Beitrag zur Bildung der Kernkorperchen.

Von
W. Loele, Dresden.

Mit 1 Tafel und 1 Abbildung im Text.

(Eingegangen am 1. September 1932.)

Im Jahre 1900 verdffentlichte Reddingius eine Methode der Kern-
kérperchenfarbung mit Lifflers Methylenblau und nachfolgender Diffe-
renzierung mit Pikrinsdure-Origanumoél, die eine Trennung der Kern-
kérperchen in verschiedene Bestandteile gestattete. Das Kernkdrperchen
farbte sich griin, in ithm liegende Koérper braunrot oder schwarz. Die
Farbung gelang nur mit einer bestimmten Sorte Origanumél und nur
einmal, vielleicht, weil das Ol empfindliche, mit den Kernkérperchen
reagierende Stoffe enthielt.

Nach der Auflésung der Nucleolen wihrend der Mitose fanden sich
die gleichen Farbtone an verschiedenen Stellen der Zelle. Die Schleifen
farbten sich braunrot mit einem schwarzen Korn, das Polfeld grin
(Zellen von Vicia flava).

Es hat somit den Anschein, als wenn bei der Neubildung der Kern-
kérperchen die hierzn nétigen Stoffe sich an verschiedenen Stellen 16sten
und durch eine Art Krystallisationsvorgang (Krystallform ist die Kugel)
sich wieder vereinigten.

Auch die Ergebnisse der sekundéren Naphtholreaktion sprechen fiir
einen derartigen Vorgang. Bei Verwendung geeigneter Extrakte von
Limax cinereus als Beize schwirzen sich in einer alkalischen Naphthol-
lésung nur die Kernkorperchen und bei der Teilung der Zelle die Schleifen.
Umgekehrt mufl sich die Schleifenoberfliche l6sen, wenn das neue
Kernkérperchen gebildet wird.

DaB die Firbung von Reddingius und die sekundéare Naphtholreaktion
verwandte Stoffe zur Darstellung bringen, geht daraus hervor, daf} die
Spermienképfe sich nach Reddingius grin, bei der Naphtholmethode
schwarz firben, sich in beiden Fillen somit wie Kernkorperchen verhalten.

Worauf die Naphtholoxydasereaktion beruht, ist bekannt, auf dem
System: Aminoséure-Aldehyd-Eisen.

Wenn es also gelingt, kiinstlich Granula herzustellen, die sich ver-
halten wie die Kernkorperchen gegeniiber der Naphtholreaktion, ist die
Moglichkeit eines Vergleiches gegeben. Kiinstliche Granula jeder fiir



Beitrag zur Bildung der Kernkdérperchen. 625

Zellen in Betracht kommenden GroBe kénnen mit dem System: Amino-
sdure-Chromogen (Phloroglucin, Resorcin)-Aldehyd gebildet werden. Die
folgende Tabelle gibt die GréBenverhéltnisse der Granula fiir die Amino-
séuren Glykokoll und Leucin bei dem Zusammentreffen mit Phloroglucin,
Formaldehyd und verschiedenen Sduren und Salzen wieder. Die Mengen-

verhéltnisse sind:

Phloroglucin 1% 1,0 cem
Formol 2%
Aminoséiiure 2% } 1,0 com
Salz oder Siure 1,0 cem.

Es bedeutet: :

1 eben noch mikroskopisch erkennbare oder ultravisible Granula,

2 Granula von KokkengroQe,

3 HefengroBe,

4 von der GroBe menschlicher roter Blutkérperchen,

5 bis makroskopisch erkennbare Bildungen.

10% 5% 2% 1%
Sal d Sa
e TG Bien Glgﬁo- Leucin G]gﬁo' Leucin G]l{yoﬁo- Leucin G]l{%’{.{lO‘ Leucin
Natriumchlorid . . . . 3 2 3 2 3 2 2 |2u.d
Ferrocyankali 2 2 2 2 1 5 2 2
Ferricyankali. . . . . 4 4 4 4 3 2 2 2
Silbernitrat . . . . . 4 | 3| 4 3| 3 ] 3 ] 3 | 3
Bleiacetat (mit 10% ge-
sattigte Losung) 2 2 2 2 2 | 2 4 i 2
Kupferacetat . . . . . 2 3 4 2 3 3 3 3
Eisensulfat . . . . . . 4 @ 4 4 4 3 3 3 3
Essigsure . . . . . . 4 \ 4 4 4 4 4 3 | 3
Salzsdure . . . . . . 2 | 2 2 2 2 | 2 4 | 4

Erkennbar ist der Einflul der Ionenkonzentration und Dissoziation.
Die Salze der Schwermetalle bilden schon in geringen Konzentrationen
groBe Granula, stirkere Konzentrationen hemmen, besonders bei Blei,
schwicher bei Kupfer. Merkwiirdig ist das Verhalten der komplexen
Cyanverbindungen. Die entstehenden Granula sind zunichst homogen,
nur die Riesenscheiben der Leucinverdichtungen zeigen bereits Kern-
bildung.

Die Granula veréindern sich durch Autolyse, durch Siure und Alkali-
behandlung wesentlich in bezug auf GréBe, Form und Farbbarkeit. Die
wichtigsten Formen sind auf der folgenden Tafel wiedergegeben und
sollen kurz besprochen werden.

Granula, wie Tafel IT(Abb.1), erhalt man durch Zusatz einer iiber 1 % igen
Silbernitratlésung. Wahrend der Bildung der Granula entsteht Silber-
oxyd, das wohl als Komplexsalz in Form eines schwarzen Kérnchens
im Zentrum der Granula ausgefdllt ist. Wird das Granulum durch
Alkali gelost, so bildet sich braunes Silberoxyd. Bisweilen liegen mehrere
zackige Kornchen im Inneren oder, wenn die Granula miteinander
zusammentlieBen, ein schwérzlicher Silberfaden.
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Diese Granula sind gewissermafBen die kleinsten Pillen der Welt.
Vielleicht ist diese Form auch therapeutisch verwertbar, da sie das
Silber zunéchst in einer nicht ohne weiteres angreifbaren Form enthilt.

Wischt man die Granula mit destilliertem Wasser und iberlafit sie
einige Tage sich selbst, so verdndern sie sich dhnlich, wie es frither bei
den Calciumebloridgranula nach Alkali-Kohlensiurebehandlung beschrie-
ben wurde. Der mittlere Teil trennt sich von den Randteilen, wobei die
Kugeln zum Teil sich vergréfern, es kommt zu Kapselbildungen und zu
strahligen Streifungen, in denen sich (Abb. 6) auch Silber niederschlagen
kann. Noch stérker werden die Verdnderungen, wenn man Schwefel-
séure auf die Granula einwirken 1a8t, wodurch sie zum Teil gelost werden.
Man findet dann nicht selten mehrere Kapseln ineinander geschachtelt
(Abb. 8). Durch Verschmelzung mehrerer Granula entstehen die Bilder 3,
wo die dullere Kapsel geplatzt ist 4, 7 und 9. Die #dubere Kapsel
zeigh mitunter eine sehr regelmiBige Streifung (8). In Abb. 10 sind
kleine Granula (1/,% Silbernitrat) zusammengeflossen zu einer Kette
und haben sich dabei abgeplattet. Das letzte Glied ist gréBer als die
tibrigen. Das Bild erinnert an Kettenkokken, wo auch oft das letzte
Glied grofler als die anderen ist.

Dafl die Kernbildung nicht eine optische Erscheinung ist, zeigt die
Farbung. Man 148t Neutralrot oder Janusgrim am Objekttriger ein-
trocknen und betrachtet dann einen Granulatropfen unter dem Deckglas.
Nur die autolytisch veréinderten Granula nehmen die Farbe in einigen
Teilen an und geben sehr regelmafige Bilder, die wie mit dem Zirkel
gezogen erscheinen (11-—16). Eine ortlich begrenzte Lagerung von
Metallsalzen zeigen auch die mit Eisensulfat erzeugten Granula. Durch
das Kisensalz wird das Phloroglucin zu einem violetten Farbstoff oxydiert
und ist, wie Abb. 17 zeigt, nur im Inneren der Granula nachweisbar.
Erst wenn durch Salzssiure das Korn zur Aufquellung gebracht wird,
tritt die Berlinerblaureaktion mit Ferrocyankali ein (18). Die griBten
Granula erbalt man mit Leucin-Aldehyd-Phloroglucin bei Gegenwart
von 2%igen Ferrocyankali- oder !/,%igen Kochsalzlosungen. Sie sind
bereits bei ihrer Entstehung differenziert und gleichen einem Kern mit
einem deutlichen Kernkorperchen (26). Bei Einwirkung von Schwefel-
sdure entstehen Bilder wie 24 und 25. Wo mehrere Kugeln aneinander
liegen, bilden sich gemeinschaftliche Kapseln, einzelne Scheiben zeigen
eine regelmalige Streifung, der Mittelstreifen kann zu einem faden-
formigen Gebilde erstarren (24). Das Verhalten der kiinstlichen Granula
gegen Sauren ist verschieden. Arginingranula sind (Wirkung der Guanido-
gruppe) sehr séureempfindlich, Glykokollgranula schon in frischem
Zustand sdurefest gegeniiber schwachen Sauren, Resorcingranula bilden
sich erst bei Einwirkung konzentrierter anorganischer Sduren (10%).

Dafl in den Korperzelen dhnliche Bildungen eintreten, ist da zu
erwarten, wo Aminosduren, Aldehyde und Farbstoifbildner nachweisbar
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sind. Es kommen hier die priméren Naphtholoxydasen in Betracht und
in zweiter Linie die sekundéren, weil sie Partiale der Oxydasen enthalten.

Es ist somit zu untersuchen, ob aus den priméren und sekundiren
Naphtholorten Bildungen hervorgehen, die man in Vergleich zu den
kiinstlichen Granula setzen kann und weiter den Nachweis zu liefern,
daf} die kiinstlichen Granula, die Partiale der Naphtholoxydase enthalten,
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Abb. 1. Sekundére Naphtholreaktion bei Planorbis.

ohne selbst die Naphtholreaktion zu geben, sich durch die sekundéren
Naphtholmethoden darstellen lassen.

Von den eosinophilen Leukocytengranula des Menschen, die Naphthol-
oxydasen enthalten, ist durch die Untersuchungen von Pelry und 4.
Neumann bekannt, dafi sie Leucin und Tyrosin abspalten, Quellungs-
formen habe ich bei diesen Granula wiederholt gefunden. Die Eiweil3-
zellgranula von Limax (Abb. 22) bilden durch Autolyse Formen wie 23,
die keine Oxonreaktion mehr geben. Planorbis corneus zeigt im Gewebe
geschichtete Scheiben, die sekundire Naphtholreaktion geben (Abbildung
im Text). Bei Doris verrucosa, einer Nacktschnecke des Meeres, finden
sich gegliederte stachelartige Gebilde mit sekundérer Reaktion, die
autolytisch zerfallend zahlreiche Leucinkrystalle ausscheiden (in Formol
eingelegt nach 2 Jahren).
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Bei den priméren Naphtholoxydasen ist somit die Beteiligung von
Aminosiuren an der Granulabildung sehr wahrscheinlich, ebenso bei den
sekundiren Oxydasen, die sich mit der sekundiren Granulareaktion
darstellen lassen, da, wo sie aus primdren Oxydasegranula entstanden
sind (durch Quellungen).

Wie verhalt sich nun das Kernkérperchen ¢

Nach Alkohol- oder Carbolsdurehirtung geben bei Arion und Limax
einzelne Kernkorperchen die primére Naphtholoxydasereaktion, ent-
halten somit an der Oberfliche Aminosiuren und Aldehyd. Alle Kern-
koérperchen bei Tier und Pflanze geben nach Formolfixation die sekundére
Naphtholreaktion, enthalten somit als Partial wahrscheinlich eine Amino-
saure.

Nicht alle Kernkérperchen sind durch basische Farbstoffe farbbar.
Die Kernkérperchen verhalten sich zum Teil wie die nicht aufgeschlossenen
Phloroglucingranula. Auch die nicht firbbaren Nucleolen werden nach
Eintreten der sekundéren Naphtholreaktion in lichtbrechende, nach
Abblassen der Farbung erkennbare Kérnchen umgewandelt. Legt man
altere kiinstliche Granula in Gelatine ein, héartet sie in Formol und
behandelt die Schnitte mit Schneckenextrakten, so schwérzt sich in
alkalischer Naphthollssung ein Teil der Granula, wie es Abb.19—21
zeigen. Die kiinstlichen Granula verhalten sich zum Teil wie die Kern-
koérperchen oder umgekehrt die Kernkorperchen verhalten sich wie die
kiinstlichen Granula.

Faft man diese Tatsachen zusammen, so kommt man zu dem Wahr-
scheinlichkeitsschluf, dafl bei der Bildung der Nucleolen die gleichen
Faktoren beteiligt sind wie bei der Bildung der kiinstlichen Granula.

Wie es bei den kiinstlichen Granula mdéglich ist, Eiweil}, Lipoide und
Kohlehydrate an die Granula zu binden, wird auch in der Zelle das
fertige Kernkorperchen ein Gemisch von allen méglichen Stoffen sein,
so dal der EiweiB-Lipoidcharakter seine Entstehung verdeckt.

Der Mechanismus der Entstehung erméglicht es, dall fremde Faktoren,
die in den Kern oder bei der Teilung der Zelle in das Plasma gelangen,
in das Kernkérperchen eingebaut und von diesem aus auf die Chromo-
somen iibertragen werden. Das ist in bezug auf die Vererbung (Mutation)
wichtig. Wenn erst erkannt wird, auf welchen pathologischen Systemen
die nachweisbare charakteristische Verdnderung der Kernkérperchen bei
bosartigen Geschwiilsten beruht, ist vielleicht ein Weg zur Heilung durch
Arzneimitte]l gegeben.



Virchow’s Archlv, Bd.287. Tafel 1f.

Kinstliche Granula
1—10 Phloroglucin = Glykokoll = Silbernitrat = Aldehyd Granula
11— 15 Silbemitratgranula = Neutralrot. 16 Janusgriin
17— 18 Eisensultat. 18 Berlinerblaureaktion
19~ 21 sekundére Naphthol = Kernkérperchen-Reaktion. 22,23 Granula von Limax
24-26 Phlorogiucin = Leucin = Aldehyd Granula. 24.25 Behandlung mit
Schwefelsaure (5%/y)
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