(Aus dem Histologischen Institut der 1. Universitit Moskau, Prof. GurwiTsc.)

DAS NERVENSYSTEM ALS QUELLE MITOGENETISCHER
STRAHLUNG.
{15. MITT. UBER MITOGENETISCHE STRAHLUNG UND INDUKTION.)

Von
A. W. ANIKIN.
(Eingegangen am 12. Juni 1926.)

- Uber die Lokalisation mitogenetischer Strahlung in tierischen Orga-
nismen liegt bisher nur die Arbeit von A. GUrRwITSCH und L. GURWITSCH
vor, denen der Nachweis gelang, dafl kleine Kaulquappen ein betricht-
liches Induktionsvermégen besitzen, wobei der Induktionseffekt, soweit
ersichtlich, nur aus der Region der Scheitelplatte ausgelost werden
kann. Aber auch ganze, zu einem Brei verriebene und mit RINGER
verdiinnte Kaulquappen von etwa 1 cm Liinge, gaben ein positives
Resultat. Altere Embryonen versagten vollstindig.

Diese Befunde lieen die Vermutung als berechtigt erscheinen, es
moge sich auf den untersuchten Stadien um ein Strahlungsmonopol
des Gehirnes handeln, den iibrigen Geweben des Keimes kiime dagegen
das Induktionsvermdgen einstweilen noch ab.

Da es sich um eine SchluBfolgerung von weittragenden Konse-
quenzen handelt, lag natiirlich die Notwendigkeit einer direkten ex-
perimentellen Nachpriifung derselben vor, die mir von Prof. GURWITSCH
tibertragen wurde.

DaBl ein etwaiger positiver Ausfall diesbeziiglicher Experimente
sofort weitere Fragen, und zwar nach dem Zeitpunkt und Ort des
ersten Auftretens mitogenetischer Strahlung nach sich ziehen muf,
war von vornherein klar. Es wurden im weiteren auch diese Probleme
in den Kreis unserer Untersuchung gezogen, woriiber wir demnichst
berichten werden.

Den Ausgangspunkt meiner Untersuchung bilden Axolotlembryonen,
die meist kurz vor dem Ausschliipfen standen, somit noch keine Nah-
rung von auBen bezogen hatten. Es gelingt mit einiger Ubung unter
der Binocularlupe innerhalb etwa 5 Minuten einige Gehirne mit feinen
Nadeln herauszupriparien, die sofort unter Zusatz von etwas isotoni-
scher Lésung zu einem Brei verrieben, in eine Glascapillare eingesogen
und auf dem von Prof. GurwiTscE konstruierten Induktionsapparat
montiert wurden. Als Induktionsobjekt wurden, wie in allen voran-
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gehenden Arbeiten iiber mitogenetische Strahlung, Zwiebelwurzeln
benutzt ).

DaB wir nicht mit intakten Gehirnen, sondern mit einem ver-
diinnten Hirnbrei induzierten, war natiirlich naheliegend, da wir ja
unsere Hoffnung nur auf den von L. GurwiTscH entdeckten enzymatdsen
Mitotin-Mitotase-ProzeB verlegen durften, der ja jedenfalls beim Ver-
reiben der Gehirnsubstanz viel besser als etwa innerhalb des iiber-
lebenden intakten Gehirnes ablaufen diirfte.

Samtliche Versuche, die zum Teil im Frithjahre 1925 z. a. im
abgelaufenen Winter ausgefiihrt wurden, gaben eindeutige positive
Resultate (Tab. 1).

Tabelle 1. Induktion mit Gehirnbrei von Axolotllarven, 2—3 Tage vor dem
Ausschbliipfen.

a) Mitosenanzahl an der induzierten, b) an der abgewendeten Hilfte der Zwiebel-
wurzel, an 10 g dicken Schnitten gezéihlt, ¢} Differenz zwischen beiden.
Versuch 1.

a)43 53 48 59 53 64 60 59 57 T2 79 65 61 57
by4s 36 31 41 44 49 44 40 55 49 38 41 54 60
¢) 0417 417 +18 49 415 +16 419 +2 423 +41 +24| +7 —3
Versuch 2.

a) 76 96 98 97 95 96 91 120 92 96 85
by 82 92 86 72 69 76 69 90 68 82 79
o) —8 44|4+12 425 +26 420 422 +30 +-24 +14] +6
Versuch 3.
ay 80 8 77 79 80 90 90 91 85 80 8 81 73
by 88 80 56 61 70 72 70 59 73 84 72 68 72
¢) —3 +5[+21 £18 10 18 420 +32 12| —4 +13 +13 +1

Wir ersehen aus dem Zahlenmaterial, daB die Induktionsresiduen
in voller Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der zahlreichen und
mannigfaltigen vorangehenden Versuche aus dem Laboratorium von
Prof. GURWITSCH stehen. Unser n#chster Schritt bestand in dem Nach-
weis, dafl zumal in den betreffenden Entwicklungsstadien, das Induk-
tionsvermdgen tatsichlich nur der Gehirnsubstanz zukommt. Da die
gesonderte Priifung jedes einzelnen Gewebes und Organs zu schwierig
und zeitraubend wire, haben wir uns gewissermallen auf einige Stich-
proben beschriinkt, von denen wir einen Protokollauszug in Tab. 2 geben.

Tabelle 2. Induktion aus dem zu einem Brei verriebenen enthirnten Axolotlembryo.
Versuch 1.

a) 52 49 55 45 47 56 57 51 51 54 54 39 44 38 36

by 51 50 52 42 50 52 55 51 56 54 53 45 39 34 40

¢) +1 —1 +3 43 —3 44 42 0 —5 40 +1 —6 +5 +4 —4

1) Und zwar bis auf einige neuere, am Schlusse geschilderte Versuche, die
mit der necuen Hefemethodik ausgefithrt wurden.
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Versuch 2.
a) B7 56 62 60 65 53 53 49 50 56 59 76
by 55 56 68 63 60 58 47 43 50 59 57 73
c) +2 O —46 —-3 45 —5 -6 -6 0 —3 +2 +3
Induktion mit Leberbrei eines Axolotl vom gleichen Alter.
a) 56 49 59 55 74 65 56 56 54 55 56
b) 53 45 57 50 75 64 61 53 57 60 56
¢) +3 44 42 45 —1 +1 —5 43 —3 —5 0

Wir sehen somit, dafi die urspriingliche Vermutung von A. und
L. GurwiTscH beziiglich des Strahlungsmonopols des Gehirnes, zumal
auf bestimmten Embryonalstadien, zu Rechte besteht.

Der Weg der weiteren Untersuchung lag nun klar vorgezeichnet:
es galt sowohl nach riickwiirts, wie nach vorwirts zu gehen, bzw. die
Verhaltnisse sowohl in den frithesten Embryonalstadien, als beim er-
wachsenen Organismus zu priifen.

Indem wir uns zunichst letzteren zuwenden, missen wir von der
Erwigung ausgehen, die schon fiir A. und L. GURWITSCH maligebend
gewesen: ein etwaiges Strahlungsvermdgen des erwachsenen Gehirnes
wire ein biologischer Unsinn, da ja die von einem allseits von einer
Knochen- bzw. Knorpelkapsel eingeschlossenen Organ ausgehende
Strahlung den anderen Kérpergeweben keinesfalls zu Nutzen kommen
kénnte. Als Strahlungstriiger kime vielmehr nur ein Kérpersaft, vor allem
das Blut in Betracht. DaB diese naheliegende Erwiigung ihre volle ex-
perimentelle Bestitigung fand, wurde bereits von A. und L. GUrRwITSCH
in einer vorangehenden Arbeit mitgeteilt (dieses Archiv Bd. 107).

Es galt fiir uns vor allem auch den entsprechenden negativen
Beweis von dem Versagen des erwachsenen Gehirnes zu erbringen,
was ebenfalls in vollem Malle gelang. Kin frisch bereiteter Brei aus
dem Gehirn erwachsener Axolotln versagte vollstandig (vgl. Tab. 3).

Tabelle 3. Induktion mit frischbereitetem Brei aus erwachsenem Axolotlhirn.
Versuch 1.
a) 49 44 41 49 35 38 47 39 52 60 35 H51 60O 52
by 46 43 39 44 36 40 45 41 52 45 40 51 46 49
¢) +3 +1 42 +5 —1 -2 42 —2 0 45 —5 0 +4 +3
Versuch 2.
ay72 79 8 76 75 78 73 75 76 80 82
by72 77 83 73 78 76 69 80 75 U6 90
¢ 0 42 —2 43 —3 42 44 —5 +1 +5 —8
(Bezeichnungen vgl. Tab. 1.)

Gelingt es nun nicht, aus dem Gehirnbrei erwachsener Individuen
die mitogenetische Strahlung zu erzeugen, so ist damit noch nicht
gesagt, daB das Gehirn jede Beziehung zur Produktion mitogener
Stoffe, namentlich des Mitotins einbiit. Unsere Erfahrung mit friihen
Embryonalstadien, iiber die im weiteren berichtet wird, zeigen uns,

W. Roux’ Archiv f. Entwicklungsmechanik Bd. 108, 4]la
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daB bereits im Stadium offener Medullarplatten, ja noch friher, die
Gehirnsubstanz bereits das Strahlungsmonopol besitzt. DaB die physio-
logische Eigenschaft, die in einer Organanlage bereits so friihzeitig auf-
tritt und demselben fiir die ganze Dauer der Embryonalentwicklung er-
halten bleibt, von einem bestimmten Lebensstadium ab véllig abhanden
kime, erschien uns auf Grund allgemeiner Erwagungen als wenig plau-
sibel. Finden wir ja ganz allgemein, daf} die funktionellen Eigenschaften
der iibrigen Organe im Laufe der Embryonalentwicklung allmiahlich aus-
und umgebildet werden, um im Laufe des ganzen Lebenszyklus, aller-
dings unter nicht unbedeutender allmihlicher Evolation, zu persistieren.

Durch diese Erwdgungen geleitet, suchten wir nach einer experi-
mentellen Entscheidung der Frage, die uns bis zu einem gewissen
Grade, wie wir wohl annehmen diirfen, tatsichlich auch gelang.

Halt man an dem bereits mehrfach zitierten Nachweise von dem
Induktionsvermégen des Blutes erwachsener Individuen fest, so bleibt
noch zunidchst die Frage nach dem Produktionsorte der mitogenen
Stoffe offen. Sollte unsere Vermutung von der Betitigung des Gehirnes
an der Produktion zumal eines der mitogenen Stoffe zu Rechte be-
stehen, so stiinde zu erwarten, dall das Induktionsvermégen des Blutes
enthirnter Frosche erlischt. Es zeigte sich in der Tat, dal dieses der
Fall ist. Die Versuche wurden mit vier Froschen ausgefithrt, denen
in moglichst schonender Weise das Gehirn (in drei Féllen ohne Lobi
optici, in einem sami demselben) entfernt wurde. Die Induktions-
versuche wurden erst 4 bis 6 Tage nach der Operation vorgenommen,
wo etwaige Mitotinvorriite im kreisenden Blute bereits erschépft sein
miifiten. Die operierten Frdsche hielten sich, was Blutzirkulation und
Atmung anlangt, soweit ersichtlich ganz normal.

Es wurde nun von der entbléten Bauchvene aus, nach einem von
A. und L. GURWITSCH bereits kurz erwihnten und in einer nachfolgen-
den Arbeit von Herrn SORIN noch ausfithrlicher zu schildernden Ver-
fahren induziert. Die Ergebnisse waren in allen Versuchen glatt negativ.

Tabelle 4. Induktionsversuche mit enthirnten Froschen (Induktion von der
Bauchvene aus).
Versuch 1.
a) 82 72 82 69 77 61 65 67 54 75
b) 83 79 83 73 74 67 62 76 62 77
¢¢—1 -2 -1 -4 43 —6 4+3 -9 —8 2
Versuch 2.
a) 38 37 48 36 34 32 28 42 34
b) 42 38 43 39 33 31 31 44 37
c)y—4 —1 +5 -3 +1 +1 —3 —2 -3
Versuch 3.
a) 54 60 68 70 66 68
b) 66 61 72 67 63 76
¢) —12 -1 —4¢ 43 43 -8
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Wir sind uns wobl bewuBt, dall die Verwertung dieser Versuche
zur groBten Vorsicht mahnt. Iis taucht vor allem der Einwand auf,
daB bei unsern enthirnten Froschen der grifite Teil der Hirnsubstanz,
das ganze Riickenmark und sogar ein bedeutender Teil des Gehirnes
{Lobi optici) erhalten bleibt. Es erscheint unter diesen Umstiinden
nur wenig plausibel, da die Gehirnhemisphiren rein stofflick als eigent-
liche Mitotinerzeuger in Betracht kimen, bzw. in dieser Hinsicht eine
bevorzugte Stellung im Vergleich zu den {ibrigen Bestandteilen des
Zentralnervensystems hiitten. Die Gedanken werden vielmehr auf
verschiedene andere Moglichkeiten gelenkt: es wire vor allem zu er-
wigen, dall von dem GroBhirn aus moglicherweise diejenigen Organe
innerviert werden, die als eigentliche Erzeuger mitogener Stoffe zu gelten
haben und dieselben dem Blute mitteilen. Der Ausfall unserer Versuche
wire ja natiirlich unter diesen Umstéinden ebensogut erklirlich. Wei-
tere Versuche scheinen indes viel eher unserer urspriinglichen Annahme
Recht zu geben oder wenigstens zu ihren Gunsten zu sprechen.

Durch die Gesamtheit der nur zum Teil bereits verdffentlichten
Erfahrungen aus dem Laboratorium von Prof. GURWITSCH erscheint es
hochst plausibel, dall der der mitogenetischen Strahlung zugrunde
liegende enzymatdse Prozel ein solcher oxydativer Art ist und daf
die von L. GURWITSCH provisorisch postulierte Mitotase kein spezi-
fisches genuines Oxydationsferment ist, sondern durch verschiedene
Oxydasen, bzw. Peroxydasen vertreten werden kann. Es wurde daher
versucht, unserer Hypothese von der Bedeutung des Gehirnes als eines
Mitotinproduzenten dadurch eine weitere Stiitze zu verleihen, daf§ wir
den inaktiven Gehirnbrei durch Zusatz einer Peroxydase zu aktivieren
suchten. KHine solche wurde uns in freundlichster Weise durch Herrn
Kollegen BaroN iiberlassen, wofiir ich ihm an dieser Stelle meinen
herzlichen Dank aussprechen méchte.

Die Versuche wurden tatsichlich von Erfolg gekrént, wogegen jeder
Effekt bei Zusatz der Peroxydase zu einem Brei aus Leber, Muskel-
substanz und auch Riickenmarksubstanz ausblieb. Letzterer Umstand
steht zwar im besten Einklang mit unseren Ergebnissen an hirnlosen
Froéschen, ist aber an sich recht befremdlich. Wir geben daher gerne
zu, dafl unsere Auffassung von der Bedeutung des GroBhirns erwach-
gener Organismen als Mitotinproduzenten nur provisorischer Natur ist
und noch weiterer Nachpriifung bedarf.

Es sei noch der Vollstindigkeit wegen erwihnt, daBl die Versuche
letzten Gruppe z. T. mit der neuen von Herrn BARON in unserem
Laboratorium eingefiilhrten Hefemethodik ausgefiithrt wurden, die viel
einfacher, schneller und leichter als unsere urspriingliche ist und in den
nachfolgenden Arbeiten aus unserem Laboratorium wohl fast ausschlie-
lich zur Anwendung gelangen wird. Als Detektor mitogenetischer

41%*
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Strahlen werden nunmehr an Stelle von Zwiebelwurzeln Hefekulturen
auf Agar benutzt. Der Prozentsatz der sprossenden Zellen 1t sich
an Anstrichpriparaten leicht und genau bestimmen und durch Kon-
trolle sicherstellen (vgl. die nachfolgende ausfiibrliche Arbeit von BARON).

Zweites Kapitel.
Mitogenetische Strahlung aus der Medullarplatte.

Die Versuche, die diesem Kapitel zugrunde liegen, sind nur orien-
tierender Natur und beanspruchen keinesfalls den Gegenstand zu er-
schipfen, erscheinen uns aber immerhin der Mitteilung wert.

DaB wir auf Grund unserer vorangehenden Erfahrungen ein Strahlungs-
vermogen der Medullarplatte vermuten durften, bedarf keiner Recht-
fertigung. Das Interesse an dieser Frage wurde noch durch die mog-
lichen Beziehungen zu den SpremanNschen Organisatoren erhoht.

Es wurden fiir unsere Versuche zunichst Axolotlkeime mit ziemlich
weitklaffenden Medularrinnen benutzt. Der von den Schleimhiillen
befreite Keim wurde in eine kleine Delle einer Paraffinplatte sanft
eingekeilt und mit feinen lanzenférmigen Pripariernadeln die Medullar-
platte desselben abgeschnitten. Zwei solche Medullarplatten wurden
sofort mit einem feinen Glasstab zu einem Brei verrieben und in eine
Kapillare eingesogen, worauf mit derselben sofort induziert wurde.
In gleicher Weise wurde auch der verbleibende Korperrest der Larven
verarbeitet und zur Induktion verwertet. Die Ergebnisse waren folgende:

. Tabelle 5. Induktion mit einem Brei aus Medullarplatten.
a) 35 37 35 30 3¢ 27 30 31 22 35 40 30 23
by 38 32 20 16 16 23 18 23 28 30 27 27 26
6) —3 +5 +15 414 18 44 +12 48 —6 5 413 +3 —3

Induktion mit dem Brei aus dem Korperrest derselben Larven.
a) 41 40 39 41 37 43 40 40 45 50 44 45
by 43 35 35 37 40 49 39 38 43 42 38 43
¢y —2 45 +4 44 —3 —6 1 +2 42 48 46 -2

Das Induktionsvermégen junger Larven mit offener Medullarrinne
ist demnach auf letztere beschriankt.

Es wurde nun versucht, die Ergebnisse auch an lebenden intakten
Larven nachzupriifen. DaB diese Versuche nur orientierender Natur,
bzw. ungeniigend an Zahl sind, wurde oben bereits betont. Der von
den Hiillen befreite Keim wurde vorsichtig in eine Glasrbhre ein-
gesogen und die noch offene Medullarrinne mit ihrer L#ngsachse
parallel zur Wurzelachse eingestellt und genau zentriert. Kontroll-
versuche wurden mit der Bauchseite von Keimen desselben Stadiums
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind aus den Tabellen zu entnehmen.



Das Nervensystem als Quelle mitogenetischer Strahlung. 615

Tabelle 6. Induktion mit intakter offener Medullarplatte.
a) 42 40 41 44 47 30 24
b) 42 40 26 20 35 3¢ 24

¢ 0 0l+15 +15 +12| —4 0

Induktion mit der Bauchseite des gleichen Stadiums.
a) 51 59 42 59 53 47 52 52 56
b) 51 60 51 62 58 44 55 57 54
g 0 —1 —9 —3 5 43 —3 —B 42

Eine Zusammenstellung der Zahlen mit denjenigen des voran-
gehenden Versuches ergeben einen betrichtlichen, leicht zu deutenden
Unterschied.

Die Induktionsresiduen mit dem Brei aus der Medullarplatte sind
breit, diejenigen aus der intakten, offenen Medullarplatte beschrinken
sich dagegen auf einen Streifen von etwa 30u. Zieht man die Kon-
figuration der engen Medullarrinne in Betracht, so 1afit sich der Sach-
verhalt wohl etwa so deuten, dall die Strahlung nur von der Innen-
fliche der Medullarplatte (bzw. dem zukiinftigen Zentralkanal) ausgeht,
und, wie*eine einfache geometrische Konstruktion in diesem Ialle
ergibt, in Form eines schmalen Biindels heraustritt. Die dicken Zell-
lagen der Medularplatte, bzw. der umliegenden Gewebe, miiiten dann
die Ausstrahlung nach den anderen Richtungen bedeutend abschwiichen,
bzw. aufhalten. Diese Schlufifolgerung steht u. a. auch im besten
Einklang mit den Ergebnissen von A. und L. GurwITscH (vgl. u. a.
GurwiTscH, Das Problem der Zellteilung usw. S.159). Unsere Ver-
mutung von der friihzeitigen Lokalisation des Induktionsvermdgens in
der Medullarplatte scheint demnach sich zu bewshren. Es gewinnt
dadurch auch der Gedanke an Berechtigung, es mége sich hier um
cinen Zusammenhang zwischen dem Induktionsvermégen und dem
Organisator im SpEMaANNschen Sinne handeln. Wie dieser Zusammen-
hang des niaheren zu denken wire, 148t sich allerdings zur Zeit noch
nicht aussagen. Das Kine steht allerdings fest: das Induktionsver-
mogen tritt frither als die embryonale Determination auf, obwohl es
sich von vornherein auf den animalen Bezirk des Keimes beschrankt,
der ja auch den spiter auftretenden Organisator in sich fafit.

Dieser Satz kann aus unseren Versuchen mit friilhen Morulae von
Axolotln abgeleitet werden.

Es scheint hier nur die animale, nicht aber auch die vegetative
Hemisphére auszustrahlen.

Tabelle 7. Induktion mit der animalen Hemisphire einer Morula.
a) 91 98 105 81 92 92 90 86 90 106
b) 84 84 90 50 68 71 72 63 75 93
¢) +7 14 +15 431 424 21 418 423 +15 13
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Induktion mit der vegetativen Hemisphiire derselben Morula.
a) 30 38 35 32 37 32 34 37 39 3T 30 29
by 33 40 32 38 40 37 40 34 34 42 32 26
¢ —3 -2 43 —6 —3 —5 —6 43 45 —5 —2 3

Der mehr diffuse Charakter der mitogenetischen Strahlung wihrend
der Furchung erscheint telelogisch durchaus plausibel, und zwar so-
lange jede lokalisierte Formbildung noch aussteht. Es erscheint aber
um s0 bedeutungsvoller, daB, sobald ein Organisator im Keime auf-
tritt, auch die mitogenetische Strahlung sich auf eine bestimmte, mehr
zircumskripten Herd beschrinkt, der wie es scheint, riumlich mit dem
Organisator zusammenfillt. Letztere Behauptung liBt sich aus folgen-
den Verauchen ableiten:

Wihrend der Gastrulation bis 2u ihrer Vollendung scheint der ganze
Keim bis auf den Dotterpfropf auszustrahlen. Es erhellt dieses aus
dem Ergebnis des Versuches (Tab. 8), wo mit der Blastoporusregion im
Stadium der abgeschlossenen ventralen Urmundlippe induziert wurde.

Tabelle 8. Induktion mit kreisférmigem Blastoporus.
a) 103 102 100 100 109 102 81 86 76 70 77 84 105 111 86 95 86
b) 98 93 98 77106 85 58 62 55 73 69 80 85 88 77 80 83
o} 45 498 42 423 3417 423 424 421 —3 18 419042349 +15 43

Wir sehen hier, daB der breite Induktionsstreifen eine Unter-
brechung aunf drel benachbarten Schnitten annihernd in der Mitte
erfahrt, was wohl am ehesten so gedentet werden kann, daBl der relativ
breite Dotterpfropf eipe Liicke in der Strahlungsquelle erzeugt, und,
da die Strahlung von den Blastoporuslippen natiirlich diffuser Art ist,
dadurch gewissermaBen ein Halbschatten entsteht.

Indem nach AbschluB der Gastrulation die Flankenbewegung des
Medullarmaterials medialwirts beginnt, wie es namentlich GORTTLER
nachweisen konnte (Arch. f. mikroskop. Anat. u. Entwicklungsmech.
Bd. 104) und der Organisator sich ebenfalls auf diese Region mehr und
mehr beschrinkt, wird auch der Induktionsherd immer zirkumskripter,
indem er schlieBlich bei der Aushildung und Vertiefung der Medullar-
rinne in die Tiefe, d. h. in die spitere Medullarréhre riickt.

Wir glanben mit diesen Ergebnissen einen befriedigenden Gesamt-
uberblick iiber die Ausbildung der Strahlungsquelle fiir den ganzen
Verlanf der Embryogenese gewonnen zu haben. Weiteren, bereits im
Gange befindlichen Untersuchungen bleibt es vorbehalten, in das grofie
Problem etwas tiefer vorzudringen.



