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Aetinomyein D (250 y/ml) hemmt in Suspensionskulturen yon 
Physarum polycephalum spezifiseh die t~NS-Synthese, w/ihrend 
die DNS- und Proteinsynthese innerhalb der ersten drei Stunden 
nur wenig beeintrgchtigt werden. Die AuslSsung einer synchronen 
Kernteilung in Makroplasmodien kann dutch 250 7/ml Aetinomy- 
tin D verhindert oder stark verzSgert werden, sefern der Hemm- 
stoff sp~testens zu Beginn des letzten Drittels der Interphase 
(~  2 Stdn. ve t  Prophase) dem Medium zugesetzt wird. Die 
Mitosehemmung ist durch Auswasehen des Hemmstoffes rever- 
sibel. Die Ergebnisse spreehen dafiir, dag zur Vorbereitung einer 
Mitose w/ihrend des gr6Bten Teiles der Interphase DNS-abh~n- 
gige RNS neu gebildet werden muB, die m6glieherweise als 
Informationsiibertrfiger die Synthese mitosespezifischer Proteine 
kontrolliert. Es wird eine Arbeitshypothese diskutiert, naeh der 
die Mitose als ein dureh Genregulation gesteuerter Vorgang auf- 
zufassen w~ire. 

Actinomyein D (250 y/ml) specifically inhibits I~NA synthesis 
in suspension cultures of Physarum polycephalum whereas DNA 
and protein synthesis are less affeeted within the first three 
hours. Onset of synchronous mitoses in macroplasmodia is pro- 
hibited or largely delayed by 250~'/ml actinomycin D if the 
inhibitor is added to the medium at or prior to the beginning 
of the last third of interphase (~  2hrs. prior to prophase). 
Removal  of the inhibitor from the medium reverses the 
inhibitory effect on mitosis. The results indicate that  prepa- 
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ration of mitosis requires synthesis of DNA dependent. I~NA 
during the major part of int.erphase. These gNA molecules 
possibly carry information for the synthesis of proteins specif- 
ically involved with mitosis. A working hypothesis is discussed 
suggesting that mitotic activities may by controlled by gene 
regulavion. 

Die mit der Regulation der Zellteilung verkniipften chemischen Pro- 
zesse sind noch weitgehend unbekannt. Zu ihrem Studium werden viel- 
faeh synchrone Zellsysteme verwendet, die es gestatten, geniigend 5Iate- 
rial fiir bioehemische Untersuchungen zu gewinnen, des definierte 8tadien 
des Teilungscyclus reprfisentiert. Neben verschiedenen Systemen, die z. ]3. 
durch Temperaturschoek-Behandlung 1 oder dutch Einwirkung yon Anti- 
metaboliten s kiinstlich synchronisiert werden k6nnen, hat in den letzten 
Jahren ein Schleimpilz, P h y s a r u m  p o l y c e p h a l u m  a, besonders an Bedeutung 
gewonnen, der einen natiirlieh synchronen Kernteilungsrhythmus zeigt 4. 
Dieser Organismus bildet in seiner vegetativen Phase vielkernige Plas- 
modien, die auf einem sterilen, fliissigen Nghrmedium 5 als scheiben- 
fSrmige Syncytien bis zu einer Gr61~e yon etwa 8 cm Durchmesser ge- 
ziiehtet werden k6nnen. 8olche Makroplasmodien enthalten mehrere Mil- 
lionen Zellkerne, die sich bei 26 ~ C etwa alle 9 Stunden yell synchron durch 
Mitose teilen. Die natiirliche Synchronie ist offenbar dureh des Fehlen 
yon Zelhvfinden zwischen den Kernen bedingt. 

Die Verdoppelung der Desoxyribonucleinsgnre (DNS)* erfolgt im 
ersten Drittel der Interph~se 6, 7, wghrend Ribonucleinsgure (RNS) w/ih- 
rend des gesamten Generationscyclus synthetisiert wird. Die RNS- 
Synthese zeigt jedoch ein Minimum zur Zeit der Mitose und ein Maximum 
nach Abschlnl] der DNS-ReplikationK tIemmversuche 8 mit dem DNS- 
Antimetaboliten 5-Fluor-2'-desoxyuridin 9 sprechen ffir eine strenge zeit- 
liche Korrelation zwischen DNS-Synthese nnd der ngchsten Mitose, ob- 

* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: DNS = Desoxyribonuclein- 
sgure, ~NS = Ribonucleins/~ure; m-RNS -- Messenger-Ribonucleinsaure; 
T C E  = Trichloressigsgure. 
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gleieh beide  Ereignisse dureh  eine lange G~-Periode (pr/ tmitotisehe I~uhe- 
phase  ~~ ge t renn t  sind. 

I n  der  vor l iegenden Arbe i t  wurde  die W i r k u n g  des Ant ib io t i eums  
Ae t inomye in  D auf die Ze i tbe s t immung  und  den Ablauf  der  synehronen 
Mitose in Physarum polycephalum s tudier t ,  u m  Hinweise  auf die Rolle  der  
DNS-abh/~ngigen R N S  (Messenger-RNS; m-RNS)  bei  der  Regu la t ion  der  
Mi tose t~t igkei t  zu gewinnen.  Die Ac t inomyc ine  11 h e m m e n  bei zahl- 
re iehen Organismen und  in v i t ro  spezifiseh die Synthese  DNS-abh~ngiger  
I~NS ~2, t3 durch  K o m p l e x b i l d u n g  mi t  Guanin-ha l t igen  Absehn i t t en  der als 
N a t r i z e  d ienenden  DNS la. Die Ae t inomye ine  sind daher  nt i tzl iehe Hilfs- 
mi t t e l  zum S tud ium genet iseh ges teuer te r  Prozesse.  

M e t h o d i k  

Kultivierung von Physarum polycephalum. Der Organismus wurde routine- 
m~Big als eine Suspension von Mikroplasmodien in einem sterilen, fliSssigen 
Niihrmedium geziichtet '~. Die stark formvergnderlichen Mikroplasmodien 
erreichen in einer maschinell geschfittelten Submerskultur  eine durchschnitt-  
]iche Gr/SBe von 0,1 mm und sind vielkernig. Alle Kerne innerhalb eines 
einzigen Plasmodiums Ceilen sieh synchron, jedoch besteht  zwischen den 
Plasmodien einer Suspension keine Synchronie. Makroplasmodien wurden 
durch Fusion zahlreicher Mikroptasmodien auf einer Fi l terpapierunterlage 
hergestellt ,  wie an anderer Stetle ausfiihrlich beschrieben wurde 6 8. UnmitteL 
bar  naeh der F~tsion sistiert jede Mitoset~tigkeit.  Nach ca. 5 Stdn. erseheint 
die erste synehrone Mitose, an der sieh unter  optimalen Bedingungen s-~mttiche 
Kerne mi t  h6chstens ~: 5 Min. Zeitdifferenz beteiligen. Weitere synchrone 
Teilungcn folgen im Abstand von 8--10 Stdn. bei 26 ~ C. 

Einwirkung von Aetinomycin D. Vorversuche zeigten, dab relativ hohe 
Dosen yon Actinomyein D ( >  30 7/ml) erforderlich sind, um das Waehstum 
von Physarum polycephalum zu beeinflussen. Vcrsehiedene Unterlinien des 
Organismus, die alle yon einer Kul tur  abstammten,  die jedoch mehrere Monate 
getrennt~ gez/iehtet wurden, zeigtcn untersehiedliche Empfindliehkeit  gegen 
diesen Hemmstoff.  In  den hier beschriebenen Versuchen wurden eine ,,emp- 
findliehc" (B") und eine ,,wenig empfindliche" Linie (B') sowie Hemmstoff- 
konzentrat ionen yon 100--250 7/ml angewendet. 
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Die unterschiedlichen Effekte yon Actinomyein D auf die Biosynthese 
der Nucleinsguren und der Proteine wurden an nieht synchronen Suspen- 
sionskulturen der ,,empfindlichen" Linie (B H) wie folgt tmtersucht. Drei 
Kul turen h 20 ml (entsprechend ca. 60 mg Protein) wurden 60 Stdn. naeh 
Inoculation vereinigt, mit  20 ml Medium verdfinnt, davon je 10 ml in sechs 
50 ml Erlenmeyerkolben pipettiert und mit 120 Perioden/Min. masehinell 
gesehfittelt. Naeh 45 Min. wurden drei der t~2ulturen mit je 2,5 mg Aetinomy- 
ein D (Merck, Sharp & Dohme, Rahway, N.J . ) ,  gelTst in 0,1 ml eiskMter 
aqua dest., versetzt. Eine Minute sphter wurden zu je einer Kontrollkult.ur 
und zu je einer mit. dem Hemmstoff versetzten Kuitm" eine der folgenden 
radioaktiv markierten Synthesevorstufen zugegeben: a) 100 aC 3H-Thymidin 
(0,6 C/mMol, The Radioehemieal Centre Amersham, Buckinghamshire, Engl.); 
b) 50 aC aH-Cytidin (1 C/mMol, Schwarz Bioreseareh Inc., Mount Vernon, 
N.Y.) ;  e) 134 aC 3H-Lysin (54,7 mC/mMol, Amersham). Im Verlaufe yon 
drei Stunden wurden in versehiedenen Zeitabst/inden 1 ml-Proben entnommen 
und in 15-ml-ZentrifugenrThrehen mit i ml eiskalter 0,5n-Triehloressigstiure 
(TCE) vermiseht. Naeh mindestens 15 Min. Stehen in Eis wurden die s~ure- 
unlTsliehen lRfieksth~nde abzentrifugiert und 2mal mit  je 1 ml der folgenden 
Wasehflfissigkeiten dutch Resuspendieren und Zentrifugieren bei 0~ ge- 
wasehen: 0,25~-TCE, 8o/o TUN in Aeeton, 96proz. Xthanol. Die getroekneten 
!Rtiekstgnde der mit  SH-Thymidin und mit  31l-Lysin markierten Proben 
wurden in 0,7 ml 98proz. Ameisens~ure fiber Naeht bei 35~ gel6st. Die 
mit 3It-Cytidin markierten Proben wurden mit  0,7 ml l~ibonuelease-Lhsung 
( t 0O y/ml Fankreas-P~ibonuelease, Serva Heidelberg, 5ma.l kristMlisiert, 
10 Min. bei 97~ erhitzt, in 0,025m-TRIS-Puffer pH 7,4) fiber Naeht bei 
350 C extrahiert, ansehliel]end mit 3,5 ml 96proz. ~thanol  versetzt und nach 
2 Stdn. Stehen in Eis zentrifugiert. Zur Messung der Radioaktivith.t nn 
Packard TRICARB Scintillationsspektrometer wurden 0,1 ml der Ameisen- 
s~urelhsungen bzw. 0,5 ml der Ribonucleaseextrakte in 10 ml Seintillations- 
fl/i~ssigkeit [7g/1 2,5-Diphenyloxazol, 0,3g/1 1,4-Bis-2-(4-methyl-5-phenyl- 
oxazolyl)-benzol, 100 g/1 Naphthalin in Dioxan] verwendet. Nur die innerhalb 
der ersten Stunde naeh Zugabe der Seintillationsfl~issigkeit gemessenen 
Impulse wurden verwertet, da die Zfihlausbeute bei 1/ingeren Messungen, often- 
bar infolge geringer Niederschlagshildung, langsam abfiel. Die Radioaktivi- 
t.fitsmessungen wurden naeh Zusatz eines inneren Standards (tritiiertes ~Vasser, 
entspreehend 23 000 Zerf/ille/Min.) wiederholt, um den Quench-Effekt zu 
eliminieren. 

Die Wirkung yon Aetinomyein D auf die Mitoset/itigkeit wurde an Ober- 
fl/iehenkulturen synehroner Makroplasmodien studiert, die dureh Fusion 
suspendierter Mikroplasmodien hergestellt und naeh Ablauf der 2. synehronen 
Kernteilung in den Versuch genommen wurden. In  versehiedenen Stadien 
des Teilungseyclus wurden sektorfhrmige Stfieke (2 - - t  em 2) eines Plasmo- 
diums abgetrennt und auf frisehes Medium mit 100--250 y/ml Actinomyein D 
bzw. auf I~ontrollmedium fibertragen. Die abgetrennten Stfieke wuehsen als 
eigenst~ndige Plasmodien weiter, wobei die Kontrollen den Mitoserhythmus 
der Mutterkultur fiber zwei bis drei Teilungen mit nu t  geringen Abweiehungen 
beibehielten. Der Ablauf der Mitosen wurde dutch Herstellung yon Quetseh- 
pr~tparaten, die naeh ca. 2 Min. Alkoholfixierung mit dem PhasenkonSrast- 
mikroskop untersueht wurden, verfolgt. Zur Messung des Einbaues yon 
3tI-Cytidin wurde je eine Hfi.lfte eines Makroplasmodiums auf Kontroll- bzw. 
auf Aetinomyein D-Medium iibertragen. Naeh 30 und 100 Min. wurden yon 
jeder KulturhNfte Teilsttieke (2--4 cm 2) abgetrennt und 15 M~n. auf ent- 
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sprechenden radioaktiven Medien mit 2 ~C/ml 3H-Cytidin (1 C/mMol) inku- 
biert. Die Aufarbeitung der markierten Proben erfolgte wie oben beschrieben. 
Der RNS-Gehalt wurde dutch UV-Absorptionsmessung bei 260 m~ in den 
Bibonuele~se-Extrakten ermittelt (T I~NS/ml -- 34 �9 E2G0). 

E r g e b n i s s e  

Abb. 1 zeigt die selektive Hemmung der RNS-Synthese in einer nicht 
synchronen Suspensionskultur durch 250T/ml Actinomycin D. Die 
Proteinsynthese, gemessen am Einbau yon aH-Lysin, wurde w/thrend der 
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Abb. 1. Wirkung  yon Actinomycin D auf die DNS-, I~NS- und Proteinsynthese in nicht  synchronen 
Suspensionskultl lren (B"). E inbau  yon 8H-Thymidin, 3H-Cytidin and 3tt-Lysin:  .--* Kontrol len;  

• ---  x nach Zugabe yon 250 7/ml Act inomycin D zum Zei tpunkt  0 

ersten drei Stunden praktisch nicht und der Einbau yon aH-Thymidin in 
die DNS nur wenig beeintrg, chtigt. Dies spricht dafiir, daft Actinomycin D 
trotz der erforderlichen hohen Konzentration bei Physarum polycephalum 
selektiv die Synthese der DNS-abh/~ngigen RNS blockiert, analog dem bei 
anderen, wesentlich empfindlicheren Systemen beobachteten Wirkungs- 
mechanismus le, 13 

Die Anderung der RNS-Syntheserate im Verlaufe eines Teilungscyclus 
synchroner Makroplasmodien ist aus Abb. 2 zu ersehen. In  l~bereinstim- 
mung mit friiheren Untersuchungen 7 steigt die Einbaurate von aH-Cytidin 
nach einem Minimum zur Zeit tier Mitose im ersten Drittel der Interphase 
allm/~hlich his zu einem deutlichen Maximum an, das zeitlich mit dem 
AbschluB der DNS-Verdoppelung in den Kernen zusammenf/illt. 
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In Abb. 3 ist der Effekt von Aetinomycin D auf den Mitosezeitplan 
synchroner ~lakroplasmodien der beiden verschieden empfindlictlen 
Linien B' und B" wiedergegeben. Auf der Abszisse ist der Zeitpunkt der 
Hemmstoffzugabe, auf der Ordinate die VerzSgerung des Beginns der 
Mitose (M) gegeniiber der Kontrolle angezeigt. Die ausgezogene Kurve 
entsprieht dem Effekt bei kontinuierlicher Einwirkung yon 200 y/ml 
Aetinomycin D auf Plasmodien der ,,wenig empfindliehen" Linie (B'). 
Die gestrichelte Kurve zeigt die Wirkung in Kulturen derselben Linie, die 
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Abb. 2. Pu l smark ie rung  synchroner  Makroplasmodien (B") mi t  ~H-Cytidin. Die Mel3punkte geben 
die spezif. I~adioaktivi t i i t  der I~NS yon ca. 2 em 2 gro6en Plasmodienst t teken an, die in verschiede- 
tlen Stadien zweier aufe inander  folgender Kernte i lungscyelen yon vier  parallel angesetz ten  Makro-  
plasmodien abge t renn t  und 15 Min. m i t  2l.~C/ml 3I{-Cytidin m a r k i e r t  wur~len. Gleiehe Symbole 
kennzeichnen Teilst, fieke ein und desselben 5Iakroplasmodiums,  ~,/: Zei tpunkte  synehroner  Kern-  

t, e ihmgen (Telophase) 

nach 4 Stdn. Behandlung mit 200 T/ml Aetinomyein D wieder auf nor- 
males Medium tibertragen wurden (Pulsbehandlung). Der t lemmstoff 
ha tte bei B'-Kul~uren nut  geringe Wirkung, wenn er w//hrend der letzten 
zwei Drittel der Interphase vor Mitose (M) zugesetzt wurde. Zugabe 
w/~hrend oder vor der vorausgehenden Mitose (M-l) verzSgerte den Beginn 
yon ~{itose (21//) hingegen um mehr als 5 Stdn., sofern die Hemmstoff- 
einwirkung nieht unterbroehen wurde. Diskontinuierliehe Behandlung 
w/~hrend jeweils einer Periode yon 4 Stdn. hatte nur geringen Effekt, 
unabh~;ngig vom Stadium des Teilungseyelus. Dies sprieht fiir eine weit- 
gehend reversible Bindung yon Aetinomyein D an die DNS yon Physarum 
polycephalum. 

Die relativ geringe Wirkung einer Behandlung mit Aetinomyein D 
wiihrend der letzten zwei Drittel der Interphase ist wahrscheinlieh auf 
eine nur unvollst/indige Hemmung der RNS-Synthese unter den gew/~hlten 
Versuchsbedingungen zuriiekzuftihren. Die intrazellul/~re Hemmstoffkon- 
zentration erreiehte offenbar nut  sehr langsam eine H6he, die ausreicht, 

50* 
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um die l~NS-Synthese unter einen kritischen Wert zu senken, unter dem 
die Vorbereitung der n/iehsten Mitose entseheidend beeintr&ehtigt wird. 
Eine deutliehe Hemmung des Mitosebeginns wurde demnaeh nur dann 
beobaehtet, wenn Aetinomyein D 2--3 Stdn. vor dem RNS-Synthese- 
maximum zur Einwirkung kam. Eine verz6gerte Entfaltung der mitose- 
hemmenden Wirkung yon Aetinomyein D wurde aueh bei anderen Syste- 
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Abb. 3. Wirkung yon Actinomyein D auf den Zeitplan der Kernteilung in synchronen Makroplas- 
modien. Abszisse: Zeitpunkt der Hemmstoffzugabe. Ordinate: VerzSgerung des Beginns der Mitose 
(M) gegenfiber den Kontrollen. - -  Kontinuierliche Einwirkung yon 200 7/ml Actinomycin D an/ 
Kulturen der ,,wenig empfindlichen" Linie (B'); - - - - - -  desgl., jedoeh nur 4 Stdn. Einwirkung des 
Hemmstoffes (Pulsbehandlung). • Arretierung der Kerne in 5{etaphase. S~ulen: kontinuierliehe Ein- 
wirkung yon 250 ~/ml Aetinomycin D auf Kulturen der ,,empfind]ichen" Linie (B"); die Beobaeh- 
tung der Kulturen wurde 6 Stdn. nach Ab]auf der Mitose (M) in den Kontrollen beendet. M-2, M-I,  

M:  Zeitpunkte synehroner Mitosen (Telophase). P :  Prophase 

men beobachtet. M6glieherweise spielte auch in jenen F~llen eine nur 
teilweise Hemmung der I~NS-Synthese infolge Permeationssehwierig- 
keiten j5 oder untersehwe]liger Hemmstoffkonzentration im Medium 12 eJne 
Rolle. 

Der kritisehe Zeitpunkt, his zu dem eine Zugabe yon Actinomyein D 
die n/~chste Mitose noch nennenswert beeinflussen kann, liegt bei der 
,,empfindliehen" Linie (B") und bei Verwendung einer erhShten Hemm- 
stoffkonzentration yon 250 T/ml sehr viel sp/iter, n//mlieh am Ende des 
Zweiten Drittels der Interphase (Ss in Abb. 3). Dies sprieht dafiir, dal~ 
in Physarum polycephalum zumindest bis 2 Stdn. vor der Prophase die 

1~ A. K. Bal und P. R. Gross, Science 139, 584 (1963). 
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Synthese DNS-abhgngiger RNS zur Vorbereitung einer Mitose erforder- 
lieh ist. 

Tab. 1 zeigt deutlioh, dal3 die Lgnge der gegen Aetinomyein D un- 
empfindliehen Periode des Generationseyelus stark mit der Hemmstoff- 

Tabelle 1. I -[emmung der RNS-Syn t .hese  und  des Mi to sebeg inns  
dureh  v e r s e h i e d e n e  K o n z e n t r a t i o n e n  yon  A e t i n o m y e i n  D 

I Ie lnmstof fkonz .  (1/ml) 0,11 0,50 0,85 Cyelusst.adium* 

I00 25 53 Hemm~mg der BNS- 
200 32 (64) 82 66 Syntheserate o,~** 

lO0 > 3~t< 15 Ot Ot Verz6gerung des 
200 > 14 0,3 Mi~osebeginns (Stdn.) 

in friihcr,  mi t t le rer  und sp~itcr ln te rphase  win'de je ein Makrop lasmodium der Linie B" in drei  
glcieh groIle Sektoren getei l t  und letztere auf  fr isehes Medimn m i t  0, 100 und 200 ~/inI Act inomyein  
D f ibertragen.  Nach  30 (100)Min .  w u r d e n  yon Mien drei  Sektoren ea. 2 c m  2 grol]e Stiieke abge- 
t rennt ,  15 Min. auf  entspreehenden rad ioak t iven  Medien m i t  2 ~C/m] ~H-Cytidin h lkubier t  und an- 
sehliegend, wie im method .  Teil besehrieben,  aufgearbei te t .  Die W i r k u n g  auf  den Mitosebeginn 
wurde in den restliehen, nicht  radf i )akt iven Plasmodienst f ieken beobaehtet .  

* S t ad ium des Teilungseyclus zum Ze i tpunk t  der Hemmstof fzugabe .  Gesamtlf inge des Cyclus 
yon  Telophase zu Telophase = 1,0 (entspreehend 8,7 Stdn.).  

** % H e m m u n g  des Einbaues  yon *H-Cytidin in die R N S  30 (100) Min. naeh Hemmstof fzugabc .  
t Dauer  der N:etaphase:  1 - - 2  Stdn. (Kont rone  ~ 10 Min.). 

+f  Ar re t i e rung  der Kerne  in Metaphase.  

konzentration variiert und zwar parallel mit tier Wirkung auf die RNS- 
Synthese. Dureh 100 u Actinomycin D wurde nut dann tier Mitose- 
beginn verzSgert, wenn der Hemmstoff bereits in frtiher Interphase zuge- 
setzt wurde. Zugabe w/~hrend der Mitte tier Interphase oder sp/tter fiihrte 
lediglich zu einer Verl//ngerung des Metaphase-Stadiums. Die RNS-Syn- 
these war 30 Min. naeh Einwirkung yon 100 7/ml Aetinonlyein D nut 
ms gehemmt. Die weitere Abnahnle der RNS-Synthese zwisehen der 
30. und 100. Minute best/~tigt, dal~ die Hemmwirkung nm: langsam zur 
Entfaltung kommt. Demgegenfiber war bei Erh5hung tier Hemmstoff- 
konzentration auf 200 ~,/ml eine Zugabe yon Actinomycin D noeh min- 
destens bis zur Mitre der Interphase mitosewirksam. Parallel hierzu war 
die Hemmung der RNS-Synthese erheblieh verstarkt. 

Unter der Einwirkung yon Actinomycin D war eine Verkleinerung der 
Nueleolen und eine kSrnige Verdiehtung des Chromatins zu beobachten. 
Etwa zwei Stunden vor Eintritt in die Metaphase accumulierte das Chro- 
matin im Zentrum der Kerne um die Nueleolen,/~hnlich wie bei Beginn einer 
normalen Prophase ~ (Abb. 4). Auff/illig war ferner eine deutliehe Verl/tn- 
gerung des Metaphasestadiums auch in F/illen, in denen der Mitosebeginn 
noeh nieht verzSgert war. Unter Bedingungen, die eine verst/irkte Mitose- 
hemmung zur Folge hatten , war neben einer VerzSgerung des Mitose- 

16 E .  Gut tes  und S. Guttes,  Exper. [Basel] 20, 269 (1964). 
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beginns eme v611ige Arretierung der Kerne in Metaphase zu beobaehten, 
die im weiteren Verlauf zur Ausbildung zahlreieher pyknotiseher Kerne 
fiihrte. Wenn andererseits Kerne in Gegenwart yon Aetinomycin D naeh 
einer Verz6gerung yon mehr als 10 Stunden in die Mitose eintraten, dutch- 

4a  4b 

4c 4d  

Abh. 4. ,~r ungel~rbter Qu~tschp:ffJ*parate mi% dora Zeiss-Pho~,onfikroskop (Ph~s~r,* 
kontrast). Vel'gr6gerung lO00fach, 

Kontrollkulturen 
a) Interphase; 
b) beginnende Prophase; 

l~it 250 ~/ml Actinomycin D behandelte Kulturen (B") (iKemmstoffzugabe 2 Stdn. vor Mitose) ; 
c) Prophase-i~hnliehe Ver~inderungen, sehr kleine Nueleolen; 
d) voriibergehend (ca. 1 Stde.) arretierte Metaphase 

liefen die meisten Kerne alle Mitosestadien mit normaler Geschwindigkeit. 
In  diesen F~llen erreiehten die zuns fiber mehrere Stunden sehr klein 
gebliebenen Nueleolen vor Beginn der Teilung normale Gr6Be. Naeh 
Ablauf der um mehr als 10 Stunden verz6gerten Mitosen setzte trotz un- 
vers Gegenwart des Hemmstoffes wieder siehtbares Waehstmn 
der KuRuren ein, was fiir eine gewisse Adaptationsfs des Organis- 
mus gegeniiber Aetinomyein D sprieht. 
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I)iskussion 

Die Ergebnisse zeigen, dab in Physarum polycephalum zur Vorbereitung 
einer synchronen Kernteilung wghrend mindestens 2/a des Reproduktions- 
eyclus DNS-abhgngige RNS synthetisiert werden mug. Dies w/ire mit  der 
Annahme vereinbar, dab die periodisehe Ausl6sung von Kernteilungen 
(lurch einen genetischen Regulationsmeehanismus gesteuert wird. Hier- 
naeh miil3ten bestimmte Proteine, die in spezifischer Weise an der Steue- 
rung der Mitoset/ttigkeit beteiligt sind, vet  jeder Teilung neu gebildet 
werden. Die in der DNS ~estgelegte genetisehe Information fiir die Syn- 
these dieser Proteine muB offenbar stgndig dureh Produktion von m-RNS 
naehgeliefert werden. Die Lebensdauer dieser m-RNS-Molektile kann 
hOehstens zwei Stunden betragen, denn die AuslSsung einer Mitose wird 
noch bis zwei Stunden vor Beginn der Prophase dureh Zugabe yon Aetino- 
myoin D unterdriiekt. Andererseits wird der Einbau yon aH-Lysin in die 
Gesamtproteine zumindest wghrend der ersten drei Stunden naeh Zugabe 
yon Actinomycin D nioht nennenswert gehemmt, sodal3 die durohsehnitt- 
fiche Lebensdauer Mler m-RNS-Molekiile mehr als zwei Stunden betragen 
muB. MSglioherweise ist nur ein relativ kleiner AnteiI der m-RNS- 
Molekfile mit  vergleichsweise hohem ,,Turnover" fiir die AuslOsung der 
Mitose von Bedeutung, w/ihrend die Hauptmenge yon stabileren Mole- 
ktilen gebildet wird, die an der t%egulation der Mitose nicht unmittelbar 
beteiligt sind. 

ttotta und Stern 17 diskutieren auf Grund yon Versuehen an synehronen 
Mikrosporen von Bliitenpflanzen ebenfalls die MOgliehkeit einer geneti: 
sehen Regulation der Mitosetgtigkeit naeh den von Jacob und Monod ~s 

entwickelten Prinzipien fiir die Induktion und Repression yon Bakterien- 
enzymen. In Mikrosporen, die einen extrem langen Generationscyclus yon 
mehreren Wochen zeigen, werden best immte Enzyme, z. B. Thymidin- 
kinase, in einer mit  der Mitose streng gekoppelten Periodizit/it induziert. 
Neuere Untersuchungen an Physarum polycephalum ergaben I9, dM3 auch 
in diesem rasch wachsenden Organismus die Thymidinkinase-Aktivit/it  im 
Rhythmus der Kernteilungen periodiseh zu- und abnimmt.  Dem Prinzip 
der genetischen Regulation periodiseher Vorggnge im Verlauf des Zell- 
teilungscyclus k6nnte demnach eine Mlgemeinere Bedeutung zukommen. 
Es wgre denkbar, dab nicht nur die mit  dem Nueleins/iurestoffwechsel 
assoziierte Thymidinkinase, sondern auch andere, noeh unbekannte En- 

~v y.  Hotta und H. Stern, Prec. nat. Acad. Sci. [Wash.] 49, 648, 861 
(1963). 

,s F. Jacob und J. Alonod, J. melee. Biol. 3, 318 (1961). 
t9 W. Sachse~maier, Vortr~g Herbsttagung Ges. Physiol. Chem., K6b~, 

22. 10. 1964. 
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zyme, die an der Steuerung der Mitose beteiligt sind, periodiseh induziert 
und wieder reprimiert werden. 

Die Syntheserate der Gesamt-l~NS scheint nieht geschwindigkeits- 
best immend fiir die Vorbereitung der n/iehstfolgenden Mitose zu sein, 
denn der Einbau yon 3H-Cytidin kann dureh mittlere Konzentrationen 
(100 ~(/ml) yon Aetinomyein D teilweise gehemmt werden, ohne den Be- 
ginn der n~ehsten Mitose zu verz6gern (Tab. 1). Dies k6nnte bedeuten, 
daft ein Ubersehuft an mitosespezifischen m-t~NS-Molekiilen gebildet 
wird, so daft der Mitosebeginn erst nach Absinken der gNS-Syntheserate  
unter einen kritisehen Wert  verzSgert wird. Andererseits wgre es aueh 
denkbar, daft die Synthese der fiir die Steuerung der Mitose ben6tigten 
RNS-3lolektile gegen Aetinomyein D weniger empfindlieh ist als die 
Synthese anderer RNTS-Sorten. 

In  diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, daft nieht alle Teil- 
prozesse des Mitoseablaufes in gleieher Weise dutch Aetinomyein D be- 
einfluftt werden. Unter  best immten Bedingungen konnte eine selektive 
Bloekierung clef Kerne im Stadium der Metaphase beobaehtet werden, die an 
die bekannte Wirkung des Colehicins ~0, 21 erinnert. P h y s a r u m  p o l y c e p h a l u m  

ist erstaunlicherweise gegen dieses Alkaloid sowie gegen das ebenfalls als 
Spindelgift wirkende Vinealeueoblastin 22 vSllig resistent 23. Dies ist often- 
bar darauf zuriickzufiihren, daft die Kernmembran  w/ihrend der Mitose 
erhalten bleibt und die Spindel im Inneren der Kerne gebildet wird. 
Es schein nieht ausgeschlossen, daft Aetinomyein D in nahe an der mitose- 
wirksamen Grenze liegenden Konzentrationen mittelbar, tiber eine Hem- 
mung der RNS- und Proteinsynthese, Spindelst6rungen verursacht, zu- 
real /~hnliehe morphologisehe Effekte aueh naeh Einwirkung des RNS- 
Antimetaboliten 5-Fluor-uridin bei P h y s a r u m  p o l y c e p h a l u m  beobachtet 
werden konnten 2~. In  diesem Falle w/~re anzunehmen, dal~ verschiedene 
Stadien des Mitoseablaufes yon versehiedenen m-RNS-Molekiilarten 
kontrolliert werden, die m6glicherweise durch Aetinomyein D untersehied- 
lieh beeinflugt werden. Eine Arretierung der Kerne im Stadium der Meta- 
phase kSnnte andererseits aueh auf eine meehanisehe Behinderung der 
Chromosomentrennung dutch Chromatinverklebungen zuriiekzufiilaren 
sein. Dieser 3s wird yon Let trd  2~ fiir die Wirkung des Trypa- 
flavins diskutiert, das wie Aetinomyein D mit der DNS Komplexe bildet 

2o R . J .  Ludford ,  Arch. exper. Zellforsch. 18, 411 (1936). 
21 H.  Lettrd, Ergebn. Physiol. exper. Pharmakol. 46, 379 (1950). 
22 R.  L. Noble, C. T.  Beer und J .  H.  Cutts, Ann. N. u  Aead. Sci. 76, 882 

(1958); W. Siebs, Z. Zellforsch. 61, 231 (1963). 
~ J .  Becket,  J .  W.  Danie l  und H . P .  Rusch,  Cancer Res. 23, Part II ,  

1910 (1963); W. Sachsenmaier,  unverSffentlicht. 
24 W.  Sachsenmaier  und H. P .  Rusch,  Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 3, 

357 (1962). 
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und Zellen in der Gewebekultur selektiv im Stadium der Metaphase arre- 
;iert. Leider kSnnen wegen der Kleinheit der Chromosomen bei Physar~,m 
2oolycephalu~)z eventuelle morphologisehe Vergnderungen an den Chromo- 
somen, wie Verklebnngen, Br~ehe etc., liehtmikroskopiseh nieht erfal3t 
werden. 

Die Arbeit wurde dutch eine Saohbeihilfe der Deutschen Forschungs- 
gemeinsehaft unterstiitzt. Herrn Prof. Dr. H. Lettrd danke ieh fiir die F6r- 
derung der Untersuehungen. Frl. I. Hode~ und Frl. G. Mo, urer leisteten 
wertvolle experimentelle Mithilfe. 


