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Nach all dem Gesagten wire die Herstellung, beziehungsweise
die Erwerbung solcher Paraffinpriparate fiir unsere Museen, Samm-
lungen und Schulen von grofem Vorteile, da man heute kaum der-
artige, fiir den Anschauungsunterricht zweckdienliche natiirliche Tier-
priparate dort vorfinden wird.

Schliefllich mdchte ich noch einen Vorteil des beschriebenen
Verfahrens anfiihren: Wir sind nimlich durch dieses imstande, von
berithmten Personlichkeiten den Korper oder Teile davon, wie z. B.
den Kopf, die Biiste oder die Hinde der Nachwelt dauernd zu er-
halten, was von groBem Interesse und Werte sein konnte.

(Gedruckt im Juli 1925.)

Histologische Untersuchungen iiber die Giftwirkung
der sogenannten Vitalfarbstoffe.

Von Georg Politzer (Wien).

(Vortrag, gehalten in der Versammlung der Sektion fiir Anatomie, Histologie
und Embryologie am 28. IV. 1925; Manuskript eingelaufen am 3. VII. 1925.)

Die Methode der Vitalfsirbung wird seit einiger Zeit auch in
der Embryologie angewendet, um mit ihrer Hilfe die Schicksale der
einzelnen Zellgruppen des Keimes festzustellen. Die gleiche Ab-
sicht hat bereits Fischel (1899) bei seinen Untersuchungen iiber
vitale Férbung von Echinodermen-Eiern wihrend ihrer Entwicklung
geleitet. Er konnte ferner in einer anderen Untersuchung (1901)
den Nachweis erbringen, daf diese sogenannte Lebendfiarbung nicht
unschidlich ist. Wihrend manche der von ihm verwendeten Vital-
farbstoffe binnen kurzer Zeit den Tod der Versuchstiere herbeifiihrten,
riefen andere blo§ Nekrose und AbstoBung der oberflichlichen Epithel-
schichten hervor. Bei einer dritten Gruppe von Farbstoffen war nur
eine Wachstumshemmung als Schadigung durch die Vitalfﬁnbung nach-
. zuweisen. Es lag nahe, diese.Wachstumshemmung auf eine Schad1-
gung des Zelltellungsvorganges zurtickzufiihren.

Diese vermutete Storung der Karyokinese habe ich nun in einer
Reihe von Versuchen tatsiichlich nachweisen kionnen. Als Versuchs-
material dienten Larven von Salamandra maculosa. Diese wurden
einige Stunden in Farblosungen (Neutralrot, Nilblau, Auramin, Brillant-
kresylblau u. a.) gehalten, dann in frisches Wasser iibertragen und °
zu verschiedenen Zeitpunkten nachher fixiert. Daun wurden die
Larven in Alkohol gehirtet und die fiir die Untersuchung verwen-
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deten Stiicke (Hornhaut, Kiemenplittchen, Mundhdhlenboden) mit
Himatoxylin gefirbt und in Kanadabalsam eingeschlossen. Bei dieser
Behandlung ging naturgemif die Vitalfarbung verloren, doch war
nicht sie, sondern die Feststellung ihrer Folgen Zweck der. Unter-
suchung.

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Priparate ergab
sich, daB nicht allen Vitalfarbstoffen eine gleichartige Wirkung zu-
kommt, sondern daB verschiedene Farbstoffe verschiedene Storungen
des Zellteilungsrhythmus und der Zellteilung selbst hervorrufen. Es
lassen sich in dieser Hinsicht drei verschiedene Wirkungsweisen
unterscheiden.

I. Schon zwei Stunden nach Beginn der Firbung mit Auramin
und Brillantkresylblau ist das normale Zahlenverhiltnis der ein-
zelnen Phasen der Karyokinese veriindert. Die Zahl der Spireme
bat abgenommen, jene der Aster dagegen ist vermehrt. Spiter ver-
schwinden die Doppelphasen giinzlich, und zwar zuerst die Metakinesen,
dann die Diaster und schlieSlich die Dispireme. Nach einer Firbe-
dauer von acht Stunden findet man in der Hornhaut nur noch Astern
vor. Dieser Zustand bleibt bis zur 23. Stunde nach Beginn der Fir-
bung bestehen, dann treten die Doppelphasen wieder auf, und zwar
erscheinen sie in derselben Reihenfolge, in welcher sie verschwunden
waren. Nach 24 Stunden finden sich dann auch Spireme vor und
nach zwei Tagen ist das normale Zahlenverhiltnis der einzelnen
Phasen der Kernteilang wiederhergestellt. Nur die Gesamtzahl der
Karyokinesen ist geringer als zu Beginn des Versuches. Brillant-
kresylblau und Auramin bewirken somit eine Stdrung des normalen
Kernteilungsrhythmus. Es werden 1. die rubenden Zellen am Ein-
tritt in die Teilung verhindert, 2. unterbleibt die Weiterbildung der
Asteren. An den einzelnen Kernteilungen selbst sind nur geringe
Veriinderungen nachweisbar. In den Asterstadien sind die Chromo-
somen auffallend kurz und dick, sie liegen dicht geballt im Zentrum
der Zelle (,Maulbeerformen®).

II. Schon drei Stunden nach Beginn einer zweistiindigen Fir-
bung mit Neutralrot oder Nilblau nimmt die Zahl der Mitosen ab.
Gleichzeitig treten abnorme Karyokinesen auf. Wihrend Spireme
und Aster normal bleiben, verkleben bei der Metakinese die Enden
der gegenpoligen Chromatinschleifen. Dadurch entstehen Diaster mit
chromatischen Briicken. Diese Diaster bilden sich in Dispireme um,
ohne daf sich die verklebten Chromosomenenden voneinander losen.

So kommt es zu amitosenihnlichen Bildern, welche sich aber von
Verhandlungen der Zoologisch-Botanischen Gesellschaft, 74./75. Bd. 19
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echten Amitosen durch die Beschaffenheit des Chromatins und durch
ihre Entsteliung aus mitotischen Teilungsstadien unterscheiden. Diese
Teilungsfiguren, welche in ihrem weiteren Verlaufe zur Entstehung
anisochromatischer Tochterzellen fiihren konnen, werden als Pseudo-
amitosen (Haecker) bezeichnet. Nach etwa zehn Stunden sind in
der Hornhaut keine Kernteilungen mehr vorhanden. Nach zwei Tagen
treten neuerdings Mitosen auf, welche vollkommen normales Aussehen
zeigen und nur in ibrer Gesamtzahl hinter der Norm zuriickbleiben.

IIL. Endlich gibt es eine Reihe von Farbstoffen (z. B. Krystall-
violett, Methylviolett), welche schon- in geringer Konzentration
eine Nekrose der oberflichlichen Zellschicht hervorrufen. Da #hn-
liche Verinderungen auch entstehen, wenn Neutralrot oder Nilblau
in stirkerer Konzentration und lange Zeit hindurch einwirken, ist
es sehr wahrscheinlich, dal es sich hiebei nicht um eine fiir diese
Farbstoffe charakteristische Wirkungsweise handelt, sondern um eine
Wirkungsart, welche von allen Reizmittel ausgelost wird, die
langsam und nur unvollstindig in die Tiefe eindringen; denn
dhnliche Zellverinderungen treten auch nach Bestrahlungen mit ultra-
violettem Licht, nach Fulguration und bei der photodynamischen
Erscheinung auf.

Sind nun die Zellverinderungen, welche im Gefolge der vitalen
Farbung auftreten, auf eine Giftwirkung der Farbstoffe selbst zuriick-
zufiihren ?

Es ist denkbar, daf die Speicherung der Farbstoffe ¢ eme mecha-
nische Schidigung der Zellen verursacht. Gegen diese Annahme
sprechen jedoch zwei Tatsachen: Farbstoffe, welche in der Zelle die
gleichen Bestandteile firben (wie Bismarckbraun und Neutralrot),
bewirken verschiedene Veréinderungen der Karyokinese. Einige Tage
nach der Farbung sind kaum mehr Verdinderungen der Zellteilungs-
titigkeit nachweisbar, obwohl die Zellen dlcht mit gefirbten Granulis
erfiillt sind.

In Frage kommen kann ferner eine photodynamische Wirkung
der Farbstoffe. Zur Priifung dieser Frage wurden Versuche in voll-
kommener Dunkelheit angestellt. Hiebei lieBen sich dieselben Zell-
veranderungen nachweisen, wie sie bei Haltung und Férbung der
Tiere im Lichte auftreten. Auf photodynamische Wirkung kann also
die Zellschiadigung nicht zuriickgefiihrt werden. Dagegen ist die
photodynamische Wirkung imstande, die Giftwirkung der Farbstoffe
zu steigern; denn bei Verwendung sehr starker Lichtquellen (unter
Ausschaltung der schidigenden Wirme- und Ultraviolettstrablen) ldfit
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sich die mitosenfreie Zwischenzeit, welche nach Neutralrotfirbung
sonst nur zwei Tage dauert, anf acht Tage verlingern.

Da sich somit die geschilderten Verinderungen weder auf eine
mechanische Schidigung durch die Farbstoffspeicherung noch auf
die alleinige Wirkung des Farbstoffes als Photosensibilisator zuriick-
fiilbren lassen, miissen sie einer Giftwirkung der Vitalfarbstoffe
zuveschrleben werden.

Unsere Versuchsergebnisse erlauben auch eine Stellunonahme
zur Frage nach der Bedeutung der vital firbbaren Granula. Wie
erwihnt wurde, dauert die Giftwirkung nur kurze Zeit, obwohl sich
noch nach Wochen grofie Mengen Farbstoff in den Granulis nach-
weisen lassen. Eine Gewthnung der Zellen an den Farbstoff kann
nicht vorliegen, da eine neuerliche Firbung mit Neutralrot oder Nil-
blau jederzeit wieder die geschilderten Verinderungen auslésen kann.
Die neuesten Untersuchungen haben nun sichergestellt, daB der in
der Zelle sichtbare Farbstoff chemisch nicht wesentlich verindert ist.
Es lie§ sich ferner zeigen, daB der Granulafirbung stets ein Stadium
der Diffusfirbung des Plasmas vorangeht. Gerade in dieser Zeit der
Diffusfirbung werden nun die hier beschriebenen Giftwirkungen aus-
gelost. Durch die Aufnahme des Farbstoffes aus dem Plasma in die
Granula wird der Giftwirkung des Farbstoffes ein Ende gesetzt. Es
scheint somit den Granulis eine entgiftende Wirkung zumindest
fir gewisse Stoffe zuzukommen. Diese Anschauung wird auch durch
folgenden Umstand gestiitzt. Brillantkresylblau und Auramin rufen
die gleichen kurzfristigen Zellteilungsstorungen hervor. Wihrend
jedoch' Brillantkresylblau - auch in starker Kobnzentration von den
Tieren relativ gut vertragen wird, gehen die Auramintiere oft am
zweiten Tag nach der Firbung zugrunde Brillantkresylblau ruft
nun nach anfinglicher Diffusfirbung eine Granula-, Auramin hingegen
stets eine Diffusfiirbung hervor.
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