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Einleitung und Begriffshestimmung.

Das Forschungsgebiet der Kerngifte, das frither mehr oder minder
aus rein wissenschaftlichen Grinden betrieben wurde, wird heute fast
in allen medizinischen Zeitschriften diskutiert. Die ersten zweck-
gerichteten Versuche auf diesem Gebiet galten, einen Ersatz fiir das kost-
spielige Radium zu finden zwecks Gewinnung haploidkerniger tely-
karyotischer Larven (19). Heute dagegen ist man bestrebt, in den Kern-
giften ein Chemotherapeutikum gegen die bosartigen Gewichse, Leuk-
dmien, Hodgkin usw. zu entwickeln, da sich gezeigt hat, dafi die
malignen Tumoren gerade im Stadium der Zellteilung im Vergleich zu
rormalen Korperzellen relativ empfindlich sind (5, 10, 15, 51).
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Die Entdeckung der Kerngifte geht auf Versuche von A. P. Dustix
zurtick. Er injizierte 1907 ¥Froschen, spiter jungen Méusen zunéchst
Pyrrolblau, spiter andere Farbstoffe, namentlich Trypaflavin und beob-
achtete, dall in der Thymus, aber auch in anderen Organen, in denen
Kernteilungen héufig sind, so in den LieBErUENschen Krypten des
Darmes, an dem Stratum germinativam der Epidermis und den Granu-
losazellen der Graa¥schen Follikel zahlreiche pyknotische Mitosen als
Folge der Giftwirkung der injizierten Pharmaka auftraten.

Als 1934 Lirs, ein Schiiler Dustins, die Wirkung des Colchicins als
Kerngift gefunden hatte, unterschied DusTiN unter den bis dahin be-
kannten Kerngiften ganz generell 2 Typen, den Colchicintyp und den
Trypaflavintyp. Der Colchicintyp zeigt kurze Zeit post injectionem
eine starke Kernteilungswelle, der nach einigen Stunden eine ausgedehnte
Kernpyknose folgt. Beim Trypaflavintyp dagegen fehlt die primire
Mitosewelle, und es kommt sofort zu ausgedehnten pyknotischen Kern-
degenerationen.

Auch an der Zwiebelwurzel lassen sich diese beiden Typen gut unter-
scheiden (2). Der Colchicintyp zeichnet sich dabei durch die sog. ,,Keulen-
reaktion aus, d.h. die Wurzelspitzen werden kolbig aufgetrieben,
wohingegen diese Erscheinung bei den Kerngiften des Trypaflavintypus
vermiflit wird.

Luprorp untersuchte diese von DustiN als karyoklastische Gifte
(,,Poisons caryoclasiques’) bezeichneten Substanzen erstmals an Ge-
webekulturen und prigte auf Grund seiner Beobachtungen den Begriff
Mitosegifte (,,Mitotic poisons*). Jedoch sind an Gewebekulturen nicht
alle von DusTiN fiir Experimente am lebenden Tier angegebenen Sub-
stanzen als Kerngifte wirksam.

LerrrE will deshalb die karyoklastischen Gifte DusTins in 2 Gruppen
einteilen, und zwar einmal ,,eine Gruppe, die nur am lebenden Organis-
mus die Phinomene der Mitosegiftwirkung ausldst, also indirekt wirken®,
und zum anderen ,,eine Gruppe, die im Organismus und an der isolierten
Zelle wirksam ist, also eine direkte Zellwirkung besitzt, und willden
von LUDFORD geprigten Namen , Mitotic poisons* der 2. Gruppe vor-
behalten lassen (32), denn er definiert Mitosegifte als ,,Antibiotika, die
durch Reaktion mit Zellbestandteilen oder Verdringung von Wirk-
stoffen, die zum System der Kern- und Zellteilung gehéren, wirken (34},

Eis ist fiir die Anwendung der Mitosegifte in der Medizin von wesent-
licher Bedeutung, wo der Hauptangriffspunkt der Stoffe im Zellgefiige
liegt bzw. welcher Wirkungsmechanismus ihnen zugrunde liegt. Zur
Klirung dieses Fragekomplexes soll die vorliegende Arbeit mit bei-
tragen. Um diese Absicht durchzufiihren, ist die Wahl des Versuchs-
objektes von ausschlaggebender Bedeutung.

Roux’ Archiv fitr Entwicklungsmechanik, Bd. 145, 12
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Versuchswege.

Bisher sind folgende Methoden angewandt worden:

1. Injektion der wirksamen Stoffe in das ganze Tier (DusTIN u. a.).

2. Untersuchung der Mitose an der Hornhaut der Urodelenlarven
(POLITZER).

3. Einfluf der Pharmaka auf die Regeneration der Amphibien-
schwinze (LEAMANN u. a.).

4. Einfluf} auf Gewebekulturen und Ascitestumor (LupForD, LETTRE
u. a.).

5. Untersuchung an verschiedenen Pflanzen, speziell an der Zwiebel-
wurzel (OEHLXERS, BaUCH u. a.).

6. EinfluB auf sich bildende und auf fertige Keimzellen (0 u. G.
HEerTrwia).

Von diesen genannten Methoden sind zur Loésung der von mir ge-
stellten Aufgabe die Samenfdden des Frosches das ideale Versuchs-
objekt, denn der Kern im Samenfaden ist nur von wenig Zytoplasma
umhillt und so dem schidigenden Einflull der zugesetzten Giftstoffe
fast unmittelbar ausgesetzt. WrrscHi (58) stellte fest, dafl in den Kopfen
der Samenfiden von Rana temporaria (fusca) die Chromosomen im
Prophasestadium enthalten sind und einen hohen Thymonukleinsiure-
gehalt haben.

Dieses geeignete Testobjekt wurde schon von O. HErTwic (21, 22,
23) und spiter von G. HeErTwic (19, 20) und P. HErTWIG (24) bei ihren
Radiumversuchen benutzt, wobei sie feststellen konnten, dafl die Radium-
strahlen ausschlieBlich den Zellkern schidigen. Spéter wurden von den
genannten Forschern auch auf chemischem Wege die Samenféiden ge-
schidigt und von G. HErTwic 1924 das Trypaflavin als besonders kern-
schiadigend entdeckt.

Seitdem ist dieses Testobjekt nicht wieder benutzt worden, und es
erscheint verlockend, die zahlreichen seither in der Literatur als Kern-
und Mitosegifte beschriebenen Chemikalien an diesem Testobjekt auf
ibre Keérnwirksamkeit nachzupriifen.

Zum besseren Verstindnis der Versuchsanordnung und Versuchs-
ergebnisse ist eine kurze zusammenfassende Darstellung der Frosch-
samenversuche von O.und G. Herrwic unerlaBlich.

Radiumversuche an Froschspermien.

Nachdem festgestellt worden war, daB die Beweglichkeit der Spermien durch
den Einflu der Radiumstrahlen nicht wesentlich eingeschréinkt wurde, wurden
von 0. und G. Herrwie in umfangreichen Experimenten 4 verschiedene Versuchs-
serien angesebzt.

In der Serie A wurden befruchtete Froscheier auf dem Zweizellenstadium be-
strahlt, in der B-Serie nur die Samenfiden vor der Befruchtung; dann wurden
umgekehrt nur die unbefruchteten Eier bestrahlt (Serie C), und die letzte Serie D
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umfaBt diejenigen Versuche, in denen sowohl die Eier als auch der Samen vor ihrer
Vereinigung bestrahlt wurden.

Die dadurch gesetzte Schidigung war in den Versuchen A und D, wie zu er-
warten, proportional der Bestrahlungsdauer, d. h. die sich entwickelnden Larven
waren schwer miflbildet, oder wie O. HERTWIG es nannte, ,,radiumkrank‘; und
zwar um so stirker, je langer der weibliche und méannliche Kern der Wirkung der
Radiumstrahlen ausgesetzt waren.

Im Versuch B und C lagen die Verhiltnisse jedoch anders. Hier war die ge-
storte Entwicklung nur einer relativ kurzen Bestrahlungsdauer proportional, wo-
gegen bei lingerer Bestrahlung der Keimzellen eine steigend bessere Entwicklung
der Embryonen resultierte. Die besten der so gewonnenen Larven waren deutlich
kiirzer als die Kontrolltiere und typisch dickb&uchig. Sie erreichten eine Lebens-
dauer von 14-—-16 Tagen und starben dann infolge Bauchwassersucht.

Zur Deutung dieser Versuchsergebnisse wurde damals von O. und G. HerTWIG
die Hypothese aufgestelit, daB es sich im letzten Falle um parthenogenetisch bzw.
androgenetisch sich entwickelnde Embryonen handelt; mit anderen Worten, daB
durch die lange Bestrahlungsdauer das Chromatin entweder des Samenfadens
oder des Eikerns, je nach der Versuchsanordnung, so stark geschidigt worden war,
daf} das radiumkranke Chromatin sich nicht mehr vermehren kann, somit also keinen
hemmenden oder storenden EinfluB auf die folgende Embryonalentwicklung aus-
iiben kann.

Die graphische Darstellung der Entwicklungsstérung in Abhéngigkeit von der
Bestrahlungsdauer ergibt also eine Kurve mit einem anfangs ansteigenden und
spater wieder abfallenden Schenkel. Aus diesem Grunde wurde das Phiénomen
als das Gesetz der Kurvenbildung bezeichnet.

Die Richtigkeit dieser Hypothese fand ihre cytologisch histologische Bestéti-
gung, indem von G. HErRTwWIG (17) das Schicksal des radiumbegtrahlten Sperma-
chromating im Seeigelei, von P. HERTWIG (24) im Froschei und von OPPERMANN
(42, 43) im Forellenei untersucht und seine Ausschaltung von der Entwicklung
durch intensive Bestrahlung cytologisch nachgewiesen wurde.

Die relativ kurze Lebensdauer der auf diese Weise erzeugten haploidkernigen
parthenogenetischen Larven sieht G. HErTwIG (18) einmal in einer vielleicht nicht
vollstdndigen Ausschaltung des Radiumchromatins, und zum anderen und haupt-
sdchlichsten in einer ,,durch die haploide Beschaffenheit des Kernapparates ver-
minderte ,,Wachstumsenergie der Embryonalzellen‘‘.

Bisher ausgefiihrte Versuche mit chemischen Agenzien an Froschspermien.

Um entsprechende Verénderungen im Idioplasma der Samenfiden nicht nur
auf physikalischem Wege, sondern auch durch chemische Agenzien herbeizufiihren,
behandelte O. HErTwic (23) die Samenfiden mit einer Anzahl chemischer Mittel
(Eosin, Methylenblau, Rubin [Fuchsin], ferner Atoxyl, Sublimat, Athyl- und
Methylalkohol, Chloralhydrat und Strychninum nitricum). Von all diesen Sub-
stanzen konnten nur durch Methylenblau dhnliche Verinderungen an den Em-
bryonen erzielt werden, wie sie in den Radiumversuchen auftraten. Jedoch wurde
der Kern auch durch Chloralhydrat und Strychninum nitricum geschidigt.

Aunch diese chemischen Substanzen folgten in ihrer Wirkungsweise dem Gesetz
der Kurvenbildung, wie G. und P. HerTwic (20) nachweisen konnten. Strychninum
nitricum war in diesen Versuchen unwirksam.

Durch den damals bestwirksamsten Stoff Methylenblau wurde jedoch die Be-
weglichkeit der Spermatozoen, die ja letzten Endes eine Funktion des Protoplas-
mas ist, wesentlich eingeschrinkt. Auferdem findet man bei Methylenblau noch

12*
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eine Rigentiimlichkeit. UberlieB man namlich die Spermien der Methylenblau-
einwirkung fiir eine Zeitdauer von 16—18 Std, wie es bei Versuchen am Seeigel
geschah, so waren zu dieser Zeit hdufig alle Spermien abgestorben. Aberin 15 Fallen
konnte man neben einer groBBen Anzahl starrer Samenfiden noch einige gut beweg-
liche Spermatozoen erkennen. Auch war mit dieser Samenfliissigkeit, besonders
nach Zusatz einiger Tropfen 5 %igen Alkohols, der die Beweglichkeit noch steigert,
ein relativ gutes Befruchtungsergebnis moglich.

Es konnte nun die eigenartige Feststellung gemacht werden, daB sich in diesen
Versuchen ein bedeutend groBerer Teil normaler Tiere entwickelte, als es bei den
iibrigen Methylenblauversuchen der Fall war. Dal das Spermachromatin nach der
Befruchtung wirklich voll funktionstiichtig war, konnte histologisch gesichert
werden. Die erste Bi-Furchungsteilung bei den mit Methylenblauspermien befruch-
teten Eiern nahm jedoch lingere Zeit in Anspruch, als es bei den Kontrollen der
Fall war. Darum wurde fiir diese methylenblauresistenten Spermien ,,die Ver-
mutung ausgesprochen, dafl vielleicht eine besondere Schutzhiille das Sperma-
chromatin vor dem schidigenden Eindringen des Methylenblau schiitzt®, und daf
also durch die lange Behandlung eine Selektion aller methylenblaurestistenten
Spermien stattfand, denn bei allen Methylenblauversuchen waren immer einige
vollig normale Tiere beobachtet worden.

Wegen all dieser Nachteile des Methylenblau untersuchte G.Hzrrwic (19)
die verschiedensten chemischen Verbindungen auf ihre kernschidigende Wirkung
den Spermien des Frosches gegeniiber. Es galt hierbei, einen Ersatz fir das teuere
und schwierig zu beschaffende Radium zu finden, um die Erforschung der haploid-
kernigen, tely- oder arrhenokaryotischen Embryonen auf eine breitere Basis zu
stellen.

Im Trypaflavin fand er dann einen Stoff, der bei minimaler Bewegungshem-
mung maximal kernschidigend wirkt. Die Zahl der trypaflavinresistenten Spermien
war bei langen Versuchen gleich Null.

Problemstellung.

Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist es nun, 1. die Reihe der kern-
schidigenden Stoffe vom Trypaflavintyp zu ergéinzen, und 2. in den
Mechanismus der Kerngifte nidher vorzudringen. 3. Es ergab sich im
Verlaufe der Untersuchungen die Notwendigkeit, die Kernwirkung des
UV-Lichtes zu priifen.

Als Versuchsobjekt diente wiederum der braune Feldfrosch Rana

fusca.

Zur Untersuchung wurden fast nur Stoffe herangezogen, die bereits
in der Literatur als Kerngifte benannt worden sind.

Die Versuche wurden im Anatomischen Institut der Universitit
Halle a. d. Saale vom 11. 3. bis 12. 4. 49 und vom 14. 3. bis zum 17. 4. 50
durchgefiihrt.

Eigene Untersuchungen.

A. Beschreibung der Versnchsanordnung.
In Vorversuchen habe ich zuerst die noch gerade mogliche Grenzkonzentration
der zu untersuchenden Substanzen, bet der die Spermien noch lingere Zeit gut
beweglich bleiben, um eine Befruchtung zu erméglichen, ermittelt.
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Der Hoden eines Froschminnchens von Rana fusca wurde in Teichwasser,
dem 0,3% Kochsalz zugesetzt war, zerzupft. Froschringerlosung erwies sich in
bezug auf die Beweglichkeit wesentlich unzweckmaBiger.

Auf diese Weise kann man eine ziemlich konzentrierte Samenmilch herstellen.
Zwei Tropfen dieser Samenmilch habe ich nun mit jeweils 5 Tropfen der zu priifen-
den Losung in einem Blockschélchen versetzt und innig miteinander verriihrs.
Kleine Hodenstiickchen wurden sorgfiltig entfernt, so daBl alle Samenfaden der
Giftlosung gleichméflig ausgesetzt waren.

Eine schon makroskopisch sichtbare Agglutination der Spermafliissigkeit trat

in der Regel in einer Verdiinnung 1 : 100 bis 1: 1000 auf. Die 10fach starkere Ver-
_diinnung der gerade noch agglutinierenden Konzentration war meist die gebrauchte

Losung. Die ausreichende Beweglichkeit wurde unter dem Mikroskop beurteilt.

Die Spermien iiberlie ich dann in den in obigen Vorversuchen bestimmten
Konzentrationen etwa 50—70 min der Einwirkung der Giftlosung. Mit den so
behandelten Spermien wurden dann Eier von Rana fusca besamt, nachdem. ich
vorher sicherheitshalber noch jedesmal die Beweglichkeit der Spermien im Mikro-
skop iiberpriift hatte.

Die Eier wurden mittels eines Glasstabes aus dem Eileiter eines Weibchens, das
durch Dekapitation mit anschliefender Riickenmarkzerstorung getdtet war, ent-
nommen und mdoglichst einzeln mit dem vegetativen Pol nach unten auf einen ge-
wohnlichen Objekttrager aufgesetzt. Jeden Objekttriger beschickte ich mit etwa
40 Eiern.

Dann wurde die Samenmilch mit Teichwasser, da gewshnliches Leitungswasser
durch seinen Chlorgehalt die Beweglichkeit der Spermien wesentlich einschriankte,
auf das etwa 20fache verdiinnt. Es sollte damit einmal eine Polyspermie ver-
mieden werden, zum anderen die Giftlssung vor dem Zusammenbringen mit den
Fiern méglichst nochmals weitgehendst verdiinnt und drittens verhiitet werden,
daf sich die Eihiillen zu voll mit Spermien saugen, da diese dann im Laufe der Ent-
wicklung faulen wiirden und so durch Verderben des Wassers sich nachteilig auf
den Versuch auswirken kénnten.

Die Besamung selbst erfolgte mit einer Glaspipette in einer Petrischale, indem
iiber jedes einzelne Ei einige Tropfen Samenmilch gespritzt wurden.

Jeweils 2 auf diese Weise befruchtete Objekttrager mit Eiern wurden nach vor-
herigem Abspiilen in Schalen mit Teichwasser gelegt.

Zu jeder Versuchsserie, die von dem Samen eines Mannchens bzw. den Eiern
eines Weibchens stammten, setzte ich durch kiinstliche Besamung mit unbehan-
delten Spermien eine Kontrolle an.

Diese Methode hat schon G. HErTwic, der sie in etwas modifizierter und ver-
besserter Form von O.Hzrrwie ilibernahm, angewandt. Die Vorteile dieser
Methode, die sich in jedem Falle sehr bewiahrt hat, liegen darin, daB sie es ermég-
licht, die befruchteten Eier in ihrer Gesamtheit sehr leicht zu handhaben und so
eine moglichst genaue Kontrolle der gelungenen Befruchtung, die sich bekanntlich
durch Drehung der -Eier nach etwa 25—30 min kenntlich macht, der Furchung,
Urmundbildung und Streckung der Embryonen gestattet.

In diesem Stadium, das nach 3—4 Tagen je nach Temperatur des Wassers
erreicht ‘war, entfernte ich die Embryonen samt ihren Hiillen von dem Objekt-
trager, um dem sauerstoffhaltigen Wasser einen allseitigen Zutritt zu gewiihren.

Die Embryonen wurden dann bis zu ihrer volligen Ausdifferenzierung als Larven
beobachtet oder der Versuch wurde, wenn er es gestattete, bzw. infolge drohenden
Zerfalls der Embryonen erzwang, vorher abgeschlossen.

War der Versuch positiv, d. h. erwies sich das zu priifende chemische Agens
als ein Kerngift im Sinne obiger Definition, so war die Entwicklung der Eier bis

Roux’ Archiv fiir Entwicklungsmechanik, Bd. 145, 12a
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zur Blastula meist noch normal. Die Gastrulation hingegen konnte schon nicht
mehr von allen Eiern ausgefiihrt werden, da viele bereits als Blastulae abstarben.
Wurde jedoch auch diese Entwicklungsstufe iiberwunden und eine Gastrula mit
einem Urmund angelegt, so war dies ein Stadium, wo die durch geschidigte Sper-
mien zur Entwicklung gebrachten Eier besonders gut von normalen Kiern unter-
schieden werden konnten, In diesem Falle ist nadmlich der Urmund immer deutlich
weiter als bei den zur Kontrolle angesetzten Eiern, ja zum Teil ragt, als Riesen-
pfropf bezeichnet, der Dotter wie ein grofer Klumpen aus dem Urmund heraus.

Entwickeln sich die Embryonen noch weiter, so resultieren entweder
grotesk miBbildete Larven, ,,spinae bifidae”, oder dickbiuchige, verkiirzte

Embryonen (s. 16, 21, 22).

L,

Abb. 1. Larven aus Versuch 7 (1949) und 1 Tier aus der entsprechenden Kontrolle.
Spermien wurden vor ihrer Befruchtung 553 min in einer Acridinorangeldsung 1: 50000
gebracht. Alter der Tiere: 14 Tage.

Abb. 2. 5 Larven aus Versuch 54 (1950) und 1 Tier aus der entsprechenden Kontrolle. In

diesem Versuch wurden die Spermien 4 Std 40 min der Einwirkung von Dichloren 1:20000

ausgesetzt. Alter der Tiere: 11 Tage. Durch Dichloren wurden die ,,besten‘ dickbéuchigen,

haploidkernigen Embryonen erzielt. Auch konnte ich nie dichlorenresistente Spermien
beobachten.

Die MiBbildungen wurden vor ihvem Zerfall in BouiNscher Losung fixiert und
in 80%igem Alkohol konserviert.

Bei diesen Versuchen konnte wieder das Gesetz der Kurvenbildung bestatigt
werden, d. h. bei starker Kernschidigung war die” Entwicklung der Embryonen
eine bessere als bei weniger starker.

Hier war also das Spermachromatin so stark geschadigt, dafl der vaterliche
Kern ganz ausgeschaltet wurde, der Samenfaden also nur noch als Entwicklungs-
reiz wirkt, sich das Ei jedoch parthenogenetisch entwickelt.

Auch der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die kernschadigende
Wirkung der verschiedenen Losungen, die G. HERTWIG (19) erstmals bei seinen
Trypaflavinversuchen beschrieben hat, konnte von mir erneut bestitigh werden.

Es zeigt sich namlich, daB im alkalischen Milieu sowohl die Besamung eine
schlechtere als auch die kernschidigende Wirkung eine grofere war im Gegen-
satz zu neutralem und saurem Milieu.

Als Puffergemisch dienten priméres Kaliumphosphat und sekundéres Natrium-
phosphat. Das p, wurde nach einer Tabelle aus dem Buch von G. Lenmany (30)
im sauren Bereich auf py = 5,59, im neurtalen auf py = 6,92 und im alkalischen
auf py = 8,04 eingestellt.



Kerngifte und Lichtstrahlung,

181

Die untersuchten Substanzen sind aus nachfolgender Zusammenstellung er-
sichtlich und die wichtigsten formelméafig wiedergegeben.

B. Zusammenstellung aller Chemikalien, deren EinfluB untersucht wurde
und ihre Formelbilder.

Ermittelte Kernschadigende
Konzen- Wirkung
tration 1949 | 1950
|

Acridingelb 1: 10000 — ‘ e
Acridinorange . . 1: 50000 + -+++
Acridinrot . . . . . 1: 10000 ++ —
Trypaflavin . . . . 1: 10000 +++ \ +++
Neutralrot . . . . . 1: 20000 +4+ +++
Methylenblau . . . | 1: 20000 4+ ’ +++
Rivanol . . . . . . 1: 10000 ? +4
Atebrin . . . . . . 1: 10000 ? ‘ +-+
Auramin . . . . . 1:100000 — ! -+
Thioflavin . . . . . 1: 10000 — -+
Dichloren . . . . 1: 20000 — l + -+ 4+

-+ MiBbildungen leichten Grades; -+ -- MiBbildungen schweren Gades, zum
Teil als Blastulae zerfallen; +-+4- Auftreten von haploidkernigen Embryonen;
++ -+ Nur noch haploidkernige Embryonen; ? Befund fraglich; — Substanz

wurde nicht untersucht.

Weiterhin wurden untersucht und als

schidigend festgestellt.

Methylgrin . . . . . . . 1: 10000
Malachitgrin . . . . . . . 1: 100000
Nilblausulfat . . . . . . . 1: 10000

(kernschidigende Wirkung
bei Nilblau noch unklar; s.u.)

Thiazolgelb. . . . . . . . I: 2000
Bosin . . .. . . .. .. 1: 2000
Trypanblau. . . . . . . . 1: 200
Aurantia . . . . . . . .. 1/100 ges.
Athylurethan . . . . . . . 1: 200
Phenylurethan . . . . . . 1/10 ges.

Colchicin . . . . . . .. 1: 1000
p-Dichlorbenzol . . . . . . 1/1000 ges
Benzochinon . . .. . . . 1/1000 ges
Plasmochin. . . . . . . . 1: 100

nicht spezifisch kern-

Theophyllin . . . . . . . 1:10000
Coffein . . . . . . ... 1: 1000
Nicotin . . . . . . ... 1: 1000
Pervitin . . . . . . .. 1: 1000
Novocain . . . . . . .. 1: 1000
Hydrochinon . . . . . . 1: 10000
Pyrrogallol . . . . . .. 1:10000
Digitalis . . . . . . .. 1: 100
Codein . . . . . . ... 1: 1000
Suprarenin . . . . . . . 1:10000
Athylglykol . . . . . . . 1: 100
Targesin . . . . . . . .. I: 20
Globueid . . . . . . . .. 1: 10
Bubasin. . . . . . . . .. 1Tabl.je
5 cm® Hy,0

Formelbilder der kernschiidigenden chemischen Substanzen.

CH3~!/\/\/\-»CH3

NH%‘\/‘\N/‘\/LNHZ

P PN

(CHy)aN—\_ /\N/\/LN(CH3)2

Acridingelb Acridinorange
/\‘/\(\L ONCHeN— " 5 ™"~ X(CHy),
FHp—~ Ay~ —NHp L )
N —~ STNN
H;¢” ol
Trypaflavin Methylenblau

Roux’ Archiv fiir Entwicklungsmechanik, Bd. 145. 12b
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NH»
;/\‘/N\ \FCH3 HyC0— O~
|
(CH3)2N——\/\N/\/—~NH2 ‘\/‘\N/ NH,
Neutralrot Rivanol
o,
NH, H~—N—CH—(CHy) 3~N<gzg5
S0 T L
(CHy)oN—_~_~_—N(CHy), R e
Auramin Atebrin
CHy—CH,C1
__nVHe 2
O \\CH2~0H901
Dichloren

Schwieriger ist die Wiedergabe eines Formelbildes fiir Thioflavin S. Das Thio-
flavin 8 ist nach der Literaturangabe das Produkt der Methylierung und an-
schlieBenden Sulfierung (oder umgekehrt in der Reihenfolge) von Primulinbasen.
Die Primulinbase ist nun wiederum Bis-Dehydrothio-p-toluidin, das Primulin
selbst eine sulfierte Primulinbase im Sinne nachstehender Formel. Das Frage-
zeichen in dieser soll heifien, daf} die Stellung der Sulfosiuregruppe SO H nicht
ganz gesichert ist.

Nach der oben angegebenen Definition werden bei der Herstellung von Thio-
flavin S noch weitere Methyl- und sulfosaure Gruppen eingefiihrt. Das Thioflavin
S besitzt also ebenfalls wenigstens 2 basische Gruppen.

—————N
CHS“\J\S/C L/\ S/CA o—Nm,
S0,H()

Primulin

Formelbilder der nichtkernschadigenden Substanzen.

((1]13)21\17/\| [\N(CH3)3CI (CH3)2N—|/ \L - \‘—N(CH3)301
e v J NN
g g
~
N(CH3z)5C0l
Methylgrin Malachitgriin (Benzoylgrin)
S0, NO, NaNO,
(CaHig)g N ™ O~ - NH, r N \/\|
\/\\TJ\/L NOZM\I/\Noz/‘\/—Nog
OgN
Nilblau Aurantia
(kernschéadigende Wirkung
bei Nilblau noch unklar; s. u.)
Br Br S03Na
0_/\/ \/\_O\a /\—S\ /—'k
l pu | 2 |
BI‘—\ Br CE;;““ /"*1\4
CH 5]
w COONa 3] T> C NH
j \)‘\
~ 8031\*

Eosin Thiazolgelb
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C. Der EinfluB des UV-Lichtes auf die Samenfiden.

Aufler den obengenannten chemischen Agenzien wurde auch ultra-
violettes Licht auf seinen kernschidigenden Einflufl untersucht.

Als UV-Quelle diente in diesen Versuchen ein bogenférmiger S 100-
Brenner der Firma Zei}, wie er von dieser Firma zum Zwecke der UV-
Mikroskopie geliefert wird.

Leider hatte diese Einrichtung einen Uviclglaskondensor, der von
dem UV-Spektralanteil fast ausschlieBlich UV-A-Strahlen und in schon
stark abgeschwiichter Form UV-B-Strahlen durchlieB, jedoch die be-
sonders wirksamen UV-C-Strahlen

R K 700 -
ganz absorbierte, wie nebenstehendes % /J/
. . &
Diagramm zeigt. / ]

einem hohlen Objekttriger, etwa 15cm
von der Lichtquelle entfernt, bestrahlt.
Der Objekttrager lag in einer mit nassem Mf‘ 7[ T r
FlieBpapier beschickten Petris.ehale,__ UM o s A00 220 S40 60 I8 ,w
da§ Verdl'mstel.l (.ier Suspens%onsﬂlfsmg- Abb. 3. Spektrales Durchlassungsver-
keit soweit wie irgend moglich einzu- msgen des ScmoTTschen Uviolglases, be-

Die Spermiensuspension wurde auf ¥ }/ J

schranken. zogen auf das Durchlassungsvermogen
R des Quarzglases. (Aus MEYER-SEITZ:
Auch durch die UV-Bestrahlung Ultraviolette Strahlen.)

konnte eine deutliche Kernschidi-
gung beobachtet werden. In einem Falle traten sogar typisch dick-
bauchige, parthenogenetische Embryonen auf.

D. Besprechung und Diskussion der Versuche zur Ergriindung
des Wirkungsmechanimus (Lichteinfiu$}).
1. Plasmawirkung, studiert an der Beweglichkeit und Befruchiungs-
fahigkeit der Samenfiden.

Bei der Auswahl der Stoffe, die einer Prifung unterworfen wurden
und die in der obigen Zusammenstellung aufgeziihlt sind, lieB ich mich
von dem Gesichtspunkt ihrer angeblich spezifisch kernschidigenden
Eigenschaft leiten; dennoch haben natirlich auch alle eine plasma-
schidigende Komponente, wenn diese auch weitgehend in den Hinter-
grund tritt.

In meinen Versuchen dokumentiert sich die protoplasmaschidigende
Wirkung in einer Beeintriichtigung der Beweglichkeit und der Befruch-
tungsfahigkeit, die, wie aus den folgenden Versuchen ersichtlich ist, bei
den Amphibien nicht immer Hand in Hand gehen.

Besonders stark eingeschrinkt wurde die Beweglichkeit durch den
Triphenylmethanfarbstoff Malachitgriin. Wie aus der Tabelle hervorgeht,
mufBte der Farbstoff bis auf 1: 100000 verdiinnt werden, um die Beweg-
lichkeit der zugesetzten Spermien nach einem Zeitraum von etwa 45 min



184 KoxrAD DREBINGER:

nicht so stark einzuschrinken, daf} eine Befruchtung von vornherein aus-
sichtslos war.

Hier steht also, obwohl es ein basischer, also ein Kernfarbstoff ist,
die Protoplasmaschidigung im Vordergrund. Ahnlich verhilt es sich
mit Methylgriin, das auch ein Triphenylmethanfarbstoff ist und in der
Histologie als der Kernfarbstoff, ja z. T. als spezifisch farbend fir das
Chromatin, das im wesentlichen aus Nucleinsidure besteht, bekannt ist.

In diesem Zusammenbhang sei erwdhnt, dal die bakterizide
Wirksamkeit dieser Farbstoffe durch Zusatz von Serum und anderen
EiweiBkorpern wesentlich herabgesetzt wird, wogegen z. B. die bakteri-
zide Wirkung von Rivanol und Trypaflavin durch Serum auf das etwa
10fache gesteigert wird (11).

Wie aus obiger Zusammenstellung weiterhin ersichtlich, hatte auch
Eosin keinerlei Einfluf auf den Chromatinapparat des Samenfadens.
Sie vertrugen vom Kosin noch eine Konzentration von 1: 2000,

Die Beweglichkeit der Spermien ist jedoch wesentlich von den Be-
leuchtungsverhsltnissen, in der die Spermien-Eosin-Suspension auf-
gehoben wird, abhidngig. Halt man die Spermiensuspension in einer
Eosinlosung 1:2000 moglichst lichtgeschiitzt (im beschriebenen Ver-
such wurde sie in einen Tischkasten gestellt), so hat die Beweglichkeit
nach 30 min noch nicht gelitten. Wurde jedoch zur gleichen Zeit eine
Probe dieser Suspension einer intensiven Lichtbestrahlung mit der
oben beschriebenen Hg-Lampe ausgesetzt, so ist die Beweglichkeit nach
15 min schon deutlich eingeschrankt und nach Verlauf von 30 min rest-
los erloschen. h

Noch eher leidet die Befruchtungsféhigkeit. Hierzu einige Beispiele:

Eosin 1:2000.

Versuch 2 (1950). Spermien 30 min moglichst lichtgeschiitzt (Tisch-
kasten) in der Losung belassen. Befruchtungsergebnis: alle etwa 80 Hier
bis auf 4 normal 2-geteilt.

Versuch 8 (1950). Spermienaufschwemmung in der Eosinlosung
3 min der Lichtbestrahlung mit obengenannter Lichtquelle ausgesetzt.
Es wurden von den etwa 80 Eiern im ganzen nur 5 Eier besamt.

Versuch 9 (1950). Die Bestrahlung wurde auf 6 min ausgedehnt,
in diesem Versuche wurde gar nichts besamt,

In allen 3 Fillen wurde vorher, wie immer, die Beweglichkeit der
Spermien unter dem Mikroskop tberprift und es konnte in allen 3 Ver-
suchen keine Anderung der Beweglichkeit im Vergleich zu unbehandelten
Spermien festgestellt werden.

Ahnliche lichtabhingige Befruchtungsresultate konnten auch in den
ibrigen Versuchen konstatiert werden. Es kommt dabei nicht auf den
UV-Anteil des Spektrums an, sondern schon gewdhnliches, diffuses
Tageslicht bewirkt diese Herabminderung in der Befruchtungsfahigkeit.
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Die Befruchtungen der Kontrollen wurden alle bei Tageslicht vor-
genommen. Im Laufe der Versuche wurde es notwendig, einige Objekt-
triger mit Eilern in einer Dunkelkammer bei schwachem, rotem Licht
zu befruchten (s. unten).

Bei den letztgenannten Versuchen war das Befruchtungsresultat fast
immer bedeutend besser als bei den Kontrollen oder den entsprechenden
Versuchen im Hellen.

Besonders krall war der Befund beim Methylenblau. Auch hierzu
einige Beispiele:

Methylenblau 1: 20000.

Versuch 74 (1950). Spermien 47 min bei gewohnlichem Tageslicht
in der Lisung. Von den iiblichen 70—80 Eiern wurde nur 1 Ei befruchtet.

Versuch 75 (1950 ). Die Spermien wurden erst in der Dunkelkammer
in die gleiche Losung gebracht und daselbst auch besamt, es kamen von
den etwa 80 Eiern 63 Eier zur Entwicklung.

Acridinorange 1: 50 000.

Versuch 42 (1950). Bei Tageslicht wurden die Spermien 4 min vor
der Besamung in der Losung gelassen. Von 80 Eiern wurden 10 nicht
befruchtet.

Versuch 45 (1950). 3 min im Dunkeln (Dunkelkammer) in der
Losung. 100%ige Befruchtung der etwa 80 Eier.

Noch deutlicher wird die Lichtabhingigkeit durch eine Licht-
bestrahlung mit der genannten Quecksilberhochdrucklampe. In der
gleichen Akridinorangelésung wurden die Spermien im

Versuch 43 (1950) 3 min der Bestrahlung ausgesetzt. s wurden von
etwa 70 Eiern im ganzen nur 3 befruchtet.

Versuch 44 (1950): 5 min Bestrahlungsdauer, von etwa 80 Eiern
waren nur 6 befruchtet.

Als weiteres Beispiel dieser Reihe:

Neutralrot 1:20000.

Versuch 650 (1950). Spermien in der Farblosung 3 min der Be-
strahlung ausgesetzt — es wurde nichts befruchtet.

Versuch 56b (1950). 1Y/, min Lichtbestrahlung, in diesem Versuch
kamen von etwa 80 Eiern 17 zur Entwicklung.

Versuch 58 (1950). Der gleichen Losung wurden die Spermien 3 min
in der Dunkelkammer iiberlassen, hier wurden alle etwa 80 Eier bis auf
3 besamt.

Analoge Verhéltnisse zeigen die iibrigen Helldunkelversuche.

Auch in den Methylenblau, Acridinorange und Neutralrotversuchen
war die Beweglichkeit der Spermien durch die Lichtexposition nicht
merklich verdndert worden. Im Dunkeln konnte die Beweglichkeit der
Spermien durch das Mikroskop natiirlich nicht beurteilt werden.
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Das schlechte Befruchtungsergebnis kann also nicht an einem Mangel
an Eindringungsvermdégen infolge schlechter Beweglichkeit liegen, son-
dern ein anderer Mechanismus mufl gestért worden sein.

Seit Kunan, Morvus und HARTMANN (14) ist bekannt, daB die Ga-
mone, die an dem Vorgang der Befruchtung einen wesentlichen Anteil
haben, sehr photosensible Kérper sind. Wenn solche Gamone fiir die
Anuren bisher auch noch nicht nachgewiesen wurden, so bin ich doch
geneigt, die obigen Befunde dahingehend zu deuten, dafl hier ein photo-
dynamischer Vorgang zugrunde liegt, der diese Gamone zerstort.

‘Wer das Laichgeschaft von Rana fusca in der freien Natur beob-
achtet,; wird hier leicht feststellen konnen, dafl es fast ausschlieBlich zur
Nachtzeit, also auch moglichst lichtgeschiitzt, vollzogen wird.

2. Wirkung karyoklastischer Substanzen, studiert an der Entwicklungs-
[ahigkeit der mit vorbehandelten Spermien befruchieten Eier.

a) Nicht direkt kernschidigende Substanzen. Hier ist besonders auf-
fallend, daBl Urethan, das in der praktischen Medizin als das Kerngift
bei der Behandlung sowohl der Leukdmien als auch der Tumoren an-
gewandt wird, bei meinen Versuchen wiederholt wirkungslos war, sowohl
das Athyl- als auch das angeblich 150mal giftigere Phenylurethan.

OxrBLKERS (38, 39) beobachtete, daB durch Einwirkung von Athylurethan und
Kaliumchlorid auf die Influoreszenzen von der Bastardpflanze Oenothera flavens
x Hookery #hnliche Chromosomenmutationen auftraten, wie sie innerhalb der
Grenzen einer kraftigen Rontgendosis liegen.

P. DusTix jun. (10) untersuchte die Wirkung des Urethans auf die LieBEr-
xirENschen Krypten der Maus und konnte auch hier feststellen, da8 er die gleichen
Bilder bekam wie nach Roéntgenstrahlen; er bezeichnet deshalb die Urethan-
wirkung als ,,radiomimetisch®.

Heromeyer (15), der mehrere Leukdmien und Redothelsarkome er-
folgreich mit Urethan behandeln konnte, kommt zu dem SchluB}, daf das
Urethan wahrscheinlich seinen Angriffspunkt an den Nukleoproteiden
des Zellkernes habe. Jedoch wenn diese Vermutung zu recht bestiinde,
hatte Urethan auch in meiner Versuchsanordnung eine Schidigung
herbeifithren miissen.

Zu einer anderen Vorstellung uber den Wirkungsmechanismus des
Urethans kommen E. Scuurze, E. Frirze und H. H. MtLrer (51).
Auch sie behandelten verschiedene Leukdmien erfolgreich mit Urethan
und untersuchten die Wirkungsweise des Urethans durch Knochenmark-
studien. Die Reifungs- und Teilungsvorginge im Mark wurden unter
der Urethanbehandlung stark verdndert. Es heifit dann: ,,Glauben wir
somit dargetan zu haben, dafl die entscheidende Wirkung des Urethans
bei myeloischen Leukdmien am Mitoseapparat falbar wird, so ist eine
weitere Frage, ob diese Wirkung primér oder vermittelt erfolgt. Der
Nachweis eines pathologischen Stoffwechsels der Leukémiezelle, der sie
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besonders angreifbar macht, die Feststellung, dal Urethan eine beson-
dere Affinitdt zu den Fermentsystemen der Gewebeatmung besitzt,
und daB intakte innere Atmung und normale Mitosis zusammenzu-
gehoren scheinen, 146t uns, ausgehend von Vorstellungen von POLITZER,
vermuten, dafl die von uns geschilderte mitosehemmende Wirkung des
Urethans primir wie eine Narkose durch Eingriff in das Atmungs-
fermentsystem der Zelle beginnt, indem das Narkotikum die ruhende
Zelle hindert, in die Mitose einzutreten. Dieser Prozef} ist bei Absetzen
des Mittels reversibel und hinterlit keine Dauerschiden. Erst bei
langerer Fortsetzung der Narkose kommt es zu den von uns gesehenen,
auch morphologisch fafibaren Verdnderungen des Chromosomengefiiges
als Ausdruck der geschidigten inneren Atmung; und diese Chromo-
somenschéiden bestimmen nun den weiteren Verlauf selbstandig, je nach
dem Grade der erfolgten Kernschidigung aus sich heraus, indem sie den
urspringlichen Vorgang der Narkose ablosen.*

Eine dhnliche Vorstellung vertritt wohl auch H. E. Bock (5). Wenn
auch er dem Urethan hauptsichlich einen Kernangriffspunkt zuschreibt,
so meint er damit nicht, wie ich den Begriff Kerngifte definierte, einen
Angriff an dem Chromatin, sondern es heifit: ,,Wir kommen also zu dem
SchluB, daB Urethan ein in schwachen Konzentrationen vor allem auf
den Kernstoffwechsel wirkendes Gift ist, dessen Wirkungen unter an-
derem auch am Mitoseablauf erkannt werden kdénnen.‘

DaB Urethan nicht im Sinne der Kerngifte vom Trypaflavintyp
wirkt, geht auch daraus hervor, dall anfangs, genau wie nach Colchicin,
erst eine Kernteilungswelle auftritt und dann der Kernuntergang, was
sich unter anderem bei der Leukdmiebehandlung gut in der Harnsdure-
ausscheidung dokumentiert, die zuerst zuriickgeht, entsprechend dem
Mitosestopp der Gifte des Colchicintyps und dann erst ansteigt als
Ausdruck des Kernunterganges (15, 51). Es gehort also zur Klasse der
stathmokinetischen Gifte.

Bei dieser Deutung des Wirkungsmodus war es deshalb gar nicht zu
erwarten, dafl Urethan in meiner Versuchsanordnung -irgend eine
Schéidigung des Zellkerns hervorrufen wiirde.

Ahnliches 148t sich iiber das Colchicin sagen, das ebenfalls nicht
direkt iber die Chromatinsubstanz den Kern schidigt, sondern am
Spindelapparat angreift, was dieser ganzen Gruppe den Namen ,,Spin-
delgifte” eingetragen hat. Wenn dennoch in einer Arbeit von T. S.
Harr! die Ansicht vertreten wird, da3 Colchicin einen kernschidigen-
den Einflufl auf die Samenfiden ausiibt, so ist mir dies unverstindlich.
Leider war mir die Arbeit nicht zugénglich.

1Harn, T. 8.: Abnormalities of amphibian development following exposure
of sperm to colchicin. Proe. Soc. exper. biol. Med. 62, 193 (1946).
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Sowohl G. HErRTwiG als ich haben wiederholt Versuche mit Colchicin
angestellt und immer negative Resultate bekommen. Als Beispiel sei
der Versuch 44 angefiihrt.

Colchicin 1:1000.

Versuch 44 (1949). Die Spermien wurden 178 min der Einwirkung
des Colchicins ausgesetzt. Sie wurden nach dieser langen Zeit erst auf
Verdinnung mit Teichwasser wieder einigermafien beweglich, jedoch
konnte trotzdem eine fast 100 %ige Befruchtung erzielt werden. Nach
15 Tagen hatten sich 1 Mifibildung und etwa 80 normale Larven ent-
wickelt. Die Kontrolle hierzu war ebenfalls 100%ig befruchtet und
hatte sich vollig normal entwickelt.

Weiterhin sind nach meinen Befunden 7'rypanblaw. und Eosin keine
kernschédigenden Farbstoffe. Wenn Dusmax auch am Trypanblau (7)
erst die Wirkung der ,karyoklastischen® Substanzen entdeckt hat,
so ist die beobachtete Kernpyknose wohl im Sinne eines indirekten
Kerngiftes nach der Definition von LeTTRE (32) zu deuten. Auch von
E. Rims (47) u. a. ist gezeigt worden, dall Trypanblau, Isaminblau und
Eosin an der isolierten Zelle keinerlei Kernschédigung erkennen lassen.

Ich mo6chte daher als Regel aufstellen, daf ein Farbstoff nur dann
als Kerngift in Betrachi kommt, wenn er basischen Charakter hat.

Aber das ist nur eine der Voraussetzungen, denn nicht alle basi-
schen Farbstoffe sind Kerngifte, wie aus meiner Aufstellung ebenfalls
hervorgeht, und wie ich bei der Besprechung des Methylgrin dort be-
sonders hervorgehoben habe, obwohl von FEULGEN und von v. MOLLEN-
DORF (36) nachgewiesen wurde, dafl alle von ihnen untersuchten basi-
schen Farbstoffe mit Nukleinsduren salzartige Verbindungen eingehen
und mit diesen unldsliche Niederschlige bilden.

Besonders auffallend unter den basischen Farbstoffen ist der nega-
tive Befund beim Nilblau, einem Vertreter der Oxazinfarbstoffe, die
formelmdBig den Thiazinen, also z. B. dem Methylenblau, sehr nahe-
stehen.

Leider sind die Oxazinfarbstoffe offenbar stark gamonschidigend,
also mein Versuchsobjekt zur Priifung ihrer Kerngiftigkeit relativ un-
geeignet.

Im Versuch 48 (1949) z. B. wurden Spermien 60 min in Nilblau-
sulfatlosung 1: 10000 gelassen. Durch die Besamung von etwa 70 bis
80 Eiern mit diesen Spermien wurden jedoch nur 8 Eier befruchtet. Es
entwickelte sich hieraus nur 1 normaler Embryo, die tibrigen 7 zerfielen
im Beginn der Gastrulation.

Da jedoch dieses geringe Befruchtungsergebnis zur positiven Wertung
dieses Versuches zu gering war, wurde der Versuch wiederholt.

Versuch 61 (1949). . Nilblausulfatlésung 1:20000. Die Spermien
wurden 45 min in der Losung gelassen und dann die Befruchtung voll-
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zogen. Es wurden diesmal von wieder etwa 80 Eiern 45 befruchtet, die
sich alle zu vollig normalen Larven entwickelten.

G. Herrwic (unveroffentlicht) hatte schon friher Capriblau, was
ebenfalls ein Oxazinfarbstoff ist, auf seine kernschiddigende Wirkung
untersucht. Auch diese Versuche waren damals nicht positiv.

b) Kernschidigende Chemikalien. Ich wende mich nun der speziellen
Besprechung der karyoklastisch wirksamen Chemikalien zu, die schon
oft in ganz geringen Konzentrationen auf den Kern giftig einwirkten.

Um die noch gerade eben wirksame kernschidigende Grenzkonzen-
tration zu ermitteln, beschreibt G. HerTwic (19), da er Spermien
22 Std in einer Trypaflavinverdiinnung von 1:1 Mill. gelassen hat
und dann noch eine deutliche Schidigung festzustellen war.

Um das auch fiir die anderen kernschadigenden Stoffe zu ermitteln,
setzte ich am 25. 3. 49 eine Versuchsreihe von schwichsten Konzen- .
trationen an, und zwar:

Versuch 70 (1949). Trypaflavin 1: 1 Million,

Versuch 66 (1949). Acridinorange 1: 500000,

Versuch 67 (1949). Acridinrot 1: 500000,

Versuch 68 (1949). Methylenblau 1: 500000,

Versuch 71 (1949). Neutralrot 1: 500000
und lieB die Spermien vom 25.3.49, 14.30 Uhr, bis zum 26.3.49, 7. 45 Uhr
(etwa 17 Std) in der Losung. Um zu verhindern, dafl die Konzen-
tration durch Wasserverdunstung anstieg, wurden die Blockschilchen
unter eine braune Glasglocke gestellt.

Erstaunlicherweise hatte in diesen Versuchen aufler Neutralrot kein
Farbstoff den Spermakern geschidigt. Die Versuche unterschieden sich
in nichts von der Kontrolle.

Leider konnte der Versuch im Jahre 1949 nicht wiederholt werden,
da die Laichzeit von Rana fusca zu Ende war.

Durch die Versuche von JODLBAUER, TAPPEINER (57) und PorITzER
(45, 46) ist bekannt, dall Neutralrot und andere fluoreszierende Sub-
stanzen unter Lichteinflul ihre Giftigkeit auch auf die Zellteilung ver-
stdrken. Da es sich in unserem Falle bei den wirksamen Substanzen
ausschlieBlich um Fluoreszenzfarbstoffe handelte, fithrte ich mein
negatives Ergebnis ebenfalls auf den mangelnden Lichtzutritt infolge
der braunen Glasglocke zuriick.

Zur Bestiatigung dieser Annahme wurden die Versuche im folgenden
Jahre unter Beriicksichtigung der Lichtverhiltnisse wiederholt.

Zuerst wurde der Samen in den von mir schon als kernschidigend
erkannten Farbstofflosungen einmal im Tischkasten, also im ,,Dunkeln®,
und zum anderen auf dem Tisch im diffusen Tageslicht aufgestellt.
Beide Versuche wurden dann bei Tageslicht besamt. Es waren hier
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wohl Unterschiede zu konstatieren, jedoch nicht so iberzeugend, daf
der villig negative Befund des Vorjahres hitte erklirt werden kénnen.

Um ganz reine Versuchsbedingungen zu schaffen, wurde der Samen
erst in der Dunkelkammer mit der Farbstofflosung zusammengebracht
und daselbst auch besamt. Als einzige Lichtquelle diente hier eine
rote Lampe, wie sie fiir photographische Zwecke Verwendung findet.

Die Spermien wurden jedoch moglichst auch vor diesem Licht
geschiitzt.

Hier seien 3 dieser Versuche angefiihrt:

I. Acridinorgane 1: 50000.

Die Spermien wurden in obiger Verdiinnung im

Versuch 42 (1950). 4 min bei Tageslicht,

Versuch 45 (1950). 3 min. im Dunkeln,

Versuch 46 (1950). 80 min im Dunkeln,

Versuch 47 (1950). 78 min. bei Tageslicht gelassen.

An allen bei Licht ausgefiibrten Versuchen waren die Spermien gut
beweglich. Tm Dunkeln konnte die Beweglichkeit nicht tiberpriift werden.

Im Versuch 42 (1950) (4 min. bei Tageslicht) waren alle Eier von
den iblichen etwa 80 bis auf 10 befruchtet. Es entwickelten sich daraus
9 zum Teil stark mifibildete Embryonen und 1 typisch dickbéuchiger, der
Rest ist als Blastulae oder Spinae bifidae zerfallen.

Versuch 45 (1950) (3 min im Dunkeln). 100%ige Befruchtung
(83 Eier), die sich alle zu véllig normalen Embryonen entwickelten.

Versuch 46 (1950) (80 min im Dunkeln). 9 unbefruchtete Eier. Alle
befruchteten Eier — in diesem Versuche waren die Objekttréger be-
sonders dicht besetzt, so daB 110 Eier befruchtet wurden — bildeten
vollig normale Larven.

Versuch 47 (1950) (78 min bei Tageslicht). Es waren wiederum von
70 nur 15 Eier befruchtet, es entwickelte sich nicht ein normaler Em-
bryo! 6 zerfielen im Laufe der Entwicklung und die restlichen 9 waren
stark miBbildet, zum Teil wieder typisch dickbduchig.

In der Kontrolle zu dieser Versuchsserie waren eine schwache Mif-
bildung und 68 normale Embryonen.

2. Trypaflavin 1:10000.

In der iblichen Verdiinnung fir Trypaflavin 1:10000 wurden die
Spermien im .

Versuch 32 (1950) 3 min bei Tageslicht,

Versuch 34 (1950} 3 min im Dunkeln,

Versuch 35 (1950) 80 min bei Tageslicht,

Versuch 36 (1950) 70 min im Dunkeln gelassen.

Im Versuch 32 (1950) (3 min bei Tageslicht) waren 11 Eier nicht
befruchtet. Nach 11 Tagen hatten sich von 67 befruchteten Eiern
11 MiBbildungen und 35 normale Larven entwickelt, 10 Eier waren im
Laufe der Entwicklung zerfallen.
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Versuch 34 (1950) (3 min im Dunkeln). 18 Hier waren nicht be-
fruchtet, nach 11 Tagen hatten sich etwa 80 normale Larven ent-
wickelt. :

Im Versuch 35 (1950) (80 min bei Tageslicht) waren nur 2 Eier
nicht befruchtet, jedoch muBte der Versuch schon nach 7 Tagen ab-
gebrochen und die Embryonen fixiert werden, da sich keine normale
Larve entwickelt hatte, sondern nur 17 typisch dickbduchige haploid-
kernige, deren Zerfall drohte. Der Rest von etwa 60 Embryonen war
bereits zerfallen.

Versuch 36 (1950) (70 min im Dunkeln) hatte 15 unbefruchtete
Kier. Es hatten sich nach 11 Tagen etwa 80 normale Larven und

2 schwache Mifbildungen entwickelt.

Die Kontrolle zu diesen Versuchen war 100 %1g befruchtet. Nach
11 Tagen hatten sich neben 3 schwachen MiBlbildungen etwa 80 normale
Larven entwickelt.

3. Neutralrot 1:20000.

Die Spermien wurden hier im

Versuch 57 (1950) 85 min bei Tageslicht,

Versuch 59 (1950) 70 min im Dunkeln
in der Farbstofflésung gelassen.

Dabei wurden

im Versuch 67 (1950) (85 min bei Tageslicht) trotz sehr guter Be-
weglichkeit der Spermien von etwa 85 Eiern nur 19 Eier befruchtet;
nach 9 Tagen waren nur mehr 5 dickbiduchige Embryonen und 1 Spinae
bifidae am Leben, der Rest war zerfallen;

im Versuch 59 (1950) (70 min im Dunkeln) 5 Eier nicht befruchtet.
Hier hatten sich nach 9 Tagen alle 70-—80 Eier zu normalen Larven
entwickelt.

Aus diesen Versuchen geht wohl mit -aller Deutlichkeit hervor,
welchen entscheidenden EinfluBl das Licht auf die Kerngiftigkeit der
Fluoreszenzfarbstoffe ausiibt.

Es ist zunidchst daran zu denken, daB durch den Lichteinfluf} die
Farblosungen eine chemische Umsetzung erfahren und so die offenbar
vom Lichte abhingige Giftwirkung zustande kommt.

Ich bestrahlte deshalb eine Trypaflavinlosung 1 : 10000 etwa 100 min
intensiv mit der Quecksilberhochdrucklampe und brachte in diese
Losung in der Dunkelkammer die Spermien [Versuch 50 (1950)].

Auch hier entwickelten sich nur normale Embryonen bei einem Be-
fruchtungsergebnis von etwa 95% (4 Eier nicht befruchtet).

Desgleichen zeigte Eosin nach der Bestrahlung mit UV-Licht ein
gutes Befruchtungsergebnis von ungefihr 90% [Versuch 11 (1950)].

Weiterhin wire zu iiberlegen, ob nicht durch den Lichteinflull die
Durchlissigkeit der Zell- oder Kernmembran der Spermien fiir die Gift-
Iosung besonders heraufgesetzt wird.

Roux’ Archiv fiir Entwicklungsmechanik, Bd. 145. 13
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Im Versuch 48 (1950) wurde deshalb der Samen 3 min mit ultra-
violettem Licht bestrahlt und dann wiederum erst in der Dunkelkammer
mit einer Trypaflavinlosung 1:10000 zusammengebracht und dann
besamt. Es waren 19 Eier nicht befruchtet, es entwickelten sich 6 MiB-
bildungen und etwa 60 normale Larven.

Im Versuch 53 a (1950), wo der Samen vom gleichen Minnchen nur
3 min lichtbestrahlt und dann damit besamt wurde, traten ebenfalls
5 leichte MiBlbildungen auf, 7 waren vorher zerfallen und auflerdem ent-
wickelten sich noch etwa 60 normale Larven.

Die Kontrolle hatte 1 Mifbildung und 50 normale Larven.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dal wohl durch eine kurze UV.-
Bestrahlung ein geringer Schaden gesetzt worden war, jedoch dal die
Bestrahlung auf die Trypaflavinwirkung ohne Einfluf blieb.

Auch die unklaren Befunde beim Rivanol und Atebrin in der vor-
jahrigen Untersuchungsperiode (s. Zusammenstellung S. 181) konnten
durch den LichteinfluB erklirt werden. Zur Wirksamkeit des Rivanols
und Atebrins sind n#mlich offenbar grofere Lichtintensititen not-
wendig als bei den ibrigen fluoreszierenden Giften. In der diesjihrigen
Untersuchungsperiode konnte sowohl durch Rivanol als auch durch
Atebrin eine deutliche Schidigung beobachtet werden.

Als Beispiel

Rivanol 1 :10000. ‘

Versuch 64 (1950). Bei Tageslicht wurden die Spermien 85 min in
der Losung gelassen. Schon nach 4 Tagen war trotz 100%iger Be-
fruchtung kein Embryo mehr am Leben, sie waren alle als Blastulae
bzw. Spinae bifidae zerfallen.

Versuch 65 (1950). Die Spermien waren 87 min in der Dunkel-
kammer in der Losung. Es entwickelten sich im Verlauf von 13 Tagen
etwa 80 normale Larven.

Als Beispiel fiir die Wirksamkeit des Atebrins sei noch der Ver-
such 76 angefiithrt.

Versuch 76 (1950). Die Spermien wurden 55 min der Losung aus-
gesetzt und waren an einer Stelle aufgestellt, wo die Strahlen der unter-
gehenden Sonne hinfielen. In diesem Versuch wurden 27 Eier nicht be-
fruchtet, der groBte Teil (etwa 50 Eier) zerfiel als Bastulae, nur 2 Eier
gastrulierten und bildeten 2 Riesenpfropfe, die jedoch am néchsten Tag
schon zerfallen waren. Die Kontrolle hatte nur eine. leichte MiBbildung
und sonst etwa 70 normale Larven.

Durch all diese Versuche und Uberlegungen bin ich zu dem SchluB
gekommen, dafl der kernschiidigende Einfluf der basischen Fluoreszenz-
farbstoffe ummittelbar an das Licht gebunden ist. Die bis jetzt als ,,Kern-
gifte vom Trypaflavintypus® bezeichneten Substanzen sind vielleicht
gar keine chemischen Gifte, wie es beispielsweise das Dichloren (s. unten)



Kerngifte und Lichtstrahlung. 193

auf den Kern darstellt, sondern nur Katalysatoren oder Sensibili-
satoren (TAPPEINER, JODLBAUER), unter deren Einflufl bei Lichtzutritt
ein kernschidigender ProzeB eingeleitet oder beschleunigt wird.

Auf Grund der lichtabhingigen Wirksamkeit der ,,Trypaflavinkern-
gifte* ist es verlockend, die Ahnlichkeit der Radiumversuche einerseits
und der Methylenblau und Trypaflavinversuche andererseits (wie von
0. und G. HErTwic erstmals beschrieben), da sie beide zu dem gleichen
Endzustand der gestorten Entwicklungsfihigkeit fithren, durch eine
analoge Wirkungsweise zu deuten, ndmlich dem physikalischen Phé-
nomen der strahlenden Energie, zumal auch reines UV-Licht ohne Zu-
satz von Fluoreszenzfarbstoffen, wie die vorliegende Arbeit gezeigt hat,
auf die Spermien des Frosches kernschidigend wirkt.

Es ist aber auch mdoglich, dal in jedem einzelnen Falle, d. h. durch
Radium und Rontgenstrahlen, durch UV-Licht, durch basische Fluores-
zenzfarbstoffe plus Tageslicht und durch Dichloren im Spermachromatin
physikalisch-chemisch ganz verschiedene Reaktionen ablaufen, die nur
das gemeinsam haben, dal sie alle eine Vermehrungsunfihigkeit bzw.
zumindest Vermehrungshemmung des Chromating nach sich ziehen.

Man kann hier vielleicht einen Vergleich zum Ergosterin ziehen.

Bekanntlich wird Ergosterin durch UV-Bestrahlung von einer Wellenlinge
280 pu zum antirachitischen Vitamin D 2 aktiviert (26). .

Es wurde auch hier versucht, durch Bestrahlung des Ergosterins mit sicht-
barem Licht nach Zusatz von Sensibilisatoren (Eosin, Erythrosin, Hémato-

porphyrin, Methylenblau) als ,,Energietransformatoren* zum. Vitamin D2 zu
gelangen.

Wohl wurde in diesen Versuchen das Ergosterin verdndert, jedoch nicht im
Sinne von Vitamin D 2.

Unter O,-Zutritt fand eine Photooxydation statt, bei der antirachitisch un-
wirksame Peroxyde entstanden und unter LuftabschluB eine Photodehydrierung,
bei der die Farbstoffe in ihre Leukoverbindung und das Ergosterin wahrscheinlich
zu Ketonen, die sich mit anderen Ergosterinmolekiilen zu Pinakon kondensierten,
tberfithrt wurden. Auch aus der Photodehydrierung entstanden also antirachitisch
unwirksame Produkte.

Ergosterin wurde sowohl durch Tageslicht mittels Sensibilisatoren bzw.
Katalysatoren als auch durch UV-Licht verandert, jedoch resultierten in beiden
Féllen unterschiedliche Endprodukte.

Porrrzer (45, 46) untersuchte an seinem Versuchsobjekt (Hornhaut
der Urodelenlarven) ebenfalls den Einflull des Lichtes unter Neutral-
roteinwirkung. Er kommt zu dem Ergebnis, da auch im ,,Dunkeln®
die gleichen Schidigungen durch Neutralrot gesetzt werden, wenn auch
in etwas abgeschwichter Form, und schliet daraus, dafl Neutralrot
kein rein photodynamisch -wirksamer Farbstoff sei.

Der Dunkelversuch von Poritzer ist jedoch nach meinen Fest-
stellungen nicht als solcher zu bezeichnen, denn es geniigen besonders
beim Neutralrot schon geringste Lichtintensititen, um die typischen
Kernverinderungen hervorzurufen. Wenn also, wie bel PoLITzer, der

13*
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Farbstoff ,,in einer dunklen Zimmerecke, 4 m von einem nach NO ge-
richteten Fenster” auf die Zellkerne einwirken kann, so gentigh dieses
Licht eben schon, um die Pseudoamitosen hervorzurufen. (Man ver-
gleiche dazu meine Tischkastenversuche, die ja ebenfalls unter mog-
lichstemn LichtabschluB durchgefithrt wurden und dennoch nur un-
wesentliche Unterschiede gegeniiber den Hellversuchen zeigten.)

Ferner hebt STRUGGER (53, 56) im Gegensatz zu meinen Ergebnissen
die relative Ungiftigkeit des Acridinorange hervor. STRUGGER stellte
fest, daB sich totes und lebendes Gewebe nach Firbung mit Acridin-
orange auf Grund ihrer unterschiedlichen Farbstoffspeicherung im
Fluoreszenzbild exakt unterscheiden lassen, indem das Plasma des
toten Gewebes kupferrot fluoresziert, wogegen lebendes hellgrin bis
griinlichgelb leuchtet. Den gleichen Farbumschlag habe auch ich an den
Spermien und den kernhaltigen Froscherythrozyten beobachtet. Weiter-
hin konnte STRUGGER mit der Fluoreszenzmethode Chromosomen von
Pflanzenzellen wihrend der Mitose bis zur Ruhekernbildung beob-
achten, ohne daB irgendwelche Zellschidigungen auftraten.

Auch Spermien wurden von STRUGGER in Zusammenarbeit mit
RosENBERGER (49, 55) der Einwirkung von Acridinorange ausgesetzt, und
zwar Ziegenspermatozoen vor der kiinstlichen Befruchtung. Das Acridin-
orange wurde hierbei mit einem Glukose-Phosphatverdiinner nach Miro-
vaNow auf 1:70000 bis 1: 80000 verdinnt und die Spermien bis zu
5 Std in der Losung gelassen. Die fluoreszenzmikroskopische Unter-
suchung ergab, daf die Spermien gleich nach der langsam erfolgten
Mischung mit der Acridinorangelosung 100%ig angefirbt waren. Es
wurden 27 Mutterziegen besamt, 21 wurden tragend. Ks trat keine
Fehlgeburt oder krankhafte Geburt auf; die Tiere unterschieden sich
in nichts von den Kontrolltieren.

Es heift in seiner Arbeit: ,Zusammenfassend kann also gesagt
werden, dafl das Acridinorange der bisher unschidlichste Vitalfarbstoff
ist, mit dessen Hilfe in der lebenden Zelle alle lebenswichtigen Struktur-
elemente gefirbt werden kénnen.*

Leider sind in dieser Arbeit keine Angaben iiber die Lichtverhiltnisse
gemacht, durch die vielleicht die Diskrepanz der Befunde zu, meinen Er-
gebnissen erklirt werden konnte. ROSENBERGER hebt fiir die Auf-
bewahrung wnd den Transport von Ziegen- sowohl wie Rindersperma
ganz generell unter anderem eine ,,Fernhaltung von grellem Licht, ins-
besondere unmittelbarer Sonnenbestrahlung hervor. Ferner schreibt
er, daB die kiinstliche Besamung entweder mit Spritzen aus Glas oder
mit Spritzen mit langem Hartgummiansatz durchgefithrt werden. Wenn
im Falle der Besamung mit fluorochromierten Spermien eine Spritze
letzterer Art genommen worden wire, wire so auch im Falle des kiinst-
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lichen Befruchtungsaktes selbst, der ja unter Sicht bei Beleuchtung vor-
genommen wurde, kein Licht an die Spermien gelangt.

DaB bei stirkeren Verdinnungsgraden, wie sie hier vorlagen, eine
lingere Belichtung notig ist, kann aus meinem beschriebenen Versuch 66
(1949 ) (s.S.189) geschlossen werden, der bei einer Verdiinnung 1 : 500000
ja im Tageslicht angesetzt wurde und von diesem dann nach Verlauf
mehrerer Minuten nur in einer braunen Glaskammer geschiitzt wurde
und dennoch keinerlei Schidigung gesetzt hatte.

Ein ganz anderer Wirkungsmodus, offenbar ein rein chemisches Ge-
schehen, liegt der Kerngiftigkeit der Senfgase zugrunde.

Wie ich feststellen konnte, ist Dichloren der einzige von den von mir
verwandten Stoffen, der seine kernschiadigende Wirkung auch im
Dunkeln entfaltet.

Dichloren 1:20000.

Versuch 40 (1950). 65 min wurden die Spermien bei Tageslicht der
Einwirkung der Giftlésung iiberlassen und dann zur kiinstlichen Be-
fruchtung benutzt. Es wurde von 84 Eiern nur 1 Ei nicht befruchtet.
Nach 8 Tagen hatten sich 33 dickbduchige Embryonen entwickelt, der
Rest von 50 Eiern war zerfallen. Nach weiteren 3 Tagen waren nur mehr
16 typisch dickbduchige Embryonen am Leben, die in Bouin eingelegt
wurden. In der Kontrolle hierzu waren von 75 Eiern 2 nicht befruchtet.
Nach 8 Tagen waren noch 48 normale Embryonen und 5 leichte MiB-
bildungen am Leben.

Versuch 60 (1950). Spermien 3 min im Dunkeln in der Losung. Es
wurde eine 100%ige Befruchtung erreicht. Nach 6 Tagen bereits war
alles zerfallen. _

Versuch 61 (1950). 85 min im Dunkeln die Spermien in der Losung.
100%ige Befruchtung. Von 83 Eiern wurden nach 11 Tagen 16 ver-
kiirzte, dickbduchige Embryonen in BouiNscher Losung fixiert, der
Rest war zerfallen.

Versuch 62 (1950). Bei Tageslicht die Spermien 3 min in der Losung.
Es wurde alles befruchtet. Nach 6 Tagen war aber auch hier bereits alles
zerfallen. Die Kontrolle zu Versuch 60—62 zeigte ebenfalls eine 100%ige
Befruchtung. Nach 11 Tagen hatten sich 1 MiBbildung und etwa 70
normale Larven entwickelt.

In diesen Versuchen kommt wieder besonders deutlich das Gesetz
der Kurvenbildung von O.und G. HeErTwic zum Ausdruck. Bei kiir-
zerer Einwirkungsdauver der Giftlésung auf die Spermienkerne resultiert
eine stirkere Schidigung der Eientwicklung als bei lingerer Einwirkung.

A. GiLmAN und F. 8. ParLips deuten in ihrem Buch ,,Approaches to
Tumor Chemotherapy*, erschienen in Washington 1947, die Wirkungs-
weise der Senfgase [angefithrt bei (12)]. Die Senfgase sollen Verbin-
dungen mit noch unbekannten, aber lebenswichtigen Bestandteilen
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eingehen. Leider war mir auch diese Arbeit im Original nicht zugénglich.
DaB diess ,lebenswichtigen noch unbekannten Stoffe’ aber im Zellkern
lokalisiert sein miissen, kann auns meinen Ergebnissen wohl geschlossen
werden ; denn noch nach 12 Std waren die Spermien gut beweglich, ob-
wohl schon nach 3 min eine sehr starke Kernschidigung feststellbar war.

Boyraxp 1948 [angefithrt bei (12)] vermutet eine Verbindung des
Dichlorens mit den Nuklelnsiduren, zumal an isolierter Kernsubstanz mit
Lost eine irreversible Prézipitation zu erzielen ist. Er fand nur solche
Verwandte des Lostes wirksam, die zwei CH,CH,Cl-Gruppen besaBen.
,,Das bedeutet aber, dafi die eine Cl-Abspaltung zur Verankerung in
der Kernsubstanz im Sinne von Ermore und Mitarbeitern, die andere
Gruppe aber reaktiv ein angrenzendes Plasmaelement stort, so dafl in
einem Molekiil zwei Bindungen vereinigt sind.®

Auch aus dem chemischen Strukturbild des Dichioren, das im Gegen-
satz zu allen anderen kernschadigenden Substanzen steht, 148t sich ein
besonderer Wirkungsmodus des Dichlorens vermuten.

"AuBer dem Dichloren sind alle bisher bekannten direks kernschédi-
genden chemischen Agenzien, wie schon 6fter hervorgehoben, Fluores-
zenzfarbstoffe. Aber nicht nur in der Eigenschaft der Fluoreszenz, son-
dern auch in ihrem Formelbild weisen fast alle eine auffallende Ahnlich-
keit auf. Offenbar muf ein bestimmtes fluoreszenzfahiges Ringsystem
mit mindestens 2 basischen Gruppen vorhanden sein, um eine Wirk-
samkeit zu entfalten. Sowohl das Ringsystem allein als auch nur die
bagischen Gruppen allein scheinen noch nicht zur Kernschidigung zu
geniigen, wie einige Formeln der nicht wirksamen Substanzen zeigen. -

Die Wirksamkeit dieser Substanzen brachte schon O=ESTERLIN (40,
41) mit ihrer Fluoreszenz in Zusammenhang. Er schreibt: ,Die Fest-
stellung, daB bei allen metallfreien Priparaten des Choling und Aecridins,
unabhingig davon, ob es sich um malariazide, trypanozide oder bei-
spielsweise piroplasmozide Wirkung handelt, immer Fluroeszenz vor-
handen ist, hat dazu gefithrt, diese physikalische Erscheinung in Zu-
sammenhang mit der Wirksamkeit zu bringen.” Auch chemisch ganz
ahnliche Kérper haben keine Wirksamkeit, wenn sie nicht gleichzeitig
fluoreszierende Korper sind. Ja, es konnte die Feststellung gemacht
werden, daf diese Stoffe sogar die fluoreszierenden primér wirksamen
Agenzien in ibrer Wirksamkeit unterdriicken.

Die Deutung dieser chemotherapeutischen Interferenz sieht OmsTER-
LIN in ,,einer Besetzung maBgeblicher Haptophore durch unwirksame,
nichtfluoreszierende Verbindungen mit nahe verwandter chemischer
Struktur<.

Aber auch mit chemisch ganz anders gebauten Kérpern konnte
OESTERLIN eine chemotherapeutische Interferenz herbeifiihren. Para-
fuchsin hebt z. B. die Wirkung des Trypaflavins, ja aller jener grin-
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fluoreszierenden, trypanoziden Stoffe auf. Aus Versuchen tber die
Arzneifestigkeit ist aber bekannt, daB Parafuchsin andere haptophore
Gruppen wie Acridine oder Styrylchinoline, die es in der Wirksamkeit
unterdriickt, hat.

Jedoch ist das Absorptionsspektrum des Parafuchsing mit dem
Emissionsspektrum der Acridine weitgehend identisch.

Es sind also nach OesTErRLIN zwei Bedingungen notwendig, einmal
eine chemische Bindung, die durch Verschiebung der Fluoreszenzbanden
in jedem Falle bestitigt werden konnte und zum anderen eine nicht
gleich zur Absorption gelangende Chemilumineszenz, die ihrerseits eine
Aktivierung von Sauerstoff auslosen konnte oder aber nur als grober
Ausdruck eines anregungsfahigen Molekiils einen Teil der freiwerdenden
Zellenergie abfiangt ,,und ohne Strahlung in andere Wege leitet, um viel-
leicht auf diese Weise fiir die Zelle ungiinstige Reaktionen zu veran-
lassen®.

Eine #hnliche Wirkungsweise wird von den cancerogenen Stoffen,
besonders von AprrsoN und K. H. Bavrr (4), angenommen. Es ist
ndmlich auch hier beobachtet worden, dal} ,,bei allen bisher untersuchten,
chemisch noch so verschiedenen Cancerogenen eine mit der Oxydation
zusammenhéngende Strahlung gefunden werden konnte”. Und diese
Chemilumineszenz, die durch Reaktion eines Kanzerogenmolekills mit
einem hydroxylierenden System innerhalb der Zelle auftritt, kionnte
man, wie K. H. BAUER schreibt, als direkten Faktor, der die Karzino-
genese einleitet, betrachfen, indem die ausgesandte Strahlung dann
stérend auf die stabile Okonomie der Zelle wirks.

Es ist ja schon lange bekannt, daB die Lichtsensibilisatoren bei der
Lichtkrebsgenese der UV-Strahlung keine unbedeutende Rolle spielen,
d. h. daf} die UV-Strahlenempfindlichkeit durch photodynamische Farb-
stoffe, wie z. B. Eosin und Trypaflavin, gesteigert werden kann.

Bei Kranken mit Gesichtskrebs findet man hdufig Himatoporphyrin,
der ebenfalls ein fluoreszierender Kérper ist, im Urin, und diesen macht
man nun seinerseits fiir die Entstehung des Krebses verantwortlich. Die
lichtsensibilisierende Wirksamkeit des Hidmatoporphyrins bei der Ca-
Entstehung konnte von BUNGELER [angeftihrt bei (4)] im Tierversuch
bestétigt werden.

Ebenso spielt bei der experimentellen Erzeugung von Tumoren durch
Bestreichen mit Methylcholanthren das Licht und besonders das UV-
Licht eine maligebliche Rolle, wie GumMMEL [angefihrt bei (4)] 1942 an
Méusen gezeigt hat.

In einem gewissen Widerspruch gegen die hier vorgetragene Hypo-
these steht die Tatsache, daB die Kerngifte vom Trypaflavintyp auch
auf Zellen innerhalb des Korpers, z. B. dem M#useascitestumor, wirksam
sind.. Hier konnen die Farbstoffe nicht unter Einflul des Tageslichtes
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auf den Zellkern einwirken. Ferner untersuchte ich in einem Neben-
versuch die wachstumshemmende Wirkung des Trypaflavin auf die
Zwiebelwurzel bei Tageslicht und im Dunkeln.

An der Zwiebelwurzel war fast kein Unterschied zwischen dem Hell-
versuch und dem Dunkelversuch feststellbar.

Entweder hat das Trypaflavin neben seiner lichtabhingigen chro-
matinschidigenden Komponente auf sich teilende Zellen noch einen
anderen schidigenden lichtunabhingigen Wirkungsmodus oder aber es
miissen andere ,,Strahlen‘ bei diesem Prozel3 auftreten.

In diesemm Zusammenhang wére vielleicht an die mitogenetischen
Strablen zu denken.

Avrexnsurg [(1) 1933] der mit UV-Strahlen Mutationen erzeugte,
machte die mitogenetischen Strahlen zum Teil fiir Spontanmutationen
in der Natur verantwortlich, es heillt: “Moreover, it seems probable
from the studies of Gurwitch and others that growing and dividing
cells give of ‘mitogenetic’ rays, which are in the ultraviolet region
of the spectrum. It therefore seemed desirable to test the effekt of
ultraviolet light on the mutation rate”.

Heute wird aber vielfach an dem Vorhandensein der mitogenetischen
Strahlen gezweifelt (35). Man ist darum vielleicht gendtigt, an eine
Chemilumineszenz oder an eine andere Energieform, die zugefithrt wird,
zu denken. DafB diese Energieform ziemlich schwach ist, ist vielleicht
der Grund, dafl Rivanol, das ja fiir seine Wirksamkeit auch bei mir eine
stirkere Belichtung brauchte, am Miuseascitestumor im Gegensatz zur
Zwiebelwurzel und anderen Versuchsobjekten unwirksam ist. Von
anderer Seite wird die Lumineszenzeigenschatt der Kerngifte vom
Trypaflavintyp fiir v6llig bedeutungslos angesehen.

Bavcnu (2) fand an der Zwiebelwurzel nach Behandlung mit Trypa-
flavin die iiblichen Kernpyknosen und Pseudoamitosen, wie Trypa-
flavin sie iiberall hervorruft. Er konnte nun durch Zusatz von Natrium
nucleinicum aus Hefe diese Trypaflavinwirkung vollkommen unter-
driicken (3). Nukleinsdure erwies sich als ein anBerordentlicher Loscher
der Lumineszenz des Farbstoffes. Jedoch wird diese Lumineszenz-
Ischung auch durch Pepton und besonders auch durch Colchicinzusatz
erreicht. BaucH schreibt dann: ,,Dal diese Loscherscheinung mit den
chemischen Reaktionen nichts zu tun haben, ergibt sich am besten aus
der Tatsache, daB das Pseudoamitosenbild in den Zellen der Zwiebel-
wurzel bei gleichzeitiger Darreichung von Trypaflavin und Colchicin
in entsprechender Dosierung nicht gestoért wird.*

Bavucn sieht den Antagonismus zwischen Trypaflavin und Nuklein-
sdure in einer extrazelluliren chemischen Reaktion zwischen beiden
Substanzen, wodurch ein toxikclogisch inaktives Trypaflavinnukleinat
entsteht. Durch die Untersuchungen verschiedener Forscher ist bekannt,
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dal Nukleinsdure mit Farbstoffen, speziell auch mit Acridinderivaten,
salzartige Verbindungen eingehen. Die chemotherapeutische Wirksam-
keit und die Mitosegiftwirkung dieser Substanzen wird von manchen
Autoren in einer solchen Salzbildung mit den Nukleinséuren gesehen.
Die Lumineszenz wird dabei ganz auller acht gelassen. Jedoch ist diese
Eigenschaft der Salzbildung mit Nukleinsiuren allein zur Erklirung
des Wirkungsmechanismus sicher unzureichend, denn wie v. MOLLEN-
DORF (36) nachwies und wie ich schon erwihnte, haben alle basischen
. Kernfarbstoffe’* die Eigenschaft der Prazipitation mit Nukleinsdure,
wogegen sie aber keinesfalls alle spezifische Kerngifte sind.

Solche oben beschriebenen Lichtsensibilisatoren sind bei der Krebs-
entstehung keine Condition sine qua non. Zum Beispiel konnte von
How1z und PurscrEgR [angefiihrt bei (4)] gezeigt werden, dall auch reines
UV-Licht bei geniigend langer Einwirkung in der Lage ist, bei Tieren
einen 100%igen Hautkrebs hervorzurufen.

¢) EinfluB des UV-Lichies. Auch durch die 8. 183 geschilderten
Versuche kann die gleiche Tatsache bestétigt werden, denn durch Be-
strahjung mit UV.Licht ohne Zusatz einer Farbstofflosung kann eben-
falls eine deutliche Kernschiadigung hervorgerufen werden.

Waren die Spermien vorher mit fluoreszierenden , Kerngiften* sensi-
bilisiert worden, so war schon rnormales diffuses Tageslicht sehr stark
wirksam. Ohne soleche Fluoreszenzfarbstoffe ist der kernschidigende
EinfluB des Tageslichtes bisher nicht beschrieben worden.

Da jedoch das UV-Licht in seinen einzelnen Lichtquanten eine be-
deutend gréBere Energie im Vergleich zu niederer Wellenldnge aus dem
sichtbaren Bereich des Spektrums hat, untersuchte ich dieses in bezug
auf seine Wirksamkeit auf das Spermachromatin.

Wurde die Bestrahlung in der Versuchsanordnung, wie auf S. 183 be-
schrieben, mit den dazugehdrigen Filtern und einer Kuvette mit 4 %iger
Kupfersulfatlosung durchgefiihrt (jetzt kam ausschlieBlich nur noch die
Linie 366 yu zur Anwendung), so ergab selbst eine 67 min lange durch-
gefiilhrte Bestrahlung [Versuch I (1950)] eine nur ganz geringgradige
Schidigung. Werden dagegen die Filter und die Kuvette weggelassen,
so ergibt eine 72 min [Versuch 41 (1950)] und eine 68 min {Versuch 63
(1950)] dauernde Bestrahlung deutliche Schidigungen. Im Versuch 41
(1950) traten sogar 2 dickbduchige, d. h. haploide Embryonen auf. Viel
Ianger dart jedoch die Bestrahlung nicht ausgedehnt werden, denn nach
86 min [Versuck 53b (1950)] waren die Spermien schon nicht mehr
befruchtungsfihig, obwohl sie noch beweglich waren. AuBerdem ist
eine so lange durchgefithrte Bestrahlung auch technisch recht schwierig,
da trotz der feuchten Kammer die Spermiensuspension deutlich ein-
trocknet und sich eine Erwirmung mé8igen Grades nicht verbindern 153t.
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Eine geringgradige Schiédigung tritt, wie ich oben beschrieb, schon
bei einer kurzen Bestrahlung von 3 min auf, jedoch bei lingerer Be-
strahlung steigt die Schidigung nicht linear an, sondern scheint einer
Exponentialfunktion zu folgen. Diese Erscheinung bedarf jedoch noch
einer eingehenden Untersuchung, ehe man sie im Sinne der Treffer-
theorie deuten konnte. :

Die Angabe in der Literatur tiber die Bestrahlungsdauer mit UV-
Licht, um eine Zellschédigung zu erreichen, ist sehr unterschiedlich. So
berichtet SEIDE (52) iiber eine Verzogerung der Zellteilung des Askaris-
eies nach einer Bestrahlungsdauer von 1/,—,,sec!! Nach einer Be-
strablungszeit von. 15 min bei 5 cm Abstand sah

7?;57 ‘ er eine fast 100 %ige Zellschidigung. RUPPERT (48)
sieht nach einer Bestrahlungszeit von 30 sec des
o ’ Agkariseies auf dem Vorkemstadium dieses auller-
# T stande, sich zu teilen. Ja, auf dem Gastrula-
20T N stadium wird schon mnach i/;sec Bestrablungs-
dauer eine abnorme Entwicklung beschrieben (ich

Y
220 240 200 280 509 o .
Abb. 4. Absorptions.  Pestrahlte einige Froschgastrulae 15 min lang und

kurve  der - Thyino- hatten keinerlei Schidigung). Ahnliche Zeiten
nukleinséure, s0rpP- .

Honsmaximum — 100 geben Scurure und DURKEN (9) an. STEVENS (54)
gesetzt. (Aus MEYER-  dagegen bestrahlte Blastomeren von Ascaris

SEITZ:sm;}?lterﬁXmlem megalocephala 6—8 Std! Abstand 10 em vom

Tubus. Nach dieser Zeit sind die Zellen nicht
etwa Immer tot, jedoch wird eine Weiterentwicklung verhindert,
obgleich angefangene Mitosen zu Ende gefiihrt werden.

Die Ursache liegt nicht nur in den verschiedenen Versuchsobjekten,
sondern besonders in der unterschiedlichen UV-Quelle, und so sind die
Versuche schwer vergleichbar.

Tch brachte Spermien unter eine Haxavsche Hohensonne S 300 etwa
25 em von der Lichtquelle entfernt und hier waren die Spermien bereits
nach 2min vollig bewegungslos.

Nach -dem GrorrHUS-DRAPPERSchen Gesetz sind nur die Strahlen
wirksam, die absorbiert werden. Wiahrend der Mitose ist der Zellkern
besonders reich an Thymonukleinsiure, die im Ruhekern oft nur in
geringer Menge vorhanden ist. Das Absorptionsmaximum dieser
Nukleinsfure liegt bei 263 uu (s. Abb. 4).

Diese Linie war aber in meiner Lichtquelle gar nicht enthalten. Is
ist daher nicht verwunderlich, dafl meine UV-Versuche nur eine relativ
geringe Schidigung zeigten. Bei einem Uberblick in der Literatur iiber
die wirksamen Wellenlingen tritt fast ausschlieBlich Licht der Wellen-
langen des UV C in Erscheinung.

Hierzu einige Beispiele [angefihrt bei (50)]. Abtétung von Hefe
konnte R. H. OsTER mit einer Wellenlinge von 302—222 yu erreichen.
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Ein Anstieg war bei 302 yu, das Maximum lag bei 265 yy. Die gleichen
Wellenlingen fanden O. Exrismany und W. NorTHLING fiir Bakterien
und Hefeabtttung. Das Maximum fiir die Abtétung und die Mutation
der Sporen von Trichophyton mentagraphytaes lag bei 254 up bzw.
265 uu (C. W. Emmons, A. HoLLAENDER). Auch die Virusabtétung hat
hier (265 wu) ihr Maximum, wie B. M. DrRuceAR und A. HOLLAENDER
zeigten. A. C. GiEsE beschreibt auch fiir die Spermien vom Seeigel
(Strongglocentotus purpuratus) ein Maximum der Strahlenempfind-
lichkeit bei 265 pu.

Schiufbetrachtung.

Ich komme also zu dem Schiuf}, daf3 durch meine Arbeit erstmals
festgestellt wird, dafl die Wirkung der Kerngifte vom Trypaflavintyp
auf die Spermien des Frosches ein rein photodynamischer Vorgang ist,
und dalBl das Licht bei allen fluoreszierenden kernschidigenden Farb-
stoffen eine Conditio sine qua non fir die Kernschidigung ist.

Es soll natiirlich keineswegs damit behauptet werden, daff Trypa-
flavin und seine Verwandten im Dunkeln vollig unwirksam seien (31).
Nur die spezifisch kernschidigende Wirkung ist ans Licht oder an die
Einwirkung einer anderen zusitzlichen Strahlungsenergie gebunden.

AbschlieBend ergreife ich gern die Gelegenheit, Herrn Prof. Dr. med.
GUntaER HErrwig fir die Anregung zu den vorliegenden Unter-
suchungen sowie fiir die wertvolle Unterstiitzung bei der Durchfiihrung
der Versuche meinen aufrichtigen Dank auszusprechen.

Zusammenfassung der Hrgebnisse.

1. 38 verschiedene chemische Substanzen, von denen die meisten in
der Literatur als Kerngifte genannt sind, wurden an den Samenfiden
des Frosches auf ihre kernschiidigende Wirkung gepriift, indem mit den
chemisch vorbehandelten Samenfiden normale Eier besamt wurden
und aus der normalen bzw. gestérten Entwicklung die Wirksamkeit ge-
folgert wurde.

2. Dabei zeigte es sich, daB alle gepriiften sauren Farbstoffe, aber
auch einige basische Farbstoffe wie Methylgriin, vor allem aber auch die
als Mitosegifte katexochen beschriebenen chemischen Verbindungen
wie Urethan und Colchicin die Kerne der Froschspermien ganz unver-
dndert lassen. '

3. Dagegen gelingt es mit den Kerngiften des Trypaflavintypus
(Acridine, Thiazine usw.), Kernschidigungen zu erzielen.

4. Alle Kerngifte des Trypaflavintyps sind Fluoreszenzfarbstoffe
und haben basischen Charakter.

5. Die kernschidigende Wirksamkeit der basischen Fluoreszenz-
farbstoffe ist unmittelbar an das Tageslicht gebunden, d. h. im Dunkeln
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sind die Kerngifte des Trypaflavintyps auch bei sehr langer Exposition
auf die Kerne der Froschspermien indifferent, es handelt sich also um
ein rein photodynamisches Geschehen.

6. Aullerdem haben alle diese fluoreszierenden Farbstoffe einen
schidigenden Einfluf} auf das Protoplasma, kenntlich an der Abnahme
der Beweglichkeit der Spermatozoen; auch diese Erscheinung ist an das
Licht gebunden. .

7. Noch eher als die Beweglichkeit leidet durch diese Gifte unter
Lichtzutritt die Befruchtungsfihigkeit der Spermien. Es wird damit
auch fiir die Anuren das Vorhandensein von Gamonen wahrscheinlich
gemacht, die als lichtsensible Korper, sensibilisiert durch die Fluores-
zenzfarbstoffe, bei Tageslicht rasch zerstort werden.

8. Auf die Beweglichkeit und Befruchtungsfihigkeit (Gamone)
wirken neben den basischen Fluoreszenzfarbstoffen auch saure Fluores-
zenzfarbstoffe (z. B. Eosin) in Verbindung mit Tageslicht.

9. Eine Sonderstellung unter den untersuchten Kerngiften nimmt das
Dichloren (Senfgas bzw. Stickstofflost) ein. Es ist die einzige von den
38 untersuchten Substanzen, die sowohl im Hellen wie im Dunkeln
kernschidigend wirkt. Hier liegt der Wirksamkeit offenbar ein rein
chemisches Geschehen zugrunde. Ein Vergleich der Formelbilder der
wirksamen Substanzen zeigt ebenfalls das unterschiedliche Verhalten
des Dichlorens.

10. Durch Bestrahlung der Spermiensuspension ohne Zusatz irgend-
welcher Chemikalien mit UV-Licht wird ebenfalls eine Kernschiadigung
hervorgerufen.
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