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physikalische Wirkungen bei der Technik der Aufarbeitung
zuriickzufithren sein kénnte?). Diese ungewdhnlich schnelle

scheinbare Induktion einer Fermentaktivitat durch verdnderte

Milieubedingungen veranlaBte uns, Untersuchungen zum
Mechanismus der Reaktion durchzufithren.

Wir verwendeten fiir diese Untersuchung Zellen des
Ehrlichschen Miuse-Ascites-Carcinoms, des Yoshida-Sarkoms
und des Walker-Carcinoms in Ascitesform. Durch die sub-
cutane Injektion kommen Asciteszellen unter einen bestimm-
ten Gewebsdruck und sind bereits nach wenigen Minuten ohne
Zwischenraum aneinander gelagert. Um die angehauften
Zellen herum findet sich histologisch ein optisch leerer Raum
bzw. auseinandergedringtes Bindegewebe, in dem vermutlich
das Ascitesserum enthalten ist. Um zu priifen, wie weit diese
Bedingungen zum Auftreten der positiven LDH-Reaktion
fithren, wurden in einer Versuchsrethe subcutan implantierte
Zellen durch Ersffnung der Injektionshohle gewonnen und
nativ auf ihre histochemische LDH-Aktivitit untersucht. Da-
bei ergab sich ein erheblicher Anstieg der nachweisbaren Ak-
tivitdt bei je 1000 gezdhlten Zellen von 5 bis 15% im Aus-
gangsascites auf etwa 30 bis 60% nach subcutaner Injektion.

Die histochemische Untersuchung subcutan implantierter
Ascites-Tumorzellen erfolgt an Kryostatschnitten, wahrend
Ascites-Tumorzellen nativ, ohne Einfrieren, untersucht werden.
Deshalb wurde der Einflufl des Gefriervorganges auf den Aus-
fall der histochemischen Reaktion gepriift. Es ergab sich, da8
bei entsprechend eingefrorenen Ascites-Tumorzellen ebenfalls
ein Anstieg der histochemisch nachweisbaren LDH-Aktivitit
hinsichtlich der Zahl der positiven Zellen und der Intensitdt
der Reaktion eintritt. Dabei ist die Zeitdauer der Aufbewah-
rung im gefrorenen Zustand und die Zeit des Auftauens von
entscheidender Bedeutung. Objektive Werte fiir die Intensitdt
der Farbreaktion lassen sich beil Vorliegen unterschiedlich
stark reagierender Zellen nach einem Vorgehen von ZIMMER-
MaNy und Pratr?) durch Elution des Farbstoffes mit Pyridin
und photometrische Bestimmung der Intensitit gewinnen.
Dabei ergibt sich, daB 30 min eingefrorener Tumorascites
(—20° den doppelten Extinktionswert aufweist wie nativ
untersuchte Zellen. Durch die unterschiedlich lange Schnitt-
herstellung ergibt sich demnach ein nicht genau bestimmbarer
methodischer Fehler. Bemerkenswert ist dabei, daf3 die parallel
durchgefiihrte biochemische Untersuchung der LDH-Aktivitdt
an den Tumorzellen keinen signifikant abweichenden Wert bei
eingefrorenen gegeniiber nativen Zellen ergibt. Diese Aussage
gilt mit allen Vorbehalten, die hinsichtlich des LDH-Nach-
weises an Zellen gemacht werden miissen.

Der kausale Mechanismus, der fir den Anstieg des LDH-
Nachweises nach Einfrieren bestimmend sein diirfte, ist ver-
mutlich ein Membraneffekt. Moglicherweise wird durch ge-
steigerte Membrandurchlssigkeit das Eindringen der Reak-
tionslésung zunehmend ermoglicht, so daB sowohl die Zahl
positiver Zellen als auch die Reaktionsintensitit zunimmdt.
Auch physikalische Wirkungen am Cytoplasma bzw. den
Mitochondrien kénnen hierbei eine Rolle spielen.

Diese Befunde ergeben, da das rasche Auftreten histo-
chemisch nachweisbarer Fermentaktivititen in vorher inak-
tiven Ascites-Tumorzellen einen Summationseffekt darstellt,
der auf das verianderte biologische Milieu und auf physikalische
Faktoren der technischen Aufbereitung zuriickzofiihren ist.

Diese Arbeit wurde mit Unterstittzung der Deutschen
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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Induktion von Zelldiffererizierung und Fermentaktivitit
bei der Umwandlung von Ascites-Tumoren in solide Geschwiilste

Kurze Zeit nach subcutaner Injektion von Ascites-Ge-
schwiilsten bei Versuchstieren ergeben sich auffallige ferment-
histochemische und morphologische Umdifferenzierungen in
der entstehenden soliden Geschwulst, deren biologische Be-
deutung nicht geklirt istl), 2). Schon 1 bis 4 Std nach der
Transplantation findet sich im histologischen Schnitt eine
deutliche Trennung der zusammengelagerten Geschwulstzellen
in eine AuBenzone und eine Innenschicht. Die gleichbleibende
Schichtdicke in der AuBenzone legte fiir dieses Phinomen als
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Erklirung eine Milienwirkung im Sinne der sog. ,,Grenz-
schichtdicke’ nahe. Wir haben versucht, durch verschieden-
artige Mechanismen &hnliche Wirkungen in zusammengela-
gerten Ascites-Tumorzellen auszulésen.

Die Ursache fiir die Schichtbildung konnte in physikali-
schen Faktoren (Gewebsdruck) und in biochemischen Wirkun-
gen der Umgebung zu suchen sein, Die ab 1 Std nach der
Transplantation nachweisbare Schichtung geht mit der Aus-
bildung einer groBzelligen AuBenzone und einer kleinzelligen
Innenzone einher, wobei die AuBlenzone unabhidngig von der
Grofe der implantierten Geschwulstmenge immer die gleiche
Schichtdicke aufweist. Die Begrenzung dieser beiden Schlchten
ist scharf, so daB kein stufenweiser Ubergang etwa in Ab-
héngigkeit eines Konzentrationsgradienten diffundierender
Stoffe vorliegt. Die Differenzierung in zwei Zellarten ist in
jeder Farbung deutlich. Fermentreaktionen ergeben regel-
maBig scharf abgegrenzte Lactatdehydrogenase (LDH)-
Aktivitit in der AuBenzone und positive Succinodehydro-
genasereaktion in der Innenzone?).

Uberschichtung derartiger Zellen mit verschiedenen {ibli-
chen Nihrlosungen der Gewebekultur fithrt nach mehrstin-
diger Aufbewahrung im Brutschrank nicht zum Auftreten
morphologisch  oder fermenthistochemisch nachweisbarer
Schichtungen.

Die subcutane Implantation gleichartiger, mit Ascites-
zellen gefiliter Rohrchen ergibt dagegen in der Kontaktzone
am offenen Rohrchenende eine Schichtung, die der subcutan
implantierten Ascitestumorzelle vergleichbar ist. Dieser Be-
fund weist auf die Wirkung eines vom Trigerorganismus stam-
menden Faktors hin. Ein weiterer Hinweis in dieser Richtung
findet sich an Ascitestumorzellen, die sedimentiert und in
Celloidinschilchen eingefiillt implantiert wurden. Auch hier
entsteht an der offenen Seite der Schilchen eine dhnliche
AuBenzone.

Es liegt nahe, die zentralen Anteile des Implantates auf
Grund der morphologischen Verinderungen als Bereich an-
zusehen, in welchem es zu regressiven Verinderungen und zur
Nekrose der Zellen kommt, obwohl der weitere Verlauf der
Entwicklung der soliden Geschwulst gegen diese Deutung
spricht. Zur Klirung dieser Fragestellung wurden subcutan
1mplantlerte Ascites-Tumorzellen nach 24 Std, d.h. zu dem
Zeitpunkt, in dem die Schichtung sehr deutlich vorliegt,
operativ entnommen und nach Spaltung des Préparates beim
gleichen Tier oder einem anderen Tier der gleichen Art sub-
cutan implantiert. Die dadurch nach auBen gebrachten LDH-
negativen Zellen der Innenzone erweisen sich nach weiteren
24 Std in der neu entstandenen Randzone als LDH-positiv.
Das bedeutet, dal Zellen des zentralen Anteiles zu diesem
Zeitpunkt mit Sicherheit vital und noch umdifferenzierungs-
fahig sind.

Bestimmungen der Kerngréfen der LDH-positiven AuBen-
zone und der succinodehydrogenasepositiven Innenzone er-
geben mit hoher statistischer Signifikanz, daf3 es sich um ver-
schiedene Kernpopulationen handelt.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen For-
schungsgemeinschaft durchgefiibrt.

Pathologisches Institut dev Universitit, Miinchen

H. WrBa und M. Eper
Eingegangen am 25. April 1962

1) EpERr, M., H. WrBaA, H. VErRsMOoLD u. A. SCHAUER: Natur-
wissenschaften 48,481 (1961). — 2) EpeR, M., u. H. WrBA: Z. Krebs
forsch. 64, 353 (1961).

Staminate Flower Formation on Gynoecious Cucumbers as
Influenced by the Various Gibberellins

One of the most striking examples of specificity among the
gibberellins is with the cucumber. The authors?), in a com-
parison of biological activities of gibberellins A;, A,, A;jand A,,
reported that gibberellin A, was more effective than A,, A, or
A, in promoting hypocotyl elongation in this species. This was
a departure from the usual response pattern where gibberellin
A, was found most effective for stem elongation of other
species. Our findings have subsequently been confirmed?).

Since these early studies were performed, five more
gibberellins have been identified3). These, in turn, have been
subjected to a number of bioassays. BRian%} reported that
gibberellins A, and A, were as active as A, in promoting
hypocotyl elongatlon of cucumber seedlmgs Our data¥)
support those of Briawn.
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Gibberellin also modifies flower sex expression in the
cucumber. DPistillate flower formation is delayed®) and
staminate flower formation enhanced?). Gibberellin A, has
been found effective for induction of staminate flowers on
gynoecious genotypes that produce exclusively pistillate
flowers®). An earlier study?) with gibberellins A;, A,, A; and
A, indicated that gibberellin A, not only stimulated greater
vegetative elongation in monoecious and gynoecious cucumber
seedlings, but was also more effective than the other three for
induction of staminate flowers.

Table. Stamsinate flower formation on gynoecious cucumbers induced
by the various gibberellins

Gibb.[ 19| I | mr JGmb. |1l 1w | I
i
A, 10 | 9-2a 6-2a Ay ( 824 d ’ 1-8 ¢
Ay 10 | 74 b 5-5a A, 18119 de| 11 cd
A, | 10 169D 40 b Ay | 7117 dejoo d
Ay 10 |49 ¢ 36 b Ag 3106 e 004 d
A, 10133 d]23 c]cte®] ol o0 I 00

a) Gibb. = Gibberellin; Ctr. = control (no gibberellin). —
b) I = Number of plants with staminate flowers; Il = number of
staminate flowers per plant; 111 = number of nodes per plant with
staminate flowers. All values based on a total of 10 plants per
gibberellin treatment and the first 20 nodes of each plant. Ten
microliters of each gibberellin at a concentration of 3 % 10~® Molar
applied to the emerging first true leaf and the treatment repeated
after seven days. Within a column, means followed by different
letters are significantly different at the 5% level [see Duncan, D.B.:
Biometrics 11, 1—42 (1955)].

In the present study comparable quantities of the nine
known gibberellins (Table) were applied to the first emerging
true leaf of the gynoecious cucumber MSU 713—5%), and
the treatment repeated after 7 days. The number of plantsthat
produced staminate flowers, the number of staminate flowers
per plant, and the mumber of nodes preoducing staminate
flowers are listed in the Table. These criteria for staminate
flower formation suggest the order of activity indicated, with
gibberellin A, the most active and A, the least effective. All
plants produced staminate flowers that were treated with
gibberellins A, A,, A,, Ay, or Ay

Gibberellin A, was most active followed by A,, A, and A,
for numbers of staminate flowers per plant, and nodes produc-
ing staminate flowers. In these flowering responses, gibberel-
lins A,, A,, A, and A, were significantly more effective than the
other gibberellins. This order of biological activity was similar
to but slightly divergent from that for cucumber hypocotyl
elongation?),5).

Structural similarities of gibberellins Ay, A,, A; and A,
have been described by Crossetal.?). The absence of the
C/D hydroxyl group is common to all. With the possible
exception of gibberellin A,, all other related gibberellins with
a C/D hydroxyl were significantly less active than gibberellins
A,;, Ay, A, and A, This suggests a possible relationship
between chemical structure and the enhancement of staminate
flower expression in the gynoecious cucumber plant.
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Unterschiedliche Wirksamkeit der Gibberellinsdure
auf Einzelvorginge der photoperiodisch induzierten
Wachstumsreaktionen von Vitis vinifera L.

Bei vielen Holzpflanzen wird das Trieblingenwachstum
durch Kurztag gehemmt. Hierbei erfolgt sowohl eine Reduk-
tion der Wachstumsgeschwindigkeit, also eine Hemmung der
Internodienstreckung und der Blattentfaltung, als auch die
Bildung einer ruhenden Terminalknospe oder — wie bei
Reben — von ruhenden Axillarien. Verschiedentlich wurde
bereits auf die Mdglichkeit hingewiesenl), daf das Nachlassen
der Wuchsgeschwindigkeit und die Anlage von Ruheknospen
nicht als zeitliche Stadien eines gleichen, durch Kurztag
induzierten Vorganges aufzufassen sind. Vielmehr wird an
Stelle einer Folgereaktion an unabhingig ablaufende Prozesse
gedacht. Allerdings war es bislang nicht méglich, diese Vor-
stellung durch experimentelle Befunde eindeutig zu belegen.

Hinweise fiir die unabhéngige Steuerung beider Kom-
ponenten der Wachstumsperiodizitit lieferten Beobachtungen
an Reben iiber den Einflu von Gibberellin auf das photo-
periodische Reaktionsvermégen?). So war unter anderem
festzustellen, daB die durch Kurztag (Tageslange 10 bis 13 Std)
induzierte Wachshemmung bei V. vinifera-Sorten durch gleich-
zeitige und kontinuierliche Applikation von Gibberellinsdure
(GS) annulliert wurde. Dennoch wird aber die durch Kurztag
hervorgerufene Austriebsverlangsamung im Folgejahr nicht
durch GS-Vorbehandlung beeinflu3t {Tabelle 1). Ein analoges

Tabelle 1. Einflufl einer Tageslingen- und Gibberellinvorbehandlung
auf den Austrieb dev Winterknospen nach der Winterruhe®)

1959 1960
‘Wuchs- .
Tages- . Austrieb®) [ .
x GS|  ldn, ; Diff.| Knospen
linge Cngle in Tagen J %c§)e

Riesling |normal, — | 40,4 3,6 12,7 £-0,78 [ 75
+, 68,4 +48) 13,9+0,72 | +1,2] 84
1186td | — (17,3 +2,41] 18,0+ 1,24 |+ 5,3 25
i 65,04+4,21 17,5 +1,23 |+ 4,8 37
FS.'4-201-39 | normal| — | 39,3 +4,0 | 10,3 40,44 [ - 87
+ | 64,4 +4,3] 10,4 £0,47 | +0,4; 75
11 8td | — | 29,1 £4,1] 15,5+1,04 | + 5,2[ 54
|+ 1750%52]| 1481145 [+45] 33

a} Tageslingenvorbehandlung vom 6. 7.—26.8. 1959, GS
(500 mgfi): 308 bis 398 y/Pflanze. Pflanzen am 14. 3. 1960 auf drei
Knospen zuriickgeschnitten. — b) Stichtag der Berechnung: 20.3.
1960. — c) Ausgetriebene Knospen.

Bild wurde an Gewebeexplantaten gewonnen, bei denen sich
die photoperiodisch induzierte Wachstumshemmung der
Mutterpflanzen auf das Wachstum der Gewebekulturen
tbertrug. Selbst wenn das Lingenwachstum der im Kurztag
wachsenden Mutterpflanzen durch GS-Applikation aufrecht-
erhalten wurde, blieb der Kurztaghemmeffekt auf die Ex-
plantate unverdndert?).

Eingehendere Experimente, wovon ein charakteristisches
Beispiel in Tabelle 2 wiedergegeben ist, haben erkennen lassen,
daB die Knospenruhe unabhingig von der Intensitit des Trieb-
lingenwachstums durch Kurztag induziert wird. Sowohl bei
jungen Pflanzen, die ihr Lingenwachstum nach 18- bis 24tégiger
Kurztageinwirkung einstellen, als auch bel jenen, die durch
kontinuierliche GS-Applikation genauso rasch wuchsen wie die
im Normaltag mit Gibberellin behandelten Pflanzen, war die
Knospenaustriebsbereitschaft mnach 62tagiger Kurztagvor-
behandlung nahezu vollstindig unterdriickt. Indes rief die
gleiche Gibberellinbehandlung im Normaltag keine signifikante
Verdnderung der Austriebsgeschwindigkeit hetrvor.

Beachtenswert ist fernmer, daB bei Riesling noch nach
4otigiger Kurztageinwirkung eine Reaktivierung des SproS-
meristems durch Gibberellin méglich ist. In einem im Klima-
raum durchgefithrten Versuch war gleiches nach 66 Tagen
Kurztagvorbehandlung (Tageslange 11 Std) zu beobachten,
wiahrend das SproBmeristem eines Zuchtstammes (FS. 4-195-39)
bereits nach 15 bis 25 Tagen irreversibel gehemmt war.
Hinsichtlich der Gibberellinwirkung auf die Knospenruhe
lieferte auch dieses Experiment prinzipiell dasselbe Ergebnis
wie in Tabelle 2.

So ist mit Hilfe von Gibberellin eine Trennung jener
Vorginge zu erzielen, die einerseits zum Wachstumsstillstand
der Triebe und andererseits zur Wachstumsruhe der Knospen



