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Vorwort.

Der Titel dieses Vortrages ,,Uber das Wesen der forma-
tiven Reizung* ist im AnschluB an Virchows Abhandlung
iiber ,,Reizung und Reizbarkeit*“ (Virchows Archiv, Bd. 14,
S. 1, 1858) gewihlt, in welcher derselbe drei Arten von
Reizen unterscheidet : funktionelle, nutritive und formative.
Unter formativen Reizen versteht er solche, welche zu
Kern- und Zellteilungen AnlaB geben. Als Kklassisches Bei-
spiel der formativen Reizung sieht er die Befruchtung des
Eies an, und die von ihm gezogene Parallele zwischen
diesem Vorgang und der Erregung eines pathologischen
Wachstumsprozesses ist so charakteristisch, daB ich das
volle Zitat hier wiedergeben moéchte: ,,Gesteht man die
Ubereinstimmung der pathologischen Neubildung mit der
embryonalen zu, so wird natiirlich das Ei als das Ana-
logon der pathologischen Mutterzelle, die Befruch-
tung als das Analogon der pathologischen Reizung
betrachtet werden miissen. Der Stand dieser An-
gelegenheit ist durch die Entdeckung des Eindringens der
Samenfiden in das Ei nicht wesentlich gedindert worden,
da ja auch jetzt kein Grund vorliegt, die Samenfiden als
den direkten morphologischen Ausgangspunkt fiir die Ent-
wicklung bestimmter Eiteile zu betrachten. Wenn die
Samenfiden sich, wie es scheint, innerhalb des Eies auf-
16sen, so bringen sie in das Innere der Zelle immer nur
gewisse chemische Stoffe, welche als spezifische Reize
dienen, indem sie neue chemische und morphologische An-

ordnungen der Atome hervorrufen. Das Seminium morbi,
1%
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welches jedes spezifische Kontagium darstellt, bietet uns
dieselben Moglichkeiten, auch wo kein Eindringen ge-
formter Korper in die Zelle nachweisbar ist.*

Die damals herrschende Vermutung der Auflésung des
Samenfadens im Ei hat sich nicht bestitigt; die Ansicht
Virchows aber, daBl das Spermatozoon chemische Stoffe
ins Ei trigt, welche den Reiz fiir die Entwicklung bilden,
ist vollstindig richtig, und die von ihm betonte Analogie
zwischen der Entwicklungserregung des Eies durch das
Spermatozoon und der Anregung zu einer pathologischen
Neubildung hat heute ihren Wert wie damals. Ich glaube
deshalb, daB es berechtigt ist, wenn ich den Medizinern
in einer kurzen Ubersicht die Resultate meiner Versuche
uber kiinstliche Parthenogenese und die Entwicklungs-
erregung des Eies durch das Spermatozoon hier darlege.?)

1) Eine ausfiihrliche Darstellung dieser Versuche findet der
Leser in meinem eben erschienenen kleinen Buche iber ,,Die
chemische Entwicklungserregung des tierischen Eies (Kiinstliche
Parthenogenese)“, Berlin 190g9. In diesem Buche finden sich auch
die notigen Literaturnachweise.

Ziirich, 21. August 1909.



I

Die Zellularphysiologie hat den Nachweis gefiihrt, daB
die Neubildung von Geweben und Organen nur aus Zellen
entsteht, und zwar auf dem Wege der Kern- und Zell-
teilung. Die Umstdnde, welche Zellen veranlassen, sich zu
teilen und sich zu neuen normalen oder pathologischen
Geweben zu entwickeln, bezeichnet man seit Virchow
mit dem Ausdruck der formativen Reize. Die Aufgabe
der modernen Biologie besteht darin, festzustellen, erstens,
was die Natur dieser Reize ist, und zweitens, welche
Anderung in der Zelle bei der formativen Reizung vor
sich geht. Schon Virchow betonte, daB die Befruchtung
des Eies das Vorbild aller formativen Reizungsprozesse
sei, und daB das Spermatozoon als der formative Reiz in
diesem Falle angesehen werden konne.

Es ist bisher nicht gelungen, zu entscheiden, was die
physikalisch-chemische Natur des formativen Reizes bei
der Bildung eines Tumors ist, oder welche Anderungen die
Zelle bei der Reizung erleidet. Wohl aber ist diese Auf-
gabe bis zu einem hohen Grade beim tierischen Ei ge-
lungen, und es mag daher den Pathologen und den Arzt im
allgemeinen interessieren, die hier gewonnenen Einsichten
in den Hauptziigen kennen zu lernen.

-Es ist bekannt, daB, von wenigen Ausnahmen ab-
gesehen, das tierische Ei sich nur dann entwickelt, wenn
ein Spermatozoon in dasselbe eintritt. Tritt kein Sperma-
tozoon in das Ei, so findet im allgemeinen keine Teilung
desselben statt, und es geht meist nach kurzer, manchmal
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erst nach lingerer Zeit zugrunde. Die Frage, die ich mir
stellte, war die folgende: Durch welche physikalisch-
chemischen Agenzien veranlaBt das Spermatozoon das
ruhende Ei, sich zu teilen und zu einem Embryo zu ent-
wickeln; und zweitens, welche Verdnderungen erleidet das
Ei bei dieser formativen Reizung durch das Spermatozoon?
Oder mit anderen Worten: Welches ist der Mechanismus,
durch den das unbefruchtete Ei veranlaBt wird, sich zu
teilen und zu entwickeln? Fiir die Beantwortung dieser
Frage standen zwei Wege offen. Erstens konnte man ver-
suchen, mit Extrakten von Spermatozoen die Entwicklung
des unbefruchteten Eies anzuregen. Ich habe mir viel
Miihe gegeben, um auf diesem Wege zum Ziele zu ge-
langen, aber zuerst mit negativem Resultat. Ich benutzte
ndmlich anfangs immer nur Extrakte des Samens von
derselben Tierart, von der auch die Eier stammten. Erst
neuerdings habe ich gefunden, daB der Samenextrakt im
allgemeinen nur dann wirksam ist, wenn er von einer
fremden Tierart stammt. Auf diese merkwiirdige Tat-
sache, welche mit der Immunitit der Zellen gegen die
Lysine des eigenen Korpers zusammenhingt, kommen wir
spiter zuriick.

Der zweite Weg, der offen stand, um die Frage nach
dem Wesen der formativen Reizung zu entscheiden, lag
in der Richtung der kiinstlichen Parthenogenese, d. h. der
Entwicklungserregung des tierischen Eies nicht durch
Samenextrakte,sondern direkt durch physikalisch-chemische
Agenzien. Diesen Weg betrat ich besonders deshalb, weil
er noch einen ganz besonderen Vorteil gewdhrt. Da nim-
lich in diesem Falle die Natur der wirkenden Agenzien
klar ist, so gestattet diese Methode auch einen besseren
Einblick in den Mechanismus der Entwicklungserregung,
als Samenextrakte das zu tun imstande wiren, da ja deren
chemische Natur nicht ohne weiteres bekannt ist.
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II.

Wir wollen nun zunichst die Methode der kiinstlichen
Parthenogenese bei dem Ei des kalifornischen Seeigels
(Strongylocentrotus purpuratus) beschreiben, bei dem die-
selbe am griindlichsten durchgearbeitet ist. Es soll voraus-
geschickt werden, daB bei den Eiern sehr vieler Tiere die
Wirkung des Eindringens des Spermatozoons sich fast
augenblicklich durch eine sehr charakteristische Anderung
bemerkbar macht, nimlich die sogenannte Membranbildung.
Dieselbe besteht kurz darin, daB die Oberflichenlamelle
des Eies durch das Eindringen von Seewasser zwischen

Fig. 1. Fig. 2.

dieselbe und das Zytoplasma von dem letzteren abgehoben
und durch einen mehr oder weniger groBen hellen Zwischen-
raum getrennt wird. Fig. r und 2 zeigen diese Verdnderung
beim Seeigelei, Fig. 1 gibt ein Bild des unbefruchteten
Eies, das von Spermatozoen umschwidrmt wird (deren
GeiBel aber in der Zeichnung weggelassen ist). Fig. 2 ist
das Bild desselben Eies nach dem Eindringen eines Sperma-
tozoons, nachdem die Befruchtungsmembran gebildet, d. h.
nachdem die Oberflichenlamelle des Eies von dem Zyto-
plasma durch eine breite, wasserklare Schicht getrennt ist.

Es gelang mir 1905 eine Methode zu finden, durch
welche es moglich ist, die Bildung der Befruchtungsmembran
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anscheinend ohne Schiadigung fiir das Ei kiinstlich hervorzu-
rufen. Diese Methode besteht darin, daBl man die Eier etwa
zwei Minuten lang in eine Mischung von 50 ccm Seewasser
-+ 3 ccm n/10 einer niederen einbasischen Fettsdure, z. B.
Essigsidure, Propionsiure, Buttersdure oder Valeriansiure,
bringt. In dieser Mischung findet keine Membranbildung
statt; iibertrigt man aber die Eier in normales Seewasser
(das leicht alkalisch ist, oder dem man noch etwas Natron-
lauge zusetzt)!), so bilden alle Eier eine vollkommene Be-
fruchtungsmembran. Es stellte sich nun heraus, daB diese
Membranbildung der wesentliche Umstand ist, welcher das
Ei zur Entwicklung veranlaBt. In allen diesen Eiern finden
nimlich im Laufe der nichsten Stunden nach der kiinst-
lichen Membranbildung diejenigen Anderungen statt,
welche zu einer Zellteilung fithren. Ist die Temperatur
sehr niedrig, so kommt es bei solchen Eiern nicht nur zu
Zellteilungen, sondern das Ei entwickelt sich zu einer
schwimmenden Larve, es erreicht das sogenannte Blastula-
stadium. Bei Zimmertemperatur aber erreicht das Ei in-
folge der kiinstlichen Membranbildung nicht einmal das
Blastulastadium, sondern es fingt bereits tei oder kurz
vor der ersten Kernteilung an zu kriankeln und geht dann
langsam zugrunde.

Wir sehen also, daB die kiinstliche Membranbildung
durch eine Fettsiure die Entwicklung zwar anregt, daB
die letstere aber nicht zu Ende verlaufen kann. Um eine
vollstindige Entwicklung zu veranlassen, ist, wie wir gleich
sehen werden, noch ein zweiter Eingriff nétig.

Ehe wir dieses schildern, miissen wir erst noch eine
andere Frage erledigen, die sich dem Leser aufdringen
wird, nimlich woher wir denn wissen, daB die Membran-
bildung und nicht eine sonstige Wirkung der Siure, z. B.
eine katalytische, als ,,formativer Reiz*‘ in diesem Falle

1) Etwa 0,5 bis 1,5 ccm einer n/10-Losung von Natronlauge

zu 30 ccm Seewasser. Nach der Membranbildung iibertrigt man
dann die Eier wieder in normales Seewasser.
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wirkt. Die Antwort lautet, daB, wenn wir die Sdure wirken
lassen, die Membranbildung aber verhindern, die Kern-
und Zellteilungsvorginge im Ei nicht eintreten. Wir werden
auBerdem spater sehen, daB wir durch die verschiedensten
Mittel die Membranbildung veranlassen konnen, und daB
alle diese Mittel auch als formative Reize wirken.

Die Hervorrufung der Membranbildung durch Fett-
sdure regt also beim Seeigelei die Entwicklung an, aber
diese Entwicklung ist abnorm und das Ei krdnkelt und
geht zugrunde, und 2zwar um so rascher, je hoher die
Temperatur. Die Frage entsteht nun, wie koénnen wir
dieses Krinkeln hemmen und dem Ei eine normale Ent-
wicklung gestatten?

Ich habe gefunden, daB uns dazu zwei sehr ver-
schiedene Eingriffe zur Verfiigung stehen. Der eine, der
nie versagt, besteht darin, daB man die Eier etwa 20 Mi-
nuten nach der kiinstlichen Membranbildung in hyperto-
nisches Seewasser (oder irgendeine hypertonische Ldsung,
z. B. Zuckerlésung) bringt; d. h. in Seewasser, oder
eine sonstige Losung, deren osmotischer Druck durch
Zusatz von Salz oder Zucker um etwa 50 Proz. hoher
gemacht ist als der des Seewassers. In dieser Losung
bleiben die Eier etwa 30 bis 60 Minuten (je nach der Tem-
peratur und der Konzentration der Hydroxylionen in der
Losung). Ubertrigt man die Eier in normales Seewasser
so entwickeln sie sich auch bei Zimmertemperatur in Zhn-
licher Weise bis zum Pluteusstadium, wie die durch Samen
zur Entwicklung veranlaBten Eier.!)

Die zweite Methode, die Eier nach der kiinstlichen

1) Auch die durch Samen zur Entwicklung veranlaten Eier gehen
wie die parthenogenetisch zur Entwicklung gebrachten im Pluteus-
stadium zugrunde, wenn man sie nicht durch besondere Fiitterungs-
versuche am Leben erhilt. Solche Fiitterungsversuche habe ich
noch nicht unternommen, da sie sehr schwierig und zeitraubend
sind. Delage behauptet aber, daB es ihm gelungen sei, zwei par-
thenogenetische Seeigellarven bis zur Geschlechtsreife zu ziichten.



Hervorrufung der Membran auch bei Zimmertemperatur
zur normalen Entwicklung zu veranlassen, besteht darin,
daB man dieselben etwa drei Stunden in sauerstofffreies
Seewasser bringt, oder in Seewasser, dem man etwas Zyan-
kalium zusetzt. Nach Ubertragung in normales Seewasser
entwickeln sich die Eier meist, aber nicht immer. Diese
Methode ist also nicht ganz so zuverldssig wie die andere,
eben erwihnte.

Wir sehen also, daB der formative Reiz bei der kiinst-
lichen Entwicklungserregung des Seeigeleies aus zwei
Eingriffen besteht; ndmlich erstens der Hervorrufung
der Membranbildung, und zweitens der nachtriglichen
kurzen Behandlung des Eies mit einer hypertonischen
Losung (oder einer lingeren Behandlung desselben mit
einer zyankaliumhaltigen oder sauerstofffreien Losung.)

Wir wollen nun gleich bemerken, daB diese Tatsachen
nicht nur fiir das Seeigelei gelten. Ganz #dhnliche Ver-
hiltnisse finden sich beispielsweise bei der kiinstlichen
Parthenogenese der Annelideneier (Polyno&) und der See-
sterneier. Hier geniigt jedoch die Hervorrufung der kiinst-
lichen Membranbildung oft, um einzelnen Eiern auch bei
Zimmertemperatur die Entwicklung zu Larven zu ge-
statten. Aber die Zahl der sich zu Larven entwickelnden
Eier wird erhtht und der Typus der Furchnng verbessert,
wenn man die Eier hinterher mit einer der vorhin er-
wihnten Methoden nachbehandelt. Die Versuche an An-
neliden und Seesternen bestitigen also, daB die Hervor-
rufung der Membranbildung die wesentliche Anderung
im Ei bei der formativen Reizung ist, und daB die Nach-
behandlung desselben mit der hypertonischen Lésung oder
mit der sauerstofffreien Lésung nur als Korrektiv wirkt;
wahrscheinlich um eine mit der Membranbildung hervor-
gerufene schéddliche Nebenwirkung zu beseitigen.



III.

Wir wollen nunmehr versuchen in den Mechanismus
der Wirkungsweise dieser beiden Agenzien einzudringen.
Wie kann die Fettsdure die Membranbildung veranlassen?
Um zu einer Entscheidung in dieser Frage zu gelangen,
sehen wir uns danach um, ob es andere Agenzien gibt,
welche dhnlich wirken wie die Fettsduren. Es stellte sich
in meinen Versuchen heraus, daB alle Agenzien, welche
die Zytolyse hervorrufen, auch die Membranbildung her-
vorrufen, ndmlich erstens die spezifisch zytolytischen Mittel,
wie Saponin, Solanin, Digitalin, gallensaure Salze und
Seifen. Bei Versuchen mit diesen Agenzien, namentlich mit
Saponin, Solanin und Digitalin stellte sich ein merkwiirdiges
Resultat heraus. Nach kurzer Einwirkung einer schwachen
Losung von Saponin in Seewasser beobachtet man zuerst
den Eintritt einer Membranbildung bei den Eiern. Dann
tritt eine Pause von mehreren Minuten ein und nach
dieser Pause erfolgt eine ziemlich plétzliche Zytolyse des
Eies. Wenn man wihrend der Pause, also nach der
Membranbildung, aber vor der Zytolyse des Eies das
letztere aus der Saponinlésung nimmt und es durch
wiederholtes Waschen mit Seewasser von den letzten
Spuren von Saponin befreit, so benimmt es sich genau
so, als ob man bei ihm die Membranbildung mit Butter-
sdure hervorgerufen hidtte. So behandelte Eier fangen
an, sich zu entwickeln, bringen es aber bei Zimmertem-
peratur nicht iiber die erste Kernteilung. Behandelt man
aber die Eier noch etwa eine halbe Stunde mit hyrger-
tonischem Seewasser, so konnen sie sich zu normalen
Pluteen, d. h. skeletthaltigen Larven entwickeln.

Die zweite Gruppe von zytolytischen Agenzien wird
gebildet von den spezifisch fettlosenden Kohlenwasser-
stoffen, wie Amylen, Benzol, Toluol und in viel schwiche-
rem MaBe von Chloroform usw. Fiir Chloroform hatte
schon Hertwig beobachtet, daB es die Membranbildung



hervorruft und fiir Benzol und Toluol hatte Herbst das-
selbe beobachtet.!) Aber diese Mittel wirken so stiirmisch,
daB auf die Membranbildung die Zytolyse des Eies fast
unmittelbar folgt. Ich habe mich aber davon iiberzeugen
konnen, daB, wenn man Amylen oder Benzol nur einen
Augenblick wirken 148t und dann die Eier in normales
Seewasser iibertrigt, man bei einigen derselben eine Mem-
branbildung ohne nachfolgende Zytolyse erhalten kann.
Solche Eier konnten dann ebenfalls durch Nachbehandlung
mit hypertonischem Seewasser zur Entwicklung gebracht
werden. ‘

Eine weitere Gruppe von zytolytischen Mitteln sind
Ather und Alkohole. Auch bei diesen Mitteln ist die
Membranbildung ein Ubergangsstadium, welches der Zyto-
lyse vorausgeht. Auch hier kann man, wenn man die
Eier nach der Membranbildung rasch genug aus der Lo-
sung entfernt, die Zytolyse vermeiden.

Auch Basen koénnen Membranbildung hervorrufen,
aber ihre Wirkung ist eine sehr langsame und dieselbe ist
an die Gegenwart von freiem Sauerstoff gebunden. Man
gewinnt den Eindruck, als ob das Alkali hier nur als
Oxydationsbeschleuniger wirke und als ob ein Oxydations-
produkt die eigentliche Ursache der Membranbildung sei.
Die Membranbildung wird gewdhnlich erst deutlich, wenn
man die Eier hinterher eine kurze Zeit mit einer hyper-
tonischen L&sung behandelt; was ja ohnedies nétig ist,
um dieselben zur Entwicklung bei Zimmertemperatur zu
veranlassen.

Auch eine Temperaturerh6hung hat bekanntlich eine
zytolytische Wirkung. Ich habe nun beobachtet, daB bei
34° oder 35° C Seeigeleier oft, aber nicht immer, eine
Befruchtungsmembran bilden. Diese Temperatur totet
aber die Eier von Strongylocentrotus purpuratus fast

1) Die Membranbildung hielt man immer fiir einen sehr neben-
sichlichen Vorgang, und so wurde diese Erscheinung weder von
Hertwig noch von Herbst weiter verfolgt.



augenblicklich, so da8 solche Eier nach der Membran-
bildung sich nicht mehr entwickeln kénnen. Beim Ei des
Seesterns Asterias forbesii, dessen Protoplasma nicht so
rasch getotet wird, konnte R. Lillie durch Temperatur-
erh6hung eine Membranbildung hervorrufen, woraufhin
die Eier sich entwickelten. DaB eine linger einwirkende
Temperaturerh6hung die Eier von Strongylocentrotus zur
Zytolyse oder Schattenbildung veranlaBt, hat v. Knaffl
gezeigt.

Wir sehen also erstens, daB alle Mittel, welche zyto-
lytisch wirken, auch die Membranbildung im Ei hervor-
rufen, wihrend Mittel, welche nicht zytolytisch wirken,
auch keine Membranbildung bedingen. Zweitens finden
wir, daB die membranbildende Wirkung der verschiedenen
Agenzien parallel verlduft mit ihrer zytolytischen Wirk-
samkeit.

Daraus ziehen wir den SchluB, daB die Membran-
bildung auf einer Zytolyse der Oberfliche des Eies be-
ruht. Wir werden spiter sehen, da8 wir zwischen einer
Rindenschicht und einer Markschicht des Zytoplasmas beim
Ei unterscheiden miissen. Die Rindenschicht, welche
unter der Oberflichenlamelle des Eies liegt, ist sehr diinn,
wihrend die Markschicht das gesamte Zytoplasma umfaBt,
mit Ausnahme vielleicht der unmittelbaren Umgebung
des Kerns. Das Wesen der Entwicklungserregung beruht
demnach auf einer Zytolyse der Rindenschicht, und diese
Zytolyse der Rindenschicht ist die wesentliche Anderung,
welche das Ei bei der formativen Reizung durch das
Spermatozoon erleidet.

IV.

Wir haben schon erwihnt, daB die der Membran-
bildung zugrunde liegende Zytolyse der Rindenschicht des
Eies die Entwicklung zwar anregt, daB aber das Ei nach
dieser Membranbildung meist krinkelt. Um unsere Ideen
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vorldufig zu fixieren, nehmen wir an, daB bei der Mem-
branbildung ein Stoff entsteht, der erst beseitigt oder zer-
stort werden muB, ehe das Ei sich normal entwickeln
kann. Erlauben wir dem Ei seinen Entwicklungsgang zu
beginnen wihrend es noch diese hypothetische schidliche
Substanz in geniigender Menge enthidlt, so krinkelt es
und geht vorzeitig zugrunde. Die Beseitigung dieser
schidlichen hypothetischen Substanz kann auf zwei Weisen
vor sich gehen; erstens indem wir das Ei kurze Zeit
mit hypertonischer Lésung behandeln. Es fehlte, als ich
diese Tatsache fand, jeder Anhaltspunkt und jede Ana-
logie in der Physiologie, die uns erlaubte, auf die physio-
logische Wirkung einer hypertonischen Losung einen Schlu
zu ziehen. Es gelang mir aber nachzuweisen, daB eine
solche Losung bei der kiinstlichen Parthenogenese nur
dann wirksam ist, wenn sie freien Sauerstoff enthilt.
Entzieht man der hypertonischen Losung den Sauerstoff,
so bleibt sie wirkungslos. Sie bleibt ebenfalls wirkungslos,
wenn man ihr etwas Zyankalium zusetzt. Letzteres hemmt,
wie bekannt, die Oxydationsvorgidnge in der Zelle. Diese Tat-
sachen beweisen, daB die hypertonische Lésung in diesen Ver-
suchen nur durch eine Modifikation der Oxydationsvorginge
im Ei wirkt, und zwar vermutlich durch eine Beschleunigung
derselben. Otto Warburg hat ndmlich gezeigt, daB8 die
Erhohung der Konzentration des Seewassers die Oxyda-
tionen im Eiauf etwa das zehnfache zu steigern imstande
ist. Es wire denkbar, daB durch die hypertonische Losung
die aktive Masse der Oxydasen oder der Peroxyde im Ei
vermehrt wird, oder auch vielleicht, da8 die Hydroxylionen,
welche die Oxydation beschleunigen, fiir diesen Zweck in
irgendeiner Weise wirksamer werden. Wir wiirden uns
alsdann vorstellen kénnen, daB die hypertonische Losung
die Eier nach der Membranbildung dadurch vor dem
Untergange rettet, daB sie die bei der Membranbildung
entstandene oder vorhandene giftige Substanz durch Oxy-
dation rasch unschédlich macht.



Die zweite Methode, dem Ei nach der Membranbildung
das Leben zu retten, besteht darin, daB man dasselbe
nach der Membranbildung etwa drei Stunden lang in
sauerstofffreies oder sauerstoffarmes Seewasser bringt, oder
daB wir durch Zusatz von etwas Zyankalium zu dem
Seewasser die Oxydationen im Ei unterdriicken. Wenn
die Eier nach dieser Zeit in normales Seewasser iiber-
tragen werden, so vermdogen sie sich bei geniigender Sauer-
stoffzufuhr normal zu entwickeln. Wie ich friiher gezeigt
habe, hemmt die Sauerstoffentziehung oder die Unter-
driickung der Oxydationsvorginge im Ei durch Zyankalium
die Vorginge der Kernteilung sowohl wie der Zellteilung.
Allein in einem solchen Ei finden wahrscheinlich noch
Hydrolysen statt. Man kann sich nun vorstellen, daB
diese Hydrolysen ebenfalls imstande sind, den hypothe-
tischen schidlichen Stoff, der das Krinkeln der Eier nach
der Membranbildung bedingt, zu zerstéren. Das aber er-
fordert langere Zeit als die Zerstorung desselben Stoffes durch
eine kriftige Oxydationssteigerung. Hemmt man nun die
Oxydation im Ei nach der Membranbildung so lange, bis
dieser schéddliche Stoff durch Hydrolyse zerstort ist, so
kann sich das Ei nunmehr normal entwickeln, wenn man
den Sauerstoff wieder zuldBt.

V.

Bisher haben wir nur von der kiinstlichen Partheno-
genese gesprochen. Wir kommen nun zu der Entwick-
lungserregung des Eies durch das Spermatozoon. Ist der
formative Reiz bei der Entwicklungserregung durch das
Spermatozoon von derselben Art wie bei der kiinstlichen
Parthenogenese? Das ist der Fall. Es gelingt nimlich
auch fiir das Spermatozoon nachzuweisen, daB es die
normale Entwicklung des Eies durch mindestens zwei
Stoffe hervorruft, und daB der eine dieser Stoffe wie die
Buttersdure oder das Saponin bei der kiinstlichen Partheno-



—_ 16 —

genese wirkt, indem er ndamlich die Zytolyse der diinnen
Rindenschicht des' Eies bedingt; wihrend die zweite Sub-
stanz dhnlich wirkt wie die hypertonische Losung. Die
Richtigkeit fiir diese Annahme wird dadurch bewiesen,
daB es mir gelungen ist, diese beiden Wirkungen des
Spermatozoons zu trennen.

Wenn man diese Trennung-der beiden Agenzien im
Spermatozoon bewirken will, so darf man nicht die Sper-
matozoen derselben Art benutzen, von der das Ei stammt;
denn in diesem Falle dringt das Spermatozoon sofort in
das Ei ein, sobald es nur die Oberfliche desselben be-
rithrt. Dabei kommen aber immer beide Stoffe des Sper-
matozoons zur Geltung, der zytolytisch wirkende und
der korrigierende (oxydierende?). Ganz anders aber ver-
laufen die Versuche, wenn wir die Spermatozoen einer
fremden Art, z. B. des Seesterns, auf das Ei des Seeigels
wirken lassen. Unter gewdhnlichen Umstinden wird das
Seeigelei nicht durch Seesternsamen zur Entwicklung an-
geregt; wohl aber gelingt das, wenn man das Seewasser
durch Zusatz von etwas Natronlauge alkalischer macht.
Setzt man 0,6 ccm n/ro NaHO zu 50 ccm Seewasser, -so
bilden in einer solchen Mischung alle Eier des Seeigels
Strongylocentrotus purpuratus Membranen, wenn man nur
eine Spur lebenden Samens eines Seesterns (Asterias
ochracea) zusetzt. Aber es dauert geraume Zeit, meist
10 bis 50 Minuten, bis diese Membranbildung auf den Zusatz
des Samens hin stattfindet, widhrend beim Zusatz von
Seeigelsamen die Membranbildung schon nach etwa einer
Minute stattfindet.

Ubertridgt man nun die Seeigeleier, welche auf Zusatz
von lebendem Seesternsamen Membranen gebildet haben,
wieder in normales Seewasser und verfolgt man ihr weiteres
Schicksal, so erkennt man bald, da man es mit zwei
Gruppen von Eiern zu tun hat. Die eine Gruppe von
Eiern benimmt sich- genau so, als ob nur eins der beiden
Agenzien, niamlich das zytolytische, eingewirkt hitte. Diese



Eier zeigen bei Zimmertemperatur nur den Anfang der
Kernteilung und zerfallen dann, wahrend sie bei niedrigerer
Temperatur sich etwas weiter entwickeln koénnen. Be-
handelt man sie aber nach der Membranbildung durch
Seesternsamen etwa 30 bis 50 Minuten lang mit einer
hypertonischen Losung, so entwickeln sie sich alle auch
bei Zimmertemperatur zu normalen Larven. Die anderen
Eier entwickeln sich von vornherein bei Zimmertemperatur
zu normalen Larven.

Was bedingt den Unterschied im Verhalten dieser
beiden Gruppen von Eiern? Dariiber gibt die histo-
logische Untersuchung derselben Auskunft. Mein Assistent,
Herr Elder, hat ndmlich gefunden, daB in die Eier,
welche nach Zusatz von Seesternsamen sich von vorn-
herein normal entwickeln, ein Spermatozoon eingedrungen
ist, wihrend die Eier, welche sich so benehmen, als ob
bei ihnen nur eine kiinstliche Membranbildung stattge-
funden hitte, kein Spermatozoon enthalten.

Dieses Verhalten der Eier unter dem EinfluB fremden
Samens ist verstindlich unter der Annahme, daB das
Spermatozoon die Entwicklungserregung des Eies ebenfalls
durch zwei Agenzien bewirkt; eines dieser Agenzien ist
eine zytolytisch wirkende Substanz, ein sogenanntes Lysin.
Dieses Agens ist vermutlich an der Oberfliche des Sperma-
tozoons gelegen. Das Lysin des Spermatozoons ruft nur
die Membranbildung beim Ei hervor, und es wirkt genau
so wie die Buttersiurebehandlung bei der kiinstlichen
Parthenogenese. Das zweite Agens liegt im Innern des
Spermatozoons, und es wirkt dhnlich wie die hypertonische
Losung bei der kiinstlichen Parthenogenese. Mdglicher-
weise ist dieses Agens eine Oxydase oder eine oxydations-
beschleunigende Substanz. Nur wenn das Spermatozoon
in das Ei eindringt, kommt es zur normalen Entwicklung,
weil nur in diesem Falle beide Agenzien, das zytolytische
und das korrektive in das Ei eindringen. Nun haben
wir bereits erwdhnt, daB die artfremden Spermatozoen

Loeb, Formative Reizung. 2
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sich nur langsam in das Seeigelei einbohren. Wenn ein
Seesternspermatozoon lingere Zeit an der Oberfliche des
Seeigeleies haftet, ohne jedoch eindringen zu kénnen, so
kann sich genug von dem an der Oberfliche des Sperma-
tozoons haftenden Lysin im Ei 16sen, um die Zytolyse
der Rindenschicht hervorzurufen, welche die Membran-
bildung zur Folge hat. Solche Eier erhalten vom Sperma-
tozoon also nur das Lysin, und sie benehmen sich deshalb
genau so, als ob man bei ihnen nur die Membranbildung
mittelst Buttersdure hervorgerufen hitte.

Bei den Eiern von Strongylocentrotus purpuratus kann
man die Membranbildung im allgemeinen nur mit dem
lebenden Seesternsamen hervorrufen, wiahrend der Extrakt
von totem Seesternsamen in derselben Konzentration
wirkungslos ist. Diese Tatsache ist von Wert, um den
Verdacht abzuweisen, daB es sich bei der erwihnten
Membranbildung um die Wirkung von Seesternserum
handle, das dem Samen beigemengt war.

DaB aber in der Tat sich vom Samen ein Lysin in der
Weise abtrennen 148t, wie wir das vorhin vorausgesetzt
haben, 148t sich bei einer anderen Seeigelart zeigen, deren
Eier besonders empfindlich sind, ndmlich Strongylocen-
trotus franciscanus. Bei diesen Eiern kann man die
Membranbildung auch mit dem sehr verdiinnten Extrakt
von Seesternsamen hervorrufen, den man durch lingeres
Erhitzen auf 60° getdtet hat. Solche Eier kénnen durch
nachtrigliche kurze Behandlung mit hypertonischem See-
wasser zur Entwicklung zu Pluteen veranlaBt werden.
Statt Seesternsamen kann man auch den Samen anderer
fremden Tierarten verwenden. Ich habe die Membran-
bildung beim Seeigelei mit dem lebenden Samen von
Haifischen und sogar von Hiahnen hervorgerufen. Solche
Eier benehmen sich genau so, als ob nur die Membran-
bildung mit Buttersiure stattgefunden hitte. Bei Zimmer-
temperatur fangen sie an sich zu entwickeln, aber sie
krinkeln und gehen friih zugrunde. Behandelt man sie



aber hinterher mit hypertonischer Losung, so entwickeln
sie sich zu normalen Pluteen. In diesem Falle trat nur
das Lysin des Spermatozoons ins Ei ein, nicht aber das
Spermatozoon selbst. Deshalb war es nétig, solche Eier
hinterher noch mit hypertonischem Seewasser zu be-
handeln, wenn man sie bei Zimmertemperatur zur nor-
malen Entwicklung veranlassen wollte.

VI.

Die Idee, daB ein im Spermatozoon enthaltenes Lysin
den formativen Reiz bildet, der das Ei zur Entwicklung
anregt, 148t sich einer Priifung unterziehen. Wir wissen,
daB Blut Lysin enthilt, welche die Blutkérperchen fremder
Tierarten zerstéren, wihrend sie fiir die Zellen der eigenen
Art wirkungslos sind. Wenn nun die Idee richtig ist,
daB der formative Reiz des Spermatozoons oder wenigstens
diejenige Substanz desselben, welche die Membranbildung
hervorruft, ein im Spermatozoon enthaltenes Lysin ist,
so sollte es auch gelingen, die Membranbildung beim un-
befruchteten Seeigelei durch artfremdes Blut hervorzurufen.
Das ist nun auch tatséchlich der Fall. Ich habe schon
vor drei Jahren zeigen koénnen, daB das Blut von ge-
wissen Wiirmern, nimlich den Sipunculiden, die Membran-
bildung im Seeigelei selbst noch bei tausendfacher und
noch gréBerer Verdinnung mit Seewasser hervorruft.
Freilich findet diese Membranbildung nicht bei den Eiern
jedes Seeigelweibchens statt, sondern nur bei den Eiern
von etwa 20 Proz. der Weibchen. Es handelt sich hier
lediglich nur um Unterschiede in der Durchldssigkeit der
Eier fiir die Lysine, und der Grad der Durchlissigkeit
scheint fiir die Eier verschiedener Weibchen ein klein
wenig zu variieren.

Anstatt viel Zeit auf die Untersuchung der Wirkungen
des Blutes von wirbellosen Tieren zu verwenden, unter-
nahm ich gleich die Untersuchung der Wirkung des Blut-
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serums von Warmbliitern. Es gelang mir, mit dem Serum
von Ochsen, Schafen, Schweinen und Kaninchen bei den
Eiern des Seeigels die Bildung von Befruchtungsmembranen
hervorzurufen; und solche Eier verhielten sich genau so, als
ob man bei ihnen durch Behandlung mit dem lebenden
Samen des Haifisches oder des Hahnes oder mit Butter-
siure die Membranbildung hervorgerufen hitte. Sie fingen
an sich zu entwickeln, aber bei Zimmertemparatur krinkelten
sie und gingen alsbald zugrunde. Behandelte man sie
aber nach der Membranbildung kurze Zeit mit der hyper-
tonischen Lésung, so entwickelten sie sich auch bei Zimmer-
temperatur. Das Blut enthilt das entwicklungserregende
Lysin, aber nicht den zweiten im Samen enthaltenen
Stoff, der fiir die volle Entwicklung notig ist. Es ist
daher erforderlich, dessen Wirkung durch die Behandlung
mit hypertonischem Seewasser zu ersetzen, wenn man
nach der Hervorrufung der Membranbildung mit Blut-
serum eine normale Entwicklung des Eies erzielen will.

Das im Blute enthaltene Lysin ist wie das des Sperma-
tozoons relativ hitzebestindig. Lingeres Erwidrmen auf
60° bis 65° vermindert die membranbildende Kraft des
Blutes nicht. Merkwiirdig ist die Tatsache, daB Zusatz
von Strontiumchlorid die membranbildende Wirksamkeit
des Blutes erhoht, wihrend Zusatz von Kalzium und
Magnesium dieselbe vermindert.

Nicht nur das Blut, sondern auch die Extrakte von
Organen fremder Tiere bedingen die Membranbildung beim
Seeigelei. Ganz besonders wirksam erwies sich der Extrakt
der Leber des Seesterns.

Wir haben schon erwihnt, daB8 der Extrakt toten
Samens fremder Tiere, z. B. des Seesterns, der Mollusken,
der Wiirmer, der Haifische, des Hahns in betrichtlicher
Verdiinnung bei den Eiern des Seeigels Strongylocentrotus
franciscanus die Membranbildung veranlaBt. Versucht
man nun, dieselbe Wirkung mit dem toten Samen der
eigenen Art zu erhalten, so fallen die Resultate negativ
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aus. Ebenfalls erhilt man auch negative Resultate mit
dem Extrakt von Organen der eigenen Art, obwohl ich
hieriiber noch nicht so viele Versuche angestellt habe wie
mit dem Extrakt des Samens der eigenen Art. Was be-
dingt diese Unterschiede in der Wirkung der eigenen und
der fremden Lysine? Wir wissen, daB die Lysine unseres
Blutes unsere Zellen nicht schiddigen, wihrend sie die
Zellen fremder Tierarten schidigen. Es besteht also eine
Immunitit -der Eier wie aller iibriger Zellen gegen die
Lysine des Blutes oder der Organextrakte.

Wir kénnen vielleicht diese Versuche benutzen, um
etwas mehr iiber die Natur dieser Immunitdt auszusagen.
Wenn die in unserem Blute enthaltenen Lysine unsere
Zellen nicht schidigen, so liegt das an einem der beiden
folgenden Unstinde: Entweder konnen die Lysine unseres
Blutes nicht in unsere Zellen eindringen, wihrend sie in
die Zellen fremder Tierarten diffundieren konnen; oder
aber unsere Zellen enthalten Antikérper gegen unsere
Lysine, welche den Zellen fremder Tiere fehlen. Wir
kénnen in bezug auf die Lysine des Blutes nicht entscheiden,
welche dieser beiden Moglichkeiten zutrifft. Wohl aber
ist eine Entscheidung dieser Frage moglich fiir die Lysine
der Spermatozoen. Der Extrakt des Seeigelsamens ist
wirkungslos fiir die Eier des Seeigels, aber nur deshalb,
weil er (wenigstens nach meinen bisherigen Versuchen)
nicht durch physikalische Diffusion in diese Eier gelangen
kann. Denn wenn das Lysin durch ein Seeigelsperma-
tozoon ins Seeigelei gebracht wird, so wirkt das Lysin
sofort und ist vielleicht wirksamer als das Lysin fremder
Tierarten. Wire im Seeigelei ein Antilysin gegen das
Lysin des Seeigelsamens enthalten, so diirfte ja der See-
igelsamen, wenn er ins Ei eindringt, keine Membran-
bildung hervorrufen.

Wir verstehen nunmehr die sonst paradoxe Tatsache,
daB es mit artfremdem Samen auf zwei Weisen méglich
ist, die Membranbildung und damit die Entwicklung im



Seeigelei anzuregen. Némlich erstens durch den lebenden
Samen und zweitens durch den Extrakt des toten Samens;
wihrend der Same der eigenen Art nur dann die Membran-
bildung anzuregen vermag, wenn die Samenfiden am
Leben sind und in das Ei eindringen. Wir verstehen
jetzt auch die schon frither erwihnte Tatsache, daB alle
meine dlteren Versuche, die Entwicklung des Eies durch
Samenextrakt anzuregen, fehlgeschlagen sind, weil ich
anfangs begreiflicherweise stets Extrakte des eigenen
Samens anwendete. Die im Extrakt enthaltenen Lysine
der eigenen Art konnte eben nicht in das Ei eindringen.?)

Die weitere Aufkldrung iiber die Natur der Immuni-
tit der Eizelle gegen die geldésten Lysine des eigenen
Blutes oder Samens ist also von einer Untersuchung iiber
die hier vorliegende spezifische Undurchgingigkeit des
Eies gegen die Lysine des eigenen Korpers zu erwarten.
Es wire von Interesse, wenn sich das bei der Eizelle be-
obachtete Resultat auch fiir die Immunitit der Kérper-
zellen gegen die Lysine des eigenen Koérpers bewihren wiirde.

Wir koénnen demnach wohl behaupten, daB die ent-
wicklungserregende Substanz des Spermatozoons ein Lysin
sei, und wir diirfen damit auch die Vermutung aussprechen,

1) Winkler hatte behauptet, daB er mit dem Extrakt von
Seeigelsamen gelegentlich eine oder zwei Zellenteilungen des See-
igeleies hervorgerufen habe. Eine Membranbildung fand in diesen
Versuchen nicht statt. Ich habe schon wiederholt darauf hinge-
wiesen, daB diese von Winkler nur gelegentlich beobachteten posi-
tiven Ergebnisse nicht durch den Samenextrakt bedingt waren,
sondern durch die Anderung des Seewassers, die er gleichzeitig
vorgenommen hatte. Er benutzte nimlich Seewasser, das er vorher
eingedampft hatte und dann angeblich wieder auf die urspriing-
liche Konzentration zuriickgebracht hatte. Solches Seewasser hat
aber infolge der Kohlensiureaustreibung einen héheren Grad von
Alkalinitit als das normale Seewasser. Die von Winkler be-
obachteten Zellteilungen werden aber, wie ich schon in einer
meiner ersten Abhandlungen iiber diesen Gegenstand mitgeteilt
habe, durch hyperalkalisches Seewasser hervorgerufen. Vielleicht
war auch sein Seewasser leicht hypertoniseh.
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daB die Gruppe der Lysine, welche wir bisher nur als
Schutzstoffe unseres Korpers gegen Bakterien gekannt
haben, eine groBe physiologische Rolle im Mechanismus
der Lebenserscheinungen spielen. Unsere Theorie der
Entwicklungserregung des Eies durch ein Spermatozoon
wollen wir als die Lysintheorie bezeichnen; womit wir
andeuten, daB der AnstoB zur Entwicklung von einem im
Spermatozoon enthaltenen Lysin ausgeht. Bei der kiinst-
lichen Parthenogenese ersetzen wir das natiirliche Lysin
durch ein zytolytisches Agens. AuBer der Lysinwirkung
ist aber, wie wir schon wiederholt betont haben, fiir die
normale Entwicklungserregung noch ein zweiter, korrek-
tiver Eingriff nétig, der in unseren Versuchen durch die
hypertonische Losung ausgeiibt wird, oder durch eine
linger andauernde Sauerstoffentziehung.

VII.

Wenn man die Versuche iiber kiinstliche Partheno-
genese iiber die Eier sehr verschiedener Tierarten aus-
dehnt, so bemerkt man bald, daB die Eier verschiedener
Tierformen eine ganz verschiedene Tendenz besitzen, sich
parthenogenetisch zur Entwicklung zu bringen. Es gibt
Eier, die sehr leicht zur Entwicklung veranlaBt werden,
so leicht, daB sie den Experimentator in Verlegenheit
setzen, weil er nie weiB, ob das von ihm benutzte
Agens die Ursache der Entwicklung ist, oder ob hierfiir
irgendein geringfiigiger unbeachteter Nebenumstand, oder
eine Verinderung im Ei selbst verantwortlich ist. Dahin
gehéren beispielsweise die Eier des Seidenspinners, des
Seesterns und gewisser Anneliden. Wenn man mit See-
sterneiern arbeitet, so kann man beobachten, daB sich
gelegentlich einige derselben ohne jede nachweisbare duBere
Ursache (in normalem Seewasser) zu schwimmenden Lar-
ven entwickeln. Den geraden Gegensatz zu solchen Eiern
bilden die von mir gewdhnlich benutzten Eier des kali-
fornischen Seeigels Strongylocentrotus purpuratus, die



iiberhaupt nie eine Tendenz zeigen, sich parthenogenetisch
zu furchen, und die sich nur durch die geschilderte sehr
spezielle Methode unter Einhaltung genauer quantitativer
Verhiltnisse zur parthenogenetischen Entwicklung bringen
lassen. Aus diesem Grunde benutzte ich gerade diese
Eier fiir meine Versuche zur Feststellung der Natur der
Entwicklungserregung, weil ich hier sicher sein konnte,
daB derselbe Eingriff auch jedesmal dasselbe Resultat
gab; wihrend man beispielsweise bei den Seesterneiern
nie vollig sicher sein kann, ob nicht irgendein innerer
Umstand im Ei oder ein iibersehener geringfiigiger Neben-
umstand dieses oder jenes Ei zur Entwicklung veranlaBte.
Obwohl aber Eier mit so hoher Tendenz zu spontaner
Entwicklung wie die Seesterneier nicht geeignet sind zu
endgiiltigen Versuchen iiber die Natur der Entwicklungs-
erregung, so gewinnen sie doch fiir die weitere Forschung
eine groBe Bedeutung; sobald wir nimlich die Frage auf-
werfen, wie es kommt, daB das Seesternei sich ,,spontan‘
entwickelt, das Seeigelei (Strongylocentrotus purpuratus)
aber nur unter dem EinfluB sehr spezifizierter Eingriffe.

Mathews hat beobachtet, daB man durch leichtes
Schiitteln die Zahl der Seesterneier, die sich ,,spontan*
parthenogenetisch entwickeln, vermehren kann. Ich fand
etwas Ahnliches bei den Eiern von Amphitrite, einer Anne-
lide. Bei den Eiern des Seeigels ist es weder mir noch
andern gelungen, jemals ein solches Resultat zu erzielen.
Ich bin aber iiberzeugt, daB, wenn man einen Seeigel
finde, dessen Eier eine groBere Tendenz besitzen, sich
spontan zu entwickeln, es sich auch herausstellen wiirde,
daB die Zahl der sich spontan entwickelnden Eier durch
Schiitteln derselben vermehrt wiirde.

Ich versuchte nun, ob man auch die Eier mechanisch
zur Zytolyse bringen kann. Driickt man nur leicht mit
dem Finger auf das Ovarium eines Seesterns, so findet
man, daB viele der Eier, die nachher aus dem Ovarium
austreten, zytolysiert sind. Um ein Platzen der Eimem-



bran handelt es sich dabei nicht; im Gegenteil, bei dieser
wie bei jeder anderen Form von Zytolyse geht der letzteren
die Bildung der Befruchtungsmembran voraus, und diese
Membran bleibt auch bei den durch Druck zur Zytolyse ver-
anlaBten Sterneiern intakt. Beim Seeigelei kann man aber
durch solchen leichten Druck keine Zytolyse hervorrufen.

Die Eier des Seesterns, welche sich spontan ent-
wickeln, bilden vorher eine Membran. Auch durch Schiit-
teln werden die Eier des Seesterns nur dann zur Ent-
wicklung veranlaBt, wenn das Schiitteln eine Membran-
bildung hervorruft. Die groBere Tendenz der Seestern-
eier, sich spontan oder durch Schiitteln zu entwickeln,
beruht also auf der gréBeren Leichtigkeit, mit der dieses
Ei zur Membranbildung oder zur Zytolyse veranlaBt
werden kann.

Wie kann aber bloBes Schiitteln oder bloBer Druck
die Membranbildung resp. Zytolyse hervorrufen? Es
scheint mir, daB diese Tatsache sich am leichtesten ver-
stehen 148t unter der Annahme, daB das Zytoplasma eine
Emulsion ist, eine Annahme, die bekanntlich von Biitschli
gemacht und gut gestiitzt worden ist; und daB die Mem-
branbildung sowohl wie die Zytolyse auf der Zerstérung
dieser Emulsion beruht. Wir wissen, daB verschiedene
Emulsionen einen verschiedenen Grad der Haltbarkeit
besitzen. Die Eier, welche auf Druck leicht der Zytolyse
verfallen, besitzen eine Emulsion, welche einen geringeren
Grad der Haltbarkeit besitzt als die Emulsionen derjenigen
Eier, welche durch denselben leichten Druck nicht zur
Zytolyse veranlaBt werden kénnen. Nehmen wir an, daB
die Membranbildung wie die Zytolyse von der Zerstérung
einer Emulsion abhingen; dann handelt es sich bei der
Membranbildung um die Zerstérung derjenigen Emulsion,
welche die diinne Rindenschicht des Eies bildet, bei der
Zytolyse um Zerstérung der gesamten Zytoplasmaemulsion.
Das Lysin des Spermatozoons zerstért nur die Emulsion
in der Rindenschicht des Eies und regt dadurch die Ent-
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wicklung des letzteren an. Die groBere Tendenz zur
spontanen Entwicklung bei den Eiern gewisser Tierformen
hingt alsdann mit der relativ geringen Haltbarkeit der
Zytoplasmaemulsionen ihrer Eier zusammen, namentlich
der geringen Haltbarkeit der Emulsion in der Rinden-
schicht des Zytoplasmas. Die Annahme, dafl es sich bei
der Zytolyse resp. Membranbildung um die Zerstérung einer
Emulsion handele, ist gewissermaBen nur in Parenthese
hier zugefiigt; sie ist weder unerldlich noch iiberhaupt
wesentlich fiir die Lysintheorie der Entwicklungserregung.

VIII.

Die Annahme, daB die Membranbildung nur eine
oberflichliche Zytolyse sei, hat zur Voraussetzung, daB
die Rindenschicht des Zytoplasmas verschieden sei von
dem Rest des Zytoplasmas, den wir als Markschicht be-
zeichnen wollen. Eine solche Annahme hat schon Biitschli
auf Grund seiner mikroskopischen Befunde gemacht. Ich
muB mich dieser Ansicht anschlieBen, und zwar auf Grund
meiner Beobachtungen iiber die Wirkung von zytolyti-
schen Agenzien auf das Ei. Die Wirkung dieser Agenzien
verlduft nidmlich beim Ei stets in zwei Etappen, die oft
durch einen erheblichen Zeitraum voneinander getrennt
sind. Die erste Etappe ist die Zytolyse der Oberflichen-
schicht, die zweite Etappe ist die Zytolyse des gesamten
Restes. Am deutlichsten wird das bei Versuchen mit
schwachen Losungen von Saponin, Solanin und Digitalin
in Seewasser. Man beobachtet alsdann zuerst eine Mem-
branbildung, dann tritt eine Pause, oft von mehreren
Minuten, ein und dann erst tritt die Zytolyse des Restes
des Eies ein. Wendet man statt des Saponins Benzol
an, so liBt sich ebenfalls noch nachweisen, daB zwischen
der Membranbildung und der Zytolyse eine Pause liegt.
Aber diess Pause ist kurz, nur ein Bruchteil einer Sekunde
oder im besten Falle nur wenige Sekunden.

Es 14Bt sich aber auch sehr schlagend nachweisen,



— 27 —

daB die Rindenschicht des Zytoplasmas qualitativ etwas
anders beschaffen ist als die Markschicht desselben. Wenn
man zur Membranbildung die niederen Fettsiuren von
der Ameisensidure bis zur Kapronsidure anwendet, so er-
hilt man nur Zytolyse der Rindenschicht, d. h. nur eine
Membranbildung, aber keine Zytolyse der Markschicht.
Wendet man aber die héheren Fettsduren derselben Reihe
an, von der Heptylsdure an aufwirts, so erhilt man stets
eine Membranbildung, der aber nach einer kurzen Pause
stets eine Zytolyse des gesamten Eies nachfolgt.

Auch die im Blut sowie die in den Spermatozoen
enthaltenen Lysine wirken nach meiner bisherigen Erfah-
rung nur auf die Rindenschicht des Zytoplasmas, aber
niemals auf die Markschicht desselben. Wir erhalten also
stets eine Membranbildung und Entwicklungserregung, aber
keine Zytolyse und keine Zerstérung des ganzen Eies durch
diese Agenzien.

Gehen wir auf die Idee Biitschlis zuriick, daB das
Protoplasma die Struktur einer Emulsion habe, so kommen
wir also zu der Ansicht, daB8 die Emulsion der Oberfliche
des Eies, also der diinnen Rindenschicht, sich von der-
jenigen im Reste des Eies, der Markschicht, qualitativ
unterscheidet. Im allgemeinen kann man sagen, daB alle
Stoffe, welche die Emulsion der Markschicht zerstoren,
auch diejenige der Rindenschicht zerstéren, aber nicht
umgekehrt. So kommt es, daB eine Zytolyse der Rinden-
schicht mdglich ist ohne eine Zytolyse des ganzen Eies.

IX.

Wie aber kann die Zytolyse der Rindenschicht des
Eies zu einer Membranbildung fithren? v. Knaffl hat
die folgende Ansicht hieriiber ausgesprochen: ,,Das Proto-
plasma ist reich an Lipoiden, es ist wahrscheinlich der
Hauptsache nach eine Emulsion aus diesen und den Pro-
teinen. Jeder physikalische und chemische Eingriff, der
imstande ist, die Lipoide zu verfliissigen, ruft Zytolyse
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des Eies hervor. Das Protein des Eies kann nur dann
wesentlich quellen oder sich 16sen, wenn der Aggregatzu-
stand der Lipoide durch chemische oder physikalische
Agenzien veridndert wurde. Der Mechanismus der Zytolyse
besteht darin, daB die Lipoide verfliissigt werden, und
hierauf das lipoidfreie Protein durch Wasseraufnahme
quillt oder sich 16st . .. Es bestitigt sich daher die Loeb-
sche Ansicht, da8 die Membranbildung durch Verfliissigung
der Lipoide ausgelost wird.*

Diese Ansicht kdénnen wir mit einer geringen Modlﬁ-
kation, die sich auf die Natur der Emulsion bezieht, an-
nehmen. Zu einer Emulsion sind ndmlich nicht bloB zwei
Substanzen oder Phasen notig, wie v. Knaffl annimmt,
sondern auBerdem noch eine dritte Substanz; die dritte
Substanz dient ndmlich dazu, die Emulsion (der Theorie
von Lord Rayleigh entsprechend) haltbar zu machen.
Es handelt sich darum, daB die Trépfchen der Emulsion
durch eine diinne Schicht einer Substanz umhiillt werden,
welche die Oberflichenspannung zwischen dem Troépfchen
und der zweiten Phase der Emulsion herabsetzt. Ich
nehme nun an, daB nur,diese umhiillende oder stabilisie-
rende Substanz aus Lipoiden, insbesondere Cholesterin
besteht. Die beiden Phasen aber, welche die Emulsion
bilden, brauchen nicht Lipoide zu sein. Um unsere Ideen
vorldufig zu fixieren, will ich voraussetzen, da8 diese
beiden Phasen erstens Eiweil mit wenig Wasser und
zweitens Wasser mit wenig EiweiB sind. Die Existenz
eines solchen Typus von Phasenverschiedenheit hat ja
Hardy nachgewiesen. Die Emulsion an der Oberfliche
des Eies besteht also dieser Hypothese zufolge aus einem
System von wasserarmen EiweiBtropfchen, die von einer
stabilisierenden Lipoidschicht (Cholesterin und Lezithin)
umgeben sind. Behandelt man das Seeigelei mit einem
lipoidlosenden Stoffe, z. B. Benzol, so wird die stabilisie-
rende Cholesterinschicht gelost und das EiweiBkiigelchen
kann reichlich Wasser aufnehmen. Beniitzen wir Saponin,



so wird dieselbe Schicht dadurch beseitigt, daB das
Cholesterin vom Saponin gefillt wird. Diese Wasserauf-
nahme fiihrt zur Abhebung der Oberfldchenlamelle, welche
das Ei kontinuierlich umgibt.

Uber die Natur dieser Oberflichenlamelle wollen wir
einige Bemerkungen hier einschieben, obwohl dieser Gegen-
stand streng genommen nicht zu unserem Thema gehort.
Nach Overton und Koeppe sollte diese Lamelle aus einem
Lipoid bestehen, und nach Koeppe soll die Zytolyse da-
durch bedingt werden, daB diese Lamelle geldst oder sonst-
wie zum ZerreiBen gebracht wird. Diese Ansicht von
Overton resp. Koeppe ist aber nachweisbar in allen
Stiicken, fiir das Ei wenigstens, unrichtig. Denn erstens
besteht die bei der Membranbildung und der Zytolyse des
Eies abgehobene Lamelle nicht aus einem Lipoid, sondern
aus EiweiB; da dieselbe, wie schon friiher erwdhnt, in allen
lipoidlésenden Mitteln vollig intakt bleibt. Zweitens be-
steht die Zytolyse und Schattenbildung beim Ei nicht in
einer ZerreiBung dieser Membran, sondern einfach in einer
Quellung gewisser kolloidaler Stoffe im Ei infolge einer
Wasseraufnahme von auBien. Die Oberflichenlamelle des
Eies bleibt namlich bei der Verwandlung des Eies in einen
Schatten véllig intakt.?)

X.

Wir wollen bei der Analyse der formativen Reizung
nicht bloB die Natur der Reizursache kennen lernen, son-
dern auch die physikalisch-chemischen Anderungen, welche
die Zelle bei der Reizung erleidet; und so mag ein Exkurs
iber den Mechanismus der Entstehung der Befruchtungs-

1) Mi8 Wulzen hat neuerdings in meinem Laboratorium ge-
funden, daB auch bei der Zytolyse von Paramaecien zuerst eine
Abhebung der Oberflichenlamelle dhnlich wie beim Ei stattfindet.
Diese Oberflichenlamelle ist aber bei Paramaecien viel zarter als
beim Ei und kann deshalb leichter zerreiBen. Bei diesem ZerreiSen
findet ein AusflieBen des Zytoplasmas statt.



membran gerechtfertigt sein. Da wir die Bildung der Be-
fruchtungsmembran beim Seesternei durch leichtes Schiit-
teln oder sogar durch bloBen Druck hervorrufen koénnen,
so muf3 dieselbe wohl im Ei prdformiert sein, und es kann
sich bei der Membranbildung nur um eine Abhebung einer
schon priformierten Lamelle von dem darunterliegenden
Zytoplasma infolge des Eindringens von Seewasser handeln.
Aber bei dieser Abhebung erleidet die Lamelle eine Ver-
inderung. In das unbefruchtete Ei kann ja selbstverstdnd-
lich ein Spermatozoon eintreten; ist aber die Membran
durch irgendein kiinstliches Mittel einmal abgehoben, so
kann kein Spermatozoon mehr eindringen. DaB es lediglich
die abgehobene Membran ist, welche nunmehr den Sperma-
tozoen den Eintritt verwehrt (und nicht etwa eine Ande-
rung am Zytoplasma), das geht daraus hervor, da3, wenn
man die Membran zerreiBt, die Spermatozoen wieder ins
Ei dringen konnen. Es folgt also daraus, daB die Ober-
flichenlamelle des Eies ganz andere Eigenschaften hat,
wenn sie dem Zytoplasma anliegt, als nachdem sie durch
das eingedrungene Seewasser von dem Zytoplasma ab-
gehoben und getrennt ist. Das diirfte vielleicht verstandlich
sein unter der Annahme, daB die Befruchtungsmembran,
die ja sicher kein Lipoid, sondern zweifellos ein EiweiB-
korper ist, in Berithrung mit den Lipoiden oder anderen
Stoffen des Zytoplasmas andere physikalische Elgenschaften
hat als in Beriihrung mit Seewasser.

Wir haben nun im vorigen Abschnitt angenommen,
daB die Membranbildung dadurch zustande kommt, daf3
infolge der Wirkung eines Lysins oder zytolytischen Agens
eine in der Rindenschicht des Zytoplasmas gelegene kolloide
Substanz sich mit Seewasser imbibiert und im letzteren
J6st. Diese Annahme hat zwei Voraussetzungen, nimlich,
daB die Oberflichenlamelle des Eies fiir Seewasser und
kristalloide Stoffe durchgingig, fiir kolloide Stoffe aber un-
durchgingig ist. Die Richtigkeit dieser Annahmen laBt
sich beweisen. Fiigt man dem Seewasser, in dem sich



Seeigeleier befinden, welche eine Befruchtungsmembran
besitzen, eine gewisse Menge von geléstem HiihnereiweiB
oder Tannin oder Blutserum zu, so kollabiert die Membran
und legt sich dem Zytoplasma dicht an; fast die gesamte
Fliissigkeit, die zwischen der Membran und dem Zyto-
plasma lag, ist in das umgebende Seewasser diffundiert.
Bringt man die Eier aber wieder in normales Seewasser
zuriick, so dringt das letztere wieder zwischen die Membran
und das Zytoplasma ein, und die Befruchtungsmembran
nimmt ihren fritheren Abstand vom Zytoplasma und ihren
friiheren Spannungsgrad wieder ein. Die Membran ist
also fiir die in Seewasser gelosten Kolloide undurchgingig.

Fiigt man aber dem Seewasser Salze zu, oder verdiinnt
man das Seewasser durch Zusatz von destilliertem Wasser,
so dndert sich die Spannung und der Durchmesser der
Membran nicht. Das beweist, da8 die Membran fiir Wasser
und Salze, aber nicht fiir gel6ste Kolloide durchgingig ist,
und daB die Abhebung der Membran durch Imbibition
und Lésung eines Kolloides bedingt ist.

Das durch Vermittlung der Lysinwirkung des Sperma-
tozoons zur Imbibition und L&sung gebrachte Kolloid der
Rindenschicht des Zytoplasmas {ibt also einen osmotischen
Uberdruck aus, und es muf} so lange Seewasser von aulen
unter die Befruchtungslamelle des Eies eindringen, bis die
Spannung dieser abgehobenen Lamelle, d. h. der Befruch-
tungsmembran dem osmotischen Uberdruck das Gleich-
gewicht hilt. Das erkldart auch, warum die Membran im
allgemeinen eine Kugelform annimmt.

Wir kénnen nun auch vermuten, wie es kommt, daB3
nicht in allen Eiern die Bildung einer so deutlichen Be-
fruchtungsmembran, wie beim Seeigelei, bei der Befruchtung
stattfindet. Das hidngt vielleicht davon ab, daB in diesen
Fillen die Imbibitionsfihigkeit des Kolloides erheblich be-
schrinkt ist.



XI.

Wir besitzen nun ein ziemlich vollstindiges Bild dessen,
was das Ei erleidet, wenn es formativ gereizt, d. h. zur
Entwicklung angeregt wird. Durch Vermittlung eines Ly-
sins oder eines sonstigen zytolytisthen Agens wird ein Stoff
der Rindenschicht des Eies, vermutlich ein Lipoid, geldst
oder gefillt und damit ein EiweiBkorper imbibitionsfahig
gemacht. Wie verschieden ist dieses Resultat von den Ver-
mutungen, die man frither iiber die Wirkung des Sperma-
tozoons aufstellte. Die meisten Autoren dachten wohl, da3
das Spermatozoon die Entwicklung dadurch anrege, da8
es ein Ferment ins Ei trage und daB dieses Ferment erst
den Mechanismus der Entwicklung in Bewegung setze.
Andere, welche mehr morphologisch und weniger chemisch
dachten, sprachen die Meinung aus, daB das Wesentliche
der Entwicklungserregung durch das Hereintragen eines
Kerns (des Spermakerns) bedingt werde (Hertwig), oder
daB das Ei sich nicht entwickeln kénne, wenn nicht ein
Zentrosom mittelst des Spermatozoons in dasselbe gefiihrt
wiirde. In  Wirklichkeit geniigt es, nur die kiinstliche
Membranbildung beim unbefruchteten Seeigelei hervorzu-
rufen, um nach 2 bis 3 Stunden die Bildung normaler
Astrosphidren und Spindeln in denselben zu beobachten.
DaB auch das Aneinanderlegen oder Verschmelzen des
Spermakerns und Eikerns mit der Entwicklungserregung
nichts zu tun hat, ist durch die Tatsache der kiinstlichen
Parthenogenese bewiesen.!) Aber auch die Fermenttheorie
der Entwicklungserregung des Eies durch das Spermato-
zoon ist unrichtig. Wire sie richtig, so sollte die Ge-
schwindigkeit der Entwicklung des Eies erheblich be-
schleunigt, wenn nicht verdoppelt werden, wenn zwei
Spermatozoen statt eines ins Ei eintreten; oder wenn man

1) Dagegen kann die Verschmelzung des Spermakerns und
Eikerns sehr wohl etwas mit der Vererbung zu tun haben, obwohl

wir iiber den Mechanismus dieses Vorganges vom chemisch-physi-
kalischen Standpunkte aus einstweilen noch nichts wissen.



Samenbefruchtung und kiinstliche Parthenogenese im
gleichen Ei superponiert. Davonist aber keine Rede. In beiden
Fillen tritt keine Verkiirzung der Zeit ein, welche zwischen
zwei aufeinanderfolgenden Furchungsperioden verflie(t.

Die weitere Entwicklung dieses Gebietes wird sich viel-
mehr an die Frage kniipfen miissen, wie kann die Zyto-
lyse der Rindenschicht des Zytoplasmas zur Entwicklung
fiihren? Da an den Versuchen zur Beantwortung dieser
Frage eben gearbeitet wird, so ist es iiberfliissig, sich hier
in Vermutungen zu ergehen.?)

XII.

Fassen wir unsere Befunde iiber die Entwicklungs-
erregung oder formative Reizung des Eies kurz zusammen,
so ergibt sich folgendes Bild:

Fiir die normale Entwicklungserregung geniigt nicht
ein einziger Eingriff, sondern es sind mindestens zwei Ein-
griffe erforderlich.

Der eine Eingriff besteht in der Zytolyse der sehr
diinnen Rindenschicht des Zytoplasmas des Eies. Jedes
Agens, welches diese Zytolyse hervorbringt, ohne die Zyto-
lyse der michtigeren Markschicht des Zytoplasmas zu ver-
anlassen, wirkt entwicklungserregend. Das Spermatozoon
sowie das Blut enthalten einen Stoff (Lysin), welcher nur
die Zytolyse der Rindenschicht bewirkt. Auch die niederen
Fettsduren bis zur Kapronsiure bewirken nur die Zytolyse
der Rindenschicht. Da die meisten zytolytischen Agenzien
eine Zytolyse beider Schichten des Zytoplasmas bewirken,
so sind sie fiir die Entwicklungserregung nur dann zu ge-
brauchen, wenn man die Eier ihrer Einwirkung nur so
lange aussetzt, bis eben die Rindenschicht der Zytolyse
verfallen ist, wiahrend die Markschicht noch unverletzt ist.

1) Ich mag vielleicht bemerken, daB man daran denken kann,
ob nicht vielleicht die Zytolyse der Rindenschicht des Zytoplasmas
die Diffusion des Sauerstoffs oder der Hydroxylionen resp. Basen
oder sonstiger fiir die Entwicklung nétigen Stoffe ins Ei erleichtert.

Loeb, Formative Reizung. 3



Die Zytolyse der Rindenschicht hat oft, aber nicht
immer, die Bildung einer Befruchtungsmembran zur Folge.

Da alle zytolytischen Stoffe als lipoidlosend bekannt
sind, so ist es wahrscheinlich, aber nicht bewiesen, da8
der formative Reiz bei der Entwicklungserregung in einer
Verfliissigung oder Fillung, oder einer sonstigen Verdnde-
rung der Lipoide der Rindenschicht des Eies besteht, wo-
durch eine Imbibition und Loésung eines kolloidalen Stoffes
der Rindenschicht méglich wird. Hat das Zytoplasma die
Struktur einer Emulsion, so kénnten die Lipoide sehr wohl
die umbhiillende stabilisierende Substanz bilden, welche
notig ist, um nach der Theorie von Rayleigh der Emulsion
Dauerhaftigkeit zu verleihen.

Die Zytolyse der Rindensubstanz des Eies regt dessen
Entwicklung an, aber diese Entwicklung ist oft abnorm
und kommt daher meist vorzeitig zum Stillstand. Um eine
normalere und weitergehende Entwicklung zu erméglichen,
ist meist noch ein zweiter Eingriff n6tig, der aber in seiner
Wirkung noch nicht so deutlich zu iibersehen ist wie der
erstere. Es handelt sich um kurze Behandlung des Eies
mit einer sauerstoffhaltigen hypertonischen Losung oder
einer lingeren Entwicklungshemmung desselben in nor-
malem Seewasser. Das Spermatozoon trigt neben dem
Lysin noch eine zweite Substanz ins Ei, welche dhnlich
wirkt, wie die hypertonische Losung in unserer Methode
der kiinstlichen Parthenogenese.

Soweit die Versuche iiber die Natur der Entwicklungs-
erregung des Eies. Man wird wohl die Frage aufwerfen
diirfen: Werden diese Einsichten einen Gewinn fiir die
Pathologie bringen? Das muB die Zukunft entscheiden.
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