g h t  a l s o  b e  a p p l i c a b l e  t o  a u t o c h t h o n o u s  

t u m o r s .
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