(Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Graz.)

Uber die Wirkung von Pyroninlsungen auf die
Epidermiszellen der Larven von Triton alpestris®).
(Mitosebeeinflussung durch Pyronin I1.).

-Von

E. Kupka.
Mit 21 Textabbildungen.

Einleitung, Material und Methodik.

Bereits bei ersten orientierenden Versuchen tiber die Wirkung
von wissrigen Pyroninlésungen auf Zellen (Kupka 1950 a) hatten
sich in den Wurzelspitzen von Allium cepa bei den gepriiften Ver-
diinnungen von 107%, 10* und 10— **) verschiedenartige Mitose-
storungen nachweisen lassen. Dabei war besonders bemerkenswert,
daB sich sowohl in der spaten Prophase, als auch in der Metaphase,
der Anaphase und der Telophase Abnormititen vorfanden, woraus
erhellte, daB das Wirkungsmuster des Pyronins besonders gro8 sein
‘miisse.

In der Prophase waren an einzelnen Stellen Verklebungen und
Verklumpungen zwischen den verschiedenen Chromosomen erkenn-
bar. In der Metaphase kam es besonders bei der Verdinnung 107
zu extremer Verkiirzung und Verdickung der Chromosomen. So-
wohl bei der Pyroninkonzentration 10~ als auch 10~ fanden sich
reichlich typische C-Mitosen. Anaphasisch war das Schidigungsbild
von verschiedenartigen Chromatinbriicken beherrscht. Im Sinne von
Sekundareffekten zu deuten waren verschieden groBe Chromatin-
reste, die in Telophasen auftraten und z. T. mit Sicherheit ganze
Chromosomen darstellten, die durch Stillegung des Centromeres in
der Aquatorialplatte verblieben waren.

*) Herrn Professor Dr. W. Marinelli anliBlich seines 60. Geburtstages
gewidmet,

**) Die Verdiinnungen sind immer auf das Gewicht bezogen.
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Vorldufige Versuche an Meerschweinchen hatten gezeigt, daf
die Tiere nach Injektion groBerér Mengen von Pyronin (in physio-
logischer Kochsalzlésung) nach ca. 4 Wochen unter allgemein
kachektischen Erscheinungen absterben.

_Auf Grund dieser Befunde erschien es daher wiinschenswert
festzustellen, wie sich tierische Zellen gegeniiber der Behandlung
mit Pyroninlosungen verhalten. Die Wahl fiel auf die Epidermis-
zellen der Schwanzspitzen von Molchlarven, da dieses Material nach
Fixierung und Farbung an Totalpraparaten untersucht werden
kann. Durch diese Methode der Untersuchung ganzer Zellen fallen
alle Fehlerquellen weg, die der Mikrotomtechnik sowie den Quetsch-
priparaten anhaften kénnen.

Die verwendeten Larven von Trifon alpestris befanden sich in
Altersstufen zwischen dem Glaesner-Stadium 40 und 42. Sie wur-
den unter grofiter Schonung aus kleinen Zuchtaquarien mit der
Pipette entnommen und in Petrischalen iibertragen, wo dann das
Baden der ganzen Tiere in der Farbstofflosung entsprechender
Konzentration erfolgte. Die Behandlungsdauer betrug immer
1 Stunde. Nachher wurde mehrmaliger Wasserwechsel vorgenom-
men, um moglichst alles Pyronin aus der Zuchtfliissigkeit zu ent-
fernen. Das Farbstoffpriparat war wie bei meinen fritheren Ver-
suichen Pyronin G von ,,The British Drug Houses Ltd. London“.
Es wurde stets in Brunnenwasser gelost. Angewendet wurden die
Konzentrationen 107, 10~ und 107",

Da bei den beiden starkeren Loésungen (10~ und 107%) die
Molchlarven friihestens 75 Minuten, spatestens aber 5 Stunden nach
Beendigung des Farbstoffbades alle abstarben, konnten bei diesen
beiden Versuchsreihen nur cytologische Veranderungen im Sinne
von Primireffekten untersucht werden. Zur Auswertung gelangten
Schwanzspitzen nur von solchen Tieren, die beim Zeitpunkte des
Fixierens noch voll beweglich waren und auf leichte Reize hin mun-
tere Schwimmbewegungen ausfiihrten. Bei der Konzentration 10—
wurden die Larven etwa 10 Minuten, bei 107 ca. 3 Stunden nach
dem Pyroninbade fixiert. Als Fixierungsmittel wurde Bouin, zur
Firbung saures Haemalaun nach Mayer verwendet. Bei der Pyro-
ninkonzentration 10~ zeigten die Tiere in den darauf folgenden
3 Tagen keine auflerlich merkbaren Schiidigungen. Sie wurden
36 Stunden nach der Behandlung in Nawaschin fixiert und dann
nach Feulgen gefirbt. Dadurch war es moglich, bei etwa auftreten-



download unter www.biologiezentrum.at
444 E. Kupka:

den Sekundiareffekten Chromosomenmaterial mit Sicherheit zu
erkennen.

Pathologische Mitosen.

Nach Pyroninbehandlung mit 10~ fanden sich zahlreiche
Mitosestorungen. Die Metaphasen waren durch abnorm verkiirzte
ansatzstelle aneinander haften, oder und
oft auch gleichzeitig, verklebten verschie-
dene Chromosomen der Aquatorialplatte
mit einander (Abb. 1 und 2).

Das weitere Schicksal solcher Meta-
phasen ist je nach dem Ausmall der auf-
getretenen Chromosomenverklebungen ver-
schieden. Haften nur wenige Chromoso-
Abb. 1. Methaphase nach  men an einander, bzw. sind nur kleine
Pyronin 10—5. Abnorme  Apschnitte verklebt, so erfolgt sowohl
Verkiirzung der Chromo- . . . .
somen und Verklebungen ~Anaphase als auch Telophase; diese sind
zwischen  verschiedenen  dann durch das Auftreten von Chromatin-
Chromosomen des Satzes.  fyrjicken gekennzeichnet. Abb. 3 zeigt eine

solche Anaphase mit zahlreichen Briicken.
Die telophasischen Briicken, die pseudoamitotisch aussehen kon-
nen (Abb. 4), sind wie auch die anaphasischen, relativ selten, da
haufiger schwere Verklebungen zu einem anderen Schadigungs-
muster fuhren.

Ist die Chromosomenverplumpung (Chro-
mosomenpyknose im Sinne der Terminologie
von Politzer 1934) sehr intensiv, so ist die
Individualitit der einzelnen Metaphasechromo-
somen nicht mehr feststellbar und wir haben
ein Bild wie Abb. 5 vor uns. Solche Metapha-
Abb. 2. Pyromin ¢! wandeln sich direkt in einen Restituti('ms-
10—s0; sehr starke  Kern um, der sich als kompakte, telophasisch
_Verklebungen. veranderte Masse darstellt, die oft noch durch
\Crg”f;gm’; W€ jhre Form ihre direkte Herkunft aus einer Me-

) taphaseplatte erkennen laBt (Abb. 6). Anschlie-
Bend kommt es dann nicht mehr zur Ausbildung eines Ruhekernes.
sondern das ganze Kernmaterial degeneriert pyknotisch (Abb. 7).
— Ausgesprochen vereinzelt konnte auch Mehrpoligkeit der Tei-
lungsspingel beobachtet werden.

£
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AuBer diesen Mitoseabnormitaten, trat bei den Versuchen mit
hoherer Konzentration, d. h. bei 107, eine weitere sehr interessante
Form der Stérung auf. Sie besteht darin, dall die Chromosomen
in der Metaphase ausgesprochen dinn und fein sind. Ich mochte
diesen Typus als fadige Modifikation der Kernschleifen be-
zeichnen (Abb. 8). Ftinf Molchlarven, deren Schwinze genau durch-

Abb. 6. Abb. 7.

Abb, 3. Pyronin 10—5; spite Annaphase mit zahlreichen Chromatinbriicken und
unregelmiBiger Chromosomenwanderung, Vergr. wie Abb. 1.
Abb, 4. Pyronin 10—5; Telophase mit komplizierter chromatischer Briicke.
VergroBerung wie Abb. 1.

Jt

Abb. 5. Pyronin 10—5; schwerste Verklebungen und Verklumpungen in der

Metaphase. Vergr. wie Abb. 1.

Abb., 6. Pyronin 10—5; Restitutionskernbildung nach Zusammenbruch der
Mitose, Vergr. wie Abb. 1.

Abb. 7. Pyronin 10—5; Pyknose eines Restitutionskernes. Vergr. wie Abb. 1.

untersucht wurden, zeigten nur zwei Mitosen: Beide waren Meta-
phasen mit fadig modifizierten Chromosomen. Die kurze Zeit von
etwas Gber einer Stunde hatte also gentigt, abgesehen von den bei-
den eben angefiithrten Mitosen, alle Kernteilungsstadien zum Ver-
schwinden zu bringen. Uber das weitere Schicksal der fadig modi-
fizierten Chromosomen kann keine Aussage gemacht werden, da
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weitere, spiter zu besprechende Schaden an den Hautzellen auftra-
ten, die in Ubereinstimmung mit den Versuchen tiber die Dauer des
Uberlebens derart behandelter T.arven zeigten, da} das Zellenmate-

Abb. 8. Pyronin 10—4; fidige Modifikation der
Chromosomen offenbar als Folge der intensiven
Blockade der Nucleinsiuren durch die Vitalfir-
bung. Vergr.

wie Abb. 1.

rial schon so sehr ge-
schadigt war, dal} ihm
keine prospektive Be-
deutung mehr zukam.
-— Wie Abb. 8 weiters
erkennen lafit, unter-
scheiden sich diese Mi-
tosen nicht nur durch
die geringe Dicke und
die bedeutende Linge
der Chromosomen von
den Teilungshildern,
wie wir sie bei der
Konzentration 1077°
fanden, sondern auch
darin, daB} wir hier kei-
nerlei Verklebungen
feststellen konnen.

Bei Anwendung von
Pyronin in der Ver-
dinnung 107 traten

36 Stunden nach der Behandlung Mitosestorungen auf, die als
Sekundareffekte zu bezeichnen sind. In einem extremen IFalle hat-

%

_

i
Abb. 9.

Abb. 9. Pyronin 10—7;

Abb,

10.

Pyronin 10—7;

Cei———
7

Abb. 10.

36 Stunden nach der Behandlung Desorientierung der
Chromosomen als Sekundireffekt.
36 Stunden nach der Behandlung. Inaktivierung des

Centromers.
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ten sich wohl alle Chromosomen geteilt, die anaphasische Chromo-
somenwanderung war aber vollkommen desorganisiert, wodurch
das Bild einer chaotischen Verteilung der Kernschleifen entstand
(Abb. g). Anderseits fanden sich pathologische Mitosen, wie sie in
der Abb. 10 wiedergegeben sind. Hier zeigt es sich, dal Chromo-
somen die Anaphasebewegung nicht mitgemacht haben, bzw. abge-
lenkt worden sind. Weiters sind, wenn auch nicht sehr hiufig, Chro-
mosomenbriiche nachweisbar,

Vergleichen wir die Pyroninwirkung auf pflanzliche Zellen
(Allium cepa) (Kupka 1950a) mit der auf die Zellen der Epider-
mis von Triton alpestris, so sehen wir, dafl sich das tierische Mate-
rial als bedeutend empfindlicher erwiesen hat. Die Annahme, daf}
dieser Unterschied lediglich auf andere Permeabilititsverhiltnisse
zuriickzufithren sei, kann kaum aufrecht erhalten werden, da auch
bei Dauerbehandlung der Wurzelspitzen von Allium mit einer

Pyroninlésung von 10~ innerhalb der beobachteten 7 Tage, wenn
auch verlangsamt, weitere Adventivwurzeln ausgebildet wurden und
Zellteilungen stattfanden.

Pathologisch verinderte Ruhekerne.

Bei den mit Pyronin in der Verdinnung von 10~ behandelten
Molchlarven traten in der Epidermis reichlich Schidigungen der
Ruhekerne auf, die als Primareffekte anzusprechen sind. Zwei ver-
schiedene Typen der Degeneration sind unterscheidbar und auf
Grund einer genauen Vergleichung der auftretenden Bilder war es
moglich, fiir jede je eine Reihe der sich ausbildenden Verinderun-
gen zusammenzustellen.

Type 1 (Grobschollige Degeneration): Einzelne Kerne zeigen
zuerst feine, fast punktférmige Chromatinkornchen, wobei sich das
umgebende Karyoplasma noch wie bei normalen Kernen verhalt
(Abb. 11). Mit zunehmender Grofle und Anfarbbarkeit der Chro-
- matinschollen verblaB8t dann der {ibrige Kernraum (Abb. 12 und 13).
Die grobscholligen Bildungen schlieBen sich nun zu grofleren
Aggregaten zusammen, wobei gleichzeitig die Kernmembrane und
sonstiger Kerninhalt verschwinden (Abb. 14). Damit ist eine voll-
kommene Kernpyknose erreicht.

Type 2 (Vakuolige Degeneration): Sie beginnt damit, daf} in
den betroffenen Kernen, die sich noch normal und homogen an-
farben lassen, eine mehr oder minder grofle Zone auftritt, die etwas
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heller ist, d. h. etwas schwicher tingiert erscheint. Diese Zone hat
dem umgebenden Kernplasma gegentiber keine scharfe Grenze, son-

dern verlauft kontinuierlich (Abb. 15).

In einem etwas spiteren Stadium zeigt sich, dal die begonnene

Abb. 71
Abb. 72

o

Abb. 14

Abb. 73

S0u

Abb. 11, Pyronin 10—4; Ruhekern mit ersten
Anzeichen einer Schiddigung.

Abb. 12. Pyronin 10—4; deutliche Schidigung
wird durch das Auftreten von Chromantin-
schollen erkennbar,

Abb. 13. Pyronin 10—4; die Chromatinkérner
haben sich zu groBeren Schollen zusammen-
geschlossen, die Kernmembrane wird undeut-
lich und der Kernsaft nur noch schwach an-
farbbar.

Abb. 14. Pyronin 10—4; der Kern ist ginzlich
zerfallen und es sind lediglich groBe Chro-
matinschollen zu beobachten.

Trennung der Kernsub-
stanz in zwei, sich ver-
schieden stark farbende
Anteile vollstindig durch-
gefithrt ist. Das helle Ma-
terial ist anndhernd kugel-
formig, wie eine Vakuole,
im diinkleren eingeschlos-
sen und von einer intensiv
sich anfarbenden Grenz-
schichte
umgeben (Abb. 16). In der
Abb. 17 ist ein Kern wie-
dergegeben, bei dem sich
der helle Anteil, offenbar
durch Schrumpfung beim
Fixieren, vollstindig ab-
gelost hat und dadurch
die Grenzmembrane be-
sonders deutlich sichtbar
werden lilt. Ebenso fin-
den
brane an Kernen wieder,

membranartig

wir die Grenzmem-

bei denen der Inhalt der
vakuoligen Bildung offen-
ausgestofen worden
ist und so lediglich die

Hulle,

bar

membranartige

auch noch in ihrer Form deutlich, erhalten blieb (Abb. 18). Dies
spricht daftir, daB es sich hier wirklich um eine membranartice
Bildung handelt, die bereits vor der Fixierung vorhanden war und
der, als formbildendes Element, eine gewisse Festigkeit zukommt.

Die Entleerung stellt aber nur eine Moglichkeit im weiteren
Verhalten solcher Kerne dar, die tiberdies in meinen Priaparaten
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nicht sehr haufig anzutreffen war. Ofter bleibt die vakuolige Bil-
dung mit ihrem Inhalte weiter erhalten und nimmt dabei an Volu-
men noch merklich zu. Das kann soweit fiihren, dafl grofle Teile der
Kernoberflache von der Grenzmembrane eingenommen werden und
in extremeren Fillen das ibrige Kernmaterial durch die Vakuole
in mehrere Teile getrennt erscheint. Abb. 19 gibt eine solche Tren-
nung in zwei anndhernd gleich grofle Stiicke wieder, Abb. 20 hin-
gegen einen Fall, bei dem, neben einem gréBeren chromatischen
Anteil, einige kleinere, der Oberfliche des hellgefarbten Materiales
anhaften. Auf gleiche Weise kann es auch zu Gebilden kommen, wie
sie Abb. 21 zeigt, die, wenn nicht durch Vergleichung mit anderen

Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17.

Abb. 15. Pyronin 10—4; erste Anzeichen fiir den Beginn einer vakuoligen De-
generation des Ruhekernes durch das Auftreten einer aufgestellten Zone er-
kenntlich, Vergr. wie Abb. 11.

Abb, 16. (r) Pyronin 10—4; typische Ausbildung der Kernvakuole. Vergr.
wie Abb. 11.

Abb, 17. (1) Pyronin 10—4; vakuolig degenerierter Kern bei dem durch die Fixie-
rung der Inhalt der Vakuole stark geschrumpft ist. Vergr. wie Abb, 11.

Stadien ihre Entstehung tber die vakuolige Degeneration sicher-
gestellt wire, leicht als das Ende einer tripolaren Mitose gedeutet
werden konnten.

Versuchen wir, die beiden eben beschriebenen Degenerations-
formen der Ruhekerne kausalanalytisch zu verstehen, so mussen
wir darauf hinweisen, daB} die grobschollige Degenerationsform in
erster Linie in den dem Flossensaum genaherten Bezirken auftritt
und verbunden ist mit groBraumigerem Zellzerfall. Kerne mit
vakuoliger Degeneration finden sich im allgemeinen vergesellschaf-
tet mit Kernen, die keinerlei Degenerationserscheinungen erkennen
lassen. Fiir diese raumliche Verteilung der beiden Typen von Kern-
schiadigungen lassen sich verschiedene Gesichtspunkte aufzeigen,
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die verursachend wirken konnen. So kann der einwirkende IFarb-
stoff in den verschiedenen Gebieten der Epidermis verschieden
schnell, bzw. verschieden stark, zu den einzelnen Zellen vordringen.
Die Einzelzellen selbst konnen fiir den Farbstoff verschieden per-
meabel sein und da wir ja nur Kernver-
anderungen feststellen konnten, wissen
wir nichts tiber die Bedeutung des den
Kern umbhiillenden Cytoplasmas. Aus
der Tatsache, daBl unverianderte und va-
kuolig degenerierte Kerne mit einander
' vergesellschaftet auftreten, geht jeden-

ﬁ:z.igl& dfg):r-l(::-]i:rtle(:_‘]i\'ev:;_, fglls hervor, flaB”die. einzelnen Zellen
bei dem sich die Vakuole ent-  €1nes sonst gleichférmigen Gewebes, der
leert hat, wodurch die Grenz-  Epidermis, als in ihrer augenblicklichen
":sir:‘(?’a\';:rgje“\t‘}i‘:h As;)chtlblar physiologischen Situz.ition verschied'en
anzusehen sind. Damit kann Verschie-

schiedenheit auch fir entsprechende Abschnitte der Epidermis an-
genommen werden. Da offenbar die grobschollige Degeneration, die

Abb, 19. Abb. 20. Abb. 21.

Abb. 19. (r) Pyronin 10—4; durch vakuolige Degeneration ist das chromatische
Kernmaterial in zwei Teile getrennt. Vakuole offenbar stark geschrumpft.
Vergr. wie Abb, 11.

Abb. 20. (1) Pyronin 10—4; vakuolige Degeneration, wobei das chromatische
Material in mehrere Stiicke aufgeteilt wird. Vergr., wie Abb, 11.

Abb. 21, Pyronin 10; vakuolige Degeneration, die wie Telophase einer tripo-
laren Mitose aussieht. Vergr. wie Abb, 11.

groBraumiger auftritt, die stairkere Kernschidigung darstellt, bleibt
die Frage offen, inwieweit es sich hier um eine direkte Wirkung
handelt oder um einen Summationseffekt. Dieser konnte dann ein-
treten, wenn die einander benachbarten betroffenen Zellen sich
gegenseitig, zusatzlich schadigen wurden.
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Diskussion der Ergebnisse.

Die hier mitgeteilten Beobachtungen zeigen abermals, daB das
Wirkungsmuster des Pyronins sehr grof ist. So haben wir gesehen,
daf} colchicinartige Effekte neben chromatischer Briickenbildung
auftreten konnen. Colchicin ist, wie wir bereits aus den Unter-
suchungen von Dustin (1934), Levan (1937, 1938) und Bucher
(1939) wissen, in erster Linie ein Stoff, der auf die Ausbildungen
des Atraktoplasmas einwirkt und so zu der bekannten Verviel-
fachung von Chromosomensitzen fithren kann. Die typische
C-Mitose zeichnet sich aber auch durch das Verhalten der Chromo-
somen selbst aus, denn diese sind hier metaphasisch stets gut bis
maximal verkiirzt und verhaltnismifig dick.

Chromatische Briickenbildung, wie sie inshesondere nach
Trypaflavinbehandlung auftritt, ist von Bucher (1939), Bauch
(1947) und Hohl (1949) genauer studiert und als Folge einer Ver-
kiebung von Chromosomen, die schon in der spiten Prophase statt-
finden diirfte, dargestellt worden. Als Ursache wurde eine entspre-
chende Verinderung der Matrixschichte angenommen.

Es muBl nun verwundern, daB ein Stoff sowohl die Wirkung
der einen, als auch der anderen Art haben kann. Wollen wir hier zu
einer etwas befriedigenden Vorstellung kommen, so miissen wir uns
tiber folgendes klar sein: Bereits die Versuche an Allium cepa
(Kupka 1950a) haben gezeigt, dafl die C-Mitosen mit zunehimen-
der Stirke der Pyroninldsung hiufiger werden. Danach wiirden
hohe Dosen Colchicinwirkung, niedere Verklebungseffekte bedin-
gen. Diese Vorstellung 1aBt auch die Abb. 1 verstehen, die uns
gleichzeitig Verklebungen - und Kontraktion der Chromosomen
zeigt. Hier war in der fiir die Verklebung kritischen Periode der
Prophase die Pyroninkonzentration in der Zelle noch entsprechend
niedrig, um dann bis zur Metaphase den fiir die Ausbildung von
C-Effekten notigen Wert zu erreichen.

Die Vorstellung, dafl ein und derselbe Stoff, je nach der ein-
wirkenden Konzentration, so grundlegend verschiedene Wirkung
ausiiben soll, scheint im ersten Momente vielleicht unwahrschein-
lich. Wenn wir aber unsere Ergebnisse hier, mit den neueren Be-
funden iber die Wirkung verschiedener chemischer Stoffe auf
Proteine und auf isolierte Chromosomen vergleichen, so treten he-
achtliche Parallelen auf.
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Ranzi (1951) hatte bereits gezeigt, daBl beim Seeigel experi-
mentelle Animalisierung und Vegetativisierung in der Embryo-
genese mit chemischen Substanzen moglich ist, die in gleicher
Weise in Proteinlosungen die Viskositat senken oder ansteigen las-
sen. Die Viskositit ist in diesem Zusammenhange als Ausdruck
fir die Form der EiweiBmolekiile anzusehen. In einer weiteren
Veroffentlichung (Ranzi u. Citterio 1953) tber die Wirkung
verschiedener Salzlosungen auf die Stabilitit der Form verschie-
dener Proteine konnte gezeigt werden, daB ein und derselbe Stofi,
Na,SO,, je nach der angewendeten Konzentration, entgegenge-
setzte Wirkung ausiibt. Eine Losung von Na,SO; — 0,25 M wirkte
einerseits vegetativisierend auf den Seeigelkeim und anderseits sta-
bilisierend auf das EiweiBmolekiil. Hingegen bewirkte eine 0,03 M
NaySO,-Losung Animalisierung und setzte die Widerstandsfihig-
keit des EiweiBimolekiiles gegen den zerlegenden EinfluBl des Harn-
stoffes herab. '

Orlandi (1953) untersuchte die Wirkung verschiedener, im
Seeigelversuch als animalisierend bzw. vegetativisierend bekannter
Stoffe auf Aufschwemmungen isolierter Chromosomen aus Lym-
pho- und Erythrozyten des Huhnes. Hier zeigte es sich, daB die
ersteren Stoffe ebenfalls Chromosomen auflosen, wohingegen vege-
tativisierende auf die Form der Chromosomen konservierend bzw.
stabilisierend wirken.

Fassen wir die eben angefithrten Ergebnisse zusammen, so fin-
den wir zwei Reihen: Erstens Stoffe die vegetativisieren, Proteine
stabilisieren und Chromosomen konservieren und zweitens solche
die animalisieren, die Widerstandsfahigkeit der Proteine herabset-
zen und Chromosomen auflGsen. Dabei kann ein Stoff in hoéherer
Konzentration stabilisierend und in schwicherer auflésend wirken.
Wenn sich Pyronin &hnlich verhalten sollte, so konnte dies die
Besonderheit seines Wirkungsmusters auf die Mitose abklaren.

Die fadige Modifikation der Kernschleifen, wie wir sie in
Abb. 8 nach einer Behandlung mit Pyronin in Konzentration von
10~ kennen gelernt haben, miifite als absoluter Mangel an Nuclein-
saure gedeutet werden, da diese als durch den Farbstoff blockiert
angenommen werden kann (Strugger 1949).

Bei der Beurteilung einer antimitotisch wirksamen Substanz
ist der Vergleich des auftretenden Wirkungsmusters mit bereits
bekannten Erscheinungen dieser Art von besonderer Bedeutung.
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Pyronin mit seinem sehr breiten Muster 148t sich bestens mit der
Wirkung von X-Strahlen (I.ea 1946) gleichsetzen. Am Ruhekern
treten sowohl nach Rontgenstrahlen als auch nach Pyroninbehand-
lung Zerfallserscheinungen im Sinne grobscholliger als auch
vakuoliger Degeneration auf (Wetterer 1919, Pekarek 1927,
Regaud & Lacassagne 1928 und Flaskamp 1930).

Der Ablauf der Mitose zeigt nach Rontgenbestrahlung gleiche
Schiden wie nach Pyroninbehandlung: Verkiirzte und verdickte
Chromosomen in der Metaphase (vgl. Hohl 1949, Abb. 8), ana-
phasische Briickenbildung (Politzer 1934, Lea 1946 u. Hohl
1949), Chromosomenbriiche (Koller 1953 u. Lane 1953) sowie
Inaktivierung des Centromeres (Hohl 1949). Pilanzliche Gewebe
sind auflerdem vielfach fiir Rontgenbestrahlung weniger empfind-
lich als tierische. Zum biologischen Wirkungsmuster der X-Strah-
len ist natiirlich auch die Steigerung der Mutationsrate zu rechnen.
Fiir Pyronin ist der mutationsférdernde Effekt durch die Unter-
suchungen von Witkin (1947) und Demerec, Wallace &
Witkin (1948) nachgewiesen worden. — Dieser Vergleich zeigt
also, dafl wir die Pyroninwirkung als ausgesprochen radiomime-
trisch bezeichnen konnen.

Von Bedeutung scheint weiters, dafl sowohl bei X-Strahlen
(de Nicola 1950, Huber 1951), bei UV-Licht (Caspersson
1950), bei N-Lost (Gjessing & Chanutin 1946, Butler,
Gilbert & Smith 1950 und Lowrance & Carter 1950), bei
Pyronin  (Strugger 1949), bei verschiedenen Bastarden
(Brachet 1949, und Baltzer 1952), sowie bei Hitze (Brachet
1949) der Metabolismus der Nucleinsduren gestort ist. Gleichlau-
fend finden wir eine Pathologie der Mitose fiir Rontgenstrahlen
(Pekarek 1927, Regaud & Lacassagne 1928 und Politzer
1934), fiir UV-Licht (Politzer 1934), filr N-Lost (Ford 1949
und Hohl 1949), fiir Pyronin (Kupka 1950a, u. hier), fiir Ba-
starde (Baltzer 1910, Boehringer 1938, Schonmann 1938,
Kupka 1950b, Poljakova 1950) und fiir Hitze (Bruhin 1950)
angegeben,

Alle diese experimentellen Eingriffe in das Leben der Zellen
haben aber weiters noch gemeinsam, dafl sie zu einem Ansteigen
der Mutationsrate fiihren.

Die Parallelitit der biologischen Wirkung, die wir beobachten
konnen, d. h. Auslésung pathologischer Mitosen, Induktion von
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Mutation und Denaturierung bzw. Vitalfarbung von Nucleinsiuren
zeigt deutlichst die zentrale Stellung, die diesen im Ablaufe der
Lebensvorgange zukommt. Inwieweit in allen diesen Fallen die
Beeinflussung der Nucleinsaure, bzw. deren Veridnderung, das pri-
mire Ereignis und damit die Ursache der angefiihrten Erscheinun-
gen ist, 148t sich heute noch nicht entscheiden.

Zusammenfassung.

Die Wirkung von Pyroninldsungen der Verdinnung 107,
10~ und 1077 auf die Epidermiszellen der Schwanzspitzen der Lar-
ven von Triton alpestris wird untersucht. Bei den ersten beiden
Verdiinnungen werden Primireffekte beschrieben, bei der schwich-
sten Losung hingegen Sekundirefiekte. Bei 10~ Pyronin gibt es
zwei Formen der Degeneration der Ruhekerne, grobschollige und
vakuolige. Es wird wahrscheinlich gemacht, daB die erstere der
Ausdruck einer stirkeren Schidigung ist. Als Mitosetypus tritt hier
die fadige Modifikation der Chromosomen auf die als direkte Folge
einer Blockade der Nucleinsiuren gedeutet wird. .

Bei der Verdiinnung 10~° kommt es sowohl zu Bildern, die
C-Mitosen sehr dhnlich sind, als auch zur Ausbildung anaphasischer
Chromatinbriicken. Es wird versucht, diese Erscheinung mit dhn-
lichen Befunden von Ranzi & Citterio (1953) und Orlandi
(1953) iiber entsprechende Strukturverinderungen von Eiweid-
molekiilen bzw. an isolierten Chromosomen zu erkliren.

Nach einer Behandlung mit 10~"-Pyronin wurden 36 Stunden
spiater Briiche und Ablenkungen von Chromosomen sowie Inaktx-
vierungen des Centromeres festgestellt.

Unter Riicksichtnahme auf die vorhandene Literatur und die
eigenen Untersuchungsergebnisse wird dem Pyronin radiomimetri-
sche Wirkung zugesprochen. Die Frage der Bedeutung der Nuclein-
sauren fir diese und dhnliche biologische Erschemungen wird dis-
kutiert.
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