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cell types have been found in the gangliar tissue, labelled:
small, large, with a filamentous expansion, giant, elon-
gated (Figurc 3). The 4th and the 5th types have been
observed only in some cultures. All types seem to cor-
respond to cells already existing when the ganglia are still
i Siin.

The frequency of small cells released is different be-
tween stocks only at the end of the 1st and of the 3rd
week: since the other cell types are very rare, their be-
haviour has not been considered.

If one tries to synthesize the differential hchaviour of
the three stocks, the following description can be pro-
posed:

Stocks Degree of dis- Amount of Total number of cells
solving of the cells liberated  adhering to cover-
ganglion slip (in cultures)

Varcese + -+t 4k 34,718

Aspra 52 + + ++ 15.279

S. Maria 4 + - 19,176

The relationship between released cells and disintegration
of the ganglion is obvious only in Varese.

Also the nervous cells adhering to the coverslip show
an overall acidophily, denoting an abnormal functional
state, but some rare mitotic stages have been observed.

Discussion. The facts referred to should require for eval-
uation the demonstration that they are not artefacts but
true biological manifestations. Unfortunately, it is impos-

Beobachtung der Bildung zwei zweikerniger
Zellen aus einer Zelle der Gewebekultur
ohne experimentellen Eingriff

Die Bildung zweikerniger Zellen wird grundsétzlich auf
zwei Arten erklirt: entweder durch amitotische Teilung
des Kernes ohne Cytodiaerese, oder durch eine Mitose-
storung: 1934 haben ScHLEIcH und MavEr?! die Bildung
einer zweikernigen fibroblastischen Zelle durch Adrenalin-
einfluss beschrieben. Wir haben in fixierten und gefdrbten
Kulturen eines stabilisierten Seitenstammes der PK Zellen

.auffallend grosse Mengen von multipolaren Mitosen und
mehrkernigen Zellen gefunden, deren Ursprung wir nicht
feststellen konnten. Weitere, von uns beschricbene Be-
obachtungen am lebenden Material kénnten die Bildung
eines gewissen Teiles dieser Anomalien erkldren.

Die PK Zellen wurden unter gewthnlichen Bedingungen
in Medium nach Earle mit Zugabe von 209, inaktiviertem
Kalbsserum und anderen Komponenten (0,001 Phenolrot-
16sung und Penicillin mit Streptomycin) auf Deckgldsern
in Petrischalen geziichtet. Nach der 24-48 h danernden
Ziichtung wurden die Gliser in die Maximowschen Kam-
mern eingesetzt, im Phasenkontrastmikroskop Reichert
{Obj. 70:1, Ok. 15 X} bei einer Temperatur von 38°C beo-
bachtet und in 5 min Intervallen photographiert.

Die erste Aufnahme (zur Zeit 0) zeigt ein Monaster, aus
welchem senkrecht auf die dquatoriale Achse etliche Chro-
mosomen absteigen. Diese Bildung nimmt eine Ypsilon-
form an (25 min). In der Anaphase teilen sich die Chro-
mosomen in vier Gruppen (Zeit 55 min — sichce Pfeile). Am
Anfang der Telophase (60 min nach dem Beginn der Be-
obachtung -~ siehe Pfeile) ist zu beobachten, dass jeweils
Zweicrgruppen von Chromosomen in eine Tochterzelle ge-
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sible at present to assert that releasing of cells is only due to
an active ccll migration and that all stained cells are fune-
tionally normal. Indeed, attachment to the coverslip,
which i1s a general phenomenon, and the rare mitoses
prove that at least an aliquot of cells is still living in
vitro. Although a component of artefact is certainly pre-
sent in our slides, nevertheless it seems justified to con-
clude that the stocks (i.e. the different genotypes) ana-
lysed so far, show a high repeatability - while different
stocks behave differently. Thus, one may conclude that
the technique of tissue culture reveals phenotypic dif-
ferences at the cellular level which are not detectable with
other means, and is suitable for further genetical ana-
lysis?®.

Riassunto. Sono stati coltivati in identica condizione
gangli nervosi e ghiandole della linfa di diversi ceppi di
Drosophila, differentt genotipicamente. Siosono notate
diverse peculiarita di comportamento che - sebbene in
parte forse artefatti — denotano Vesistenza di differenze
fra il fenotipo, che risulta cosi analizzato a livello cellulare.
Il metodo sembra adatto a ulteriori analisi del fenotipo,
in rapporto a genotipi diversi.
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langen. Die sich nachtriglich bildende Spaltung hilftet
die Zelle wobei jeder Teil zwei gut sichtbare Kerne mit
entwickelten Kernkorperchen enthilt (Zeit 205 min und
225 min, die Kerne sind mit Pfeilen bezeichnet).

Unsere Beobachtung zeigt, dass die Bildung voon zwei-
kernigen Zellen durch cine Stérung der Mitose ohne Ande-
rung der Kultivationsbedingungen moglich ist. IXs ist auch
wahrscheinlich, dass in den Zellen stabilisierter Zellen-
stiimme die lange in vitro geziichtet wurden, dieser Mecha-
nismus hdufig ist, ebenso wie bei entgegengesetzten Ver-
fahren, wobei aus mehrkernigen Zellen mitotisch wieder
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soviel Zellen entstehen, entsprechend den Kernen der ur-
spriinglichen Formation?. Die Ursachen dicser ungewdhn-
lichen Zellteilung in Gewebekulturen konnten vorerst
noch nicht entdeckt werden.

Summary. The author reports on the development of
two binuclear cells from one PK cell dividing mitotically,
which, by its aberrant chromosomes, recalls tripolar mito-
sis. He believes that this process is not an exception and
that it may be used for the explanation of the develop-

Extensives Grossenwachstum larvaler
Speicheldriisenchromosomen von Drosophila
melanogaster im Adultmilieu

Die Riesenchromosomen in den larvalen Speicheldriisen
der Dipteren wachsen vor allem wahrend des letzten Lar-
venstadiums kontinuierlich zur bekannten Endgrisse her-
an. In der Vorpuppe kommt dieser Prozess zum Still-
stand, da in der Metamorphose die Speicheldriise aufge-
16st wird.

Erfahrungen an larvalen Imaginalscheiben haben uns
gezeigt, dass diese Primordien als Implantate im Abdo-
men von adulten Weibchen sehr stark wachsen (Ur-
SPRUNG!, HADORNZ, ScHLAPFER?). Bei dieser Zellver-
mehrungkannderlarvale Differenzierungszustand dauernd
erhalten bleiben (HADORN, unverdffentlicht). In Transfer-
serien konnten solche Zellstimme nun wahrend zehn Mo-
naten in vivo kultiviert werden. Eine Einschrinkung der
Proliferationspotenz ist bis heute nicht festzustellen. Dabei
vermehrt sich die Zellzahl eines transferierten Fragmentes
je in zwei Wochen bis auf das Fiinfzigfache.

Nach diesen Ergebnissen musste interessieren, ob auch
larvale Speicheldriisenzellen weiterwachsen. Da die Tei-
lungsfahigkeit dieser Zellsysteme bereits embryonal zum
Stillstand kommt, miisste sich hier das Wachstum ledig-
lich in einer Zunahme der Zellgrosse und der Chromoso-
mengrdsse (Polytaeniegrad) manifestieren. Im besonderen
war zu priifen, ob «iibergrosse » Riescnchromosomen erzielt
werden konnen, wenn die Speicheldriise jenen Einfliissen
entzogen wird, die zu Beginn der Metamorphose ihren
Zerfall bedingen.

Larvale Speicheldriisen des frithen 3. Larvenstadiums
(72 h nach Eiablage bei 25°) werden in die Abdomina von
unbefruchteten adulten white-Weibchen implantiert. In
diesem Stadium sind die Chromosomen noch recht klein
(Figur a). In einigen Tagen erreichen sie im Adultwirt zu-
néchst regelmissig die bisher bekannte Endgrosse, wie sie
in der Vorpuppe (Figur b) maximal moglich ist. Bei
langerer Kulturdauer (21 Tage) nchmen die Chromosomen
nach Lange und Dicke Dimensionen an, die deutlich das
in einer Vorpuppe verwirklichte Ausmass tibertreffen.
Solche «iibergrosse Chromosomens sind in der Figur (c)
gezeigt. Das Wachstum wird jedoch nicht unbegrenzt
fortgesetzt. Nach einer Kulturdauer von 14 Tagen zeigen
sich die ersten Anzeichen der Histolyse im distalen
Teil der Driise. Das Cytoplasma wird hier opak, und die
Kerne beginnen zu degenerieren. Die Chromosomen zer-
fallen in feinste Chromatinkorner. In einigen Fillen ist es
aber gelungen, die Kultur i» vivo bis auf 50 Tage auszu-
dehnen, indem das Implantat auf einen zweiten Wirt
ibertragen wurde. Durch diese Manipulation, wic auch
durch die Histolyse, geht allerdings der grosste Teil der
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ment of a certain part of binuclear cells frequently found
in stabilized strains.
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Zellen zugrunde. In einzelnen Kernen konnten jedoch
nach 50 Tagen noch intakte, allerdings gequollene Chro-
mosomen beobachtet werden (Figur d).

Damit ist entgegen fritheren Befunden (BoDExsTEIN®)
gezeigt, dass im Adultmilicu ein vollstindig normales —
allerdings verlangsamtes — Wachstum der larvalen Spei-
cheldriisenzellen erfolgt, wobei die chromosomale Poly-
taenie chenso zunimmt wie im larvalen Normalmilieu und
wahrscheinlich noch dariiber hinausgeht. Die von BopeExn-
sTEIN verwendeten J-Wirte stellen offenbar auch fiir
Speicheldriisecnimplantate das «schlechtere Kulturme-
dium» dar als unsere white-?.

Die kultivierten Speicheldriisen enthalten neben den
larvalen Riesenzellen noch den sogenannten Imaginal-
ring: Hier sind am Ausgang der beiden Driisenschenkel je
200-240 sehr kleine und kleinkernige Zellen dichtgepackt
vercinigt. Tm Adultmilieu vermehren sich diese Zellen,
wobei ihr larvaler Charakter unverindert erhalten bleibt.
So fanden wir z. B. in einer wihrend 28 Tagen kultivierten
Driise eine Erhohung der Zellzahl bis auf 700.

Die bisherigen Befunde erlauben kein abschlicssendes
Urteil iiber dic Natur der erreichten «iibergrossen» Chro-
mosomen. So wissen wir nicht, ob und in welchem Aus-
mass der Polytaeniegrad die bekannte Norm iibertrifft.
DNS-Messungen wiren hier angezeigt. Ein Teil der
Grossenzunahme mag auf Quellung beruhen, doch spricht
die klare Persistenz der Binderstruktur eher gegen ein
blosses Quellungswachstum. Hervorgehoben sei sodann
die Beobachtung, dass dic cinzelnen Zellen einer kulti-
vierten Driise ausserordentlich verschieden auf das
Adultmilieu ansprechen, indem bei weitem nicht alle
Chromosomensitze das «Riesenformat» crreichen,

Auf das Verhalten der Puffs méchten wir hier nicht ein-
treten, da uns die notwendigen Erfahrungen fehlen., Im-
merhin sei vermerkt, dass einzelne fiir das Vorpuppen-
stadium charakteristische Puffs (BECKERS®) bei lingerer
Kultur zuriickgehen.

Ein interessantes Problem stellt die mit starker Ver-
spdtung auftretende Histolyse der Implantatsdriisen dar.
Es bieten sich folgende Erklarungsmoglichkeiten: Ent-
weder erfolgt die Histolyse autonom, d.h. sie wird durch
zellinterne Faktoren verursacht oder dann enthilt das
Adultmilieu noch geringe Mengen von Wirkstoffen, die
die Histolyse erst nach 14 Tagen auszulsen vermégen.
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