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L. Anderung der KerngroBen der Schilddriisenepithelien
nach Behandlang mit Hypophysenvorderlappen-Hormon.

Die fortschreitende Erkenntnis der Wechselbeziehungen zwischen
Vorderlappen der Hypophyse und den Organen innerer Sekretion bringt
uns tédglich dem erstrebten Ziele, der breiten therapeutischen Anwendung
experimenteller Forschungsergebnisse niher. Klar und eindeutig sind
die Wechselbeziehungen zwischen Hypophyse und Sexualorganen, ins-
besondere den weiblichen, erforscht. In ausgedehntem Umfang wird
klinisch von zahlreichen standardisierten, auf die Sexualorgane wirken-
den HVL-Priaparaten Gebrauch gemacht.

Auch die Erforschung des schilddriisenwirksamen Stoffes des HVL
darf als abgeschlossen bezeichnet werden. Die Veranderungen der
Schilddriise am hypophysenlosen Tier, wie sie von 4dler?, dllan?, Smith,
Uhlenhuth und Schwarzbuch® u. a. festgestellt wurden, sind als Anfinge
der Erforschung der Wechselbeziehungen zwischen HVL und Schilddriise
zu bezeichnen, wenngleich fast 20 Jahre frither bereits von Rogowitsch®?
auf solche Beziehungen hingewiesen worden war. Uhlenhuth und Mit-
arbeiter konnten dann als erste an Kaltbliittern die Uberordnung der
Hypophyse iber die Schilddriise sicher feststellen. Diesen biologischen
Ergebnissen folgten wenig spiter die ersten Arbeiten, die sich mit morpho-
logischen Schilddrisenverinderungen nach Behandlung mit HVL-
Extrakten beschaftigten.

Loeb und Basset?® beobachteten an Meerschweinchen erstmalig eine starke
Aktivierung der Schilddrise nach Gaben von HVL-Hormon. In der Folgezeit sind
diese Befunde von zahlreichen Untersuchern bestatigt worden**. Nach sehr exakten
Untersuchungen zahlreicher Autoren, die sich mit den Veranderungen des histo-
logischen Bildes der Schilddriise nach Gaben von HVL-Hormon befaBten, haben

andere Untersucher asuch die zu erwartenden Stoffwechselverinderungen fest-
gestellt, Nach Verzirt? und Ochme® u. a. tritt nach wenigen Behandlungstagen

* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Hermunn Schridde, Dortmund
zum 63. Geburtstag gewidmet.

** Loeser: Arch. f, exper. Path. 184, 23 (1937), ausfiihrliche Literaturangabe.

Virechows Archiv. Bd. 307, 3a



38 H. Githert: Der Einflu von Hypophysenvorderlappenextrakien

mit thyrecotropem Hormon eine deutliche Erhobhung des Stoffwechsels auf. Neben
einer Glykogenverarmung der Leber (Loeser®, Eitel und Loeser'?, Holden®) haben
andere Untersucher Anderungen im Mineralstoffwechsel ( Pugsley, Anderson, Collips!,
Schneider und Widman?®), gesteigestes Nahrungsbediirfnis, Haarausfall und Tachy-
kardie heobachtet (Fitel und Loeser?). Sowohl beim Tier als auch heim Menschen
wurde eine deutliche Grundumsatzerhhung nach Gaben von thyreotropem Hormon
gesehen (Friedgoold®, Anderson und Collip®, Eitel und Loeser?, Schittenhelm und
Eisler3s ),

Nach den letzten Untersuchungen von Bomskov und Sladovie?® darf es als fest-
steliend bezeichnet werden, dafl es nur einen thyreotropen Wirkstotf in der Hypo-
physe gibt. Bekanntlich hatten Wiesner und Crew®, Krichewski® und Paol?® ein
thermolabiles und ein thermostabiles Prinzip im thyreotropen Hormon unter-
schieden, von denen das letztere seine Wirksamkeit auch am Kalthluter beibehielt.
Selbst durch langes Kochen ULleibt nach den Untersuchungen von Bowmskor und
Sladovie immer noch eine Restwirkung an thyreotropem Hormon von 10—15%
zuriick. Diese geringe Menge geniigt, um beim Kaltblater die bekannten Wachstums-
verinderungen hervorzurufen.

Fiir die Wertbestimmung des thyreotropen Hormons sind verschiedene
Vorschlige gemacht worden. Gegeniiber den Methoden der Gewichts-
zunahme der Schilddriise bzw. den sich durch die Thyroxinausschiittung
crgebenden funktionellen und Stoffwechselverinderungen haben sich
die histologischen Testmethoden durchgesetzt, wenngleich insbesondere
von Bomskor hervorgehoben wird, daB zur Sicherung des Ergebnisses
stets mehrere Methoden nebeneinander angewandt werden sollen.

Die heute gebriauchlichste histologische Methode ist die von Junk-
mann und Schoeller®, die im Jahre 1932 ausgearbeitet wurde und auf
folgender Grundlage beruht: Injiziert man einem jungen Meerschweinchen
thyreotropes Hormon, so kommt es bereits nach 2—12 Stunden zu einer
deutlichen VergroBerung der Schilddriise. Das histologische Bild ist
auBerordentlich typisch. Beim unbehandelten Tier sind die regelmaBig
angeordneten Schilddriisenfollikel ziemlich grof, Kolloid ist reichlich
vorhanden. Das Epithel der Follikel ist flach, die Kerne sind zum Teil
abgeplattet. Beim behandelten Tier ist dagegen von einem regelmdBigen
Aufbau des Organs nichts mehr festzustellen. In den ersten Stadien
kommt es zu einer blischenférmigen Aussparung des Kolloids — eine
Beobachtung, die dron® veranlaflte, sie als Grundlage eines Testes vor-
zuschlagen — in den epithelnahen Bezirken der Follikel. Diese Ver-
anderung beginnt in den zentralen Abschnitten der Schilddriise und dehnt
sich mit Zunahme des Aktivierungsgrades auch auf die Peripherie aus.
Neben dieser Kolloidabnahme kommt es zu einer Erhshung des Epithels,
die Kerne der Epithelien werden rund, grofl und blasig. Daneben ist
eine erhebliche allgemeine Hyperdmie festzustellen. Hochgradig akti-
vierte Driisen zeigen schlieBlich Bilder, die der menschlichen Basedow-
struma mit Ausnahme der lymphocytiren Infiltrate sehr dbnlich sind.
In diesen Schilddriisen ist Koloid iiberhaupt nicht mehr vorhanden.
Das Epithel zeigt starke Proliferationsneigung und kann schlieSlich den
ganzen, urspriinglich von Kolloid angefilllten Raum einnehmen. Au
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diesen Beobachtungen, die, wie ich oben erwidhnte, von zahlreichen
Untersuchern gemacht worden sind, baut sich die Testmethode nach
Junkmann und Schoeller auf. Eine Meerschweinchen(MS)-Einheit des
thyreotropen Hormons ist nach diesen Autoren diejenige Menge, die an
3 aufeinanderfolgenden Tagen zugefiihrt, am 4. Tage mindestens bei
einem von 2 Tieren gerade die ersten deutlichen Zeichen einer Akti-
vierung im obigen Sinne hervorruft. Verwandt werden zur Auswertung
nur junge Tiere von 100—150 g Gewicht, da dltere mitunter eine geringe
Aktivierung der Schilddriise durch das von ihnen selbst produzierte
thyreotrope Hormon zeigen. Junkmann und Schoeller® verstehen unter
den deutlichen Zeichen einer Aktivierung eine auf einzelne Bezirke
beschriankte Wucherung des Epithels mit den charakteristischen kubi-
schen bis zylindrischen Zellen und gelegentlich schon beginnenden
Kolloidschwund.

Diese Testmethode ist fiir die Praxis vollkommen ausreichend ; sie
hat sich bei allen Untersuchungen sehr gut bewihrt. Wir miissen uns
aber vor Augen halten, dal sie rein subjektiv und sehr grob ist; denn
abgesehen von den bekannten Einflissen, die das Bild der normalen
Schilddriise schon in der Ruhe erheblich vielgestaltiz machen kénnen
(Licht, Temperatur, Kost), rechnen Junkmann und Schoeller selbst schon
mit einer Fehlerhéhe von 50% ; nur eines der beiden Testtiere braucht
beginnende Aktivierung im obigen Sinne zu zeigen.

Bei der Erforschung des Wechselspiels zwischen Hypophyse und
anderen innersekretorischen Organen, bei denen die subjektiv feststell-
baren Verdnderungen nach Gaben von HVL-Hormon sehr gering sind,
bat man zahlenmiBig vergleichende Untersuchungen angestellt. Diese
Untersuchungen sind hinsichtlich der Hormonforschung bisher am
Pankreas und der Nebennierenrinde von wenigen Forschern ausgefiihrt
worden, weil morphologische Verdnderungen an diesen Organen vollig
unzuverlissig sind und weil fiir eine exakte Auswertung der vermutenden
Einwirkung des HVL auf diese Organe zahlenmiBig vergleichendes
Material anzufiihren erforderlich ist.

Eine objektive exakte Methode, die bisher in der Hormonforschung
meines Wissens nicht angewendet ist, ist die der Kernmessung. Diese
von Herdenhain® und Jakobj2® entwickelte Untersuchungsmethode fufit
auf der Anschauung Heidenhains, daB der tierische Korper aus Teil-
kérpern besteht, die das Bestreben haben, sich beim Wachstum durch
innere und duBere Teilung zu verdoppeln. Jakobj hilt jede einzelne Zelle
fiir vin solches Teilkérpersystem und stellt sich vor, daB die verschiedenen
Kernvolumina, die man in einzelnen Organen sicht, dadurch entstehen,
daB Zellen und mit ihnen ihre Kerne sich durch innere Teilung verdoppeln.
Im funktionierenden Organ werden Zellen und Kerne die einmal durch
Wachstum erreichte GroBe beibehalten. Wir werden also in einem



40 H. Gitthert: Der EinfluB von Hypopbysenvorderlappenextrakten

Organ Kerne ganz bestimmter Gréfe antreffen und werden bei Auf-
stellung einer Variationskurve der Kernvolumina entweder eine einfache
Binomialkurve erhalten, wobei dus Maximum der Kurve dem am
hiufigsten vorkommenden Kernvolumen, dem , Regelkernvolumen®,
entspricht. Bei Organen mit mehreren KerngréBen, z. B. der Leber,
erhalten wir bei der graphischen Darstellung der Kerninhalte mehr-
gipfelige Kurven, wobei die den Maxima entsprechenden Kerninhalte
sich wie 1:2:4:8 nach der Heidenhain-Jakobjschen Theorie verhalten
miissen, wie es Jakobj an verschiedenen Organen auch tatsichlich nach-
gewiesen hat. Jeacobj hat fiir diese Erscheinung den Begriff des rhythmi.
schen Wachstums aufgestellt, das durch das Auftreten verschiedencr
Kernklassen erklirt wird.

Kernmessungen sind nach Jacobj an zahlreichen Organen von Vielen
ausgefithrt worden und haben zur Aufstellung ganz charakteristischer
Kurven fir die einzelnen Organe gefiithrt. Auch in die Krebsforschung
hat diese Methode Eingang gefunden. Das Bestreben, eindeutige Merk-
male zur Trennung normaler Zellen von Krebszellen zu erhalten, ist damit
bislang nicht erreicht worden (Schairer®).

Wenn wir die Methode der Kernmessung auf die Hormonforschung
angewandt wissen wollen, so haben wir dafiir zunichst den Grund, daB
von fast allen Untersuchern, die aktivierte Schilddriisen gesehen haben,
beobachtet worden ist, dal die Kerne der Follikelepithelien an GroBe
zunehmen und blasig werden. Diese Kernveranderungen sind also
zweifellos Ausdruck eines verinderten Funktionszustandes jeder ein-
zelnen Zelle und des Organs. Je nach dem Grad der Aktivierung diirfen
wir demnach, entsprechend dem histologischen Allgemeinbild, ver-
schiedene KerngréBen erwarten. Wir haben uns nun gefragt, ob diese
theoretisch zu erwartende Kernvergrélerung meflibar ist und ob nach
der variationsstatistischen Methode Unterschiede im Kurvenverlauf bei
mit thyreotropem Hormon behandelten und bei unbehandclten Schild-
driisen tatsdchlich vorhanden sind. Interessant ist es weiterhin, zu
wissen, ob die zu erwartende Anderung der KerngroBen bei behandelten
Tieren dadurch zum Ausdruck kommt, dafl die Regelkernklasse sich ein-
fach nach oben verschiebt oder daBl mehrgipfelige Kurven entstehen.
also thythmisches Wachstum im oben erlduterten Sinne Jacobjs auftritt.

Methodik.

Zu meinen Untersuchungen benutzte ich junge, 170—190 g schwere,
minnliche und weibliche Albinoratten aus eigener Zucht. Sie erhialten
keine besondere Kost, sondern wurden mit gewshnlichen Kiichenabfillen
ernihrt. Die Tiere wurden bei mittlerem Tageslicht und einer Temperatur
von 18—20° in mehreren Kifigen zusammen gehalten. Der groSte Teil
der Versuche wurde zwischen Friihjahr und Herbst gemacht.
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Wenn ich zu meinen Versuchen Ratten wihlte, so hatte dies ver-
schiedene Griinde. Die Erbhohung des Grundumsatzes und die Ver-
minderung des Leberglykogens nach Gaben von thyreotropem Hormon
sind sowohl an der Ratte wie auch an anderen Tieren festgestellt, worauf
oben bereits hingewiesen wurde. Diesem positiven Stoffwechselergebnis
gegeniiber besteht jedoch fast Ubereinstimmung darin, daB die Ratte
tiir histologische Testmethoden an der Schilddriise deshalb ungeeignet
ist, weil die Schilddriise schon bei der gewiohnlichen Kost eine bestimunte
Aktivierung zeigt. Der Grad der Aktivierung dieser ,,Rubeschilddriise’
bei der Ratte ist allerdings nach den Abbildungen im Schrifttum bei den
Untersuchern verschieden.

Bei zahlreichen eigenen Ratten haben wir uns deshalb zundchst einmal
davon iliberzeugt, daB bei unseren unter ganz normalen Bedingungen
Zehaltenen Tieren eine Aktivierung histologisch stets festzustellen war,
dall aber wesentliche Unterschiede hinsichtlich des Aktivierungsgrades
bei den einzelnen Tieren nicht vorhanden waren. Es kam uns auch nicht
darauf an, eine neue Testmethode zu entwickeln. Wir gingen bewullt
von der aktiven Rattenschilddriise aus, um festzustellen, ob mit unserer
Methode dort, wo im gewohnlichen histologischen Test keine eindeutigen
Kirgebnisse mehr zu erlangen sind, mit der variationsstatistischen Methode
der Kernmessung Unterschiede noch festgestellt werden kénnen.

Der EinfluB der Erndbrung auf den Aktivititsgrad der Schilddriise
der Ratte ist von groBer Bedeutung. Das ist in speziell darauf gerichteten
Untersuchungen sowohl von Tanabe® als auch von Paal und Kleine3°
u. a. festgestellt worden. Danach aktivieren einseitige Fett- oder Eiweif3-
kostformen die Rattenschilddriise. Diese Tatsache veranlafite Paal und
Kleine eine Ruhekost anzugeben. Wir haben aus den oben angefiihrten
Griinden, die uns iberhaupt bestimmten, die Ratte als Versuchstier zu
wihlen, auch auf die Kostform keine Riicksicht genommen, weil wir
feststellen konnten, dall die gemischte aus Kiichenabfillen bestehende
Eiweifl-, Fett-, Kohlehydratkost bei den Tieren zu keinen, durch histo-
logische Untersuchung feststellbaren Unterschieden hinsichtlich des
Aktivierungsgrades der Schilddrise fithrten.

Den HVL-Extrakt stellten wir uns zuin Teil selbst aus frisch bereiteten,
acetongetrockneten Rinderhypophysen her. Zum Teil benutzten wir
von der Firma Hoffmann-La Roche freundlichst zur Verfiigung gestelltes
»Priglandol”. Wir suspendierten unser eigenes HVL-Pulver in Thyrode-
losung, schiittelten die Ldsung 2—3 Stunden im Schiittelapparat und
tiltrierten. Das Tiltrat stellte die injizierbare Fliissigkeit dar. Das
Praparat von Hoffmann-La Roche ist wasserléslich und war deshalb nach
Losung in Thyrode, wo es zum Teil etwas klumpte, sofort versuchsfertig.
Durchweg erhielt jedes Tier pro Injektion 20—25 mg HVL-Pulver gelost
bzw. extrahiert intraperitoneal injiziert.
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Wir teilten unsere Tiere insgesamt in 6 Gruppen ein, die am Ende
des Abschnittes iiber Methodik hintereinander aufgefithrt werden. Am
Ende des Versuches wurden die Tiere darch Nackenschlag getotet. Die
Schilddriise wurde zusammen mit Kehlkopf und Speisershre heraus-
prapariert und in Susa fixiert. Die Organe wurden in Paraffin eingebettet.
Von jedem Organ wurden 30-—50 je etwa 10 x4 dicke, mit Eisenhiama-
toxylin-Eosin gefiarbte Stufenschnitte untersucht. Neben einer histo-
logischen Durchmusterung der Organe standen im Vordergrund Kern-
messungen, dic an den Kernen der Schilddriisenfollikel durchgefiihrt
wurden. Wir verwandten dazu das zum Ultraphot (Zeiss) gehorige
Zeichengerdt. Das histologische Praparat wird dabei auf einen oberhalb
des Okulars befindlichen Spiegel projiziert. Von hier aus wird es auf
einen groBeren, rechts davon fest aunfgehiingten Spiegel geworfen, der
das stark vergroBerte Bild auf einen horizontalen, weiBen Gipstisch zur
Darstellung bringt, der unmittelbar rechts neben dem Mikroskop steht.
Die GroBSenverhiltnisse wurden mit einem Objektmikrometer derart
festgelegt, daBl durch geeignete Stellung der Spiegel und durch ent-
sprechende Okulare und Objektive 10 4 im Praparat 20 mm auf der
horizontalen Gipsfliche entsprachen, die VergréBerung insgesamt also
2000 war. Die Lichtverhiltnisse waren bei Benutzung der Bogenlampe
vollkommen ausreichend.

Die Kerne wurden scharf eingestellt und dann mit einem harten, fein
gespitzten Stift auf weiBes Papier abgezeichnet. Bei der Schilddriise
wurden vorhandene Kernteilungsfiguren entweder mit eingezeichnet
oder bei der Projektion besonders ausgezdhlt. Insgesamt wurden auf
diese Weise 10—12 verschiedene Gesichtsfelder aus verschiedenen Pripa-
raten aufgezeichnet, was etwa 500 Schilddriisenkernen entsprach. Dic
Ausmessung wurde mit einem Rechenschieber auf !/, mm genau aus-
gefithrt. Es wurde die Linge des gréBten Durchmessers und des auf ihm
senkrecht stehenden genommen. Das arithmetische Mittel aus diesen
beiden Werten wurde als Durchmesser D einer Kugel angesehen, Das
Volumen dieser Kugel wurde als dem Zellvolumen entsprechend an-
genommen. Fir die Kurven wurde D in px als Abszisse, die Anzahl
gleicher Kerngrolen prozentual zur gesamten, ausgemessenen Kernzahl
als Ordinate genommen. Als Aquivalent des Kugelinhaltes wurde D3=V
mitunter angegeben.

Zur Kritik dieser Methode ist zu sagen, daB bei Messungen an Schnittpraparaten
es erforderlich ist, auf die Bestimmung des dritten Durchmessers zu verzichten,
wenn man nicht an gleichdicken Serienschnitten die dritte Dimension bestimmen
will. Dies ist duBerst miihevoll, und ich konnte darauf deshalb verzichten, weil bei
der geometrisch einfachen Kugel- oder Elipsoidform des Kerns der dritte Durch-
messer von den gemessenen zwei anderen nicht wesentlich abweicht. An der Schild-
driise habe ich mich stets davon tiberzeugt, daB die Kerne selbst bei 2000facher
Vergrofierung meist nur wenig entrundet waren. Lediglich bei den mit Dijodthyrosin

behandelten Tieren waren die Kerne durch Abflachung hiufig ellipsoid. Hier
wurden die Kerne aufgesucht, die der Kreisform am nachsten kamen. Da, wie
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oben schon gesagt, die Kerne bei der Schilddriise im allgemeinen rund sind, werden
wir bei unseren Messungen ziemlich eindeutige Maxima fir die einzeluen Kern-
klassen erwarten diirfen. Die sehr grofie Zahl der in jedem Fall gemessenen Kerne
bietet auBerdem die Gewihr, daf3 die noch vorkommenden UnregelmiBigkeiten
ausgeglichen werden.

Die Frage der Fixierung von zu messenden (xt,wpben ist vielfach
erortert und verschieden beantwortet worden. Haumeder® hialt die
Messung an unfixierten Geweben fiir am genauesten. Bei itber 13000
ausgemessenen Kernen, auf die sich meine Untersuchungen stiitzen,
wird es einleuchten, dafl irgendein Fixierungsmittel angewandt werden
mufl. Jacobj?% 2L 2 dem wir die ersten wesentlichen Arbeiten iiber
Kernmessungen verdanken, hat seine Untersuchungen an in Susa
fixierten und in Paraffin eingebetteten Material vorgenommen. Die
Ergebnisse dieser Messungen sind an anders behandelten Geweben
bestitigt worden. Schairer® hat in seiner Arbeit iiber Kermmmessungen
an menschlichen Geschwitlsten bei in Formalin oder Susa fixierten
(teweben innerhalb der Fehlergrenze keine Unterschiede hinsichtlich der
Kerngroflen feststellen kénnen, wobei zu betonen ist, daB unter den von
Schairer gemessenen Kernen Kerne von Krebszellen waren, bei denen
durch Fixierung hervorgerufene Schrumpfungsvorginge bessere Angrifis-
punkte haben als an einem gewdhnlichen runden Kern. Ich glaube also.
daB die hier angewandte Methode der variationsstatistischen Messung
der Kerngréfien an Schilddriisenfollikeln geniigend genau ist, wm beim
behandelten wie beim unbehandelten Tier verliBliche Anhaltspunkte
iber die am héufigsten vorkommende Kernklasse zu gewinnen. Die
Methode scheint mir jedenfalls genauver als jede subjektive Betrachtung.
Lch will zunichst nur versuchen, nachzuweisen, ob wir mit dieser Methode
in der Lage sind, Anderungen des Funktionszustandes an der Schilddriise
abzulesen. Erst wenn das mit Sicherheit zutrifft, kénnte man spéter
daran gehen, sie im Test als Wirkungskriterium auszuarbeiten und zu
verwenden.

Neben diesen Kernmessungen wurden, worauf ich im Teil I der Arbeit
noch niher eingehen werde, auch Mitosenzahlungen in groem Umfange
durchgefiithrt. Bei der Schilddriise wurde die Zahl der Mitosen auf
500—600 Gesamtzellen festgestellt, darunter insbesondere an Organen,
die mit dem mitosestimulierenden Alkaloid Colchicin zusitzlich behandelt
worden waren (Niheres s. Teil I1').

Bevor wir zu den Kernmessungen ibergehen, seien zunichst die ein-
zelnen Versuchsgruppen angefiihrt, auf die bei den Messungen und den
Zahlungen der Mitosen jeweils hingewiesen wird.

Gruppe I (Ly—Ly,): 2 minnliche und 2 weibliche Ratten. Gewicht 170—190 g,
unbehandelt: Kontrolltiere.

Gruppe 11 (Lg;—L,,): 4 minnliche Ratten, Gewicht 170--190 g. KErhalten
taglich 50 mng acetongetrocknetes HV L-Pulver in Thyrodelosung extrahiert. Taglich

2 Dosen zu je 25 mg, 3 Tage lang. Etwa 12 Stunden nach der letzten Injektion am
Morgen des 4. Tages durch Nackenschlag getitet.
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Gruppe III (Ly—Lyg): 6 minnliche Ratten, Gewicht 170--190 g. Tiglich
erhilt jedes Tier 530 mg acetongetrocknetes HVL-Pulver in Thyrodelésung extra-
hiert. Taglich 2 Dosen zu je 25 mg, 3 Tage hintereinander. Zusammen mit der
letzten Injektion erhalten die Tiere je 0,8 cem einer 0,03%igen Colchicinldsung.
9 Stunden spiter durch Nackenschlag getitet.

Gruppe 1V (Lgs-—Ligg): 2 weibliche und 3 méannliche Tiere. Gewicht 180---200 .
Erhalten tiaglich 40 mg , Priglandol-Roche™ in 2 Tagesdosen. Zusammen mit der
letzten Dosis erhalten die Tiere 0,8 cem einer 0,03 % igen Colchicinlésung. 9 Stunden
spater durch Nackenschlag getotet.

Gruppe V (Ly —Ly,): 3 mannliche Ratten. Gewicht 170 —190 g, Erhalten eine
cinmalige Dosis von 0,8 cem einer 0,03 %igen Colchicinlgsung. 9 Stunden spiter
durch Nackenschlag getotet.

Gruppe VI (R,—Rg): 8 mannliche Tiere. Gewicht 170 180 g. Sie werden
zuniichst mit Dijodthyrosin behandelt, und zwar erhilt jedes Tier tiglich 0,1 ¢
Dijodthyrosin 8 Tage lang. Nach dieser ,.Ruhigstellung werden 2 Tiere als Kon-
trollticre getotet (R,, R,). 2 Tiere (R, R;) erhalten je 0,8 cem einer 0,03 %igen
Colchicinlgsung und werden 9 Stunden spéter durch Nackenschlag getétet. 4 Tiere
(Ry, Rg, R;, Ry) erhalten 2mal taglich je 20 mg ,,Priglandol-Roche®, 3 Tage hinter-
einander. R, und Rg werden etwa 12 Stunden spiter durch Nackenschlag getétet.
R; und R, bekommen zusammen mit der letzten Praglandolinjektion 0,8 cem einer
0,03 %igen Colchicinlosung. 9 Stunden nach dieser Injektion werden Ry und Ry
ducch Nackenschlag getétet.

In einer weiteren Gruppe wurde mit Meerachweinchen gearbeitet, die zum Teil
unbehandelt, zum Teil nach Behandlung mit verschiedenen Dosen thyreotropen
Hormons getdtet wurden. Hier wurden nur Kernmessungen vorgenommen.

Sektionsbefunde,

Bei der Sektion aller Tiere, die mit HVL behandelt worden waren,
stellten wir stets eine zum Teil sehr erhebliche VergroBerung der Schild-
driise gegeniiber Kontrolltieren fest. 'Wir haben uns bei diesen Kontrollen
nicht auf die 4 in der Gruppe I zu Kernmessungen herangezogenen Tiere
beschrinkt, sondern haben an anderen zum Teil auch dlteren Ratten immer
wieder festgestellt, daB die Schilddriisen dieser Tiere sichtlich kleiner
waren. Deutlich fiel bei manchen Tieren die zum Teil erhebliche Ver-
groBerung der Nebennieren auf. Bei den ménnlichen Tieren waren stets
die Samenblasen gegeniiber den Kontroltieren vergréBert, wihrend
an den Hoden keine Groflenunterschiede festgestellt werden konnten.
Von den 2 weiblichen Tieren der Gruppe IV war das eine gravide, wihrend
beim anderen Tier eine erhebliche Verbreiterung und édematése Durch-
trinkung der Uterushérner und eine Vergroflerung der Ovarien fest-
zustellen war. Die Hypophysen simtlicher Tiere zeigten keine wahr-
nehmbaren Verinderungen. Auch hinsichtlich der Grofle der anderen
innersekretorischen Organe waren bei behandelten und unbehandelten
Tieren Unterschiede nicht erkennbar. Alle inneren Organe zeigten keine
besonderen Verinderungen. .

Kernmessungen.
In der Abb. 1 ist das histologische Bild einer Schilddriise dargestelit,
wie wir sie im Durchschnitt bei allen unseren , Ruhetieren’ gefunden
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haben, also bei den Tieven, die nicht mit HVIL-Hormon behandelt worden
waren. Die Schilddriisen dieser Kontrolltiere haben wir hinsichtlich des
histologischen Befundes nicht nur bei den zu Kernmessungen verwandten
Tieren der Gruppe I (L,;—DL,,), sondern an zahlreichen Tieren der Vor-
versuche nachgepriift. Wir haben uns davon iiberzeugt, dal wesentliche
Abweichungen von dem in Abb. 1 dargestellten Befund nicht vorkamen.

Man erkennt histologisch ein ziemlich hohes Epithel, die Kerne sind
zum Teil dieht, zum Teil aufgelockert und blasig. Kolloid ist in den

Follikeln tiberall vorhanden. Am Rande des Kolloids sieht man jedoch
vielfach tropfchenférmige Aussparungen. Man wiirde also, ausgehend
von einer kolloidreichen Ruheschilddriise mit niedrigem Epithel hier
von einer mittelstarken Aktivierung sprechen. Derartige Tiere als Aus-
gangstiere fiir dic Testmethode nach Junkmann-Schoeller?® zu ver-
wenden, wiirde iiberall und mit Recht auf Ablehnung stoBen.

In der oben angegebenen Weise haben wir nun bei 4 solchen Tieren
Kernmessungen vorgenommen (Gruppe I). Dabei ergaben sich die in
der Tabelle 1 aufgefiihrten Werte. In der Tabelle finden sich in der oberen
waagerechten Reihe mit D = 3,75—86,75 die arithmetischen Mittel der
groBten Breiten- und Lingsdurchmesser der Kerne in 1 angegeben. In
der linken Langsspalte sind die einzelnen Fille (Lg—L,,) untereinander
aufgefiihrt. Die in den Spalten unter den einzelnen Kerngrofen (8,75
—4,0—4,25 usw.) angegebenen Zahlen sind die Hundertsitze der in
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Ta
Tier : 3,75 4,0 425 4,5 ] 475 50 1 5,25
Ly | ‘ 0.4 | 22 10,2 1 174 l 93,1 ‘ 19,9
L, | 02 0.6 2,2 4,1, 14,1 | 228 17,9
T ] 2ol o 08 | 31 | 18 20,0 22n
Ly + — | o8 2,0 | 47 1 6,1 11,6 26.2

Prozentuale Verteilung der Kerngrifien der Schilddriisenepithelien bei den
D = 5,0 und 5,25 (V = D? = 125—-144).

der Tabelle ganz rechts aufgefiihrten Gesamtkernmessungen bei jedem
einzelnen Fall. .

Wir ersehen daraus, daf} z. B. bei L, von 441 Kernen 23,1 % unter
D = 5,0 fallen. Die , RegelkerngroBe™, d. h. die Kerngrile, in der die
meisten Kerne unter den ausgemessenen zu finden sind, liegt fiir Ly
also bei I = 5,0. Die entsprechenden Werte fiiv Lg,—1Ly, sind I = 5,0
—35,25—5,25. Diesen Werten entsprechen Kernvolumina {(V = 1?),
die bei 125 bzw. 144 liegen. Die folgenden Tabellen 2—6 sind nach den
gleichen Gesichtspunkten aufgestellt,

Die fiir Ly~—L,, gefundenen Werte entsprechen also den Regelkern-
griolen bei vollig unbehandelten Kontrolltieren. Dafl Gréflenunterschiede
bel den einzelnen Tieren in geringer Breite vorhanden sind, nimmt nicht
weiter wunder. Sie konnen zum Teil daran liegen, dal das eine Tier doch
eine etwas stiarker aktivierte Schilddriise hat als das andere, wenngleich
das in histologischen Ubersichtsbildern nicht zu erkennen ist. Anderer-
seits aber wollen wir daran denken, daf3 auch diese Methode noch ver-
haltnismiaBig grob ist und dall deswegen derartige Fehler vorkommen
werden. Diesen Unterschieden brauchen wir groBe Bedeutung jedoch
nicht beizulegen, weil der Abstand zwischen den jeweils gewiihlten
Kernklassen nur D = 0,25 2 betragt, also auflerordentlich klein gewihlt
ist. BewuBt haben wir die Abstinde derart eng gelegt, um mdglichst
genau feststellen zu koénnen, wie die Methode arbeitet und in welchen
kleinsten Zwischenrdumen sich die Kernklassen verschieben.

In der Abb. 2 ist das histologische Bild der Schilddriise eines Tieres
dargestellt, das mit HVL-Hormon behandelt worden ist. Es handelt
sich um Ly, aus der Gruppe II. Vergleichen wir dieses Bild mit der
Abb. 1 (L), so ergeben sich erkennbare Unterschiede. Man sicht, dall
die Follikel sehr viel zellreicher geworden sind, daf} ein Lumen kaum noch
besteht. Kolloid ist nur noch in geringen Mengen zentral in den Follikeln
vorhanden, wihrend bei dem unbehandelten Tier L,, (Abb. 1) die Follikel
noch sehr kolloidreich waren. Wir kénnen also nach dem histologischen
Befund von einer deutlich stirkeren Aktivierung bei L,; sprechen.

Tabelle 2 gibt uns Auskunft iiber die KerngréfBen bei den Tieren der
Gruppe I1. Die Regelkernklassen liegen hier bei D = 5.75—6,0—6,0—3,5.
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belle 1.
a i ; GGemessene
5.5 5,75 6,0 6,25 ‘ 6,5 6,75 | Kerne
! {
183 1+ 4,0 2,7 1,3 ’ —~ = 4
12,3 9,4 5,4 1,0 —_— = BI12
921 11,2 8.0 26 ! L5 |02 525
24,1 18,4 5,2 Lo | 03 | | 542

~

Tieren der Gruppe I (unbehandelte Kontrolltiere
Niheres s. Text!

- Regelkernklassen zwischen

Wir schen also, insbesondere an den spiter noch zu besprechenden
Kurven, wie die Kerne der Schilddriisen in eine héhere Kernklasse

Abb, 2, Histologisches Bild der Schilddrise ciner Ratte, die tiglich mit 50 mg HVL-Extrakt,
3 Tage lang, behandelt worden ist (L..). Regelkerngri8e D =~ 5,75,

hineingewachsen sind. Bevor wir die Bedeutung dieser Befunde be-
sprechen, sei zundchst iiber das Ergebnis der Messungen in den anderen
Gruppen berichtet.

Grappe III (L,—-L,g) und Gruppe IV (L;;—L,e) kénnen zusammen
besprochen werden, weil hier neben einer durchgefiihrten HVL-Behand-
lung auch noch Colchicin gegeben wurde. Wir haben oben erwihnt, daf3
wir mit Colchicin Kernteilungsstudien anstellen wollten und priiften
hiermit geichfalls, ob Colchicin, in der oben angegebenen Weise von uns
angewandt, irgendeinen EinfluB auf die Kerngroflen nach Gaben von
HVL-Extrakt ausiibt. Wir sehen in den Tabellen 3 und 4 das Ergebnis
dieser Messungen zahlenmafig dargestellt und erkennen, da3 das Colchicin
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Ta-
Tier | 375 J 4,0 4,25 45 | 475 | 50 | 52 | 55
1 i !
Ly — ’ - = 0.4 | 30 | 62 |103 18,8
Lag — — — i = L0 | 22 68 | 13.1
Lag — — — — 0,3 L2 | 42 8,6
130 - — — 0,7 2,3 54 | 161 | 278

Prozentuale Verteilung der KerngréBlen der Schilddrisenepithelien bei den
D =55 und 6,0 (V=D = 166—216),

Ta-
' | | 1
Tier 13,75 ] 4,0 4,25 | 45 | 475 | 5.0 5,25 5,5
| i ! {
Ly, ' — l — 09 | 05 07 48 105 | 184
— E — 0,2 - 0,4 3.0 © 6.3
o | — — — 0,4 2,7 4,0 11,7
Ly, — e — 02 . 06 6,1 1L0 242
Ly - . 0.4 0.7 | 49 8.6 ; 13,3 19,4
Ly | — — ' - 0,4 | 08 0 177 13,7

Prozentuale Verteilung der Kerngroflen der Schilddriisenepithelien bei den
klassen zwischen D = 5,75 und 6,25

Ta-
] ! :
Tier 375 | 40 | 425 ] 45 | 475 50 1 525 | 5.5
i i |
Ly | — { — 0 — 06 18 31 | 53 | 113
Ly | — — 0,2 0,5 3.3 5,4 8,6 14,4
L. | — — = — 05 42 | 92 . I67
Ly | — — — 0,7 0,9 59 | 1,6 © 225
Ly | — - e 0,1 0,7 25 | 1L,0 | 179
Prozentuale Verteilung der Kerngréfien der Schilddriisenepithelien bei den

kernklassen zwischen D = 5.75

auf die mefbaren Kerngrifen keinen Kinfluf3 hat. Die Regelkernklassen
von Gruppe ILI (L, —L,g) liegen, wie aus Tabelle 3 ersichtlich, bei
D = 3,75—6,25—6,0—5,75—35,75—6,0.  Fur Gruppe IV (Ly;—L,)
ergeben sich folgende Regelkerne: D = 6,0-—5,75—5,75—35,75—5,75.

Wir stellen fest, daB bei diesen Gruppen III und IV gleichfalls die
Regelkernklassen bet hoheren Werten, liegen. Auch hier schwanken diese
insgesamt um 0,5 ¢« zwischen (rroBtem Wert bei L,, (D = 6,25 4) und
kleinstem bei mchrewn Tieren (D = 5,75 1). In Analogie zu dem bei
der Gruppe I Gesagten, diirfen wir annehmen, daB diese Schwankungen
die gleichen Ursachen haben. Wir kommen nach diesen Befunden zu
dem Ergebnis, daf3 nach Gaben von HVL.-Hormon die Durchmesser der
Regelkernklassen der Schilddriisencepithelien wm dwrchschnittlich 0,751 u
héher liegen als die der nicht vorbehandelten Kontrollen. Es ergibt sich
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belle 2,
i | i ] X : i . Gemessene
5775 1 6,0 | 6,25 4 6,5 | 6,75 | 7,0 7,25 | 7,5 | Kerne
T ] | i | : |
392 | 145 | 96 | 53 | 18 | — — — 4T
174 | 206 143 0 1L2 63 1 21 . 08 0,2 | 483
155 | 3.0 | 178 | 143 | 64 | 08 = 02 o s
212 | 1L4 | 63 | 42 | 38 0.9 . — o — 1 498

Tieren der Gruppe 11 (behandelt mit HVL- L\tral\t) Regelkernklassen zwischen
Naheres s, Text.

helle 3.
‘ ‘r ! 1 ‘\ | Gemessenc
575 | 6,0 | 625 | 65 | 675 | 7.0 | 7,25 75 | Keme
i \ ! i :
195 | 17,9 1 13,1 79 0 35 | 13 1.2 LI a32
15,5 © 20,6 | 25,5 179 . 81 . 2,0 1,3 _— 503
18,6 ¢+ 22,5 1 18,7 - 11,3 | 54 2,5 1.8 —te 443
26,5 1 15,6 3,3 ° 4,6 L7 07 0,4 — 408
94 ¢ 176 1 7.3 ; 50 ¢ 1,8 1 02 0,7 _— 381
19,0 | 19,9 | 18,0 | 10,5 i 3,4 “ 1,3 0,4 0.2 | 166
i 1 ! H

Tieren der Gruppe IIl (behandelt mit HVL-Extrakt und Colchicin). chelkem-
(V = D% = 190—~244), Nithercs 8. Text.

belle 4.
; f ~ o Gemessene
575 | 6,0 | 625 65 | 675 | T0 | 125 . 15 Kerne
! ] , .f
17,6 254 163 | 1L2 | T4 0 32 | 08 — 1 412
928 178 123 | 67 | 31 . 09 | — 508
26,2 17,8 150 | 65 | 3.2 06 — — 476
23.0 16,8 88 | 47 | 24 07 | 1,6 — 421
24,1 21,4 150 | 43 . 07 Lo 1,3 L2 0 550

Tieren der Gruppe IV (behandelt mit ,,Praglandol-Roche'” und Colehicin). Regel-
und 6,0 (V := D* = 190--2146).

—

weiterhin, daf das in der oben angegebenen Weise von uns angewandte
Colchicin keinen EinfluB auf die Kerngrofien hat, wie aus den Ergebnissen
der Gruppe II einerseits und der Gruppen 11I und IV andererseits zu
entnehmen ist. Zur Erhartung dieser Feststellung behandelten wir in
Gruppe V gewdhnliche Kontrollratten (Ly—L,,) mit je 0.8 cem 0,03 % iger
Colchicinlosung, téteten die Tiere nach 9 Stunden und fanden, wie aus
Tabelle 5 hervorgeht, Regelkernklassen, die denen der unbehandelten
Kontrolltiere der Gruppe I (Ly—L,,) entsprachen.

Die bisherigen Befunde zeigen uns also mit groBer Deutlichkeit, daB
auch nach verhiltnismaBig kleinen Dosen von HVL-Hormon Kern-
verdnderungen in den Schilddriisenepithelien auftreten, die wir im histo-
logischen Bild nicht sicher erkennen kénnen.

Es ist eine bekannte Tatsache, daB in der aktivierten Schilddriise die
Kerne der Follikelepithelien gro8 und blasig werden. Diese von uns

Yirchows Archiv. Bd. 207. 4
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Ta-
Tier . g5 4,0 | 4.25 45 475 50 325 55
L, — 0,3 0,7 58 ' 20,5 15,6 14,3
L, — 0.5 3.6 7.2 181 2411 11.6
Lo 06 2.5 6.5 4 132 207 203 17,3

Prozentuale Verteilung der Kerngrofien der Schilddriisenepithelien Lei den
(V == D* = 125).

durch Kernmessungen objektiv sichergestellte Beobachtung, das Auf-
treten hoherer Kernklassen bei den mit HVL-Hormon behandelten
w ‘ Tierven, ist als Ausdruck

T
. einer Funktionssteige-
25— . .
oy rung  jeder einzelnen
: | ¢ r ) -
L R B Zelle anzuschen. wobel
15—t besonders zu betonen
1 ; | - -
A R ist, daB} diese Funk-
: \ . :
p ! i ; o tionssteigerungans dem
I Ry < < histologischen  Schild-
4 / S . ! = Zintle

0475 GW Xz 4% 47 400 525 177 5% &0 625 §5%0 4%5 70 125 driisenbild nicht sicher

Kurve 1. Graphische Darstellungder Kerngrifen der  abgelesen werden kann.
Schilddritsenepithelien von 3 mit HVL-Hormon behan- - -
delten Tieven (La., Liag, Lisg). Abszisse: Kerndurchmesser D In den Kurven 1
in g, Ordinate: Anzakl gleicher Kerngroten. prozentual b 1er . :
zur gesamten ansgemessenen Kernzahl, Regclkerngrolen und - brmgen wir i
D = 6,25—06,0--6.0, graphischer Darstellung
die Kerne der Schild-
driisenfollikel von 3 un-
behandelten und un-
mittelbar darunter von
3 mit HVL-Hormon
und Colehicin behan-
| Cor ; L delten Tieren. Daneben
0__. H . L ) . . o
75 400 425 850 % SW 33 3% 3% &09 625 6% 6% o 5 sehen wir in den Abb. 3
Kurve 2. Graphizche Duarstellung der Kerngro8ep der und 4+ Kerneréflen von
Schilddriisenepithelicn von 3 unbehandelten Tieren (L, e
Las, Lug).  Regelkerngrofen D = 3,0---3,0——3,25. behandelten und unbe-
handelten Tieren, wo-
bet insbesondere die GroBenverhiltnisse sehr deutlich zum Ausdruck
kommen.

Zu den bisherigen Untersuchungen haben wir als Ausgangstiere
Ratten angewandt, die nicht vorbereitet waren. Trotz der gewshnlichen
fiir Hormonauswertung ungeeigneten Kost haben wir mit der angegebenen
Methode der Kernmessung deutliche Aktivierungsunterschiede fest-
stellen konnen. Nach diesen Versuchen, die die Behauptung fritherer
Untersucher, dafl die Ratte fiir die Auswertung des thyreotropen Hormons
ungeeignet sei, entkriftet, haben wir weitere Untersuchungen angestellt,
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belle 5.
- ! Gemessene
5.95 5,0 ' 6.25 6,5 6,55 | 7,0 - 7,25 Kerne
8.8 2,5 0,5 0,2 — 0,3  — 510
6.3 3.2 0.8 0.8 — 2l — 412
7.3 4.6 1,9 2,1 — — 0,2 520

Ticren der Gruppe V (bebandelt mit Colchicin). Regelkernklassen bei D = 5,0
Niheres s. Text!

wobel als Ausgangspunkt die ,,ruhiggestellte” Rattenschilddriise gewihlt
wurde.

Zu diesem Zwecke behandelten wir eine weitere Gruppe von 8 Tieren
(Grappe VI) tiglich mit je 0,1 g Dijodthyrosin, insgesamt 8 Tage lang.
Die weitere Behandlung dieser Tiere ist vorne im Abschnitt Methodik
genau angegeben.

Abb. 5 zeigt das histologische Bild der Schilddriise von R;. Deutlich
erkennt man die Wirkung des Dijodthyrosins. Die Follikel sind, ver-
glichen mit den in Abb.1 beim Normaltier gezeigten, sehr weit. Das
Epithel ist flach, die Kerne sind zum Teil abgeplattet. Uberall ist sehr
reichlich Kolloid in den Follikeln vorhanden. Daneben sieht man in
Abb. 6 das Bild einer Schilddriise (Ry), die zundchst mit Dijodthyrosin
ruhiggestellt und dann in der oben angegebenen Weise mit HVL-Hormon
behandelt worden war. Man sieht im histologischen Bild deutlich die
erheblichen Unterschiede. Bei Ry erkennt man fast vélligen Kolloid-
schwund, hohes zum Teil zylindrisches Epithel mit groBen, hellen,
blasigen Kernen. Gegeniiber R, ist also ganz deutlich eine Aktivierung
festzustellen, die bei histologischer Betrachtung etwa der in Abb. 1 dar-
gestellten Schilddriise eines normalen Ruhetieres entspricht.

In Tabelle 6 sind die Kerngréen von R;—R, angegeben. Man sieht
daraus, wie — erwartungsgemifl — die Regelkernklasse der nur mit Di-
jodthyrosin behandelten Tiere (Ry, R,) mit D = 4,75—4,75 (D3 == V = 107)
noch unter der der Kontrolltiere L;—L,, liegt. Man erkennt weiter,
wie auch in dieser Gruppe das Colchicin keinen EinfluB auf die Kerngréfien
hat (R,, R,). Schliellich sieht man an der Verschiebung der Regelkern-
klasse nach oben, daB bei den Tieren R;—Ryg eine deutliche Aktivierung
der Schilddriise vorliegt, worauf in Abb. 6 bei Betrachtung der histo-
logischen Ubersichtsaufnahme von Ry bereits hingewiesen wurde. Auf-
merksam machen méchte ich noch darauf, da bei diesen Tieren die
Regelkernklassen mit D = 35,25—35,25—35,25—5,5 nur um wenig hoher
licgen als die der Kontrollen der Gruppe I (Ly—Lyg,). Auch die histo-
logischen Ubersichtsbilder dieser Schilddriisen (Lg,: Abb. 1, Ry: Abb. 6)
zeigen éhnliche Bilder, wenngleich festzustellen ist, daB R einen héheren
Aktivititsgrad aufweist als Ly, Man erkennt das deutlich an den unter-
schiedlichen Mengen des Kolloids.

4%
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Abb. 3. Kerngrofen der Schilddriisenepithelien einer unbehandelten Xontrollratte {(Lis).
RegelkerngroBe D = 5,0, Xernvolumen = 123,

Abb. 1. Kerngrégen einer mit HVL-Hormon und Colchicin behandelten Ratte (Lgs).
RegelkerngroBe D = 6,25. Kernvolumen = 244, Unter den stark vergriBerten Kernen
mehrere Mitosen. (Gleiche VergroSerung wie Abb. 3.)



und Colchicin auf KerngréBe und Kernteilung in der Schilddrise. 33

Abb, 5, Histologisches Bild der Schilddriise einer Ratte, die 8 Tage lapg mit tiglich 0,1 ¢
Dijodthyrosin behandelt worden ist (R,). RegelkerngriBe D = 4,75. Verygr. 170fach,

X - RN . ... B3P .
Abb. 6. Histologisches Bild der Schilddriise einer Ratte, die zunéchst 8 Tage lang tiglich
0,1 ¢ Dijodthyrosin bekommen hatte, Dawach 3 Tage lang tiglich 49 mg ,,Praglandol-
Roclie®*. RegelkerogroBe D = 5,35,

Die GroBe der Kernklassen von R;—R, zeigt uns jedenfalls, daf die
hochste Aktivierung, wie wir sie in den Versuchen der Gruppen III und IV
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Ta-
Tier | 375 | 4,0 4,25 45 | 47 50 . 525 5,5
R, 07 1,3 59 ! 124 292 18,3 161 ' 7,7
R, 0,8 2,1 6,2 13,0 308 16,0 145 8,0
R, 08 o« L9 | 89 126 28,0 16,3 14,0 9.3
R, 0,5 . Lt | 7l 14,2 253 . 206 15,1 6.8
R, — i = 109 1 41 11,3 16,6+ 267 19,0
R, — L6 ! 80 15,8 19,1 19,3 30,4 4,0
R, 02 . Lo ! 34 11,1 18,0 19,4 20,6 15,0
R - 01 06 ¢ Ll 1,9 6,3 20,7 . 25,7 27,4

Prozentuale Verteilung der KerngroBen der Schilddriisenepithelien bei den
Tieren der Gruppe VI. (Simtliche vorbehandelt mit Dijodthyrosin, zum Teil
danach mit HYL-Extrakt behandelt.) Regelkernklassen der nur mit

gesehen haben, noch nicht erreicht ist. Da die Kernklassen von Ry—R,
nur wenig héher liegen als die der Kontrollen von Lj;—L,,, haben wir
zugleich einen Einblick in

* ; die Hohe der normalerweise
X ! - schon vorhandenen Aktivie-
25 : rung bei unseren Kontroll-
2% ! i ratten (L —L,,).
" ‘ l In der Kurve 3 ist die
L [ Verschiebung der Regelkern-
B O klasse mit Dijodthyrosin
jS— //, } -t ruhiggestellter Schilddriisen
v . N und anschlieBender Behand-

P ; . :

T I0 45 45 KB 400 55 58 5% 400 65 &% 675 ;
¥ e 5 § lung mit Hypophysenvorder-
Kurve 3. Graphische Darstellung der Verschiebung - - . )
der Regelkernklassen nach Bebandlung mit thyreo- laPPeﬂhOI'Hlon graphisch dar-

tropem Hormon bei Tieren, deren Schilddrise vor- cestellt.
her mit Dijodthyrosin . ruhiggestellts worden war. or . . .

R:, R; behandelt mit Dijodthyrosin D = In einem weiteren Versuch
4,753—4.75.,  --e--- R:. R, behandelt mit Dijod-

thrrosin, anschlieBend mit HVL-Extrakt D = wurde an Meerschweinchen

5,253,5. ausprobiert, ob bei Gaben

von nicht sehr hohen, aber

verschieden groflen Dosen HVL-Hormons dies in der Verinderung der
KerngréBen zum Ausdruck kommt,

Wir maBlen bei 2 Meerschweinchen von 250 g, die keine besondere
Kost bekommen hatten, die Kerne und kamen zu einer Regelkerngrofle
von D = 5,0 (V = 125) bei beiden Tieren.

In Abb. 7 ist das histologische Ubersichtsbild der Schilddriise des
einen Tieres dargestellt. 2 weiteren Tieren (M;, M,) gaben wir 0,3 cem
eines selbst hergestellten HVL-Extraktes. In der Abb. 8 ist das histo-
logische Ubersichtsbild von M, dargestellt. Wir sehen eine deutliche
Aktivierung mit Kolloidaussparungen in Randbezirken und hohem
Epithel. Die Regelkernklasse dieser beiden Tiere liegt bei D = 35,25.
Also auch an den Kerngréflen kommt die Aktivierung zum Ausdruck.
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belle 6.
! _ ! i | ! Gemessene

575 | 8,0 | 6,25 65 , 675 ° 1,0 | 7,25 | Kerne
4,0 2,2 | OF: T p— — — — 540
4,8 2.2 1,6 i —_ —_ — — 4360
51 2,9 22 04 — — — 506
4,4 2,6 1,0 © 0,6 — , — , — 496

14,7 47 1 1,8 09 03 ¢ — 0 530
0,8 0,2 0,4 — — P ; —_ 472
6.4 2,1 | 1,2 0,2 0,2 = — — 510
7.8 3,6 08 0, 0,3 —_— — 626

Dijodthyrosin behandelten Tiere (Ry, Ry, R;, R,) bei D = 4,75 (V = D3 = 107).
Regelkernkiassen der danach wit HVL-Extrakt behandelten Tiere (R;, Rq, Rs, Ry)
bei D zwischen 5,25 und 5,5 (V = D® == 144—166). Naheres s. Text!

Abb. 9 zeigt die Schilddriise eines Meerschweinchens (M;), das die
doppelte Hormonmenge wie M, und M, erhalten hat. Wir sehen histo-

Abb. 7. Histologisches Bild der Schilddriise eines unbehansdsiten Meerschweinchens,
RegelkerngréBe D = 3,0, YVergr. etwa 150fach.

logisch keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des Grades der
Aktivierung. In den KerngroBen kommt er jedoch dadurch zum Aus-
druck, daf die Regelkernklassen zweier derart behandelter Tiere Werte
von D = 3,5 erreichten. Wir sehen also, daBB auch bei Meerschweinchen
ohne vorherige Ruhekost Auswertungen des thyreotropen Hormons
moglich sind und wir erkennen weiterhin, dafl dort, wo am histologischen
Schilddriisenbild keine oder nur geringe Aktivierungsunterschiede fest-
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Abb. 8. Histologisches Bild der Schilddriise eines mit HVL-Hormon behandelten Meer-
schweinchens (M,). Deutliche Aktivierung. RegelkerngréBe D = 5,25. Vergr. etwa 160fact.

Abb, 9. Histologisches Bild der Schilddruse eines mit HVL-Hormon behandelten Meer-
schweinchiens (Mg), das die doppelte Hormonmenge wie M, erhalten hat, Regelkerngrife
D = 3,5. Kein wesentlicher Unterschied im histologischen Bild gegeniber Abb. 8 (M,).

zustellen sind, sich die Regelkernklassen entsprechend der gegebenen
Hormonmenge verschieben.
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AbschlieBend kinnen wir also hierzu bemerken, daf3 das, was wir bei
der Ratte bereits betont haben, auch fiir das Meerschweinchen zutrifft.
Durch Messung der Follikelkerne konnen wir dovt den Aktivierungs-
grad der Schilddriise noch feststellen, wo die histologische Betrachtung
von Ubersichtsschnitten nicht zu sicheren Ergebnissen kommt.

Ergebnis der Kernmessungen.

Unter anderen Gesichtspunkten als frithere Untersucher haben wir
den Versuch gemacht, mit Hilfe der Kernmessung Funktionszustdnde
eines innersekretorischen Organs festzuhalten und aus den gewonnenen
Kernveranderungen den Grad des Funktionszustandes des Organs zu
bestimmen. Diese Methode ist in der Hormonforschung bisher nicht
angewandt worden. Fritheren Untersuchern kam es darauf an, mit Hilfe
der Kernmessung GesetzméBigkeiten des Kern- und Zellenwachstums
zu erforschen. Mit gefundenen Unterschieden hinsichtlich des Kern-
volumens in normalen Organen einerseits und Geschwiilsten anderer-
seits suchte man dem Wesen des Wachstums im allgemeinen, dem der
krankhaften Geschwulstzellen im besonderen ndher zu kommen.

DaB Verinderungen der Kerngréflen an zahlreichen Organen vor-
kommen, ist von Wermelt: 42 und seiner Schule in mehreren Unter-
suchungen an Leber, Niere und Pankreas nach Vergiftungen experi-
mentell sichergestellt. Wermel und Mitarbeiter erkliren diese Verdnde-
rungen damit, dall dem Kérper durch die Giftwirkung die Kraft fehlt,
das Wachstum jeder einzelnen Zelle und damit ihres Kernes zu hemmen,
wie das unter normalen Umstinden der Fall ist. Wermel bekraftigt diese
Ansicht damit, dal in der Gewebskultur die nicht mehr unter dem Ein-
flul des Organismus stehende Zelle ebenfalls weit gréBere Kernwerte
erreicht, weil sic hemmungslos wachsen kann. Ob diese Ansicht richtig
ist, konnen wir nieht beurteilen.

Die von uns gefundenen Kernverdnderungen in der aktivierten
Schilddriise miissen wir jedenfalls als eine aktive Leistung jeder einzelnen
Zelle anffassen. Die Leistung jeder Zelle bedingt die Organleistung und
damit die jeweilige Anderung des Funktionszustandes.

Wir sehen bei unbehandelten Ratten, die keine besondere Ruhekost
erhalten haben, Regelkernklassen zwischen D = 5,0—5,25. Dies ent-
spricht einem Kernvolumen V = D3 von 125—144. Bei den mit HVL-
Extrakt behandelten Tieren tritt eine deutliche Verschiebung nach oben
ein, d. h. die Regelkernklasse erreicht Werte zwischen D = 5,75—8,25,
was einem Regelkernvolumen V = D? von 190—244 gleichkomms. Wir
selien also neben einer einfachen Rechtsverschiebung zum Teil auch eine
Verdoppelung des Regelkernvolumens eintreten und diivfen dement-
sprechend in diesen Fillen von rhythmischem Wachstum im Sinne
Jucobjs sprechen.
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Deutlich sind diese Verdnderungen auch bei den Tieren zu erkennen.
bei denen die Schilddritsen zuvor mit Dijodthsrosin ,.ruhiggestellt™
worden sind (Gruppe IV). War die Regelkerngr6Be bei diesen Tieren
(R;—~R,) zunichst D = 4,75 (V = 107), so war sie nach der Behandlung
mit HVL-Extrakt nach 3 Tagen auf D = 5,25—5,5 (V' = 144—166) an-
gestiegen. Die Kerne waren etwa !/,mal gréfer geworden, verglichen
mit den Ausgangstieren. Es lag hier also eine deutliche Rechtsverschie-
bung vor.

Wir haben oben den Begriff des rhythmischen Wachstums (Jacobj)
definiert und davon gesprochen, daf es mit Hilfe der variationsstatisti-
schen Methode moglich sei festzustellen, anf welche Weise die Kern-
vergréBerung erfolgt. Aus den beigegebenen Kurven und Tabellen sehen
wir, daBl jeweils nur ein Gipfel vorliegt und dal bei den Tieren infolge
der Hormonbehandlung zum Teil eine deutliche Rechtsverschiebung.
zum Teil eine Verdoppelung der Kernvolumina festzustellen ist. Bei den
mit Dijodthyrosin vorbehandelten Tieren ist diese Verdoppelung noch
nicht nachzuweisen. Bel geniigend langer Behandlung bzw. gréBeren
Hormongaben wird aber gerade hier an vorher ruhiggestellten Organen
mit gréBeren Kernvolumina zu rechnen sein.

Nach unseren Untersuchungen konnen wir feststellen, dafl die Ratte
ein durchaus geeignetes Tier zur Feststellung der Wirksamkeit thyreo-
tropen Hormons ist. Es gelingt zwar nicht, mit der iblichen histo-
logischen Methode zu eindeutigen Ergebnissen zu kommen, wohl aber
kann man bei Kernmessungen auch die Ratte als geeignetes Tier zur
Auswertung thyreotropen Hormons bezeichnen. Dall man bei solchen
Auswertungen die Rattenschilddriise durch eine geeignete Kost { £aal®0)
ruhigstellen oder gar mit Dijodthyrosin (Fremery!?) vorbehandeln mufi,
ist selbstverstindlich.

Uns kam es hier nicht darauf an, die Junkmann-Schoellersche Test-
methode umzustiirzen. Wir wollten lediglich zeigen, dafl bei einer aus-
gesuchten Auswertungsmethode die Ratte ebenso geeignet ist wie das
Meerschweinchen. Weiterhin wollten wir feststellen, daB die Methode
unseres Erachtens in mancher Hinsicht empfindlicher arbeitet als die
histologischen Methoden. Die an Meerschweinchen gefundenen Kern-
klassenverschiebungen nach Behandlung mit verschieden groflen Hormon-
mengen sind deshalb zunichst vorsichtig aufzunehmen, weil uns den
Zeitumstanden entsprechend nur wenig Tiere zur Verfiigung standen.
Die hier gefundenen Ergebnisse miissen auf breiterer Grundlage nach-
geprift werden.

Schon eben habe ich ausgefiibrt, dafl die Kernmessungsmethode zum
Nachweis der Wirksamkeit thyreotropen Hormons nicht die histologische
Methode von Junkmann und Schoeller verdringen soll. Die Auswertuny
durch Kernmessung beansprucht fiir das Aufzeichnen von etwa 500 Kernen
und das anschlieBende Ausmessen allein etwa 4—3 Stunden, hinzu



und Colchicin auf Kerngrile und Kernteilung in der Schilddriise. 29

kommt die Zeit zur genauen Einstellung des Zeichengerites usw. Fiir
die praktische Auswertung hat die Methode der Kernmessung also den
sicheren Nachteil, daB sie zeitraubend ist. Die groflere Genauigkeit der
Kernmessungsmethode wird die histologische Schnellmethode von Junk-
mann und Schoeller, die in wenigen Untersuchungsminuten zum Er-
gebnis fihrt, nicht verdringen konnen.

II. Der EinfluB des Colchicins auf die durch thyreotropes
Hormon aktivierte Schilddriise.

Aron® hat 1936 vorgeschlagen, mit 100 MS-Einheiten thyreotropen
Hormons diejenige Menge zu bezeichnen, die imstande ist, innerhalb von
24—36 Stunden nach der Injektion das Gewicht der Schilddriise um
50—100% zu erhchen. Weiterhin beobachtete Arom bei 40—45 Ein-
heiten dieses Testes das Auftreten von Mitosen, und zwar 510 Kern-
teilungsfiguren in einem Lingsschnitt durch beide Schilddrisenlappen,
wihrend bei 100 Einheiten Mitosen in jedem Gesichtsfeld vorhanden
waren. Da 40—45 Einheiten der mit ziemlicher Bestindigkeit auf-
tretende Schwellenwert fur das Erscheinen der Mitosen war, maf dron
dieser Methode auch praktischen Wert zur Bestimmung der Wirkungs-
héhe thyreotropen Hormons auf die Schilddriise bei. Auch Kippen und
Loeb? und Bastenie” haben Untersuchungen in dieser Richtung gemachs.
Die ersten beiden Autoren benutzten die Mengen der auftretenden Mitosen
ebenfalls als Kriterium der Wirksamkeit thyreotropen Hormons.

Durch die Forschungen Dustins!® 1! und seiner Schiler Bastenie und
Zylberszac® wurde das Alkaloid Colchicin als eine Substanz bekannt, die
in hohem MaBe auf Zellen einwirkt, die sich im Zustande der Mitose
befinden oder die bereit sind, sich zu teilen. Dabei stellte Dustin fest,
dafl die Kernteilungsfiguren in bestimmten Organen in gehduftem Male
auftraten und dal sie nicht in der sonst iiblichen Weise abliefen, sondern
in der Metaphase stehenblieben. Die Chromosomen sind dabei meist
knduelformig in der Mitte der Zelle zusammengeballt, ohne dall es méglich
wire, diese Kernteilungsfiguren bei einer der bekannten Phasen unter-
zubringen. Dustin nannte dieses Stadium Stathmokinese.

Nach den obenerwihnten Beobachtungen von Aron, Kippen und
Loeb lag es nahe, den EinfluB thyreotropen Hormons zusammen mit
Colchicin autf die Schilddriise zu studieren.

Dieser Aufgabe haben sich bisher nur Bastenie und Zylberszac unterzogen. Sie
spritzten 180-—200 g schweren Meerschweinchen 3mal taglich je 700 MS-Einheiten
thyreotropen Hormons und beobachteten die bekannten Aktivierungserscheinungen.
In 100 Follikeln oder interstitiellen Zellhaufen sahen sie durchschnittlich 17 Mitosen.
Bei allen mit Colchicin allein behandelten Tieren konnten sie in 100 Follikeln nur
3 Kernteilungsfiguren feststellen. Wurden dagegen beide Methoden kombiniert,
80 waren durchschnistlich 119 Mitosen in 100 Follikeln vorhanden.

Diese auffallenden Befunde Bastenies und Zylberszacs lassen es also
moglich erscheinen, aus dem Auftreten von Mitosen Riickschliisse auf
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den Funktionszustand der Schilddriise zu machen. Die Kontrolle dieser
Befunde ergab sich daher von selbst, insbesondere aber, um festzustellen,
ob die Methoden von Loeb und Arom bzw. die der belgischen Forscher
fir quantitative Auswertung des thyreotropen Hormons ausreichend
sind.

Wir haben deshalb an den Tieren der Gruppe I—VI, an denen wir
unsere Kernmessungen durchgefithrt haben, auch Mitosenzahlungen vor-
genommen.

Das Vorhandensein einzelner Mitosen in der nicht mit thyreotropem
Hormon behandelten Rattenschilddriise st bekannt (Tanabe®, Adrons
u. a.). Tanabe stellte fest, dall es bei besonderen Kostformen zu einer
starkeren Schilddriisenaktivierung kommt und daf} bei diesen aktivierten
Schilddriisen mehr Kernteilungsfiguren zu finden sind als bei anders
ernidhrten Tieren. Uns interessieren hier jedoch vor allem die oben-
erwiahnten Verdnderungen, die die belgischen Forscher Bustenie und
Zylberszac feststellen konnten. Diese Befunde sind folgendermalen zu
erkldren: Durch das thyreotrope Hormon kommt es zu einer Aktivierung
der Schilddriise, die ihren morphologischen Ausdruck in den bekannten
histologischen Veranderungen findet. Hand in Hand mit der Verinderung
jeder einzelnen Epithelzelle sehen wir KernvergroBerungen, wie wir das
im Teil I unserer Arbeit nachweisen konnten. Die Kernvolumina
werden dabei zum Teil sogar doppelt so groB wie die der Ausgangstiere.
Diese VergroBerung der Kerne kann nun nicht schrankenlos weitergehen,
sondern ein Teil der Kerne wird sich mitotisch teilen. Wir werden dem-
entsprechend in einer aktivierten Schilddrise mehr Mitosen erwarten
diirfen als in einer ruhenden, was von Arorn und Loeb auch nachgewiesen
ist. Diese mitotische Kernteilung lauft nun in ganz bestimmten Phasen
hintereinander ab. Durch Dustin und seine Schule ist festgestellt worden,
daB das Colchicin in diesen normalen Ablauf der Mitosen eingreift und
die Kernteilung hemmt.

Der Gedanke ist also naheliegend, dafl man in aktivierten Schild-
driisen, die sich noch in starkem Wachstum befinden, mit Colchicin in
die Kernteilung hemmend eingreift und in Fortsetzung der Gedanken-
ginge Arons® aus der Zahl der vorhandenen Mitosen Riickschliisse auf
die Hohe der Aktivierung macht.

Wir stellten uns also die Aufgabe, die Wirkung des Colchicins auf die
Schilddriise nachzupriifen, um festzustellen, ob sie als Test fiir die Wirk-
samkeit thyreotropen Hormons brauchbar ist. AuBerdem sind wir
durch die vorausgegangenen Kernmessungen in der Lage, festzustellen,
ob das stirkere Auftreten von Mitosen tatsichlich abhdngig ist von einer
Verschiebung der Regelkernklasse nach oben, d.h. ob wir dort, wo
stirkeres Wachstum der Kerne vorhanden ist, die zahlreichsten Kern-
teilungsfiguren beobachten kdnnen.
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Morphologische Verinderungen an der Schilddriise nach Gahen

von Celchicin.

Spritzt man einer Ratte thyreotropes Hormon und anschlieSend
Colchicin ein, so kann man Schilddriisenverinderungen sehen, wie sie in
Abb. 10 dargestellt sind. Man erkennt dicht aneinanderliegende ¥ollikel,
die vollig kolloidfrei sind und ein hohes Epithel haben. In den Epithelien
finden sich sehr grofle, aufgeblasene, blasse Kerne mit deutlich erkenn-
baren Kernkorperchen. Der auffallendste Befund ist jedoch der, daB3
auBerordentlich  zahl-
reiche Kerutedungs-
figuren vorhanden sind.
Die in Abb. 10 darge-
stellten Mitosen sind in
ihrer Form und Vertei-
lung iiber die Zelle un-
gewghnlich und sehen
auch anders aus als
die, die Bastenie und
Zylberszac in ihren Ab-
bildungen darstellen.

Es ist bekannt, daB
die Kernteilungsfiguren
vach Gaben von Col-
chicin in der Metaphase

stehenbleiben.  Die
Chromosomen sind da- ) ]

. . R . . Abb. 10, Sehr zahlreiche Mitusen in ciner aktivierten
bei knéuelfdrmig, meist  schilddriise, die mit Colehivin behandelt wovden ist. Die
verkhnupt in (10!‘ Zel_ Mitosen bostehen fast ansschlieSlich aus spritzerartig iber

A die ganze Zelle wvertcilten Chromosomen bzw. Chromo-
lenmltte angeordnet, somenstiicken. Vergr. 450fach.

Spindelbildung, Mut-

ter- und Tochtersterne kommen nicht zur Entwicklung. Ein Teil
der Zellen geht, nachdem diese pyknotisch geworden sind, schlieBlich
zugrunde. Ein Teil der Mitosen kann sich jedoch erholen. Es kann
wieder eine Spindel auftreten und die Mitose kann weiterhin ihren
normalen Verlauf nehmen. In diesemn Verlauf kommt es mitunter auch
vor, daB eine atypische Telophase mit Bildung eines einzigen Ruhekerns
oder mehrerer Kerne in einer Zelle auftreten. Wir sehen also, dall das
Colehicin ein sehr abwechslungsreiches Bild in die sonst nach strengen
GesetzmiBigkeiten verlaufende mitotische Tatigkeit der Zellkerne
bringen kann. Insbesondere bei der Beeinflussung von Geschwiilsten
mit Colchicin kann man auBerordentlich vielgestaltige Bilder hervor-
rufen, die so weit gehen kénnen, daf sich aus jedem einzelnen Chromosom
ein neuer Kern in der Zelle entwickelt, wie es Schairer3 am Ascites-
carcinom der Maus nachgewiesen hat.
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An normalen Organen liegen die Verhiltnisse im allgemeinen doch ein-
facher. So bildet Bastenie in der mit thyreotropem Hormon und Colchieint
behandelten Schilddriise fast nur zentrale, knduelfrmig angeordnets
Kernteilungsfiguren ab. Nach meinen eigenen Erfahrungen kann ich
dazu sagen, dafl ich solche Knéduelformen bei hochaktiven Schilddriisen
selten gesehen habe. Sie waren in wenig aktiven Schilddriisen viel
haufiger und in sehr miBigen Mengen auch in den Schilddriisen vorhanden,
die iiberhaupt nicht mit HVL-Hormon, sondern nur mit Colchicin
behandelt worden waren. Demgegeniiber lagen bei hochgradig aktiven
Schilddrisen, die zusétzlich Colchicin bekommen hatten, gunz andere
Mitosenformen vor (Abb. 10). Bei der einzelnen Kernteilungsfigur ist
die Kernmembran vollig aufgelést und die Chromosomen liegen ginzlich
ungeordnet, voneinander getrennt, spritzerartig iber die ganze, stark
blasig aufgetriebene Zelle verteilt. Vielfach sind die sehr plumpen,
kurzen Chormosemen oder Chromosomenstiicke in kleinen Gruppen in
der Mitte oder am Rande der Zelle angeordnet.

Im ganzen kann ich also sagen, daBl auch in der hochaktivierten
Schilddriise nach Colchicinbehandlung ein erheblicher Formenreichtum
der Kernteilungsfiguren vorkommen kann. Nicht die knduelférmig
zentral angeordnete Mitose, wie sie in normalen Organen am hiufigsten
beobachtet wird, {iberwiegt, sondern die spritzerartige Aufsplitterunyg
der Chromosomen iiber die ganze Zelle ist die Regel. Hinsichtlich der
Beeinflussung innersekretorischer Organe durch Colchicin ergibt sich
noch manche Frage, deren Beantwortung jedoch nicht im Rahmen
dieser Arbeit liegen kann.

Methodik.

Zur Methodik ist Neues nicht zu sagen. Wir verwandten zur Zihlung
der Mitosen die gleichen Tiere der Gruppen I—VI, die bereits zu Kern-
messungen herangezogen wurden. Die Mitosen zihlten wir entweder am
Zeichenapparat aus, und zwar zusammen mit der Aufzeichnung der
Kerne, oder aber wir beunutzten dazu ein gewdhnliches binokulares
Mikroskop.

Mitosenziéhlungen.

In Tabelle 7 ist die Zahl der Mitosen bei den Kontrolltieren L.—L,,
(Gruppe I) aufgefiihrt. In den beiden letzten Spalten haben wir nach den
Ergebnissen bei den Kernmessungen die Regelkerngré8en und die Kern-
volumina angegeben. Wir fithren diese Werte in den folgenden Tabellen
mit an, um, wie oben bereits ausgefiihrt, festzustellen, ob sich irgend-
welche Beziehungen zwischen Menge der Mitosen und Kernvolumina
ergeben. Aus der Tabelle geht hervor, dalf Kernteilungsfiguren bei
unseren Kontrolltieren auBerordentlich selten sind. Bei 2 Tieren waren
unter 44l bzw. 325 Kernen iiberhaupt keine Mitosen nachweisbar,
wihrend in 2 weiteren Fillen die Menge der Mitosen auf 0,2—0,4%
berechnet wurde.
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Tabelle 7.

GGesamti- ©  Darunter a% Regelkern-

Tier kernzahl © Mitosen groBe = D V= D2
i

Ly, 441 ‘ —_— — 5.0 125

P 512 ‘ 2 0,4 5,0 125

i 525 0 - —~ 5,25 114

i 542 1 0,2 5,25 144

Anzahl der Mitoscn bei den Tieren der Gruppe I (unbehandelte Kontrolltiere).
Niheres s. Text!

Bei aktivierten Schilddriisen steigt die Zahl der Mitosen an (Gruppe 1T,
Jigr—Ligy, Tabelle 8). Dicse Tatsache ist bereits von Aron festgestellt und

Tabelle 8.

. Giesamt- Darunter | o tegelkern- | .
Tier kernzahl o Mitosen ! o groe = D ; V=D
Ly 472 ' - : — 5,75 190
L.y 497 ! 10 ' 2,0 6,0 216
Ly 524 f 12 2,2 8,0 216
Lgy 504 ! S 1,5 3,5 166

Anzahl der Mitosen bei den Tieren der Gruppe IT (behandelt mit HVL-Extrakt).
Niheres s. Text!

als Grundlage eines Testes vorgeschlagen worden. Wir sehen in Tabelle 8
die Mitosenzahlen in nur mit HVL-Hormon behandelten Schilddriisen
zwischen 1,5 und 2,2% schwanken.

In den Tabelen 9 und 10 sind nun die Tiere aufgefithrt, die HVL-
Hormon und Colchicin erhalten haben (Gruppe II1 und IV). Wir sehen

Tabelle 9.

. Gesamt- | Darunter | o . Regelkern- . )
Tier Kernmuhl © Mitosen | groge — D V=D
Ly 641 109 17,0 5,75 190
L., 549 17 30 . 6,25 244
L, . 524 81 154 7 8,25 244
Loy 528 ? 120 . 227 575 190
Lo 508 . 127 . 2350 1 575 190
Liyg ‘ 543 . 7T ! 14,1 5,0 216

Anzahl der Mitosen bei den Tieren der Gruppe III (behandelt mit HVL-Extraks
und Colchicin). Naheres s. Text!

hier im allgemeinen einen auflerordentlich starken Anstieg der Mitosen,
zum Teil bis zu 25%, d. h. jeder 4. Kern befindet sich in Teilung. Auf-
fallend ist nun das Ergebnis bei Ly, und L, in diesen beiden Gruppen.
Hier sind Mitosenzahlen vorhanden, die kaum die bei nur mit thyreo-
tropem Hormon behandelten tibersteigen.
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Tabelle 10.

Tier Lommin | Mo % v v=Ds
Ls = 494 22 4.4 216
L, = 610 102 = 167 190
Ly, . 542 % 14,0 190
L, = 497 . 70 14,0 . 190
Ly, = 631 81 12,8 5,7 190

Anzahl der Mitosen bei den Tieren der Gruppe [V (behandelt mit ,,Praglandol-
Roche®* und Colchicin). Niheres s. Text!

Einen absolut sicheren Grund fiir diese Tatsache kdnnen wir nicht
angeben. Immerhin ist folgendes auffallend: In der Gruppe II (Tabelle 9)
schen wir die kleinsten Mitosenzahlen bei den Fillen, die die grofite
RegelkerngroBe, also das grofite Kernvolumen, haben. Ganz besonders
ist das bei L,y der Fall, wo bei einer RegelkerngréfBe von 6,25 (V = 244)
nur 3% Mitosen unter insgesamt 349 Kernen vorhanden sind. Dem-
gegenitber schwanken die Mitosenmengen bei den Tieren, deren Regel-
kerngroBe 5,75 (V = 190) betrigt, zwischen 17 und 25%. Fuar diese
Unterschiede gibt es zwel Erklirungen. Entweder hat das Colchicin aus
Griinden, die wir nicht kennen, seine Wirkung nicht entfalten kénnen.
Dieser Erklarungsversuch wird aber damit entkriftev. daB wir am Test-
organ fiir Colchicin (Magen-Darmkanal) immer ausreichende Colchicin-
wirkung feststellen konnten. Es ist demnach nicht einzusehen, warum
gerade die Colchicinwirkung an der bhoch aktivierten Schilddriise aus-
bleiben soll.

Wir glauben vielmehr, daB die Ursachen dieser eigentiimlichen Kr-
scheinung im Kernwachstum selbst liegen. Die Moglichkeit, dal die
Schilddriise nicht geniigend stark aktiviert war, ist deshalb nicht gegeben,
weil die RegelkerngréfBe 6,25 (V = 244) betrigt, also verglichen mit
Kontrolltieren fast Verdoppelung vorliegt.

Die Tatsache, dafl die geringe Zahl der Mitosen bei den Tieren mit
hohem Kernvolumen vorhanden ist, 1iBt die Moglichkeit am nachst-
liegenden erscheinen, dall hier das Colchicin in eine Aktivierungsphase
der Schilddriise eingegriffen hat, wo die mitotische Titigkeit bereits
langer beendet war oder iiberhaupt noch nicht begonnen hatte. An die
zuletzt genannte Moglichkeit mufl besonders gedacht werden, weil gerade
bei hoch liegenden Regelkernklassen die Zahl der Kernteilungsfiguren
gering ist.

Betrachten wir uns das [Ergebnis der Mitosenzihlung bei der
Gruppe 1V, so sehen wir bei Lj; einen Fall (Tabelle 10), der ganz ahnlich
liegt wie L,, in Gruppe III. Hier betriigt die Gesamtzahl der Mitosen
bei 494 Kernen 22, die Regelkerngrofe liegt bei 6,0 (V = 216), erreicht
also den héchsten Wert in der ganzen Gruppe IV. Wenn man die Kern-
volumina der Gruppen IIT und IV miteinander vergleicht, so kommt man
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zu dem Ergebnis, daBl die Gesamtaktivierung in Gruppe IV etwas geringer
ist als in Gruppe IIL

In der Gruppe V sehen wir die Zahl der Mitosen bei nur mit Colchicin
behandelten Kontrolltieren (L,;—L,,, Tabelle 11). Wir stellen fest, dafl
auch hier in miaBigen Mengen Kernteilungen vorhanden sind. Sie betragen
1,1—2,1%. Die hier beobachteten Mitosen bestehen, worauf oben
bereits hingewiesen wurde, in der Mehrzahl aus zentral kniuelférmiy
angeordneten, verklumpten Chromosomen.

Tabelle 11.

Gesamt- © Darunter o ! Regelkern- ! s T
Tier kernzahl Mitosen groge =D | v D?
i |
]
Ly : 513 7 L5 y 125
L, 421 9 2,1 5,0 125
L, 526 6 1,1 ; 5,0 125

Anzahl der Mitosen bei den Tieren der Gruppe ¥ (behandelt mit Colchicin).
Niheres s. Text!

Schlieflich sind in der Gruppe VI (Tabelle 12) die Tiere aufgefiihrt,
die zundchst mit Dijodthyrosin behandelt worden waren. R, und R,
zeigen als Kontrollen liberhaupt keine Mitosen. R, und R, auch nach
Colchicinbehandlung nicht. Bei R; und Rg (behandelt mit thyreotropem

Tabelle 12.

mer  gommio L Ramner | Reken vy
R, 540 — — 1,75 107
R. 480 - — 4,75 107
R, 506 — — 4,75 107
R, 496 — - 4,75 107
R, 537 7 1.5 5,25 144
R, 481 1l 2,5 5,25 144
R, 513 3 0,6 5,25 144
R, 636 10 L5 5,5 166

Anzahl der Mitosen bei den Tieren der Gruppe VI. Simtlich zunichst mit
Dijodthyrosin behandelt. Im Anschiufl daran R;. R R.. Ry mit HVL-Extrakt
behandelt. Naheres s. Text!

Hormon -+ Colchicin) ist bereits eine leichte Wirkung des Colchicins zu
bemerken. In ihrer RegelkerngréBe entsprechen diese Tiere ja ungefahr
den Kontrolitieren der Gruppe I (s. Tabelle 7, vgl. auch Abb. 1 und 8).
Dementsprechend verhalten sich auch die Mitosen. Die Colchicinwirkung
kann also deshalb nicht grof3 sein, weil die in dieser Gruppe zunichst mit
Dijodthyrosin, dann mit thyreotropem Hormon behandelten Tiere einen
kaum stirkeren Aktivierungsgrad der Schilddriise aufweisen als die der
Kontrollen der Gruppe I (Ly—Lg,).

Virchows Archiv. Bd. 307. b
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Ergebnis der Mitosenzihlungen.

Wir sehen, dall bei vollig ruhiggestellten Rattenschilddriisen Kern-
teilungsfiguren iiberhaupt nicht vorhanden sind (R,, R,) und daB bei
solchen Tieren — wie erwartet — eine mitosestimulierende Wirkung nach
Colchicinbehandlung auch nicht vorhanden sein kann (R, R,). Wir
haben weiterhin nachweisen kénnen, daf in der normalen, unvorbehan-
delten, nicht auf eine besondere Kost eingestellten Rattenschilddriise
Mitosen in sehr geringen Mengen vorkommen (L,—L,, Tabelle 7).

Behandelt man dagegen Ratten mit thyreotropem Hormon, so nehmen
die Kernteilungsfiguren zweifelsohne zu. Die Werte liegen bei 1,5—2,2%
(Lipy;—Lyy, Tabelle 8). Da diese Werte in sicher aktivierten Schilddriisen
gefunden wurden, kénnen wir ihnen einen Wert als Wirksamkeitstest fiir
thyreotropes Hormon deshalb nicht zusprechen, weil die Mengen der
Kernteilungsfiguren viel zu gering sind. Man miilte mindestens mehrere
tausend Kerne und die darunter befindlichen Mitosen heranziehen, um
einigermafen verliflliche Werte zu erhalten. Die Beobachtung 4ronss,
auf die oben nidher eingegangen wurde, koénnen wir also nicht teilen.
Seinen Vorschlag, die Auswertung des thyreotropen Hormons an den in
den Schilddriisenepithelien auftretenden Mitosen vorzunehmen, miiissen
wir nach unseren eigenen Untersuchungen ablehnen.

Spritzten wir dagegen Ratten, die mit thyreotropem Hormon behandelt
worden waren Colchicin, so sahen wir auBBerordentlich zahlreiche Mitosen
auftreten. Diese entsprachen in Form und Anordnung allerdings nicht
denen, die in normalen Organen beschrieben und von Bastenie und
Zylberszac von der Schilddriise abgebildet worden sind. Handelte es
sich nach diesen Untersuchern vorwiegend um kné#uelférmig angeordnete,
im Zentrum der Zelle gelegene, verklumpte Chromosomenhaufen, so
bestanden in unseren Fillen die Mitosen aus zahlreichen aufgesplitterten,
iiber die blasig aufgetriebene Zelle spritzerartig verteilten Chromosomen
bzw. Chromosomentriimmern. Diese Befunde konnten wir stets in akti-
vierten Schilddriisen erheben.

In einigen Fillen sahen wir jedoch die Zahl der Mitosen bei den so
behandelten Tieren nicht vermehrt. Betont sei, daB wir stets nach-
priiften, ob das Colchicin tatsichlich gewirkt hat. Nach Dustin ist das
am besten am Thymus und an der Darmschleimhaut festzustellen. Er-
génzend hierzu konnen wir bemerken, daB3 der Colchicintest ebenso schén
am Qesophagusepithel zu beobachten ist.

Die geringe Zahl der Mitosen bei einzelnen mit thyreotropem Hormon
und Colchicin behandelten Tieren erkliren wir damit, daB8 das Colchicin
in eine Ruhephase hineinkommt und infolgedessen eine Wirkung nicht
entfalten kann. Wie ich bereits ausfithrte, stellen Wermel und Mit-
arbeiter sich vor, daB jeder Kernteillung ein Wachsen des Kerns voraus-
geht und daB mit dem AbschluB dieses Wachstums die Kernteilung
beginnt. Wir miissen, wenn diese Anschauung richtig ist, dement-
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sprechend bei Messungen erwarten, daf} vor dem Beginn der mitotischen
Titigkeit héhere Kerngrofen vorhanden sind, daB mit stirkerem Auf-
treten der Mitosen diese groBen Kerne als Regelkerne verschwinden und.
daB an ihre Stelle kleinere Kerne treten, die um in die Teilung eintreten
zu kénnen erst wieder eine entsprechende Grofle erreicht haben miissen.
Betrachten wir unter diesen Gesichtspunkten die in den Tabellen 9 und 10
aufgefithrten Befunde, insbesondere bei den Tieren L,, und L, so er-
scheint die Moglichkeit sehr naheliegend, daB die oben theoretisch.
unter besonderer Beriicksichtigung der Anschauungen Wermels ent-
wickelten Beziehungen zwischen Kerngréfe und Kernteilung den Tat-
sachen entspricht.

Es lag nicht im Rahmen dieser Arbeit, die Beziehungen zwischen
KerngréBe und Kernteilung einer Studie zu unterziehen. Ich glaube
jedoch meine Beobachtungen mitteilen zu diirfen, damit die mit Vorsicht
aufzunehmenden SchluBifolgerungen, wie sie sich aus unseren Befunden
ergeben, in speziell darauf gerichteten Untersuchungen an griéBerem
Untersuchungsgut nachgepriift werden kénnen. Zweckmi8ig miite man
von Ruheschilddriisen ausgehen, um mit steigenden Hormondosen mit
Colchicin kombiniert das Verhiltnis von Mitosenmenge zum Kernvolumen
zu erforschen.

Nach den oben geschilderten Ergebnissen kommen wir zur Beant-
wortung der Frage, ob die Methode der Mitosenzihlung mit oder ohne
Beeinflussung durch Colchicin als Testmethode zur Wirksamkeits-
bestimmung thyreotropen Hormons verwendbar ist.

Wir haben den Vorschlag Arons, die Mitosenzidhlung bei den nur
mit thyreotropem Hormon behandelten Tieren als wirksamen Test zu
gebrauchen, deshalb abgelehnt, weil die Zahl der Mitosen zu gering ist,
um sicher verwertbare Ergebnisse zu erbalten. Man miiflte mehrere
tausend Kerne heranziehen, um diese Methodik fiir den genannten
Zweck anwenden zu konnen.

Bei der Colchicinbehandlung ist die Zahl der auftretenden Mitosen voll-
kommen ausreichend fiir Testmethoden. Erreicht sie doch teilweise etwa
25% der Gesamtkerne. Alleine anwendbar ist diese Methode doch ebenfalls
nicht, insbesondere wenn man mit gréeren Dosen arbeitet. Es kann vor-
kommen, daf man bei Colchicinbehandlung einer mit thyreotropem Hor-
mon aktivierten Schilddriise mit dem Colchicin in eine Ruhephase hinein-
kommt, in der das Colchicin seine Wirkung nicht mehr entfalten kann. Die
sichere Aktivierung der Schilddriise ist jedoch auch in diesen Fallen deut-
lich an den verinderten RegelkerngréBen und Kernvolumina abzulesen.

Wir miissen also folgerichtig verlangen, daB an der mit HVL-Hormon
und Colchicin behandelten Schilddriise die Mitosenzdhlung als Test fiir
das thyreotrope Hormon nur dann angewandt werden kann, wenn
gleichzeitig Kernmessungen ausgefithrt werden, weil man nur dadurch
zu sicheren Ergebnissen kommen kann.
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Praktisch wird damit der Vorschlay Arons endgiiltig abgelehnt werden
miissen. Wie im ersten Teil meiner Arbeit bereits ausgefiihrt, beansprucht
schon die Kernmessung sehr viel Zeit. Durch die Zahlung der Mitosen
wiirde die auf die Auswertung verwandte Zeit noch betrichtlich erhdht.

SchluBbetrachtung.

Wir haben in unseren Untersuchungen variationsstatistisch die
Anderungen der KerngroBen der Schilddriisenfollikel nach Gaben von
thyreotropemw. Hormon untersucht und sind dabei zu befriedigenden
Ergebnissen gekommen. Das nach Behandhmg von thyreotropem Hormon
vergréferte Regelkernvolumen der Follikelkerne ist als Test fir die
Wirksamkeit thyreotropen Hormons verwendbar, wobei besonders zu
betonen ist, daB3 der bekannte histologische Test (Junkmann-Schoeller)
in mancher Hinsicht an Zuverldssigkeit tibertroffen wird. Die praktische
Anwendung wird dieser Untersuchungsmethode in der Hormonforschung
aber trotz ihrer gréferen Genauigkeit deshalb versagt bleiben, weil sie
zu zeitraubend ist.

Immerhin ergeben sich insofern Ausblicke, als es innersekretorische
Organe gibt, deren Beeinflussung durch die Hypophyse weder morpho-
logisch noch in Stoffwechselversuchen sicher nachgewiesen ist. Ich denke
hier insbesondere an die Bauchspeicheldriise, die seit den ersten Arbeiten
von Anselmino, Herold und Hoffmann* Gegenstand zahlreicher Unter-
suchungen in dieser Hinsicht gewesen ist. Vielleicht gelingt es mit dieser
Methode der Kernmessung dem Problem des Wechselspiels zwischen
Hypophysenvorderlappen und Bauchspeicheldriise naherzukommen, um
die Anwesenheit eines ,,pankreatropen Hormons® im Hypophysenvorder-
lappen, wie es von den obengenannten Autoren gefunden worden ist,
sicherzustellen.

Interessante Feststellungen haben wir durch unsere Colchicinunter-
suchungen gemacht. Fir die Praxis kamen wir zu dem Ergebnis, daB die
von dron® vorgeschlagene Testmethode der mitotischen Titigkeit der
Schilddriisenepithelien nur dann brauchbar ist, wenn Mitosenzahlungen
und Kernmessungen zusammen vorgenommen werden.

Auch hinsichtlich der durch Colchicin hervorgerufenen Verianderungen
am ruhenden und aktiven Schilddriisenkern ergeben sich hinsichtlich
des Kernwachstums einerseits und mitotischer Tatigkeit andererseits
interessante Fragestellungen, die wie wir bereits oben ausfithrten, an
groBerem Material nachgepriift und ergénzt werden miissen.

Zusammenfassung.

Angeregt durch die allgemein bekannte Beobachtung, daf in der
titigen Schilddriise neben anderen sicheren Aktivierungszeichen eine
VergroBerung der Epithelien der Schilddriisenfollikel vorhanden ist,
priiften wir experimentell, vorwiegend an Ratten, diese Beobachtung in
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groflem Umfange nach. Wir bedienten uns der variationsstatistischen
Methode der Kernmessung in der Form wie sie von Jakobj u.a. zur
Bestimmung der RegelkerngréBen an Organen und bei Geschwiilsten
angewandt worden ist. Mit Hilfe dieser Methode stellten wir fest, daB
die Regelkerngrofie bei Ratten, die mit thyreotropem Hormon behandelt
worden waren, erheblich hoher lag, ja teilweise sogar Verdoppelungen
gegeniiber den Kerngréflen der Schilddriisenepithelien bei Ruhetieren
zeigte. Wir gingen bei diesen Untersuchungen teilweize von unvor-
behandelten Ratten aus und konnten zeigen, daB die Rattenschilddriise
entgegen den Ergebnissen fritherer Untersuchungen anderer Forscher
durchaus geeignet ist zur Wertbestimmung thyreotropen Hormons. Wir
stellten weiterhin fest, dafl die objektive Methode der Kernmessung zur
Auswertung thyreotropen Hormons in mancher Hinsicht genauer ist als
die gebriuchliche subjektive histologische Testmethode nach Junkmnann-
Schoeller. An den mit Dijodthyrosin vorbehandelten und ,,ruhiggestellten
Schilddriisen konnten wir unsere Untersuchungen bestdtigen und gleich-
zeitig erharten, dall die unvorbehandelte Rattenschilddriise geniigend
verliBliche Ergebnisse gibt. Schlieflich konnten wir erginzend hierzu
an Meerschweinchen zeigen, dall nach verschieden hohen Dosen von
HVL-Hormon die Aktivierung der Schilddriisen auch in verschiedenen
Kerngriflen der Follikelepithelien zum Ausdruck kommt.

Aron hat 1936 den Vorschlag gemacht, das gehinfte Auftreten von
Mitosen in den Epithelien aktivierter Schilddriisen als Wirksamkeits-
kriterium fir thyreotropes Hormon anzuwenden.

Wir priften im Teil II der Arbeit diese Befunde nach und stellten
fest, dafB die Zahl der in der aktivierten Schilddriise auftretenden Mitosen
viel zu gering ist, als daB damit ein zuverldssiger Test ausgearbeitet
werden konnte. Dagegen lag es nahe, mit dem mitosenstimulicrenden
Alkaloid Colchicin auf diesem Wege weiterzukommen. Wir aktivierten
demzufolge Rattenschilddriisen mit HVL-Hormon und behandelten die
Tiere zusatzlich mit Colchicin. Bei den meisten so behandelten Tieren
traten auflerordentlich zahlreiche Mitosen auf. Bei einigen Tieren stellten
wir jedoch ein vollstindiges Versagen des Colchicins fest. Hier waren
Kernteilungen nur in ganz geringen Mengen zu sehen. Wir deuten dieses
Versagen damit, dall das Colchicin in einer Aktivierungsphase der Schild-
driise eingreift, wo zwar nach dem Ergebnis der Kernmessung eine deut-
liche Aktivierung vorliegt, wo hingegen eine mitotische Tatigkeit noch
nicht vorhanden ist. Diese Befunde stehen im Einklang mit den Unter-
suchungen Wermels, der nachweisen konnte, dufl der Kern erst dann mit
der Teilung beginnt, wenn er eine bestimmte GroBe erreicht hat.

Nach den geschilderten Ergebnissen ist es nicht méglich, die Anzahl
der Kernteilungsfiguren in aktivierten Schilddriisen als Test zur Aus-
wertung thyreotropen Hormons zu verwenden, weil, wie oben angefiihrt,
das Colchicin versagen kann. Will man diese Methode als Wirksamkeits-
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test anwenden, dann ist es erfocderlich, aus den angegebenen Griinden
auller Mitosenzihlungen Kernmessungen durchzufiithren. Da die Kern-
messung allein jedoch vollkommen ausreicht, darf man die Methode der
Mitosenzahlung zur Auswertung thyreotropen Hormons endgiiltig ab-
lehnen.

Auch die Methode der Kernmessung wird praktisch keine Anwendung
finden kénnen, weil sie zu zeitraubend ist und weil die histologische Aus-
wertung nach Junkmann-Schoeller fiiv die Praxis vollkommen ausreicht.

Die Methode der Kernmessung kann jedoch als Forschungsmethode
zur Feststellung des Einflusses des Hypophysenvorderlappens auf andere
innersekretorische Organe Anwendung finden, soweit es sich um morpho-
logische Verinderungen handelt. Die Zuverlissigkeit dieser Methode ist
von uns an der Rattenschilddriise sicher nachgewiesen.

Untersuchungen in dieser Hinsicht zur Feststellung des Einflusses
der Hypophyse aut die Bauchspeicheldriise fithren wir zur Zeit aus.
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