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I. Einleitung.

In einer fritheren Arbeit! wurde gezeigt, dafi physiologisch wichtige
Stoffe, wie das Himatoporphyrin und menschliches Blut bei Bestrahlung
mit p-Strahlen des Radiums eine ultraviolette Fluoreszenzstrahlung aus-
senden, welche nachweisbare chemische Veranderungen an Stoffen hervor-
rufen kann, die bei Stoffwechselvorgingen des Krebses eine Rolle spielen.
Dieser Nachweis erschien fir die Erkenntnis des Wirkungsmechanismus
der y-Strahlen in der Strahlentherapie von Bedeutung, da hiermit gezeigt
wurde, da} die, besondere chemische und biologische Wirksamkeit auf-
weisenden, ultravioletten Strahlen auch bei Bestrahlung des Koérpers mit
y-Strahlen im Organismus wirksam sein koénnen. In einer spéteren
Arbeit? wurde gefunden, daB auch Krebsgewebe bei Bestrahlung mit

1 H. Smereker, Strahlentherap. 68, 405 (1940).
2 H. Maier-Smereker, Strahlentherap. 72, 41 (1942).
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y-Strahlen eine ultraviolette Fluoreszenzstrahlung aussendet, welche eben-
falls nachweisbare chemische Verdnderungen hervorrufen kann. Der
Wellenldngenbereich dieser Fluoreszenzstrahlung, ebenso wie derjenige
des Hamatoporphyrins und des menschlichen Blutes erstreckt sich vor-
wiegend von 260 bis 300 my, umfaBt also das bekannt biologisch wichtige
Gebiet der ultravioletten Strahlung.

Im Gegensatz zum Krebsgewebe zeigten Gewebe von nicht an Krebs
Erkrankten oder von metastasenfreien Organen Krebskranker in dem
erwihnten Wellenlingenbereich keine Fluoreszenzstrahlung. Der Um-
stand, daB auch das an das Krebsgewebe angrenzende normale Gewebe
keinen Fluoreszenzeffekt aufwies, legte den Gedanken nahe, dafl die
ultraviolette Fluoreszenzfahigkeit im bestimmten Wellenlngenbereich
an die Krebszellen selbst gebunden sein konnte. Die ultraviolette
Fluoreszenzstrahlung von Krebsgewebe wurde jedoch nicht ausnahmslos
festgestellt, in 209, der untersuchten Fille trat kein Effekt auf.

In der erwdhnten Arbeit? wurde die Moglichkeit besprochen, die
Fluoreszenzishigkeit von Krebsgewebe zum Ausbau einer diagnostischen
Methode zn verwerten. Es wurde darauf hingewiesen, da3 durch Ver-
besserungen der Untersuchungsmethode die Moglichkeit bestiinde, auch
jenen geringeren Prozentsatz (20%,) von Krebsgewebe, der bisher keinen
Fluoreszenzeffekt zeigte, von mnicht krebskrankem Gewebe zu unter-
scheiden. Es wurde insbesondere hervorgehoben, dafl amch durch die
Herkunft des untersuchten Krebsmaterials ein gewisser Unterschied be-
dingt sein koénnte.

Zu den Untersuchungen der erwéhnten Arbeit wurden vor allem Krebs-
gewebe von Leichen und seltener nach Probeexzisionen oder Operationen
an lebenden Patienten verwendet. Da die Prosektur des hiesigen Kranken-
hauses damals auch Sektionen fiir das angeschlossene Alters- und Ver-
sorgungsheim dnrchzufiihren hatte, so handelte es sich bei dem von der
Prosektur gelieferten Material vielfach um Karzinome, die oft erst im
spateren Alter aufgetreten sind oder jahrelang bestanden haben. Die
Gewebsstiicke nach Probeexzisionen hingegen stammen von Patienten,
die einer Behandlung unterzogen werden und im Mittel einer niedrigeren
Altersstufe angehéren. Schon bei den damaligen Untersuchungen zeigte
sich, daBl Fluoreszenzpriifungen einer Reihe von Probeexzisionen in
selteneren Fillen ein negatives Resultat ergaben, als die von der Pro-
sektur stammenden Gewebsstiicke.

In den vorliegenden Untersuchungen wurden histologisch gepriifte
Probeexzisionen von krebskranken Patienten der hiesigen Abteilung fiir
Strahlentherapie und auch Probestiickchen von anderen Abteilungen des
Krankenhauses fiir die Fluoreszenzpriifung verwendet. Die Priifung von
nicht krebskrankem Gewebe wurde an Probestiickchen nach Operationen
von den verschiedenen Abteilungen und auch von der Prosektur durch-
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gefithrt. Da bei der Fluoreszenzpriifung auch die Untersuchungsmethode
verbessert werden konnte, bestand die Aussicht, den Prozentsatz der
untersuchten Krebsgewebe. mit negativem Fluoreszenzeffekt auf ein
Minimum herabzudriicken und auf Grund der Fluoreszenzstrahlung von
Krebsgewebe die Erkennung der Malignitit von Tumoren zu ermaoglichen.

II. Methode der Untersuchungen.

Die Grundlagen der Untersuchungsmethode sind in einer lingeren Ab-
handlung von E. Maier und A4.v. Christiani® beschrieben, die Prifung
der Fluoreszenzstrahlung in den frither erwihnten Arbeiten!,2. Hier soll
nur in Kiirze darauf eingegangen werden. Grundlage der Methode bildet
die bekannte Fahigkeit des Normalserums (Pferdeserums), Krebszellen
in vitro bis zu einem hohen Prozentsatz zu losen, und die Higenschaft
gewisser Sterine, diese Losungsféhigkeit zu beeinflussen. So wird die
Losungsfihigkeit des Normalserums durch Cholesterin-n-buttersiureester
entsprechender Konzentration wesentlich verhindert, wihrend durch ge-
ringste Spuren (10~*y) eines, von A.wv. Christiani entdeckten neuen
Stoffes, den Entaktivator — der als Oxydationsprodukt des Ergosterins
in kristallisierter Form?* dargestellt wurde —, die biologische Wirkung des
erwihnten Esters wieder aufgehoben wird. Im letzteren Fall bleibt die
Losungsfahigkeit des Normalserums im urspriinglichen Ausmaf erhalten.
Die Feststellung der Losung von Krebszellen erfolgt durch Zahlung der-
selben im Mikroskop mittels einer Thoma-Zeil3-Zihlkammer und durch
Riickzihlung nach 20stiindiger Bebriitung. Diese Zédhlungen, die be-
sondere Ubung und Erfahrung erfordern, wurden von H. Morth, der
Agsistentin von Dr. 4. v. Christiani in dankensworter Weise durch-
gefiihrt.® Auf Grund der von 4. v. Christiani untersuchten Konstitution
des Entaktivators kann derselbe in zwei durch die cis-trans-Isomerie
bedingten Modifikationen bestehen. Die cis-Form ist biologisch wirksam
und entaktiviert das Cholesterinbutyrat, die trans-Form ist biologisch
praktisch unwirksam. Die zahlenmiBigen Ergebnisse und die Durch-
fiihrung der Reaktionen sollen in Kiirze angegeben werden.

Wird Normalserum durch 20 Stunden im Brutschrank auf Krebszellen
einwirken gelassen, so werden rund 409, der Zellen gelost, es verbleiben
demnach 609, ungeloste Zellen. Die Priiffung wird in der folgenden Weise
durchgefiihrt.

In ein Probershrchen werden der Reihe nach die folgenden Flissigkeits-
mengen eingebracht:

1. 0,5 cem Normalserum. ‘
2. 0,5 cem physiologische Kochsalzlgsung.

3 E. Maier und A.v. Christiani, Z. Krebsforsch. 49, 679 (1940).

4 A. v. Christioni, Z. Krebsforsch. 54, 379 (1944).

5 Die diesen Untersuchungen zugrunde liegenden chemischen und biologi-
schen Versuche wurden mit Hilfe von Dr. A. v. Christions durchgefithrt.
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3. 2 Tropfen einer 3%igen Trikresolldsung, zur Verhinderung der Zell-
, auflésung durch Bakterien.
71 4. 1 Tropfen einer 1%igen Phenolphthaleinltésung, zur Bestimmung der

Alkalitét. ‘

5.1 bis 2 Tropfen der Zellaufschwemmung.

6. 2 Tropfen einer 3%igen Sodalésung, um die Reaktion in schwach

" alkalischer Losung durchzufithren. (Die Lésung soll eine ganz
schwache Rotfdrbung zeigen.)

Z bedeutet Zusdtze, die zur Reaktion notwendig sind. Nach gutem
Durchschutteln der Fliissigkeit wird ein Tropfen derselben auf die Thoma-
ZeiB3-Zahlkammer gebracht und im Mikroskop die Anzahl der gut erhaltenen
Zellen gezéhlt. Hierauf wird die Flussigkeit durch 20 Stunden im Brutschrank
gehalten und nachher wieder ein Tropfen' davon auf die Zshlkammer ge-
bracht und die Zahl der gut erhaltenen Zellen ermittelt. Es zeigt sich nun,
daB nach der Bebriitung nur rund 609%, der Zellen in gutem Zustand erhalten
sind, demnach rund 409, in Lésung gingen. Wird hingegen zu der eben
angegebenen Flissigkeitsmischung Cholesterin-n-buttersdureester bestimmter
Konzentration (50 y/com) hinzugegeben, so wird der Prozentsatz der geldsten
Krebszellen verringert. Die Reaktion wird in der folgenden Weise durch-
gefiihrt.

In ein Probershrchen werden die folgenden Fliissigkeitsmengen ein-
gebracht: '

1. 50 y Cholesterinbutyrat in wenig Ather gelost.

B2 0,56 cem Normalserum.

3. 0,5 ccm physiologische Kochsalzlésung.

4. Die frither angegebenen Zusédtze Z.

Ergebnis der Reaktion: Nach 20stiindiger Bebriitung sind rund 809
ungeloste Krebszellen vorhanden.

Wird der erwihnten Flissigkeitsmenge B die unwirksame Form des Ent-
aktivators (trans-Form) hinzugefiigt, so wird die Wirkung des Cholesterin-
butyrats auf Normalserum nur wenig geéndert.

Die Reaktion ist die folgende:

1. 10— y trans-Form des Entaktivators in wenig Ather gelost.

2. Die oben angegebene Fliissigkeitsmenge B.

Ergebnis der Reaktion: Nach 20stiindiger Bebriitung sind rund 74 bis
799, ungeloste Krebszellen vorhanden.

Wird hingegen der Fliissigkeitsmenge B die wirksame Form des Ent-
aktivators (cis-Form) hinzugefigt, so wird die Wirkung des Cholesterin-
butyrats auf Normalserum praktisch aufgehoben.

Die Reaktion ist die folgende:

1. 10~% y cis-Form des Entaktivators in wenig Ather gelést.

2. Die oben angegebene Flussigkeitsmenge B.

Ergebnis der Reaktion: Nach 20stiindiger Bebriitung sind rund 60 bis
639%, ungeloste Krebszellen vorhanden.

Es soll hier noch ‘auf einige Momente hingewiesen werden, die bei der
angewandten Methode von. Wichtigkeit sind. Die zu den Prufungen not-
wendigen Zellaufschwemnmungen werden aus Krebslébermetastasen ge-
wonnen. Es zeigte sich; dafl nicht alle Zellen zur cytologischen Reaktion
verwertbar sind, sondern nur jene, welche den in der. Arbeit von K. Maier
und A.o. Christiani® eingehend beschriebenen Bedingungen gentigen. Die
Zellen miissen also auf ihre Verwertbarkeit fiir die Zahlreaktion eingehend
gepruft werden. Die Herstellung der Zellaufschwemmungen ist in der er-
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wihnten Arbeit® genau beschrieben. Die Zellkonzentration muf derart ge-
wihlt werden, daB pro ein groBes Quadrat der Thoma-ZeiB3-Zahlkammer vor
der Bebriitung ungefahr 15 Zellen zur Zihlung gelangen. Zur Durchfithrung
eines Versuches werden vier groBe Quadrate der Zahlkammer ausgezihlt,
so daB insgesamt 60 Zellen vor der Bebriitung zur Beobachtung gelangen.
Wie schon frither erwithnt, erfordert die Durchfithrung der Zéhlreaktion, vor
allem das Zihlen der Zellen groBe Ubung und Erfahrung. Werden alle zur
Ziahlreaktion notwendigen Bedingungen, vor allem die Priifung der Verwert-
barkeit der Zellen genau eingehalten, dann 148t sich der Fehler bei der
Reaktion in bestimmten Grenzen halten. Auf Grund der immer wieder-
holten Priifung der Wirkung des Normalserums auf Krebszellen zeigte sich,
daB der Wert 609, ungeloste Krebszellen Schwankungen zwischen 59 und
619, aufweisen kann. Dasselbe gilt fir die Wirkung des Cholesterinbutyrats.
Die immer wiederholten Zéhlungen zeigen wm den Wert 809, ungeloste Zellen
Schwankungen zwischen 79 und 819,. Die Fehlergrenze der Ziahlreaktion
kann demnach mit + 1,569, des gezéhlten Wertes angenommen werden.

In friheren Arbeiten!,®? konnte gezeigt werden, daB die beiden
isomeren Formen des Entaktivators durch die von den y-Strahlen des
Radiums im Hématoporphyrin, im menschlichen
Blut und im Krebsgewebe erregte ultraviolette
Fluoreszenzstrahlung ineinander verwandelt wer-
den koénnen. Der Wellenldngenbereich dieser
Strahlung liegt zwischen 260 und 300 myu, mog-
licherweise sind auch unterhalb 260 my wirk-
same ultraviolette Komponenten vorhanden.

Die zu den Untersuchungen verwendete Appa-
ratur ist schematisch in Abb. 1 dargestellt. Die
y-Strahlung trifft auf die im Rohrchen E, aus ge-

e
=

Abb. 1. Apparatur zur Be-
strahlung mit y-Strahlen und
Fluoreszenzstrahlung.

E, = Eprouvette aus Quarz-
glas; E, = Eprouvette aus
gewohnlichem Glas; F = flu-
oreszierende Substanz; P =

Radiumpriparate; A4 = die
zu bestrahlende Substanz in
Losung.

woéhnlichem Glas befindliche fluoreszierende Sub-
stanz auf, die erregten ultravioletten Fluoreszenz-
strahlen treten durch das Quarzréhrchen E; hin-
durch und gelangen in der untersuchten Substanz
A, die sich in Lésung befindet, zur Wirkung. Die
y-Strahlenintensitdt und Dosis wurden so gewihlt,
daB3 ohne fluoreszierende Substanz, also durch die
y-Strahlen allein praktisch keine Anderung in der
Substanz A eintritt, so daf bei Verwendung flu-
oreszierender Stoffe eine Anderung der Substanz 4
dem Einflufl der Fluoreszenzstrahlung zugeschrie-
ben werden konnte. Zu den Bestrahlungsversuchen
wurden vier Tuben von 1cm Linge mit je 2 mg

RakEl, also insgesamt 8 mg RakEl, Filter 1 mm Platin, verwendet. Je zwei
Tuben waren iibereinander angeordnet (Abb. 1) und befanden sich den an-
deren ebenso gelagerten beiden Tuben gegeniiber. Die Strahlungsintensitit
im Mittelpunkt der Flissigkeit A betrug 0,96 r/min.

Zur Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators wurden 10—%y
desselben mit 0,5 ccem physiologischer Kochsalzlésung in das Quarz-
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rohrchen E, eingebracht.. &
Nach beendigter Bestrahlung — ] . I
wurden die zum Zshlversuch T N - ) ]
notwendigen restlichen Sub- &' %
stanzen (Flissigkeitsmenge % \ g
3 . | ’ » __/:
B mit AusschluB der phy- Sy i A T :
siologischen Kochsalzlg-
sung) hinzugefiigt und die
erste Zahlung durchgefiihrt. o, % 7 7 5 ot
Nach 20stiindiger Bebriitung . Bestrotungsdover ‘ I
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erfolgte die zweite Zahlung.
Die Ergebnisse der Bestrah-
lung der trans-Form des
Entaktivators mit y-Strah-

mit y-Strahlen
y-Strahlenintensitat =

i Kurve ¢ (.)
len und zusitzlicher Flu- Eurve ¢ (/) =
oreszenzstrahlung des Hi- 1y, o

matoporphyrins und des
Blutes sind in Abb. 2 dar-

gestellt. Kurve ¢ entspricht der Wirkung der -

- Strahlendosis

Abb. 2. Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators

und Fluoreszenzstrahlung.
0,96 r/min (8 mg RaEL), -

= yp-Strahlung,

y-Strahlung -+ ¥Fluoreszenzstrah-

lung des Himatoporphyrins.
= p-Strahlung - Fluoreszenzstrah-
lung des Blutes. '

Strahlen allein, Kurve ¢’

dem EinfluB der durch die y-Strahlen erregten ultravioletten Fluores-
zenzstrahlung. Die trans-Form ist urspriinglich auf dem Wert 749

ungeldste Krebszellen und éndert sich bei wei-
terer Bestrablung mit y-Strahlen bis zu 4 Ta-
gen praktisch nicht. Bei zusitzlicher Einwir-
kung der ultravioletten Fluoreszenzstrahlung
sinkt die Kurve schon nach einem Tag auf
619 ungeloste Krebszellen und behilt diesen
Wert bei weiterer Bestrahlung praktisch bei.
Es hat sich also unter dem EinfluB8 der ultra-
violetten Strahlung die trans-Form des Entak-
tivators in die cis-Form verwandelt. Wird hin-
gegen die cis-Form des Entaktivators mit y-
Strahlen und Fluoreszenzstrahlung des Hama-
toporphyrins bestrahlt, so dndert sich die ent-
sprechende Kurve d (Abb. 3) praktisch nicht.
Der urspriingliche Wert von 61%, ungeloste
Ca-Zellen, welcher der cis-Form entspricht, hat
sich nach viertdgiger Bestrahlung nicht merk-
lich geindert. Wird jedoch der cis-Form 1y ele-
mentares Brom hinzugefiigt (10~4y cis-Form 41y
Brom + 0,5 cem physiologische Kochsalzlgsung)

80
5 ]
2 .
Nl T{s\
S 2f —
3 d
S l
S
ST 50
0Tz 5 ey
Bestrablungsdauer
[ . 1 ! 1 1]
q B8 L780 4mo sszor
y-Shablendosis

Abb. 8. Bestrahling der cis-
Form des Entaktivators mit
y-Strahlen wund Fluoreszenz-
strahlung und Sensibilisierung
mit Brom.
y-Strahlenintensitét =
0,96 r/min (8 mg RaEl), Kurve
d (.) = y-Strahlung + Fluores-
zenzstrahlung des Himatopor-
phyrins, Xurve & () = ¢~
Strahlung + Fluoreszenzstrah-
lung des Himatoporphyring
und Sensibilisierong mit 1y
Brom.

und hierauf mit y-Strah-

len und Fluoreszenzstrahlung bestrahlt, so erreicht die entsprechende
Kurve d’ schon nach 3 Stunden den Wert 749, ungeldste Ca-Zellen, es
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ist also eine Umwandlung der cis-Form in die  trans-Form durch
photochemische Sensibilisierung mit Brom erfolgt.

Wie schon eingangs erwéihnt, hat auch Krebsgewebe die Eigenschaft,
unter Einwirkung der p-Strahlen eine ultraviolette Fluoreszenzstrahlung
auszusenden. Wird in das Réhrchen K, statt Hamatoporphyrin eine Auf-
schwemmung von Krebszellen eingebracht und in das Roéhrchen K, wie
frither 10—ty trans-Form des Entaktivators 4 0,5 cem physiologische
Kochsalzlosung, so ergeben sich nach zweitigiger, wie frither angegebenen
Bestrahlung rund 62 bis 65%, ungeloste Krebszellen, die trans-Form des
Entaktivators wurde unter der Einwirkung der von den y-Strahlen in
der Zellaufschwemmung ausgeldsten ultravioletten Fluoreszenzstrahlung
in die cis-Form verwandelt. -Die Zellaufschwemmungen wurden, wie in
der Arbeit von K. Maier und A.v. Christiani® beschrieben, hergestellt.
Da aber fir die Zellaufschwemmungen relativ viel Gewebe aus dem Aus-
gangsmaterial notwendig ist, wurde ein zweiter Weg beschritten. Das
Krebsgewebe wurde in Kalilauge gelost und mit verdiinnter Salzsdure
auf ein pg von 7.2 bis 7,5 gebracht.

In der frither erwéhnten Arbeit? zur Priifung der Fluoreszenzstrahlung
von Krebsgewebe wurden hauptsichlich. Zellaufschwemmungen und
seltener Krebsgewebe, in Kalilauge geldst, als Fluoreszenzstrahler ver-
wendet. Da aber bei den damaligen Versuchen 209, der untersuchten
Krebsgewebe keinen Fluoreszenzeffekt zeigten, war das Bestreben vor-
handen, den die Fluoreszenz hervorrufenden’ Stoff im Krebsgewebe in
méglichst konzentrierter Form zu - erbalten. Die zu diesem Zweck an-
gestellten Versuche ergaben, daB der Fluoreszenzstoff in Ather und
Alkohol 16slich ist. Es wurde demnach in der vorliegenden Arbeit das
Krebsgewebe mit einem Gemisch von Alkohol-Ather extrahiert. Da die
Bestrahlungsversuche durchschnittlich 2 Tage dauern, konnte wegen des
raschen Verdampfens nicht der Alkohol-Ather-Auszug selbst als Fluores-
zenzstrahler verwendet werden. Es wurde das Alkohol-Ather-Gemisch
verdampft, hierauf der Riickstand in wenigen Tropfen Aceton auf-
genommen und mit Wasser emulgiert. Fiir die Untersuchungen geniigten
meistens 1 bis 2 cem dieser Emulsion. Der Zusatz von Aceton beeinfluBt
den Fluoreszenzeffekt nicht. Wie die spéteren Untersuchungsergebnisse
zeigen, war es auf diese Weise moglich, den frither vorhandenen Prozent-
‘satz der Gewebe mit negativem Fluoreszenzeffekt (209,) praktisch auf-
zuheben. Mit dieser Methode konnten relativ kleine Gewebsstiicke von
‘minimal 0,25 cem noch der Fluoreszenzprifung unterzogen werden.
Dieser Umstand ist von besonderer Wichtigkeit, da ja bei Probeexzisionen
von Karzinomen hiufig nur kleine Gewebsstiicke zur Verfiigung stehen.
Kleinere Proben als 0,25 cem ergaben kein brauchbares Resultat mehr.

In der fritheren -Arbeit?2 wurde die Fluoreszenzsti‘ahlung von Krebs-
gewebe durch die Umwandlung der trans-Form in die cis-Form des Ent-
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aktivators bei zweitigiger Bestrahlung festgestellt. In den vorliegenden
Untersuchungen wurde noch eine zweite Priifung angeschlossen und
zwar wurde analog der Kurve d’ in Abb. 3 durch photochemische Sen-
sibilisierung mit Brom die cis-Form des Entaktivators in die trans-Form
verwandelt. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abb.4 dar-
gestellt. Als Fluoreszenzstrahler wurde ein Alkohol-Ather-Auszug (in
Azeton und Wasser emulgiert) je einer Probeexzision von Krebsgewebe
und nicht krebskrankem Gewebe verwendet und die Bestrahlung im
Intervall von 1 bis 4 Tagen durchgefihrt, Wird die trans-Form des

& z Z
S & a’
X
;"\“;7”\ AT |

~ 7

:§ F/L\ a // l 5 & B
R 60—
S,
3
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g 7 2 7 2. 3 4lage

J 44
Bestahlungsdover

1 s 1 1 —L [ L it —
g 1380 2760 410 520 0 780 2760 410 S520r
y-Stablendosis

Abb. 4. Die durch y-Strahlen erregte ultraviolette Fluoreszenzstrahlung von Xrebsgewebe und Fehlen
derselben bei nicht krebskrankem Gewebe.
y-Strahlenintensitit = 0,96 r/min,
Kurve a (.) = Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators,
I. Krebsgewebe { Kurve b (/.) = Bestrahlung der cis-Form des Entaktivators und Sensibili-
sierung mit 5y Brom.

11, Nicht krebs- { Kurve o’ (.) = Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators,

Kurve b (/.)= Bestrahlung der cis-Form des Entaktivators und Sensibili-
krankes Gewebe '

sierung mit 5y Brom.

Entaktivators mit Fluoreszenzstrahlung von Krebsgewebe bestrahlt, so
sinkt die entsprechende Kurve a von urspriinglich 749%, ungeléste Krebs-
zellen nach zweitéigiger Bestrahlung auf 639, und steigt nach 4 Tagen
auf den Wert 669, Wird hingegen als Ausgangspunkt die cis-Form
verwendet und derselben 5 elementares Brom hinzugefiigt, so steigt
die Kurve b von anfangs 63%, ungeldsten Krebszellen nach zweitigiger
Bestrahlung auf 75%, an und sinkt bei weiterer Bestrablung wieder ab.
Die Kurven a, b verlaufen analog den mit Hématoporphyrin aufge-
nommenen Kurven ¢’ (Abb. 2) und d’ (Abb. 3), nur die zur Umwandlung
der beiden isomeren Formen des Entaktivators notwendigen Bestrablungs-
zeiten sind verschieden, ebenso die im Sensibilisierungsversuch verwendete
Menge Brom. Wihrend bei Anwendung der Fluoreszenzstrahlung des
Hamatoporphyrins und Sensibilisierung durch 1y Brom die Kurve d’
(Abb. 3) von urspriinglich 61%, ungeltste Krebszellen schon nach 3 Stunden
das Maximum von 749, erreicht, wird bei Anwendung von Krebsgewebe
als Fluoreszenzstrahler und Sensibilisierung durch 5y Brom erst nach
?2 Tagen der maximale Wert von 759%, erreicht. Wird hingegen in das



140 H. Maier:

Réhrchen E, (Abb. 1) der Alkohol-Ather-Extrakt (in der iblichen Weise
in Aceton aufgenommen und mit Wasser emulgiert) von nicht krebs-
krankem Gewebe eingebracht, so zeigt sich nach viertigiger Bestrahlung
kein Effekt einer ultravioletten Fluoreszenzstrahlung. Die trans-Form
des Entaktivators verbleibt praktisch auf dem Wert 749, ungel6ste
Krebszellen (Kurve o’} und auch die cis-Form zeigt bei Sensibilisierung
mit Brom keine Anderung, wie aus Kurve b’ zu ersehen ist. Ein Vergleich
der Kurven a, @’ und b, b’ zeigt, dafi nach zweitigiger Bestrahlung der

e Quarz-Glos gewdlhnliches blas
b a
WS —
N P . N -
¢ LS 3
% / \ 2 /f*“‘"* 2
N & -
& Ynol-Glas
3 & 3
§ N /I"'\’ L S
) ) a; -

60
V75 ¥ 7z i 4w
Bestrahlungsdaver
{ 1 1 ! L i I ! ! ]

8 B8O 2780 4M0 5200 10 2760 410 s520r
}—Mvﬁ/eﬂo’os/(f

Abb. 5. Durchgang der durch die p-Strahlen im Krebsgewebe erregten ultravioletten Strahlung durch
Quarz-Uviol- und gewdhnliches Glas.

y-Strahlenintensitit = 0,96 r/min,

Kurven a, a,, @, (.) = Bestrablung der trans-Form des Entaktivators,

Kurven b, b;, by (/.) = Bestrahlung der cis-Form des Entaktivators und Sensibilisierung mit 5 » Brom.

groBte Unterschied in den Kurvenwerten zwischen Krebsgewebe und
nicht krebskrankem Gewebe besteht. Die spiter angegebenen Priifun-
gen an einem groBen Material wurden demnach bei zweitigiger Be-
strahlung durchgefiihrt.

Die Kurven a, b bzw. a’, b’ in Abb. 4 entsprechen nur jeweils einer
Gewebsprobe. Die spéter angefithrte Statistik an einer groBen Anzahl
von Geweben zeigt natiirlich gewisse Schwankungen, wie aus den spiter
angegebenen Zahlenwerten zu ersehen ist. Im allgemeinen ist aus der
Statistik zu entnehmen, daB bei zweitdgiger Bestrahlung der trans-Form
des Entaktivators Werte von 63 bis 669, ungeloste Krebszellen und bei
gleichzeitiger Bestrahlung der cis-Form Werte von 70 bis 75%, auf Krebs-
gewebe bzw. maligne degeneriertes Gewebe schlieBen lassen. Frgeben
sich umgekehrt bei Bestrahlung der trans-Form 70 bis 75% ungeléste
Krebszellen und bei Anwendung der cis-Form 63 bis 669, dann kann
auf nicht krebskrankes bzw. nicht maligne degeneriertes Gewebe ge-#
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schlossen werden. Eine genauere Diskussion der Werte erfolgt spiter
nach Anfithrung der Statistik.

Um den Wellenlingenbereich der im Krebsgewebe erregten ultra-
violetten Fluoreszenzstrahlung festzustellen, wurden in einer fritheren
Arbeit? die Versuche nicht nur im Quarzglas (Rohrchen E;, Abb.1)
durchgefiihrt, sondern auch im Uviol- und gewthnlichem Glas. Aus diesen
Versuchen konnte gezeigt werden, dafl der wirksame Wellenldngenbereich
der im Krebsgewebe erregten ultravioletten Fluoreszenzstrahlung zwi-
schen 260 und 300 my liegt und méglicherweise auch Komponenten unter-
halb 260 my aufweist. Um den Kurvenverlauf im Bestrahlungsintervall
von 1 bis 4 Tagen zu zeigen, wurde die Fluoreszenzstrahlung einer Probe
von Krebsgewebe im Quarz-, Uviol- und gewéhnlichem Glas gepriift.
Dags Ergebnis ist in Abb. 5 dargestellt. Die Kurven a entsprechen wieder
der Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators, die Kurven b der
Bestrahlung der cis-Form und Sensibilisierung mit 5y Brom. Da bei
Quarz- und Uviolglas der Fluoreszenzeffekt auftritt, bei gewohnlichem
Glas nicht, sind die frither angegebenen Resultate bestétigt. Quarzglas
148t das gesamte ultraviolette Gebiet hindurch, Uviolglas nur Wellen-
langen oberhalb 260 mg und gewohnliches Glas nur Wellenlingen ober-
halb 300 mp.

IIT. Priifung der durch y-Strahlen erregten ultravioletten
Fluoreszenzstrahlung an maligne und nicht maligne de-
generierten Geweben.

Die Priifung der Fluoreszenzstrahlung von maligne und nicht maligne
degenerierten Geweben wurde an einem sehr reichhaltigen Material
durchgefiihrt. Es wurden prinzipiell nur Gewebe untersucht, die histo-
logisch an der pathologischen Abteilung des hiesigen Krankenhauses ge-
priift wurden. Wihrend zu den Untersuchungen einer fritheren Arbeit?
vorwiegend Tumorgewebe von Leichen und seltener nach Probeexzisionen
oder Operationen verwendet wurden, gelangten zu den Prifungen dieser
Arbeit hauptsichlich Gewebsstiicke nach Probeexzisionen, in selteneren
Fillen nach Operationen oder von Leichen. Die Probeexzisionen stammten
von der hiesigen Abteilung fiir Strahlentherapie, die Proben nach Opera-
tionen von den iibrigen Abteilungen des Krankenhauses oder von der
pathologischen Abteilung, die Gewebe von Leichen von der letzteren
Abteilung. Die Resultate der Fluoreszenzpriifungen an malignen Tumoren
sind in der Tabelle 1, an nicht malignen Geweben in Tabelle 2 zusammen-
gefaflt. In Spalte 2 der Tabelle 1 ist das Datum der Probeexzision bzw.
Operation oder der Sektion angegeben, in Spalte 3 das Alter der Pa-
tienten. In den Spalten 5 und 6 befinden sich unter 7' und € die Er-
gebnisse der Fluoreszenzpriifungen. Unter T sind jene Werte verstanden,
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die sich ergeben, wenn die trans-Form des Entaktivators durch 2 Tage
mit y-Strahlung +- Fluoreszenzstrahlung der zu untersuchenden Probe
(Abb. 4, Kurve o bzw. a’) bestrahlt wird. Unter C sind jene Werte an-
gefithrt, die sich nach zweitégiger Bestrahlung der cis-Form des Ent-
aktivators und Sensibilisierung durch 5 ¢ Brom ergeben (Abb. 4, Kurve b
bzw. b'). In den Spalten 7, 8, 9 sind die klinische, die histologische und
die Diagnose nach der Fluoreszenzmethode durch ein --- oder — -Zeichen
angefithrt. Das —-.Zeichen entspricht jeweils der Feststellung der Mali-
gnitéit, das —-Zéichen dem nicht malignen Zustand. In Spalte 10 be-
findet sich der von der hiesigen pathologischen Abteilung jeweils bei den
Proben abgegebene histologische Befund. Die Karzinome und die
iibrigen malignen Tumoren wurden ihrem histologischen Charakter ent-
sprechend in verschiedenen Gruppen zusammengefaft. Zuerst wurde die
Gruppe der Plattenepithelkarzinome angefiihrt, hierauf die der Adeno-
karzinome und der soliden Karzinome. Weiterhin wurden die Karzinom-
metastasen bei bekanntem und unbekanntem Primértumor in einer
Gruppe angegeben. In einer weiteren Gruppe folgen Sarkome und andere
maligne Tumoren.

Ein Vorteil der hier angegebenen Fluoreszenzmethode gegeniiber den
Untersuchungen an Krebsgewebe der fritheren erwiahnten Arbeit besteht
darin, daB die Prifung eines Gewebes durch zwei gesonderte Unter-
suchungen erfolgt, deren Ergebnisse durch die Werte 7' und C festgelegt
sind. Wiirde etwa bei zweitdgiger Bestrahlung der trans-Form des Ent-
aktivators mit p-Strahlen und zusétzlicher Fluoreszenzstrahlung die
Kurve a (Abb. 4) von urspriinglich Ty = 74%, nur auf etwa 7T = 709,
absinken, so ist die Abnahme so gering, daf auf Grund dieses Wertes
allein keine Aussage gemacht werden kann. Wenn hihgegen bei zwei-
tigiger Bestrahlung der cis-Form und Sensibilisierung durch Brom die
‘Kurve von urspriinglich ¢, = 63%, ungeloste Krebszellen auf € = 709,
(Kurve b, Abb. 4) ansteigt, so kann auf Grund dieser Anderung im Zu-
sammenhang mit der geringen Anderung des Wertes 7' auf Malignitéit
geschlossen werden. Denn ein Uberblick iiber die Statistik an nicht
maligne degenerierten Geweben (Tabelle 2) zeigt, daB eine derartige
gleichzeitige Anderung beider GroBen 7' und C bei nicht malignem Ge-
webe nicht vorkommt. Andern sich also die beiden urspriinglichen
Werte T, und C, bei zweitdgiger Bestrahlung, dann kann auf Malignitit
geschlossen werden, dndert sich hingegen nur ein Wert (77, oder C), dann
liegt keine Malignitét vor.

Unter den Plattenepithelkarzinomen ist das Ca cervicis uteri mit 49 Féllen
am hiufigsten vertreten. In 47 dieser Fille ergaben klinischer, histologischer
Befund und Fluoreszenzprifung dieselben Resultate, in zwei Féllen (Nr. 58,
59) war der histologische Befund negativ. Bei einem Fall von Ca vaginae

(N1. 64) hingegen waren klinischer und histologischer Befund positiv, die
Fluoreszenzprifung negativ. Denn es dnderte sich nur die trans-Form von
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T, = 749% auf T = 699, wihrend die cis-Form mit C = 649, praktisch
konstant blieb. In den insgesamt 96 Fillen von Plattenepithelkarzinomen
stimmen bis auf die drei genannten Fialle klinischer, histologischer und
Fluoreszenzbefund tberein. In der zweiten Gruppe der Adenokarzinome
(13 Falle) stimmen die erwéhnten Befunde bis auf einen Fall itberein. Fall 104
ein Ca corporis uteri ergab klinisch und nach der Fluoreszenzmethode ein
positives Resultat, histologiseh ein negatives. In den 4 Fillen von soliden
Karzinomen, ebenso in den 6 Fillen von Karzinommetastasen bei bekanntem
und unbekanntem Primdrtumor stimmen die Befunde nach den drei ver-
schiedenen Methoden iiberein.

Von groflem Interesse war die Prifung der Sarkome und tibrigen malignen
Tumoren nach der Fluoreszenzmethode. Untersucht wurden 10 Fille, davon
1 Fibrosarkom, 1 Lymphosarkom, 2 Spmde]zellensark&ne, 1 Retothel-
sarkom, 4 Melanosarkome und 1 Hypernephrom. In 9 der 10 Fille ergab
die Fluoreszenzpriifung ein positives Resultat, in einem Fall, es handelte sich
um ein Melanosarkom (Nr. 128), war die Fluoreszenzpriifung negativ.

Die Fluoreszenzprifung von nicht maligne degeneriertem Gewebe er-
folgte ebenfalls an einem reichhaltigen Material. Es wurden sowohl normale,
wie entziindliche, als auch Gewebe von benignen Geschwiilsten untersucht.
Die Gewebe stammten vorwiegend von der Prosektur des Krankenhauses,
entweder von Leichen oder nach Operationen, einige auch von der laryngo-
logischen und der urologischen Abteilung. Wie die Tabelle 2 zeigt, wurden
Proben von normaler Magen-, Diinndarm- und Dickdarmschleimhaut, von
Leber, Milz, Niere, Nebenniere, Gehirn, Schilddriise und Hoden mehrmals
untersucht. In allen diesen Féllen zeigte die Fluoreszenzprifung ein negatives .
Resultat. Die trans-Form des Entaktivators, welche urspriinglich ohne Be-
strahlung den Wert T, = 749, aufweist, hat sich wihrend der Bestrahlung
bei der Fluoreszenzprifung praktisch nicht gedndert, wie die Werte T’ der
Tabelle zeigen. Auch die cis-Form des Emntaktivators, welche ohne Be-
strahlung dem Wert €, = 639, entspricht, hat sich, wie aus der Tabelle zu
ersehen, praktisch nicht geindert. Eine Ausnahme hiervon bilden die Unter-
suchungen der Magenschleimhaut, die Werte C zwischen 67 bis 709, liefern.
Da aber die zugehérigen Werte T nur von 73 bis 759, variieren, demnach
innerhalb der Fehlergrenze des Ausgangswertes T, = 749, liegen, sind die
Ergebnisse der Priafungen als nicht maligne anzusprechen. Denn nur eine
gleichzeitige Anderung in den beiden zugehorigen Werten T, und C, liBt
auf Malignitédt schliefen. v

Von entzindlichen Geweben wurden Fille von chronischer Tonsillitis
untersucht, ferner die Magenschleimhaut bei Ulcus ventriculi und duodeni,
eine Phlegmone der Magenwand, Pneumonieherde der Lunge und Tuber-
kulose der Lunge. Die Fluoreszenzpriufungen ergaben ein negatives Resultat
mit Ausnahme eines Falles. Es handelt sich um ein progredientes, peptisches
Magengeschwiir (Nr. 39), welches bei der Prifung einen positiven Fluoreszenz-
effekt zeigte. ) '

Von benignen Geschwiilsten wurden 5 Myome, 6 Fille von Prostata-
hypertrophie, ein Cervix-Polyp und ein Hepatom untersucht. Die Prifungen
ergaben durchwegs einen negativen Fluoreszenzeffekt. In 5 Féallen (Nr. 51
bis 55) wurden die Proben von Prostatahypertrophie nach einer fritheren
Methode (Losung der Gewebe in Kalilauge) untersucht. Damals war auch
die Sensibilisierungsmethode mit Brom mnoch nicht ausgearbeitet, daher ist
jede Priiffung nur durch einen Wert (1) festgelegt. Da aber die Werte 7" vom
Ausgangswert T = 749, praktisch nicht abweichen, kann die Angabe eines
Wertes als verlilich angesehen werden.
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Von besonderem Interesse war die Prifung der Fluoreszenzstrahlung bei
bestimmten Formen von Erkrankungen, die als Praecancerosen anzusprechen
sind. Hierzu gehort vor allem die Craurosis vulvae mit Leukoplakien. Ins-
gesamt gelangten 7 Fille von Praecancerose zur Untersuchung, und zwar
ein Morbus Bowen, 5 Fille von Craurosis vulvae und 1 Fall von Craurosis ani,
jeweils mit. Leukoplakien (Tabelle 3). In allen diesen Fallen zeigte die
Fluoreszenzprifung einen positiven Effekt, wihrend klinisch und histo-
logisch der Befund negativ war. In einem Fall von Craurosis vulvae (Nr. 4)
wurde auch im histologischen Befund der Zustand als Praecancerose be-
zeichnet.

Die Hrgebnisse der Fluoreszenzpriifungen bei den Praecancerosen sind
deshalb von besonderem Interesse, weil bei Erkrankungen, die klinisch
und histologisch nicht als Karzinome anzusprechen sind, die aber er-
fahrungsgeméf zur Bildung von Karzinomen fithren, Verdnderungen auf-
treten, die fir das Karzinom charakteristisch sind. HEs ist anzunehmen,
daB der die Fluoreszenzstrahlung aussendende Stoff im Karzinomgewebe,
der im nicht krebskranken Gewebe entweder nicht vorhanden oder in
seiner Fluoreszenzfihigkeit gestort ist, auch im Gewebe gewisser Prae-
cancerosen vorkommt. KEs wiirden demnach im Stoffwechsel derselben
Veranderungen lange vor dem klinischen und histologischen Nachweis
des Karzinoms festgestellt werden konnen. Dieses Verhalten der er-
wihnten Praecancerosen wiirde anch einen Hinweis fiir die Beantwortung
der wichtigen IFrage liefern, ob Stoffwechselinderungen nach dem
Klinisch und histologisch festgestellten Karzinom auftreten oder dem-
selben vorangehen.

Unter den hier angefiibrten Fillen von Ca vulvae befindet sich ein
Fall (Nr. 80, Tabelle 1), der im Jahre 1936 wegen Craurosis vulvae
operiert und am 16. Marz 1943 wegen Ca vulvae der Behandlung unter-
zogen wurde. )

Als Ergebnisse der Fluoreszenzprifungen an maligne und nicht
maligne degenerierten Geweben lafit sich zusammenfassend folgendes
sagen: In 120 untersuchten Karzinomféllen ergab die Fluoreszenzpriifung
einmal ein negatives Resultat (Nr. 64, Tabelle 1), wihrend klinischer und
histologischer Befund iibereinstimmten. In drei weiteren Fillen (Nr. 58,
59, 104, Tabelle 1) war der histologische Befund negativ, klinischer Be-
fund und Fluoreszenzpriifung ergaben iibereinstimmend ein positives
Resultat. In den erwdhnten Fillen bestitigte der weitere Verlauf der
Erkrankungen die klinischen Befunde. In der Gruppe der Sarkome und
sonstigen malignen Tumoren ergab die Fluoreszenzpriifung in einem Fall,
einem Melanosarkom (Nr. 128), ein negatives Resnltat.

In den untersuchten 58 Fillen von normalem, entziindlichem Gewebe
und benignen Geschwiilsten wurde auf Grund der Fluoreszenzpriifung in
einem Fall (Nr.39, Tabelle 2), es handelte sich um em progredientes,
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peptisches Magengeschwiir, ein positiver Befund im Gegensatz zur
Histologie festgestellt.

In 7 Fillen von Praecancerose zeigte die Fluoreszenzprufung ein
positives Resultat, wahrend klinischer und histologischer Befund keine
Angzeichen von Malignitét ergaben. Nur in Fall 4 (Tabelle 3) wurde auch
histologisch die Erkrankung als Praecancerose bezeichnet.

i
IV. Diskussion der Fluoreszenzmethode zur Erkennung
der Malignitdt von Tumoren.

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, daf die Priifung der Mali-
gnitit von Tumoren mit Hilfe der Fluoreszenzmethode in einem hohen
Prozentsatz richtige Ergebnisse liefert. Wenn von der Praecancerose als
gesonderte Gruppe abgesehen wird, dann ergab die Fluoreszenzprifung
von 130 malignen und 58 nicht malignen Geweben, also insgesamt
188 Fillen, in 3 Fillen ein negatives Resultat. Die Fehlbefunde betragen
demnach 1,6% der untersuchten Fille.

Aus diesen Ergebnissen ist zu ersehen, da8 es durch die Verbesserung
der Untersuchungsmethode gelungen ist, den in einer fritheren Arbeit?
gefundenen Prozentsatz von Karzinomen mit negativem Fluoreszenz-
effekt von 209% auf 1,6% zu reduzieren. Die Verbesserung bestand
erstens in der stirkeren Konzentrierung des die Fluoreszenzstrahlung
aussendenden Stoffes durch Extrahieren des Gewebes mit einem Alkohol-
Ather-Gemisch, zweitens durch Verwendung der Sensibilisierungsmethode
mit Brom. Ferner ist der Prozentsatz der Karzinome mit negativem
Fluoreszenzefiekt vermutlich auch deshalb vermindert, da nicht, wie
frither hiufig, Karzinomproben, die von dem dem Krankenhaus an-
geschlossenem Alters- und Versorgungsheim stammten, untersucht
wurden, sondern Probeexzisionen von Patienten, die zur Behandlung
eintreffen und im allgemeinen einer niedrigeren Alterstufe angehoren.

Im folgenden sollen die Besonderheiten der Fluoreszenzmethode im
Hinblick auf die Diagnose maligner Geschwiilste im Vergleich mit den
beiden wichtigsten Diagnosemethoden, der histologischen und der klinischen
Methode, kurz besprochen werden.

Die élteste ist die klinische Diagnose. Sie liefert bei der ersten Be-
urteilung nicht immer die sichere'Entscheidung, doch kann aus dem
klinischen Ablauf der Erkrankung iber viele Monate mit- fast vélliger
Sicherheit die Diagnose gestellt werden. Die histologische Diagnose
liefert bereits bei der ersten Priifung sichere Resultate, jedoch sind zur
richtigen Beurteilung in den meisten Fillen genauere Angaben des
Klinikers tiber dessen Beobachtungen notwendig. Bei der histologischen
Prifung wird das morphologische Verhalten der Zellen bzw. Zellverbinde
untersucht und insbesondere aus dem Verhalten derselben an den Grenzen
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zwischen Tumor- und normalem Gewebe Schlisse auf die Malignitat ge-
zogen. Die Art des Einwachsens des Krebsgewebes in das umgebende
normale Gewebe, das schrankenlose Wachstum, die iiberstiirzten Zell-
teilungen, Zellatypien usw. sind hier insbhesondere mafBgebend.

Im Gegensatz hierzu wird bei der Fluoreszenzmethode aus dem
physikalischen Verhalteri von Molekiilen eines Stoffes, der, wie die Er-
fahrung zeigt, im Tumorgewebe anwesend ist, im nicht malignen Gewebe
hingegen entweder fehlt oder durch irgendeine Verinderung an der
Fluoreszenzfihigkeit gestort ist, der Schlufl auf Malignitidt gezogen. Die
physikalischen Anderungen an den Molekiilen werden nach einer bio-
logischen Methode gepriift. Die Methode ist, wie schon eingangs aus-
einandergesetzt, schwierig und erfordert viel Ubung und Erfahrung.

Zur Fluoreszenzprifung miissen Gewebsstiicke verwendet werden,
die minimal 0,25 ccm betragen. Sind dieselben kleiner, dann liefert die
Priifung keine verlifilichen Ergebnisse. Die Verwendung relativ geringer
Mengen ist von Wichtigkeit, da ja bei Probeexzisionen hiufig nur kleine
Gewebsstiicke zur Verfuigung stehen. Zur histologischen Untersuchung
geniigen kleinere als die hier angegebenen Gewebsproben. Wihrend die
Probeexzisionen fir die Histologie am Rand des Tumors entnommen
werden, so dafl auch noch angrenzendes normales Gewebe mitinbegriffen
ist, werden zur Fluoreszenzprifung die Gewebsstiicke maoglichst ans der
Mitte des Tumors entnommen. Denn die Fluoreszenzfahigkeit ist ja an
das Tumorgewebe selbst und nicht an das angrenzende normale Gewebe
gebunden. Es soll hier auf die Ergebnisse einer fritheren Arbeit? hin-
gewiesen werden, in welcher im speziellen Krebslebermetastasen unter-
sucht wurden. Die Metastasen wiesen Fluoreszenzfahigkeit auf, das um-
gebende normale Gewebe hingegen nicht.

Wie schon hingewiesen, miissen fiir die histologische Prifung zur
richtigen Beurteilung héufig genauere Angaben des Klinikers iiber dessen
Beobachtungen beigefiigt- werden. Bei der Fluoreszenzmethode sind der-
artige Angaben mit Ausnahme der Praecancerosen nicht notwendig. Die
Gewebsstiicke nach Probeexzisionen wurden mit Namen, Alter des
Patienten und Datum versehen und ohne weitere Hinweise zur Fluoreszenz-
priiffung iibergeben.

Ein weiterer Unterschied zwischen Fluoreszenzmethode und histo-
logischer Methode ist durch ‘die gréBere Differenziertheit der letzteren
gegeben. Nach der histologischen Priifung konnen Karzinome, Sarkome
und sonstige maligne Tumoren als solche erkannt und deren spezielle
Arten unterschieden werden. Nach der Fluoreszenzmethode kann nur
die Malignitit der Tumoren erkannt, aber keine Angabe iiber die spezielle
Art des Tumors gemacht werden.

Hingegen konnen nach der Fluoreszenzmethode bei den Praecancerosen
Verinderungen festgestellt werden, die fiir den Zustand der Malignitat
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charakteristisch sind, wahrend klinisech und histologisch mdéglicherweise
noch keine Anzeichen fir Malignitdt vorliegen. In diesen Féllen wéren
die Ergebnisse der Fluoreszenzpriifung fir den Kliniker von Wert, da
er dem weiteren Verlauf der Erkrankung sein besonderes Augenmerk
zuwenden wiirde und durch hiufige Kontrollen eventuell auftretende
Rezidiven in der richtigen Weise beurteilen und behandeln kénnte.

Aus den bisherigen Untersuchungen mit der Fluoreszenzmethode
ergibt sich, daB dieselbe bei weiterem Ausbau eine wertvolle Ergéinzung
der bisherigen Methoden zur Erkennung der Malignitit von Tumoren
darstellen und insbesondere in jenen Fillen, in welchen eine sichere
histologische Entscheidung nicht méglich ist, weitere Aussagen iber die
Malignitéit liefern konnte.

V. Uber die Natur des die Fluoreszenzstrahlung
aussendenden Stoffes im Krebsgewebe.

Die Statistik iiber eine grofie Anzahl maligner Tumoren und nicht
maligne degenerierter Gewebe zeigte, dall im malignen Tumor ein Stoff
existieren muB, welcher bei Bestrahlung mit y-Strahlen eine ultraviolette
Fluoreszenzstrahlung im Wellenlingengebiet unterhalb 300 my aus-
sendet. Da nicht maligne degeneriertes Gewebe, im besonderen auch
metastasenfreie Organe Krebskranker, sowie das an das Krebsgewebe
angrenzende normale Gewebe keinen Fluoreszenzeffekt aufweisen, konnte
angenommen werden, daf dieser Stoff an die Krebszellen selbst gebunden
ist. Was die Natur dieses Stoffes anbelangt, so ergeben sich aus Ver-
suchen, die gemeinsam mit 4. . Christians durchgefithrt wurden, einige
Anhaltspunkte. Da der Alkohol-Ather-Auszug aus dem Gewebe maligner
Tumoren den Fluoreszenzeffekt aufweist, das nicht maligne degenerierte
Gewebe hingegen nicht, mufl angenommen werden, dafl der die Fluores-
zenzstrahlung aussendende Stoff sich in der Lipoidfraktion befindet. Um
zu untersuchen, ob derselbe etwa der Gruppe der Sterine angehort,
wurden Sterinfraktionen, die von 4. w. Christioni durch Fallung von
Alkoholausziigen karzinomatésen Gewebes mit Digitonin gereinigt wurden,
auf Fluoreszenzstrahlpng gepriift Die Methode der Herstellung der
Sterinfraktionen ist von A.v. Christiani® in einer fritheren Arbeit genau
angegeben (8. 695). Zur Fluoreszenzprifung wurden die gereinigten
Sterine nicht in Ather aufgenommen, sondern, wie bei den sonstigen
Versuchen, mit wenigen Tropfen Aceton und mit Wasser emulgiert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle 4 dargestellt.
Es wurden die in der Sterinfraktion enthaltenen, gesamten Sterine in
.7 Féllen bei Krebsgewebe, in 5 Fillen bei nicht krebskrankem Gewebe
untersucht. In 3 Fillen wurden auch Sterinfraktionen von Krebsgewebe
gepriift, welche die zur Zihlreaktion verwertbaren Zellen liefern.

In der zweiten Spalte der Tabelle ist das Datum der Gewebsprobe
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Tabelle 4. Prifung der durch die y-Strahlen des Radiums er-

H. Maier:

regten ultravmletten Fluoreszenzstrahlen der aus dem Krebs-
gewebe und nicht krebskrankem Gewebe extrahierten und
gereinigten Sterinfraktionen.

T = Wert nach 2tégiger Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators;

C = Wert nach 2tégiger Bestrahlung der cis-Form des Entaktivators und

Sensibilisierung durch §-y-Brom.

A to To="T74% ...... trans-Form unbestrahlt;
usgangswerte: Cp=163%.....: cis-Form unbestrahlt.
Aus d§1‘ Probe o
Nr. Datum Probe exg:g&;:nd dT ‘ o
Sterine in y |
A. Krebsge(webe.
©1 |23 XII. 1940 ] Lebermetastasen von |

Gallenblasen-Ca 100 65 74

2 2. 1. 1941 | Lebermetastasen von
Darm-Ca 100 62 74

3 7. IL. 1941 | Lebermetastasen von
Ca ventriculi 100 64 T4
4 |21.1III. 1941 ] Lebermetastasen 100 65 72

5 |]10. V. 1941 | Lebermetastasen von
Ca ventriculi 100 62 72

6 - | 24. VIII. 1942 | Probeexzision von. {
Ca wvulvae 100 65 73
7 6. VI. 1941 | Lebermetastasen von 100 65 .73
Mastdarm-Ca 500 61 72
B. Nicht krebskrankes Gewebe.
1 [24. 1. 1941 | Normale Leber 100 75 65
500 75 63
2 |17.11. 1942| Myom 100 75 65
500 74 63
3 |20.V. 1942 Prostatahypertrophie 100 75 63
500 72 64
4 22\ . VIII. 1944 | Normale Leber 100 75 64
) 500 75 66
5 |23, VIII. 1944 | Normale Leber 100 75 . 64
‘ 500 75 64
C. Gewebe mit zur Zihlreaktion verwertbaren

‘Krebszellen.
1 ]24. X, 1941 | Lebermetastasen von 100 74 69
Magen-Ca 500 64 74
2 1291 1944 | Lebermetastasen 100 - 75 67
500 64 73
3 113. VI. 1944 | Lebermetastasen 100 ‘73 68
500 67 73
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angegeben, in der vierten Spalte die aus der Probe extrabierten und
gereinigten Sterine in y. In den Spalten 5 und 6 sind die Ergebnisse der
Fluoreszenzpriifungen angefiibrt. Die untersuchten Proben von Krebs-
gewebe bestanden meistens aus Lebermetastasen, in einem Fall handelte
es sich um eine Probeexzision bei einem Ca vulvae. Die Menge der unter-
suchten Sterine betrug meistens 100 y, in Fall 7 wurde auch eine Priifung
mit 500 y durchgefithrt. Da die trans-Form des Entaktivators vom Wert
Ty = 149, nach zweitdgiger Bestrahlung auf Werte 7' zwischen 61 und
659, abgesunken ist, die cis-Form von Cy = 63%, bei Sensibilisierung mit
5y Brom auf Werte C zwischen 72 bis. 74 zugenommen hat, ergibt sich,
daB der die Fluoreszenzstrahlung aussendende Stoff in der Sterinfraktion
enthalten ist. Die Priifung von nicht krebskrankem Gewebe ergab in
5 Fiallen— es handelte sich um normales Lebergewebe, ein Myom und in
einem Fall um eine Prostatahypertrophie — bei zweitigiger Bestrahlung
keinen Fluoreszenzeffekt. Es wurden, wie friiher, 100y der Sterin-
fraktion verwendet, die Werte 7' und C zeigen praktisch keine Abweichung -
von den Ausgangswerten 7', und C,. Da die Moglichkeit bestand, daB
der die Fluoreszenzstrahlung aussendende Stoff auch im nicht krebs-
kranken Gewebe aber in geringerer Konzentration vorkommt, wurden
auch Versuche mit 500y Sterinfraktion als Fluoreszenzstrahler unter-
nommen. Auch in diesem Fall zeigte sich kein Fluoreszenzefiekt, so dafi
angenommen werden mul3, daf der fluoreszierende Stoff im nicht krebs-
kranken Gewebe entweder nicht oder nur in geringsten Spuren vor-
kommt. Es wire auch denkbar, dafl dieser Stoff zwar vorhanden, aber
durch irgendeine Anderung in der Sterinfraktion des mcht krebskranken
Gewebes in der Fluoreszenz gestort ist.

Unter C der Tabelle wurden die Sterinfraktionen von Krebsleber-
metastasen in 3 Fillen, die von besonderem Interesse sind, auf Fluoreszenz-
strahlung gepriift. Es handelt sich um Krebsgewebe, welche Zellen liefern,
die zu der hier verwendeten zytologischen Reaktion verwertbar sind.
Wie schon frither auseinandergesetzt, sind nicht alle Zellen von Leber-
metastasen verwertbar, sondern nur solche, welche den in der Arbeit von
E. Maier .und A.w. Christiani® eingehend beschriebenen Bedingungen
geniigen. Die ,,unverwertbaren Zellen* sind dadurch charakterisiert, daf
sie entweder von vornherein stark zerfallen, oder, falls sie erhalten
sind, unter Zusatz von Entaktivator unter geeigneten Bedingungen einen
starken Zellzerfall aufweisen. Bei Radiumbestrahlung und Elektro-
koagulation dieser Zellen konnte eine Entaktivatorbildung nachgewiesen
werden. Die zur Reaktion ,,verwertbaren Zellen hingegen sind gut er-
halten und werden durch Zusatz von Entaktivator nicht verandert.
Nach Radiumbestrahlung und Elektrokoagulation derselben konnte keine
Entaktivatorbildung nachgewiesen werden. Dieselben kommen viel
seltener zur Beobachtung als die ,unverwertbaren Zellen*.
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Die Fluoreszenzprifung der Krebsgewebe mit zur zytologischen
Reaktion verwertbaren Zellen ergab die folgenden Resultate: Fall Nr. 1
unter C liefert bei Sterinmengen von 100y Werte T' = 749%,, C = 699,
es ist also praktisch keine Fluoreszenzstrahlung nachweisbar. Bei 500y
jedoch zeigen dié Werte 7' = 649, und C' = 749, merkliche Abweichungen
von den Ausgangswerten 7'y = 74%, und €, = 63Y%,, es ist ein Fluoreszenz-
effekt vorhanden. Praktisch dieselben Ergebnisse zeigten die Fille 2
und 3. Es ist demnach anzunehmen, daB in den oben geschilderten Typen
von Krebszellen ebenfalls der die Fluoreszenz aussendende Stoff, nur in
geringerer Konzentration vorhanden ist.

Es war nun weiterhin von Interesse zu untersuchen, ob gewisse
physiologische in Frage kommende Sterine diese Fluoreszenzstrahlung
aufweisen oder nicht. Zu diesem Zweck wurden in derselben Weise wie
frither Cholesterin, Ergosterin, Koprosterin und Cholestanol beziiglich
ihrer Fluoreszenzfihigkeit untersucht. Die FErgebnisse sind in der
“Tabelle 5 zusammengestellt. Zu Fluoreszenzpriifung wurden die Sterine,
wie frither, in einigen Tropfen Aceton aufgenommen und mit Wasser
emulgiert. Die Prifungen wurden jeweils mit Mengen von 100 und 10+
durchgefiibrt. Die Werte 7' und C der Tabelle zeigen, dafi nach zwei-.
tégiger Bestrahlung mit y-Strahlen weder Cholesterin, Ergosterin noch
Cholestanol einen Fluoreszenzeffekt im bestimmten Wellenldngenbereich
aufweisen. Koprosterin hingegen zeigt bei einer Menge von 10y einen
deutlichen Fluoreszenzeffekt, der bei 100y praktisch verschwunden ist.
Im letzteren Fall hat die Fluoreszenz des Koprosterins mit zunehmender
Konzentration des Stoffes abgenommen. Es ist bekannt, dafl mit
wachsender Konzentration von Stoffen Stérungen in der Fluoreszenz-
tihigkeit derselben auftreten kénnen.

Als Ergebnisse dieser Untersuchungen 148t sich folgendes sagen
Die durch die -Strahlen im Krebsgewebe erregte ultraviolette Fluoreszenz-
strahlung im Wellenlingengebiet unterhalb 300 my wird von einem Stoff
ausgesandt, der in der gereinigten Sterinfraktion des Krebsgewebes vor-
kommt. In der Sterinfraktion nicht krebskranken Gewebes ist dieser
Stoff entweder nicht vorhanden oder durch irgendeine Verinderung in
der Fluoreszenzfahlgkelt gestort. Die zur Zihlreaktion verwertbaren
Zeller! von Krebsgewebe enthalten in der Sterinfraktion ebenfalls den
die Fluoreszenz aussendenden Stoff, nur in geringerer Konzentration.
Von gewissen Sterinen, die teilweise im Organismus nachgewiesen wurden,
weisen weder Cholesterin, Ergosterin noch Cholestanol bei Mengen von
10 und 100y einen Fluoreszenzeffekt auf, Koprosterin hingegen zeigt
‘bei 10y eine Fluoreszenzstrahlung, die bei 100y praktisch verschwunden
ist. Die Fluoreszenzstrahlung des Krebsgewebes wurde durchschnittlich
bei Sterinfraktionen von 100y festgestellt. Da aber der die Fluoreszenz
aussendende Stoff im Krebsgewebe nur einen Bruchteil der in der Sterin-
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Tabelle 5. Priifung der durch die y-Strahlen des Radiums erregten
ultravioletten Fluoreszenzstrahlung gewisser Sterine.

T = Wert nach 2tédgiger Bestrahlung der trans-Form des Entaktivators;
O = Wert nach 2tagiger Bestrahlung der cis-Form des Entaktivators und
Sensibilisierung durch 5-y-Brom.

Ausgangswerte: Ty=T4% ...... trans-Form unbestrahlt;
Co=1063% ...... cis-Form unbestrahlt.
: %
Sterine Menge in y
‘ . T o

Cholesterin .......... 10 74 62
100 73 62
Ergosterin........... 10 75 62
100 75 62
Cholestanol .......... 10 73 64
100 73 63
Koprosterin ......... 10 62 75
100 71 67

fraktion enthaltenen gesamten Sterine darstellt, so dirften die den
Mengen von 109 entsprechenden Werte 7 und C der Fluoreszenz-
strahlung bei den Priifungen von Cholesterin, Ergosterin usw. den tat-
séchlichenn Verhaltnissen im Krebsgewebe am nichsten kommen. Be-
ziglich der Natur des im Krebsgewebe vorhandenen, die ultraviolette
Fluoreszenzstrahlung aussendenden Stoffes 1aBt sich demnach sagen,
daB derselbe der Gruppe der Sterine angehéren diirfte. Gewisse Sterine,
wie Cholesterin, Ergosterin und Cholestanol, sind hiervon auszuschlieBen.
Koprosterin weist einen Fluoreszenzetfekt auf, es kénnte sich demnach
im Krebsgewebe um Koprosterin oder ein neues Sterin handeln.

Zusammenfassung.

1. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode ausgearbeitet,
welche es gestattet, die Malignitdit von Tumoren zu erkennen. Diese
Methode beruht auf der Eigenschaft von Krebsgewebe bzw. maligne
degeneriertem Gewebe, bei Bestrahlung mit y-Strahlen des Radiums eine
ultraviolette Fluoreszenzstrahlung im bestimmten  Wellenlingengebiet
avuszusenden und-auf dem Fehlen dieser Fluoreszenzstrahlung im nicht
maligne degenerierten Gewebe. Der Wellenlingenbereich dieser Strahlung
liegt zwischen 260 und -300 mu, moglicherweise sind auch Komponenten
unterhalb 260 my vorhanden.

2. Die Priifung der Fluoreszenzstrablung erfolgte auf Grund der
chemischen Anderungen eines von 4. v. Christiani entdeckten, in kristalli:
sierter Form dargestellten neuen Stoffes, den Entaktivator, der in zwei
durch die cis-trans-Isomerie bedingten Modifikationen bestehen kann.

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 76/2, i1



162 H. Maier: Ein neuer Weg zur Erkennung der Malignitét von Tumoren.

Die Wirkung der ultravioletten Fluoreszenzstrahlung besteht in der
wechselseitigen Umwandlung der beiden isomeren Formen ineinander.
Die chemischen Anderungen wurden mittels einer biologischen Methode
untersucht. ‘

3. Die Untersuchung der ultravioletten Fluoreszenzstrahlung von
malignen Tumoren erfolgte an einem sehr reichhaltigen Material. Es
wurden prinzipiell nur Gewebe gepriift, welche von der hiesigen patho-
logischen Abteilung histologisch untersucht wurden. Die Prifung von
120 Karzinomen und 10 Sarkomen bzw. anderen malignen Tumoren
zeigte bis auf zwei Fille jeweils den ultravioletten Fluoreszenzeffekt. Bei
Untersuchung von 58 nicht maligne degenerierten Geweben trat mit
einer Ausnahme kein Fluoreszenzeffekt auf. Die Fluoreszenzpriifung von
insgesamt 188 Fillen lieferte demmnach in drei Féllen negative Resultate.
Die Fehlbefunde betragen daher 1,69, der untersuchten Fille.

4. Die Priifung der Fluoreszenzstrahlung bei gewissen Praecancerosen,
wie z. B. der Craurosis vulvae, ergab in 7 Fillen jeweils einen positiven
Fluoreszenzeffekt. Dieses Ergebnis ist von groBem Interesse, weil bei
Erkrankungen, die erfahrungsgeméafl zur Bildung von Karzinomen
fithren, lanige vor dem klinischen und histologischen Nachweis desselben,
im Stoffwechsel Veranderungen auftreten, die fiir das Karzinom charakte-
ristisch sind. Dieses Verhalten der erwihnten Praecancerosen wiirde
auch einen Hinweis fiir die Beantwortung der wichtigen Frage liefern,
ob Stoffwechselverinderungen nach dem klinisch und histologisch fest-
gestellten Karzinom auftreten oder demselben vorangehen.

5. Die Fluoreszenzmethode wird im Hinblick auf die Erkennung
maligner Tumoren im Vergleich mit den beiden wichtigsten Diagnose-
methoden, der histologischen und der klinischen Methode diskutiert.
Wihrend bei der histologischen Priifung das morphologische Verhalten
von Zellen und Zellverbinden Gegenstand der Untersuchungen ist, wird
bei der Fluoreszenzmethode aus dem physikalischen Verhalten von
Molekiilen eines Stoffes, der, wie die Erfahrung zeigt, im Gewebe maligner
Tumoren anwesend ist, im nicht maligne degenerierten Gewebe hingegen
fehlt oder durch irgendeine Verdnderung in der Fluoreszenzfahigkeit ge-
stort ist, der Schlufl auf Malignitit gezogen.

6. Untersuchungen iiber die Natur des die Fluoreszenzstrahlung aus-
sendenden Stoffes im Krebsgewebe zeigten, dafl derselbe der Gruppe der
Sterine angehéren diirfte. Da physiologisch in Frage kommende Sterine,
wie Cholesterin, Ergosterin, Cholestanol keine Fluoreszenzstrahlung im
bestimmten Wellenldngengebiet aussenden, Koprosterin hingegen den
Fluoreszenzeffekt aufweist, diirfte der die Fluoreszenz aussendende Stoff
im Krebsgewebe moglicherweise Koprosterin oder ein neues Sterin sein.



