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V e r s u c h e  z u r  E r w e i t e r u n g  der  M 6 g l i c h k e i t e n  f f i r  

In -v i t ro -Mode l l en  mensch l i che r  T u m o r e n  k o m m t  stitn- 
dig gr6ssere B e d e u t u n g  zu. U n t e r s u c h u n g e n  fiber mor -  
phologische,  b iochemische  oder  gene t i sche  Besonder -  
he i ten ,  f iber die Invas iv i tA t  u n d  die K o n t a k t p h A n o m e n e  
bei  Tumorze l l en  sowie S tud i en  f iber die W i r k u n g e n  yon  
Z y t o s t a t i k a  u n d  ion i s ie renden  S t r a h l e n  auf  neop las t i sche  
Zellen e r fo rdern  le ich t  zugAngliche, def in ier te  und  reprA- 
s e n t a t i v e  Tumormode l l e .  GegenwArt ig  s t ehen  uns  die 
V e r f a h r e n  der  E x p l a n t a t - ,  Zell- u n d  O r g a n k u l t u r  als 
M6gl ichkei ten ,  In -v i t ro -Mode l l e  zu e rha l t en ,  zur  Ver-  
fi igung. 

W i r  b e n u t z e n  seit  e inigen J a h r e n  I n - v i t r o - K u l t u r e n  
mensch l i che r  T u m o r e n  als Modell  ffir F r a g e n  der  zyto-  
s t a t i s c h e n  B e h a n d l u n g  ma l igne r  Neop lasmen .  Die Zell- 
k u l t u r t e c h n i k  h a t  sich dabe i  zweife lsohne bew/ihr t ,  den-  
noch  d e m o n s t r i e r t  die Tabel le  die Schwier igkei ten ,  die 
bei  e iner  Re ihe  yon  T u m o r e n  auf t re ten .  I n s b e s o n d e r e  
die wich t igen  M a m m a k a r z i n o m e  lassen sich sch lech t  in 
v i t ro  kul t iv ie ren .  Dar f iber  h i n a u s  g ib t  es i m m e r  wieder  
Fiille, bei  d e n e n  infolge der  E n t d i f f e r e n z i e r u n g  in v i t ro  
Zweifel  a m  repr /~senta t iven  C h a r a k t e r  de r  K u l t u r e n  auf- 
t r e ten .  V e r s u c h t  man ,  diese Schwier igke i t en  zu umgehen ,  
i n d e m  m a n  d ie jen igen  der  zurze i t  b e k a n n t e n  In -v i t ro -  
T e c h n i k e n  b e n u t z t ,  die ein o rgano typ i sches  W a c h s t u m  
gewAhrleisten,  muss  m a n  daf i i r  e r h 6 h t e n  A u t w a n d  u n d  
E in sch rAnkungen  der  m ik roskop i s chen  B e o b a c h t u n g s -  
m 6 g l i c h k e i t e n  a n  den  K u l t u r e n  in K a u f  nehmen .  

Diese S i t ua t i on  h a t  uns  zu B e m f i h u n g e n  u m  die m e t h o -  
d ische  W e i t e r e n t w i c k l u n g  auf  d e m  Geb ie t  der  I n -v i t ro -  
U n t e r s u c h u n g  mensch l i che r  T u m o r e n  geft ihrt .  

G r u n d l e g e n d e  ~ b e r l e g u n g  unse re r  Arbe i t  is t  dabe i  
fo lgendes:  Wi r  ve r suchen ,  lebende,  mik roskop i sch  d i inne  
S c h n i t t e  aus  d e m  G e w e b e m a t e r i a l  herzus te l len ,  sozusagen 
<~monolayer,~ zu schneiden,  die wir  d a n n  n a c h  den  
M e t h o d e n  der  O r g a n k u l t u r  exp lan t i e r en .  Zu 20-30 ~zm 
s ta rken ,  l ebenden  G e w e b e s c h n i t t e n  ge langen  wir  dabei ,  
i n d e m  wir  das  fr ische B iops i ema te r i a l  s chonend  u n t e r  
E r h a l t u n g  seiner  Vi ta l i t / i t  e inf r ieren  u n d  d a n n  m i t  e inem 
gew6hn l i chen  G e f r i e r m i k r o t o m  schneiden .  

Wich t ig s t e s  P r o b l e m  unseres  V e r s u c h s p r o g r a m m s  ist  
die Frage ,  inwiewei t  es i i b e r h a u p t  m6gl ich  ist, Gewebe-  
b l6cke  von  den  zum Schne iden  n o t w e n d i g e n  D imens i o n en  
ohne  gr6ssere Vi ta l i tAtse inbusse  e inzuf r ie ren  u n d  wieder  
au fzu t auen .  

Dieses P r o b l e m  sche in t  s ich  16sen zu lassen, Als zweck- 
m/issige Methode des E in f r i e rens  erwies sich folgendes 
V e r f a h r e n :  Wi r  legen die Biops ies t i icke  v o n  0,5-1 cm 
Kanten lAnge  zunAchst  ffir 3 h in  ein modif iz ier tes  Pa rke r -  
M e d i u m  1991, we lchem 7% D i m e t h y l s u l f o x y d  zugese tz t  
werden.  D a n a c h  werden  die Gewebestf icke,  b e d e c k t  m i t  
D i m e t h y l s u l f o x y d - M e d i u m ,  in A m p u l l e n  e ingeschmolzen,  
und  anschl iessend  wird  m i t  e iner  Geschwind igke i t  y o n  
1 ~ auf  - - 7 5 ~  abgeki ih l t .  Bei  dieser  T e m p e r a t u r  
k a n n  das  Gewebe verb le iben ,  in v ie len  FAllen b e w a h r e n  
wir  die A m p u l l e n  abe r  auch  be i  - -196~  in flfissigem 
St icks tof f  auf. So e ingefrorenes  Gewebe b l e i b t  vi ta l .  

Das  P r o t e i n s y n t h e s e v e r m 6 g e n ,  gemessen  a m  E i n b a u  
v o n  14C-markier tem Leucin ,  b e t r u g  n a c h  7 Tagen  Ein-  
f r ie ren  noch  e t w a  50% des W e r t e s  yon  f r i schem Gewebe.  

T r y p s i n i e r t  m a n  das  e ingef rorene  u n d  wieder  auf- 
ge t au t e  Gewebe n a c h  den  i ib l ichen  V e r f a h r e n  der  Zell- 
k u l t u r t e c h n i k  oder  legt  d a r a u s  E x p l a n t a t k u l t u r e n  an, 
e r re i ch t  m a n  ein  gutes  W a c h s t u m .  Die F i g u r  zeigt  eine 
i n t e n s i v  wachsende  Ze l lku l tu r  aus  7 Tage  lang  eingefro- 
r e n e m  Gewebe.  

W i r  meinen ,  dass  m i t  d iesen B e f u n d e n  eine ausrei-  
chende  G r u n d l a g e  fiir wei tere  Versuche  auf  d iesem Gebie te  

I n - v i t r o - S t u d i e n  an m e n s c h l i c h e n  T u m o r e n  

gegeben  ist. Gegenw/ i r t ig  bemf ihen  wir  uns  u m  die Aus-  
a r b e i t u n g  gee igne te r  T e c h n i k e n  des Schne idens  der  ein- 
ge f ro renen  Gewebe  u n d  de r  E x p l a n t a t i o n  der  Schn i t t e .  
I n  e inigen FAllen is t  es uns  bere i t s  gelungen,  e indeu t ig  
v i t a l e  S c h n i t t e  herzus te l len .  Die noch  zu 16senden Pro-  
b leme  s ind m e h r  t e ch n i s ch e r  als grunds / i tz l ich  biolo- 
gischer  N a t u r .  

In-vitro-Wachstum von Tumorzellen aus 158 soliden Tumoren und 
42 neoplastischen Exsudaten 

Zahl Tumorart Gut- Angangs- 
wachsende rate (%) 
Kulturen 

42 Exsudat 35 83 
30 Malnmakarzinom 11 36,6 
23 LK-Meta bzw, LK bei 12 52 

maligner Systemerkrankung 
18 Weichteil- und Knochen- 9 50 

sarkome 
17 Magenkarzinom 3 18 
12 Bronchialkarzinom 6 50 
10 Ovarialkarzinom 4 40 
9 Maligne Struma 8 89 
5 Hypernephrom 4 80 
4 Melanom 3 - 
3 Leukfimisches Knochenmark 1 - 
3 Hodentumor 3 - 

24 Verschiedene maligne Tumoren 13 54 

200 112 56 

Prirn~ire Zellkultur aus einem 7 Tage lang eingefrorenen Mammakar- 
zinom der Ratte.(Huggins-Tumor). H + E-Ffirbung. 

1 ST, TANNEBERGER und G. BACIGALUPO, Dt. Gesundheitswesen 22, 
11 (1967). 
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Die b e s c h r i e b e n e n  V e r s u c h e  w u r d e n  m i t  d e m  Ziele 
durchgef i ih r t ,  m i t t e l s  der  v i t a l en  Gef r ie r schn i t t e  das  
R e p e r t o i r  der  M6gl ichke i ten  zum  I n - v i t r o - S t u d i u m  
mensch l i che r  T u m o r e n  zu erwei tern.  Dar i ibe r  h i n a u s  
me inen  wir, dass  die Me thode  even tue l l  auch  a l lgemein  
biologisch in fo lgenden  R i c h t u n g e n  nf i tz l ich werden  
k 6 n n t e :  1. Es  k 6 n n t e  ganz generel l  m6gl ich  werden,  
v i t a l e  Gewebe e x a k t  h is to logisch  zu un t e r suchen .  Das  
gef~rbte  h i s to log ische  P r~pa ra t ,  das  in j e d e m  Fal le  eine 
M o m e n t a u f n a h m e  dars te l l t ,  wiirde so d u r c h  die Be t r ach -  
t u n g  der  D y n a m i k  des l ebenden  Gewebes  erg~inzt werden  
k6nnen .  2. Vi ta le  Gef r i e r schn i t t e  k 6 n n t e n  als S t a r t e r  fiir 
o rgano typ i s che  G e w e b e k u l t u r e n  v e r w e n d e t  werden.  3. Die 
Me thode  k 6 n n t e  aus re i chend  dt inne,  def in ier te  Gewebe-  
s chn i t t e  fiir b iochemische ,  au t o r ad i og r aph i s che  und  Xhn- 
l iche U n t e r s u c h u n g e n  l iefernL 

Summary. The  p a p e r  descr ibes  some e x p e r i m e n t s  
des igned to develop a new m e t h o d  for in v i t ro  s tudies  of 
h u m a n  tumours .  Af te r  h a v i n g  frozen t he  t i ssue  carefully,  
m a i n t a i n i n g  its v i t a l i ty ,  we cu t  l iv ing  t issue slides of 
20-30 ~ th ickness .  Such  slides m a y  poss ibly  be a tool  
for v i t a l  his tology,  a s t a r t e r  for o rgano typ i c  t issue cu l tu re  
and  a def ined t issue spec imen  for b iochemical ,  au to rad io -  
g raph ica l  and  s imi lar  s tudies .  

ST. TANNEBERGER 

Instilnt /iir Krebs/orschung der Deutschen A kademie 
der Wissenscha/len zu Berlin, 
Bereich Robert-R6ssle-Klinik, A bteilung Chemotherapie, 
1115 Berlin-Buch (DDR), 27. September 1968. 

Analyt isch-chemische Bes t immung nichtradioaktiver Stoffe mit e inem Fli iss ig-Szinti l lat ionsspek- 
trometer durch Radiolumineszenz und Absorptionsphotometrie  im (~erenkov-Licht 

Die h e u t z u t a g e  kommerz ie l l  erh~Utlichen Flt issig-Szin-  
t i l l a t ionsz~hle r  s te l len m i t  ih ren  zwei Pho t om u l t i p l i e r -  
r 6 h r e n  in K o i n z i d e n z s c h a l t u n g  und  den  zugehSr igen  Ver-  
s t / i rker-  und  I m p u l s h 6 h e n a n a l y s a t o r e n  ein be t r / ich t l iches  
i n s t r u m e n t a l e s  P o t e n t i a l  dar.  Desha lb  l iegt  es nahe,  diese 
Appara t e ,  die speziell  ffir die B e s t i m m u n g  der  R a d i o t r a c e r  
geschaffen  wurden ,  auch  fiir anderwei t ige  Messungen  ein- 
zuse tzen  1. Es  sollen h ier  drei  T e c h n i k e n  kurz  e r6 r t e r t  
werden,  die es e r lauben ,  e inen  Flt issig-Szint i l lat ionsz~thler  
ohne  jede ~ n d e r u n g  fiir die chemische  B e s t i m m u n g  n ich t -  
r a d i o a k t i v e r  Stoffe zu ve rwenden .  

Die ers te  Techn ik  b e r u h t  auf  der  Messung der  Lumi-  
neszenz, die eine r a d i o a k t i v e  Quelle in der  zu un te r -  
suchenden  L6sung  he r vo r r u f t .  Die yon  uns  v e r w e n d e t e  
Quelle b e s t e h t  aus  e inem d i innen  e lek t ro ly t i schen  Belag  
yon  P l u t o n i u m - 2 3 9  auf  e inem P l a t i n b l e c h  von  11 • 9 mm,  
welches du rch  e inen Stiel  am Deckel  e iner  gewShnl ichen  
Messflasche be ies t ig t  is t  und  s enk rech t  ax ia l  in die 1,6sung 
zu t a u c h e n  k o m m t .  Die E ln i s s ions ra te  betr/~gt 2 • 104 dps. 
Es wurde  ein e - S t r a h l e r  eingesetzt ,  u m  die E r z e u g u n g  
yon  ~ e r e n k o v - S t r a h l u n g ,  die die Messergebnisse  un-  
i ibers icht l ich  g e m a c h t  h~ttte, zu ve rmeiden .  Indes sen  
zeigte sich ein weicher  f l -St rahler  (~H als t r i t i m n i n d i -  
z ier ter  Toluol) ebenso b r a u c h b a r .  Zah l re iche  o rgan i sche  
Stoffe sind r a d i o l u m i n e s z e n t  und k 6 n n e n  d a d u r c h  in 
einer  L6sung,  die diese E igenscha f t  sons t  n i ch t  aufweis t ,  
q u a n t i t a t i v  b e s t i m m t  werden.  So lassen sich z.B.  Bruch -  
teile eines P r o z e n t s  Benzol  oder  Toluol  in Cyc lohexan  
mi t  e iner  r e l a t iven  G enau i gke i t  von  besser  als 1% mfihelos 
bes t immen .  U m g e k e h r t  k 6 n n e n  Stoffe, die in e iner  radio-  
f luoresz ierenden L 6 s u n g  eine chemische  L 6s chw i rkung  
aufweisen,  d u r c h  die Messung des L6schungsg rades  eben-  
falls q u a n t i t a t i v  ana lys i e r t  werden.  So lassen sich einige 
Z e h n t e l p r o z e n t e  Cyc lohexen  in Toluol  oder  Benzol  m i t  
der  gle ichen Pr/ izision b e s t i m m e n .  Der  Messbere ich  
e r s t r eck t  s ich von  0 - 1 0 0 %  der  g e n a n n t e n  K o m p o n e n t e n .  
Die Me thode  is t  besonders  empf ind l i ch  fiir s t a rke  L6sch-  
agenzien  ; B iace ty l  und  A c e t o p h e n o n  kSnnen  z. B. im 10 -4- 
b i s -10-a-mg-Bere ich  e inwandf re i  q u a n t i t a t i v  e r m i t t e l t  
werden.  I s t  ke iner  der  Stoffe des zu ana ly s i e r enden  
Sys tems  rad io lumineszen t ,  so wird  das  be t r e f f ende  Ana-  
lysengu t  m i t  e iner  f luoresz ierenden L6sung  ve rmisch t .  
Auf  diese Weise  l~sst  s ich ein Cyc lohexen-Cyc lohexan-  
Gemisch  in Toluol  ana lys ie ren .  Desgle ichen k a n n  der  

"vVassergehalt v o m  ~ t h y l a l k o h o l  zwischen 0 und  5% Was-  
ser d u r c h  Messung e iner  100-rag-Probe  in 20 ml  e iner  
L6sung,  b e s t e h e n d  aus  19 ml  Toluol  + 0,2 ml  D ioxan  + 
1 ml  P P O / P O P O P  Szin t i l la tor l6sung,  auf  0,1% genau  
e r m i t t e l t  werden.  Die Me thode  is t  n i c h t  spezifisch und  
e ignet  s ich vor  a l lem fiir die q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  
einer  gegebenen  K o m p o n e n t e  in e iner  Mischung  v o n  be- 
k a n n t e r  q u a l i t a t i v e r  Z u s a m m e n s e t z u n g .  Die E m p f i n d -  
l ichkei t  k a n n  u m  e inen  F a k t o r  20-50 noch  e r h 6 h t  wer- 
den, wenn  m a n  die h e r k 6 m m l i c h e n  Sz in t i l l a t ionsmess-  
f laschen du rch  K i i v e t t e n  yon  0,4-1 ml  I n h a l t  ersetzt .  

Die zweite  Techn ik  s te l l t  eine V a r i a n t e  der  Absorp t ions -  
p h o t o m e t r i e  dar.  Als L ich tque l l e  d i e n t  ein dickes  Kapi l -  
l a r roh r  aus  Quarz,  das  am Deckel  e iner  gew6hnl i chen  
Messflasche axia l  befes t ig t  ist. Das  v e r w e n d e t e  ~e renkov-  
L ich t  wird im Quarz  d u r c h  die h a r t e  f l -S t rah lung  eines im 
K a p i l l a r r a u m  e ingeschlossenen  r a d i o a k t i v e n  P r ~ p a r a t e s  
erzeugt .  Wi r  h a b e n  e twa  100 tzc 9~ z u s a m m e n  m i t  d e m  
im r a d i o a k t i v e n  Gle ichgewicht  b e f i n d e n d e n  90y eingesetzt .  
Das  S p e k t r u m  des e m i t t i e r t e n  IAchtes  r e i ch t  v o m  I R  bis 
zum UV, m i t  e iner  gleichmiissig w a c h s e n d e n  Ver te i lungs-  
d i ch t e  in R i c h t u n g  der  a b n e h m e n d e n  Wellenl / tngen.  Der  
n i i tz l iche  Bere ich  ist  im wesen t l i chen  d u r c h  die Durchl/ is-  
s igkei t  der  sich im op t i schen  Wege  b e f i n d e n d e n  Ger~te-  
w~inde sowie d u r c h  die spek t ra le  E m p f i n d l i c h k e i t  der  
P h o t o n m l t i p l i e r r 6 h r e n  b e s t i m m t .  Bei  V e r w e n d u n g  einer  
gent igend s t a r k e n  Quelle is t  es m6gl ich,  d u r c h  E in legen  
eines Lich t f i l t e rs  zwischenQuel le  und  LSsung  e inen  engeren  
Spek t r a lbe re i ch  auszusondern .  E ine  B e s t i m m u n g  geh t  d er- 
a r t  vo r  sich, dass  die Zgh l ra t e  m i t  d e m  gew~thlten L6sungs-  
mi t t e l  a l lein und  s o d a n n  in A n w e s e n h e i t  des be t r e f f enden  
Stoffes gemessen  wird, worauf  die K o n z e n t r a t i o n  des letz- 
t e ren  a n h a n d  e iner  f r i iher  aufges te l l t en  E i c h k u r v e  e r m i t t e l t  
wird. Die Me thode  is t  empf ind l i ch  und  genau  und  zeich- 
ne t  sich aus  d u r c h  e inen  aus se ro rden t l i ch  a u s g e d e h n t e n  

Dies wurde schon gemacht, siehe zum Beispiel die Mitteihmg von 
S. AI)DANKI, J. F. SOTOS und PH. D. REARICK in Anal. Biochem. 
14, 261 (1966). Indessen wurde bisher lediglich tiber die Verfol- 
gung chemilumincszierender Prozesse berichtet, wozu die Szintil- 
lationsztihler wenig geeignet sind, da in jenem Falle einzelne 
Photonen statt Szintillationen emittiert werden. 


