Ober die Oxydationen in lebenden Zellen nach Versuchen
am Seeigelei.
Von
Otto Warburg.

(Aus der zoologischen Station in Neapel.)
(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1910.)

Die Versuche (ber die Oxydationen im Ei~habe ich fort-

gesetzt und verfiige jetzt Uber viele hundert Messungen. Von
diesen will ich einige, die mir wichtig erscheinen, mitteilen.

Als Material wurde meist Strongylocentrotus lividus ge-
wahlt, dessen Eier widerstandsfahiger sind und sich infolge-
dessen besser fur Experimente eignen. Die Sauerstoffbestim-
mungen wurden nach Winkler oder Schitzenberger ausge-
fihrt und im Obrigen so, wie ich es in der ersten Arbeit be-
schrieben habe. Ein Th. hinter den Zahlen bedeutet, wenn nichts
dazu bemerkt ist, abgelesene Kubikzentimeter Thiosulfat
(1 ccm = ca. 0,06 ccm Sauerstoff), ein H. abgelesene Kubik-
zentimeter Hydrosulfit (1 ccm = ca. 0,1 ccm Sauerstoff). Zum
Vergleich wurden diesmal meist keine Stickstoffbestimmungen
gemacht, sondern ein und dasselbe Material in gleiche Teile
geteilt; dies ist genauer. Fur jeden neuen Versuch findet sieh
ein Protokoll im Anhang. Die eingeklammerten Nummern ent-
sprechen den Protokollnummern im Anhang.

Wenn man das Ei des Seeigels befruchtet, so steigt in
kurzer Zeit der Sauerstoffverbrauch, z. B. auf das Sechsfache.
Ein derartiges Resultat besagt zundchst weiter nichts, als dafi
eine ruhende Zelle einen niedrigeren Stoffwechsel hat als eine.

*) Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 1; Bd. LX, S 418
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die sich entwickelt, und wird in dieser Form fast selbstver-
standlich erscheinen. Uber die Verkettung der Prozesse: Zell-
teilung, Kernteilung, Steigerung der Oxydationen wissen wir
eins, durch Loeb:1y Kern- und Zellteilung héren auf, wenn man
den Eiern den Sauerstoff entzieht. Die Oxydationen sind also
eine notwendige Bedingung fur Kern- und Zellteilung. Ich
habe mich gefragt, ob auch die Kern- und Zellteilung ihrer-
seits eine notwendige Bedingung fur die Oxydationen sind, mit
anderen Worten, ob die erwédhnten Vorginge unter allen
Umstdnden miteinander verkettet sind. Das ist durchaus
nicht der Fall. Figt man zu Seewasser sehr wenig
Phenylurethan, so wird Zell- und Kernteilung unter-
drickt, der Sauerstoffverbrauch dagegen sinkt nur
sehr wenig.

Beispiele:
Atmung in See- in Phenylurethan-Seewasser
wasser ca. |/2000-normal
fil a 75 7.3 Th.
bh) 6,2 50 »
c) 6,9 6,5 »

Die grolte Differenz, die ich Uberhaupt erhielt, ist in
Versuch b) mitgeteilt und betrdgt ca. 20 °/0, wahrend der
Unterschied zwischen befruchteten und unbefruchteten Eiern
ca. 600 °/o ist.

Es war nun wichtig, zu wissen, welche morphologischen
Prozesse in dem Phenylurethan-Seewasser noch vor sich gehen.
Ich habe deshalb befruchtete Eier in kurzen Intervallen kon-
serviert, die, bei 15° teils in Seewasser, teils in Phenylurethan-
Seewasser atmeten., Verteilt wurde das Material 30 Minuten
nach der Befruchtung, als die Kerne deutlich, noch nicht auf-
geldst, in der Mitte waren. Die Schnitte wurden mit Ham-
alaun gefarbt.-)

) Pfl Gigers Archiv. Bd. LXU(1895). (Zitiert, wie auch im folgenden,
nach: J. Loeb, Die chemische Entwicklungserregung des tierischen Eies.)

Die Bilder sollen gelegentlich publiziert werden.
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In Seewasser In Phenylurethan-
Seewasser ca. '/«o000-noinial

Nach 25 Minuten beginnende Kernauflosung,  Kerne nicht aufgeldst,

Astrosphéren keine Astrosphéren
: Hantelstadium, beginnende _ Kerne aufgeldst, Astro*
Nach 40 Minuten 2-Teilung Sphéaren ga&z eng um den
ern

) Auflésung der Kerne und
Nach 90 Minuten Astrospharenbildung in den Aquatorialplatte
2er Blastomeren

Nach 130 Minuten beginnende 4-Teilung die Astrosphéren sind nicht
auseinandergegangen.

Es kommt also in dem Phenylurethan-Seewasser zur An-
lage der Astrospharen, die aber sehr klein sind und sich
nicht vom Kern entfernen, selbst in einer Zeit (130 Minuten),
nach der die Kontrolle schon in das Vierzellenstadium Uber-
zugehen beginnt; oder: ein Stadium, das in Seewasser in
35 Minuten erreicht wird, wird bei gleichem Alter des Aus-
gangsmaterials auch in 130 Minuten nicht erreicht. Hieraus
folgt, daR auch Kernauflésung und Astrospharenbildung nicht
die Ursache der Steigerung der Oxydationsprozesse sein kénnen.

Zusammenfassend kdnnen wir sagen: die sichtbaren Ver-
adnderungen im sich entwickelnden Ei sind keine Bedingung
fur die Anderung der Oxydationen nach der Befruchtung. Da
anderseits nach der Loebsehen Entdeckung die Oxydations-
prozesse eine Bedingung fur die sichtbaren Veranderungen sind,
so sind diejenigen chemischen Prozesse, als deren Mall man
den Sauerstoffverbrauch betrachten darf, den morphologischen
Prozessen (ibergeordnet. Diese Tatsache wird fir jede kiinftige
Fragestellung Uber die Ursachen des ZellWachstums von Be-
deutung sein.

Man wird bemerken, daR die angefihrten Zahlen auch
von Wichtigkeit sind fiir die Theorie der Narkose (das Phenyl-
urethan gehort in die Klasse der indifferenten Narkotical)) und

* Overton, Studien Ober die Narkose, Jena, 1901.
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daB sie weder die Hypothese von Hans Meyer,1) noch die
von Verworn stutzten. Fir Verworn® konnte ich anfiihren,
dall groRere Konzentrationen von Phenylurethan die
Atmung allerdings erheblich vermindern, z. B.

Atmung in See- in Phenylurethan-Seewasser
wasser ca. Vr.oo-normal
12] 6,5 3.7 Th.
5,6 25 .

Es handelt sich aber nicht um die Frage, ob man mit
einem Narkoticum die Oxydationen Uberhaupt herunterdriicken
kann, sondern, wie sich die Oxydationen bei der eben wirk-
samen Grenzkonzentration des Narkoticums verhalten.

Il

Die kunstliche Beeinflussung der Oxydationsprozesse hat
nur dann Bedeutung fur das Verstdndnis der physiologischen
Verbrennung, wenn man eine Beeinflussung auf dem Umweg iber
Wachstum, Entwicklung oder andre physiologische Funktionen3)
ausschlieen kann. Bei Saugetieren, Amphibien usw. ist das
geradezu unmdglich, und deshalb haben uns die Respirations-
versuche, die an solchen Objekten vorgenommen wurden, in
der Theorie der Oxydationen nicht weiter gebracht. Selbst
bei einem so einfachen Material wie den Hefezellen konnte
ich eindeutige Resultate nicht erhalten, und man wird gewif}

)y Nach Meyer (Minchener med. Wochenschrift, Bd. LVI, S. 1577»
steigt der Stoffwechsel, weil vorher getrennte Substanzen Zusammen-
kommen. Seine Griinde, soweit sie lebende Zellen betreffen, sind die
Entwicklungserregung des tierischen Eis und schlafender Pflanzentriebe
durch Narkotica. Es handelt sich aber, wie aus VI dieser Arbeit her-
vorgeht, um meine indirekte Wirkung auf den Stoffwechsel.

*) Verworn, Deutsche mediz. Wochenschrift, 1909, Nr. 37. Nach
Verworn sind wahrend der Narkose «die Oxydationsprozesse in der
lebendigen Substanz gelahmt».

Aus meinen Zahlen dagegen folgt, daR die Furchung des narkoti-
sierten Eis weder unterbleibt, weil der Stoffwechsel gestiegen, noch weil
er gesunken ist. Anders ausgedriuckt: in der Narkose fuhren die Oxy-
dationen nicht zu dem normalen physiologischen Erfolg.

*) Ein Spezialfall dieser Forderung 4st es, daR die Beeinflussung
bis zu einem gewissen Grad reversibel sein muR.
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nicht sagen kénnen, daf Pepton die Atmung steigert, wenn
eine mit Pepton erndhrte Hefe mehr Sauerstoff verbraucht als
eine hungernde.

Vor einiger Zeit teilte ich mit,l) daB das befruchtete
oder unbefruchtete Ei des Seeigels in einer hypertonischen
Losung, in der die Entwicklungsprozesse sistiert sind, viel
mehr Sauerstoff verbraucht als in Seewasser. Hier handelt es
sich um eine direkte Beeinflussung der Oxydationsprozesse:
doch hat die Versuchanordnung den Nachteil, daR man die
Eier in einer bestimmten hypertonischen Ldsung eine ganz
bestimmte Zeit lassen muB, wenn man Furchungen erhalten
will, und daB sie andernfalls beim Zurtickbringen in Seewasser
bald zerfallen. Die hypertonische Lésung gibt also, in Neapel
wenigstens, keine reinen Resultate. Die Zahlen Uber die
Atmung der Strongylocentrotus-Eier sind nur mitgeteilt, weil
die Verhdltnisse etwas anders, liegen, als bei Arbaeia, die
mir zu meinen friheren Versuchen diente.

Dagegen fand ich, dal} sich die Oxydationen im
Ei (Strongylocentrotus lividus) durch Anderung der Wasser-
stoffionenkonzeptration des Seewassers sehr erheb-
lich beeinflussen lassen, und hier liegen die Verhéltnisse
so einfach, daB eine ausfiihrliche Beschreibung der Versuche
angezeigt ist.

Herbst?) und Loeb3) haben fast gleichzeitig .die Ent-
deckung gemacht, daR fir die Entwickelung des Eis eine be-
stimmte Konzentration der OH-lonen eine notwendige Be-
dingung ist. Loeb knipfte daran die Vermutung, daf in
alkalischer Losung die Oxydationen begunstigt wiirden ~spéater)
konnte er seine Hypothese experimentell stitzen, als sich
zeigte, dal flr die Entwicklungserregung des Eis durch Alkalien
Sauerstoff notig ist. —

Wenn man zu Seewasser Salzsdure gibt, so steigt, wegen
des Gehalts an Bicarbonat, die Wasserstoffionenkonzentration

V) Diese Zeitschrift, I. c.

*) Archiv f. Entwicklungsmechanik, Bd. VII, S. 486, u. Bd. XVII, S.385.
3) Ebenda, Bd. VII, S. 631, und Pflugers Archiv, Bd. CIIl.

4) Loeb. Entwicklungserregung, Seite 123. .
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sehr langsam, wéhrend die Spannung der Kohlenséure schnell
wéchst. Da nun die Kohlensdure, abgesehen von den Wasser-
stoffionen, die sie abspaltet, physiologische Wirkungen, z. B. als
Narkoticum, auslibt, so eignet sich angesduertes Seewasser
nicht fir Versuche 0Ober den EinfluR der Wasserstoffionen.
Alle Versuche, bei denen weniger als 3 ccm n/10-HCI zu 100 ccm
Neapler Seewasser" zugegeben wurden, sind nicht Salzsdure-,
sondern Kohlenséurewirkungen; also Mischwirkungen von C0?2-
Molekiilen und Wasserstoffionen. — Macht man Seewasser mit
Laugen alkalisch, so wéchst die Hydroxylionenkonzentration
sehr langsam, wieder wegen des Gehalts an Bicarbonat.
Aus diesen Grinden benutzte ich kinstliche Ldsungen; eine
Mischung von 100 Molekilen NaCl, 22 Molekilen KCI und
20 Molekilen CaCl*\l) alle fi/io normal, wird im folgenden als
« Salzlosung » bezeichnet. In einer derartigen Flussigkeit ent-
wickeln sich die befruchteten Eier von Strongylocentrotus
zu schwimmenden Larven, wenn ihr eine passende Menge
Hydroxylionen zugesetzt sind.2)

1. In einer Salzlosung, die auf 1000 ccm 10 ccm nlio-
NaOH enthélt, steigt der Sauerstoffverbrauch des befruchteten
Eis sehr stark an, wéhrend Zell- und Kernteilung sistiert sind.

Zum Beispiel:

1000 Salzldsung Kontrollsalzlgsung vom OH-lonen-
4- 10 NaOH gehalt des Seewassers2)
(keine Entwicklung) (normale Entwicklung)
7.6 Th.
57
3] 128 6.8 -

In einem Fall fand ich eine Steigerung von nur 40°
und die Entwicklung war nicht vollstdndig sistiert, sondern
nur verlangsamt.

2. In einer Salzlésung, der weder Bikarbonat noch NaOH
zugeflgt ist, ist der Sauerstoffverbrauch sehr stark herabge-
driickt, Zell- und Kernteilung sind sistiert. .

M Eine derartige Lésung ist von Loeb vielfach benutzt worden
*) Auf 1000 Salzlésung 5 m/*-Bicarbonat und 2 “/to-NaOH.
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Zum Beispiel:

Salzlésung Seewasser
Befruchtete Eier 0,8 H 2,4 H [4]
Larven 3,0 » 9,8 »

Eine Salzlésung, die nicht unter besonderen Vorsichts-
malregeln hergestellt wird, enthélt immer Spuren von CO02;
der Kohlensduredruck in der Zelle mufl unter solchen Be-
dingungen in der Zelle unnormal groR werden und es fragte
sich, ob hierdurch die Wirkung der kinstlichen Flissigkeit
auf die Atmung zustande kommt. Einer kohlensédurefreien!)
Salzlésung werden H-lonen in Form von NaH2PO4 zugefigt.

Auf 1000 Salzlésung 0,5 ccm n-NaH2PO4 Seewasser
[5] 11 H 5,7 H.

Die Atmung ist also noch tiefer gesunken, als in dem
Versuch mit C0O2-haltiger Salzlésung. Die Atmungskohlenséure
kommt, da die Eier kaum atmen, nicht in Betracht.

Um aber ganz sicher zu gehen, habe ich noch 2 Lésungen
verglichen, die bei gleicher Wasserstoffionenkonzentration ganz
verschiedene Mengen CO2 enthielten, und erhielt keinen Unter-
schied im Sauerstoffverbrauch.

1000 Seewasser + 10 ccm n/io-HCI Salzlésung
Tension der Kohlensaure Tension der Kohlenséaure
ca. 16 mm ca. 0,15 mm
[6] 5,5 5,8

Hiermit ist sichergestellt, dal die kiinstliche Salzlsung
vermoge ihres Wasserstoffionengehalts die Oxydationen herab-
drickt, wahrend die Konzentration der CO2-Molekiile in den
untersuchten Grenzen die Atmung nicht beeinflulBt.

Ich verteilte nun gleiche Teile einer Eiportion in folgende
3 Flussigkeiten:

I. Salzlésung Reaktion gegen Hosolsaure2) braunlich.

[I. 1000 Salzlésung -f- 5 "Vs-Bicarbonat -f- 2 n/io-NaOH-
Reaktion gegen Neutralrot gelb; Phenolphthalein schwéch rosa.

I1l. 1000 Salzlésung + 10 ccm *Mio-NaOH.

) Das zur Herstellung benutzte destillierte Wasser wird in Jenaer
Gefalen ausgekocht.

8 Auf 10 ccm Losung 0,05 ccm einer 0,3 Vigen Indikatorldsung.
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Wenn auch die Indikatoren flr die Salzlésung noch nicht
mit der Gaskette geeicht sind, so IaRt sich die Wasserstoffionen-
konzentration dieser 3 Losungen mit Hilfe der Friedenthal-
schen Tabellel) anndhernd folgendermalien angeben:

1. 10-«.

Il. 10-8,

. 10<=

Sauerstoffverbrauch bei H-lonenkonzentration :

10 ! : 1,4 H. keine Furchung,
10 * . 3,9 H. normale Furchung,
10—11 8,1 H. keine Furchung.

Der Sauerstoffverbrauch wéchst also sehr langsam mit
abnehmender Wasserstoffionenkonzentration der Salzldsung;
in dem angefuhrten Beispiel ist er nicht umgekehrt proportional
den Konzentrationen der Wasserstoffionen, sondern eher mit
ihren Logarithmen.

Ein Ei, dessen Atmung auf Ms gesunken ist, furcht sich
nicht 3mal so langsam, sondern gar nicht; ein Ei, dessen
Atmung auf das Doppelte gestiegen ist, furcht sich nicht doppelt
so schnell, sondern gar nicht. Hieraus ergibt sich, daf die
Beeinflussung der Oxydationen durch Wasserstoffionen nicht
indirekt durch Beeinflussung der Entwicklung erfolgt. Nach den
Atmungsversuchen in Seewasser zurilickgebracht, furchten sich
die Eier weiter; die in der alkalischen Salzlésung gewesen
waren, erreichten nicht das Larvenstadium, dagegen stets die-
jenigen, die in der sauren Salzlésung geatmet hatten.

Wie kommt nun die Beeinflussung der Oxydationen durch
Wasserstoffionen zustande?

Die einfachste und néchstliegende Erklarung ist die, dal
in alkalischer Ldsung die tierischen Verbrennungen, wie so
viele chemische Reaktionen, beschleunigt werden. Voraus-
gesetzt wird dabei, daB die lonen in die Zellen eindringen.
Grade diese Voraussetzung war mir, nach dem Studium der

") Arbeiten aus dem Gebiet der experimentellen Physiologie. S. 336.
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Arbeiten Overtons,!l) unwahrscheinlich. Ich will nun zeigen,
dall die OH-lonen nicht in das Ei eindringen.

Loeb*) hat gefunden, dal die lebenden und sich furchen-
den Eier des Seeigels mit Neutralrot sich rot farben, und konnte
mit Hilfe dieses Farbstoffs demonstrieren, dal? das befruchtete
Ei mehr S&ure bildet als das unbefruchtete. Ich benutzte zur
Entscheidung meiner Frage den gleichen Farbstoff. Befruchtete
Eier von Strongylocentrotus wurden mit Neutralrot geféarbt
und dann in die alkalische Salzlésung (H : 10~u) gebracht, die
die Oxydationen so erheblich steigert. In dieser Ldsung
blieben sie stundenlang3) rot, genau so wie in Seewasser. Hier-
mit ist jedoch nichts entschieden, da man nicht weil3, ob das
Neutralrot als Indikator in der Zelle anwendbar ist.

Ich habe mir deshalb eine Flissigkeit hergestellt, deren
Hydroxylionen von einer in die Zelle eindringenden Base ge-
liefert wurden. In 50 ccm Seewasser wurden 2 ccm n'io-NH3
gegeben; die OH-lonenkonzentration ist dann viel kleiner als
die der alkalischen Salzlosung. Trotzdem schlagen in einer
solchen Loésung die mit Neutralrot rotgeféarbten Eier, innerhalb
einer Minute etwa, in Gelb um. Wascht man hierauf mit
ammoniakfreiem Seewasser, so stellt sich die rote Farbung
ebenso schnell wieder her und die rotgefarbten Eier furchen
sich ungeschédigt weiter. Das Neutralrot zeigt also auch in
der lebenden Zelle eine Anderung des Hydroxylionengéhalts an.

Gegen diese Feststellung kann der Einwand gemacht
werden, daB in der alkalischen Salzlésung doch OH-lonen ein-
dringen und daf? schon sehr wenig genugen, um die Atmung
zu steigern; mit andern Worten, daB die Atmung ein empfind-
licherer Indikator auf OH-lonen ist als Neutralrot. Ich habe
deshalb die Atmung des befruchteten Eies in Ammoniaksee-
wasser untersucht, in der das mit Neutralrot gefarbte Ei gelb ist.

Beispiel:
Seewasser Ammoniakseewasser
R] 10,1 11,0 Th.

DI ") Besonders Pflugers Archiv. Bd. XCIIl. S. 115, 316 (1902) und
Bd CV, S. 176 (1901). \

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. Il, S. 31 (1906».
‘) Solange ich sie Uberhaupt beobachtete.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI 21



314 otto Warburg.

Wie man sieht, atmet das gegen Neutralrot alkalische
Ei nur 10°/0 mehr, als das gegen Neutralrot saure Ei. Diese
Eier sind nicht geschadigt, sondern in Seewasser zurlickgebracht,
entwickeln sie sich zu schwimmenden Larven (wéhrend der Ex-
position in dem Ammoniakseewasser findet keine Furchung statt).

Die geringe Steigerung, die fur die zu entscheidende Frage
gar nicht in Betracht kommt, ist auf die Anderung der OH-
lonenkonzentration auflerhalb des Eis zuruckzufiihren.

Es gibt jetzt noch zwei Mdglichkeiten: entweder reagieren
die OH-lonen mit der Plasmahaut und die Oxydationen &ndern
sich, weil sich die Plasmahaut &ndert; oder sie tben ihre Wir-
kung aus nur durch ihre Anwesenheit in der die Zelle um-
spulenden Losung. Die Entscheidung wird getroffen durch zwei
Tatsachen, die .laques Loebl) gefunden hat:

1. Die Hydroxylionen wirken nur bei Anwesenheit von
Sauerstoff auf das Ei.

2. Die Membranbildung, d. h. die Veradnderung des Eies,
die eine Anderung der Oxydationen zur Folge hat, geht auch
ohne Sauerstoff (man hatte sonst daran denken konnen, daf
die direkte Reaktion der OH-lonen mit der Plasmahaut nur
unter Sauerstoffaufnahme erfolgt).

Resultat:

Die Beeinflussung der Atmung durch Vermehrung der
OH-lonenkonzentration oder, was dasselbe sagt, durch Vermin-
derung der H-lonenkonzentration kommt weder dadurch zu-
stande, dall die lonen eindringen, noch dadurch, daf3 sie mit
der Plasmahaut reagieren, sondern einfach durch ihre An-
wesenheit in der die Zelle umspulenden Losung. Die Plasma-
haut ist der einzige Teil der Zelle, der mit dem &uf3eren Milieu
in Beruhrung ist, und deshalb muf ihr physikalischer oder
chemischer Zustand von grofter Bedeutung flr die physiolo-
gische Verbrennung sein.

Wir nahern uns hier der Loebschen?2) Theorie, nach der
die Membranbildung ein entscheidender Vorgang flr die Ent-

Loeb, Entwicklungserregung, z. B. S. 128.
¥o* > Einleitung, Seite XVI.
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vvicklungserregung ist. Loeb hatte beobachtet, da immer dann
der Anstol zur Entwicklung gegeben ist, wenn das Ei auf irgend
eine Weise zur Membranbildung gebracht wurde. Wie aber
die oberflachliche Cytolyse solche Wirkungen hervorbringt, blieb
eine offene Frage. Ich glaube, dal wir in den mitgeteilten
Versuchen ihre Beantwortung sehen dirfen.’)

Loeb hat an eine Anderung der Durchlassigkeit fiir Sauer-
stoff gedacht. Es ist im allgemeinen seit Pfltiger und Pfeffer
bekannt, dall in den Zellen stets Uberschissiger Sauerstoff ist,
und man muBte schon fir das Ei eine Ausnahmestellung nach
dieser Richtung annehmen. Nun habe ich aber nachgewiesen,?2)
daf die Oxydationsgeschwindigkeit im Ei unabhangig vom Sauer-
stoffdruck, d. h. unabh&ngig von der Sauerstoffkonzentration
im Ei ist, wahrend diese Geschwindigkeit durch Verdnderung
anderer Bedingungen sehr erheblich beeinflut werden kann.
Daraus ergibt sich, daB Durchlassigkeitsanderungen flr Sauer-
stoff nicht in Betracht kommen koénnen fiir die Oxydations-
groRe. (Selbstverstandlich mufR nach dem MiissenWirkungs-
gesetz die Reaktionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs sich andern,
wenn seine Konzentration sich &ndert. Da sich nun die Oxy-
dationsgréRe nicht andert, so heilt das, daB die Ubertragung
(fes Sauerstoffs sehr schnell erfolgt, im Vergleich zur Bildung
der Sauerstoffaffinitaten. Diese Uberlegungen sind in &hnlicher
Form schon im Jahre 1889 von Pfefferd) sehr klar ausge-
sprochen worden. Fur die experimentelle Begriindung jedoch
liegen die Verhaltnisse beim Seeigelei sehr glnstig, weil wir
hier eine direkte Steigerung der Oxydationen durch andere
Mittel sehr leicht erreichen.)

* Sichtbare Membran und Plasmahaut sind ja nichtzu ver-
wechseln. Die Beziehungen lassen sich so ausdriicken, dal Membran-
bildung ohne Veranderung der Plasmahaut nicht vorkommt, «dagegen
haufig das Umgekehrte.

*) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 4. Herr Dr. M. Henze hat kurzlich
diese Verhéltnisse in etwas anderer Weise und genauer untersucht und
ist. wie er mir mitzuteilen erlaubt, zu demselben Ergebnis gelangt.

) Abhandlungen der mathematisch-physikalischen Klasse der Kénigl.
Séchsischen Gesellschaft der Wissenschaften, Bd. XV, Nr. 5.
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Hier ist auch der Ort, auf eine Hypothese von Lilliel)
einzugehen. Nach diesem Forscher hat die Plasmahaut Be-
deutung fur die Oxydationsprozesse, weil ihre Durchléssigkeit
flr Kohlenséure unter verschiedenen duf3eren Bedingungen ver-
schieden ist; die Kohlensaure soll in der Zelle in einem Gleich-
gewicht mit oxydablen Stoffen stehen; wenn mehr fortgeschafft
wird, soll mehr verbrannt werden. Es ist nun erstens, be-
sonders durch Overton, bekannt, daB die Plasmahaut fir
Kohlensdure ebenso durchlassig ist, wie fir die andern lipoid-
l6slichen Stoffe; zweitens féllt im speziellen die Lilliesche
Hypothese durch den Versuch Uber die Unabhéngigkeit der
OxydationsgréfRe von der Tension der Kohlensdure, den ich
oben mitgeteilt habe.

V.

Nach diesem Resultat kam ich auf die Vermutung, dal
Wirkung der Salze auf das Ei in gleicher Weise zustande
kommen kénne, indirekt, durch Beeinflussung der Oxydationen.

Ich ging aus von den Versuchen J. Loebs uUber die
Giftigkeit einer reinen Kochsalzlésung.2) Wenn man namlich
Seetiere in eine reine NaCl-Lésung von der Konzentration des
Seewassers bringt, so sterben sie bald, figt man aber Ga-lonen
oder selbst Zn- oder Pb-lonen in bestimmten Mengen hinzu,
so wird die Giftigkeit der NaCl-Lésung aufgehoben. Erklarungs-
moglichkeiten fir diese merkwirdigen Erscheinungen sind von
Loeb mehrere gegeben worden, ohne daR er sich fur eine
bestimmte entschieden hatte. Das Gemeinsame ist die Vor-
aussetzung, dafl das Chlornatrium in die Zelle hineindiffundiert.

Ho6her,3) der sich viel mit der Theorie ahnlicher Tat-
sachen beschaftigt hat, ist der Meinung, dal die Salze auf die
Plasmahaut wirken «durch Auflockerung oder Verdichtung der
Hautkolloide».  Seine Argumente sind teils die Resultate

) Lillie (R), Amer. Journ. of Physiology, Bd. XXIV, S. 11 und
Bd. XXVI, S. 10«.

) Pfligers Archiv, Bd. LXXXVIII. S. 68.

Y Hofmeisters Beitrdge, Bd. V, S. 432 (u. Gordon) u. Bd. XI.
S. 35. Zeitschrift f. allg. Physiol.,, Bd. X, S. 173.
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Overtons, teils eigene Untersuchungen iber die Ahnlichkeit
der lonenwirkungen auf Kolloide und lebende Zellen.

Overtonl) hat am Froschmuskel Beobachtungen (uber
die Wirkung isoosmotischer Salz- (und Non-Elektrolyt)lésungen
gemacht, die nicht weniger Uberraschend waren, als die
Loebschen Ergebnisse an Fundulus; er neigt zu der Ansicht,
daB durch die Plasmahaut ein Kationenaustausch stattfindet. —

Wenn man die Eier von Strongyldcentrotus lividus etwa
eine Stunde nach der Befruchtung in eine reine, dem See-
wasser isotonische NaCl-Losung bringt, so beginnt ein Teil
schon nach ca. 10 Minuten die Symptome der schwarzen Cyto-
I\se zu zeigen; nach 20 bis 30 Minuten sind die meisten Eier
cytolysiert und natdrlich nicht mehr imstande, sich in See-
wasser zu entwickeln. Ich habe nun gefunden, dal} die
Giftigkeit einer NaCl-Lo6sung durch eine SpurNatrium-
cyanid aufgehoben werden kann (Konzentration des
Cyanids: !ioooo-n. [9a]), das heiflt: wenn man die Sauerstoff-
atmung herunterdriickt, so wirkt eine NaCl-Losung nicht giftig.
Dies kann zwei Ursachen haben: entweder eine atmende Zelle
wird durch die unbekannte schadigende Wirkung des Chlor-
natriums starker affiziert als eine Zelle, deren Stoffwechsel
gehemmt ist, oder die NaCl-Losung wirkt auf die Oxydationen
und mit Hilfe der Oxydationen giftig. Von diesen beiden Mdg-
lichkeiten kann ich, auf Grund von Messungen, die zweite als
die richtige bezeichnen. In einer reinen NaCl-Ldsung
sind die Oxydationen des befruchteten Eies so stark
gesteigert, dal} diese Steigerung allein die Giftwirkung
vollig hinreichend erklart.

Ich habe oben mitgeteilt, dall die befruchteten Eier in
einer reinen NaCl-Loésung schnell zerstért werden, und man
wird fragen, wie eine exakte Messung unter solchen Umstédnden
mdglich ist. Man muf hier einen kleinen Kunstgriff benutzen,
namlich die Atmung in einer cyanidhaltigen NaCl-Ldsung-
messen und vergleichen mit einer cyanidhaltigen Ldsung,
die auBer NaCl noch andere lonen in passender Menge, z. B.
CaCl2 und KCI enthalt. Man findet dann das VVerhéltnis 5:1.

) Pflagers Archiv, Bd. Xf.il, S. 34«.
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Die NaCl-Losung wirkt also nicht giftig, weil in ihr NaCl in das Ei
hineindilfundiert oder weil andere Salze aus dem Ei austreten,
sondern weil die Oxydationen auf das 5fache gesteigert werden.
Beispiele:
(Die Flussigkeiten waren beide Vioooo-n. beziigi. NaCN.)

NaCl-Ldsung «Salzlésung»

3,8 0,7 Thiosulfat,

19] 3,9 0,8 Hydrosulfit.

Ebenso wie nach Loeb die Giftwirkung durch Zusatz
zweiwertiger lonen beseitigt wird, finden wir die normalel)
Oxydationsgrofle, wenn wir zu der NaCl-Loésung eine geeignete
Menge CaCl2 zuftigen.

Atmung in NaCl,’KClI, CaCl2, MgCI2, -MgS04: 7,8 Th.
NaCl, KCI, CaCl*: 75 » }10J
NaCl, CacCl,: 8,2

In Lésung ! und Il ging die Entwicklung zu Larven (be-

obachtet bis zur Abwertung der Dotterhaut) so gut wie in See-

wasser; in Il furchten sich die Eier lange Zeit wie normal,
erreichten aber nicht das Larvenstadium.
V.

Von dem gleichen Gesichtspunkt aus betrachte ich die
Resultate, die ich mit kleinen Mengen Kupfer-, Silber- und
Goldionen erhielt. In Seewasser, das bezuglich dieser
Metalle l/iooooo-normal war, blieb die Furchung be-
fruchteter Eier von Strongylocentrotus stehen oder
war sehr verlangsamt, wahrend der Sauerstoffver-
brauch stets groéRer war, als in der Kontrolle normal
sich furchender Eier.

Kontrolle in  Steigerung in °/o der

Konzentration : Seewasser:  Atmung in Seewasser
Au 10 5: 6,5 51 27
Au 10 : 6,0 4,0 50
Ag 10 3,7 31 20
Cu 10 54 4,4 23
Cul/* 10-Vv: 12,0 7,8 54
Cu2l 10 * 8,8 54 63

") Normal heif3t in diesem Zusammenhang: dieselbe GrolRenordnung.
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In Seewasser zuriickgebracht begannen die Eier inner-
halb weniger Stunden zu cytolysieren

Die Zahlen erlauben keinen Vergleich der Wirksamkeit
der Metalle, weil fiir jeden Versuch anderes Material benutzt
wurde und man aus der Tabelle ersieht, dal verschiedenes
Material durch das gleiche Metall verschieden stark beeinflu3t
wird. L&BRt man die Metallkonzentrationen um Zehnerpotenzen
wachsen, so werden die Eier so schnell zerstort, dal Atmungs-
versuche (ohne Zentrifuge) nicht ausfiihrbar sind.

Die Giftwirkung der Goldionen wird durch Kaliumcyanid
‘aufgehoben. Seewasser, das in bezug auf KCN (iooo-, in bezug
auf Gold Vi ioo-normal war, lieR die Eier 20 Stunden unveréndert,
wahrend sie in der Kontrolle ohne Cyanid schon nach 80 Minuten
zu Schatten gewordenwaren. Ahnliche Versuche ergaben dasselbe
Resultat, wenn nur mehr Cyanid als Gold in der Losung war. Dadas
Gold durch Cyanid entionisiert wird, das Cyanid ferner die
Atmung herabdriickt, so liegen 2 Erklarungsmdoglichkeiten vor.
zwischen denen ich nicht entschieden habe.

Die gewohnliche Wirkung der Schwermetalle hat mit der
Beeinflussung der Atmung durch Cu, Ag und Au offenbar nichts
zu tun; denn selbst um Zehnerpotenzen gréRere Konzentrationen
folgender lonen beeinflulRten die Furchungl) nicht: Co, Ni, Fe,
Sn, Zn, Cd, Pb, Ptll, Ptv.

Metallspuren haben in der biologischen Literatur eine ge-
wisse Rolle gespielt. Ich erinnere an die «oligodynamischen
Erscheinungen» Nagelis?) und an die Giftwirkung des aus
Kupferapparaten destillierten Wassers, die von Locke») und
Herbstd) beobachtet wurde ; ferneran dem Befund von Herbs t,5)
dall man mit Silberspuren, und den von Delage,f) da man
mit Kupferspuren Anstol? zur Entwicklung geben kann.

|) Beobachtet wurde stets nur wenige Stunden.

* Carl v. Nageii, Neue Denkschriften der allg. Schweiz. Ges
i. d. ges. Naturw., Bd. XXXIII.

3) Locke, Journal of Physiol.,, Bd. XVIII (1895).

4) Herbst, Archiv f. Entwicklungsmechanik. Bd. VII (1898).

5 Herbst, Membranbildung durch Silberspuren. Mitt. der zoolog.
Stal. Neapel, Bd. XVI, 1904.

) Delage, Comptes R., Bd. CXLIX, 890.
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VI.

Wir haben uns bisher nur mit der Beeinflussung der
Oxydationen im befruchteten Ei beschéftigt; wir gehen jetzt
uber zu den Versuchen am unbefruchteten Ei, die wegen ihrer
Beziehung zur Entwicklungserregung spezielles Interesse be-
anspruchen, die aber auch allgemein fiir den Mechanismus der
Oxydationen neues ergaben.

AnstoR zur Entwicklung ist bis jetzt durch folgende Agenzient)
gelungen:

1. Hypertonische Losung (Loeb?)).

2. OH-lonen (Loeb3)).

3. Silberspuren (Herbst4)) und neuerdings auch Kupfer-
spuren (Delageb)).

L Lipoidlésliche Sauren (Loeb®)).

5. Lipoidldsende Stoffe, wie Alkohole, Benzol, Ester (Hert-
wig,)) Herbst,8) Loeb9)).

Dall derartig vorbehandelte Eier, wenn sie in Seewasser
sich zu entwickeln beginnen, mehr Sauerstoff verbrauchen als
unbefruchtete Eier, ist nach den bisher mitgeteilten Versuchen
nur ein anderer Ausdruck fir die Tatsache der Entwicklungs-
erregung. Wenn wir aber vorausschicken, dalR alle flnf er-
regenden Flissigkeiten Kern- und Zellteilung des, befruchteten
Eies vollstdndig sistieren, so ist es durchaus merkwirdig, daf
die Atmung wahrend der Exposition in einem Teil dieser Flussig-
keiten steigt.

Far die Atmung des unbefruchteten Eies in der hyper-
tonischen Losung sind in den beiden friheren Mitteilungen

1) Hierbei sind Versuche mit Serum und &hnlichen unbekannten
Gemischen nicht bertcksichtigt.

*1 Loeb. Entwicklungserregung, S. 37.

Y » S. 118

4 Herbst, loc. cit.

) Belage, loc. cit.

e Loeb, Entwicklungserregung, S. 60.

) 0. n. R. Hertwig, Uber den Befruehtungs- und Teilungsvorgang
des tierischen Eies, Jena 1887.

Riolog. Zentralblatt, Bd. XIII (1893).
"I Loeb. Entwicklungserregung. S. 63 u. 64.



Uber die Oxydationen in lebenden Zellen. 321

Versuche mitgeteilt. Die Verhaltnisse liegen genau so bei
Strongyiocentrotus, wie bei Arbacia, d. h. in der hypertonischen
Losung (1000 Seewasser, 43 g NaCl, 30 ccm n/io-NaOH) ver-
braucht das unbefruchtete 8—IlOmal so viel Sauerstoff als in
Seewasser. In gleicher Weise steigern OH-lonen und Spuren
der Metalle Kupfer, Silber, Gold die Atmung des unbefruchteten
Eies um viele 100°/o.

Kontrolle in See-

wasser :
112] Ag = Seewasser, Konzentration 105:8,0 1,0Th.
[13] Au = » » 10-5:34 18 »
14 Cu= a » 10 «:54 10 »
115/ oH *  calQ-%85) 13 »

In allen diesen Ldsungen wird die Oberflaiche des Eies
etwas runzlig und hdufig bilden sich Membranen. Besonders
schén ist die Membranbildung in Silberseewasser, wie dies
Herbstl) beschrieben hat. Wollte ich beim Zuriickbringen
in Seewasser Furchungen erzielen, so eignete sich am besten
eine ‘/&ooooo-normale Goldseewasserlésung und eine Exposition
von 20 Minuten bei 13°.

Die funf entwicklungserregenden Mittel lassen sich nun
in zwei Klassen trennen, und zwar auf Grund ihres Verhaltens
zu befruchteten Eiern: hypertonische Lésungen, Alkalien,Metall-
spuren konnen die Oxydationsprozesse beschleunigen; S&duren
und fettlosende Stoffe kdnnen sie verlangsamen. Beispiele fir
das Verhalten der befruchteten Eier gegen OH-lonen und
Metallspuren sind mitgeteilt. In der hypertonischen Ldsung
1000 ccm Seewasser, 43 g NaCl, 30 ccm "VNaOH) fand ich
(Strongyiocentrotus befruchtet) :

Seewasser Hypertonische Losung
2,1 5,7 H.

(Die Atmung des befruchteten Eies von Strongyiocentrotus
in der hypertonischen Lésung wird also nicht so stark beein-
tluBt wie bei Arbacia; dies ist der einzige erhebliche Unter-
schied, den ich bis jetzt zwischen den beiden Seeigeln fand.)

I) Oie Zahlen fiir OH sind umgerechnef. Siehe Versuche.
% loc. cit.
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Beispiele fur lipoidlosende Stoffe:

!_171 Urethan: 8,8, Kontrolle in Seewasser: 5,7 Th.

jIH] Alkohol: 19,  » - ) 3,1

Dahin gehoren auch die in Abschnitt | erwdhnten Ver-
suche mit Phenylurethan in starkerer Konzentration. Beispiele
fur S&uren sind in Abschnitt H z. B. Kohlensdure gegeben:
wobei wieder zu beachten ist, dal man es bei der Wirkung
einer eindringenden Saure mit drei Faktoren zu tun hat: Saure-
molekile im Ei, Wasserstoffionen im Ei, Wasserstoffionen
auflerhalb des Eies.

Wir haben so das wichtige Resultat: die Oxydationen im
unbefruchteten Ei kénnen durch Stoffe entfesselt werden, die
die entfesselten Oxydationen herabdriicken. Es handelt sich
offenbar bei den Sauren und fettlosenden Stoffen um eine
indirekte Wirkung auf die Oxydationen. In der Tat hat Loeb
gefunden, daR fir die Entwicklungserregung durch die Sub-
stanzen der zweiten Klasse kein Sauerstoff ndétig ist. Hier
flihren die Loebsehe Membranbildungstheorie und meine Resul-
tate Uber die Bedeutung der Oberflache fir die Atmung wieder
zusammen: die zweite Gruppe beschleunigt die Atmung, weil
sie die Oberflache veréndert.

Von der ersten Gruppe ist die Wirkung der OH-lonen
am besten untersucht. Wir rufen uns erstens das Resultat
des Abschnitts Il ins Gedachtnis zurick: die OH-lonen, die nicht
eiridringen, reagieren nicht direkt mit der Oberflache; bedenken
zweitens, daR sie nur bei Gegenwart von Sauerstoff die Ober-
flache verandern (sie wird runzlig und fihrt haufig zur Mem-
branbildung) und drittens, dal} zu dieser Veranderung der Ober-
flache, wenn sie mit andern Mitteln vorgenommen wird, nach
der Loebschen Entdeckung kein Sauerstoff notig ist; das zu-
sammen heiflt nichts anderes, als dal die OH-lonen mit Hilfe
der Sauerstoffatmung die Oberflache des unbefruchteten Eies
verandern.

Die erste Gruppe wirkt also primar auf die Oxy-
dationen; die Folge davon ist eine Veranderung der
Oberflache, die Folge der veranderten Oberflache ist
eine Veranderung der Atmung. Die zweite Gruppe
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verandert primar die Oberflache und nur dadurch
die Oxydationen.

Es wird auf den ersten Blick merkwirdig erscheinen, daf
die Sauerstoffatmung imstande ist, die Oberflache des Eies zu
verdndern. Wir kennen aber ein sehr schénes und Ubersicht-
liches Experiment von Loeb,») die kinstliche Membréanbildung
durch Sauren, die die groRte Ahnlichkeit mit der Sauerstoff-
atmung hat. Die Analogie wird noch deutlicher bei der God-
levvskisehen Modifikation2) der Methode, der die Fettsdure
durch Kohlensdure ersetzte.

Die kiinstliche Membranbildung nach Loeb geht in Neapel
quantitativ, und derartig erregte Eier sind von natirlich be-
fruchteten kaum zu unterscheiden. Es kommt aber, ebenso wie
in Kalifornien, in der Regel nicht zu Furchungen. Loeb3) ver-
mutete, daB die Oxydationsprozesse zwar in Gang gesetzt sind,
aber in falschen Bahnen verlaufen. Die Messung ergab, dal!
die erste dieser Vorstellungen durchaus zutrifft. Die Oxydationen
der Eier mit kiunstlichen Membranen sind fast von derselben
GroRe, wie die befruchteter Eier in Seewasser.

Befruchtete Eier Kinstliche Membraneier
118 10,5 9,0 Th.

VIL.

Das Verhalten der Eier mit kinstlichen Membranen gibt
Veranlassung zu einer Bemerkung Uber das Verhaltnis der Oxy-
dationsprozesse zur Entwicklung. Wir haben in Abschnitt 1
gesehen, dal man die Entwicklung des befruchteten Eies ver-
hindern kann, ohne daR die Oxydationen erheblich beeinfluft
werden, und konnten im Zusammenhang mit andern Tatsachen
daraus den sichern SchluR ziehen, daR der Stoffwechsel nicht
die Folge, sondern eine Bedingung der Entwicklung ist; aber
auch nur eine Bedingung. W.ir kennen jetzt eine Reihe von
Féllen, in denen die Oxydationen auf der richtigen Hohe sind,
die Entwicklung aber ausbleibt: Narkose, Ammoniak, Eier mit
kinstlichen Membranen. Wir kennen ferner die Beeinflussung

) Loeb, Entwicklungserregung, S. 60.

Archiv f«r Entwicklungsmechanik, Bd. XXVI, S. 278.
7 Loeb, Entwicklungserregung. S. 71.
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der Atmung durch die Wasserstoffionen, Hydroxylionen und
Metallspuren, die keine entsprechende Beeinflussung der Ent-
wicklungsgeschwindigkeit, sondern Stillstand der Entwicklung
zur Folge hat. An der Grenze aller derartigen Beeinflussungen
findet man verlangsamte Entwicklungsgeschwindigkeit bei un-
veranderter oder gesteigerter Atmung. Es wird dann also
zu derselben physiologischen Leistung viel mehr
Sauerstoff verbraucht, als normalerweise.

Eine ganz besondere Stellung nimmt die Blausdure als
oxydationsbeeinflussendes Mittel ein. Hier liegen die Verhélt-
nisse so, daf einer stark verminderten Oxydationsgeschwindig-
keit auch eine stark verminderte Entwicklungsgeschwindigkeit
entspricht; und zwar ist diese verlangsamte Entwicklung, die
ich ca. 16 Stunden lang beobachtete, sehr schén und von der
normalen Entwicklung nur durch die Geschwindigkeit zu unter-
scheiden. Wenn man also in befruchteten Eiern die Oxy-
dationen, immer reversibel, einerseits durch Wasserstoffionen,
anderseits durch Blauséure, um den gleichen Betrag herunter-
drickt, so findet man im ersten Falle keine Entwicklung, im
zweiten ,normale, verlangsamte Entwicklung. Nachdem ich
gezeigt habe, dal3 die Wasserstoffionen nur auf die Oberflache
wirken, ist der erste Fall nicht wunderbar; denn sie werden
eben ganz einseitig die Verbrennungen beeinflussen, und diese
sind sicher nicht die einzigen chemischen Prozesse, die im Ei
vor sich gehen. Um so wichtiger ist die Wirkungsweise der
Blausdure, von der man weil}, dal sie in die Zellen eindringt;
es gibt keinen besseren Vergleich, als die Temperaturwirkung,
bei der auch Oxydations- und Entwicklungsgeschwindigkeit
parallel gehen. Vielleicht werden die hier angedeuteten Ver-
héltnisse einmal eine Rolle spielen, wenn man in die Ur-
sache der Zersetzlichkeit lebender Molekile tiefer eindringen
will. — Praktisch, bei Anstellung von, Experimenten, sind
sie geeignet, vor einem Irrtum zu bewahren. Ich habe oben
mitgeteilt, dal die reine Kochsalzlosung deshalb giftig wirkt,
weil sie die Oxydationen so enorm steigert. Man koénnte
nun versuchen, die Oxydationen wieder durch Blausdure auf
den normalen Wert herabzudriicken und dann normale Ent-
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Wicklung zu erwarten. Ich selbst habe, ehe ich mir. Gber die
Cyanidwirkung klar war, solche Versuche gemacht und natiir-
lich stets mit negativem Erfolg. Fir derartige Ziele mufte
man Agenzien kombinieren, von denen das eine einseitig die
Oxidationen steigert, das andere einseitig die Oxydationen
herabdrickt; also nach den bisherigen Erfahrungen auch keine
eindringenden Substanzen, die ja die Entwicklung schon ver-
hindern, ehe sie die Oxydationen beeinflussen.

Beispielefur Cyanid (Strongylocentrotus befruchtet):
In Seewasser  Cyanid Viooooo-n.  Cyanid L'ioooo-n.
119 6>2 2,0 1,2 Th.
In der Viooooo-n-Lésung sehr langsame Furchung; in der
«Zioooo-n-LOsung keine Furchung.

VIII.

Wenn auch der Mechanismus der Atmung bisher un-
bekannt war, so wuBte man doch in der Regel bei Organismen,
die Warme produzieren, sich bewegen, wachsen, zu welchen
Leistungen die disponibel werdende Energie herangezogen wurde.
Bei der Furchung nimmt die Gesamtmasse der Zelle nicht zu,
sondern sogar etwas ab; das einzige, was man sieht, ist eine
rapide Vermehrung der Kerne, und so entstand die Hypothese,
dal der Sauerstoff zur Bildung der Kerne verwandt wirde.
Die Konsequenz aus dieser Auffassung, ein rapides Anwachsen
des Sauerstoffverbrauchs, traf nicht zu. Weil die Frage von
allgemeiner Bedeutung ist, habe ich meine friiheren Versuche
wiederholt nachgepriift und immer bestétigt, gefunden: der
Sauerstoffverbrauch wachst ganz langsam im Lauf der
Furchung und nicht entfernt in dem Malstabe, wie
die Kerne.

Beispiel Strongylocentrotus befruchtet in Seewasser:

Im 2-Zellenstadiura Im 64-Zellenstadium
[20] 7,3 10,2 Th.
Wir stehen hier also beziliglich des Zweckes der Oxy-
dationen vor einem vollstdndigen Rétsel. Die physikalisch-
chemische Ursache des Anwachsens der Oxydationen im Lauf
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der Furchung wird, nach den obigen Resultaten, zweifellos mit
dem Wachsen der Oberflache Zusammenhéangen. Auf quantitative
Beziehungen einzugehen, ist verfriiht.

IX.

Man hat hdufig im Zusammenhang mit den heutigen An-
schauungen Uber die Bedeutung der intracelluldren Fermente
daran gedacht, da das Spermatozoon derartige Stoffe in das ,
Ei einflihrte oder dort aktivierte. Die Vermutungen beziehen
sich teils auf Oxydasen, teils auf Lipasen.

Die Brider Hertwigl) haben zuerst angegeben, daR es
gelingt, mehrere Spermatozoen in ein Ei zu bringen. Derartige
Eier zerfallen dann etwa zu gleicher Zeit wie die normal be-
fruchteten in zwei Zellen, in mehrere Furchungskugeln.2) Ich
habe die Atmung solcher polyspermer Eier mit der normaler
Eier verglichen und gefunden, daf der Sauerstoffverbrauch
polyspermer Eier nur ganz unwesentlich erhoht ist. Man kann
dieses Resultat auch so ausdricken, dal ein polyspermes
Ei z. B. nur die Halfte Sauerstoff verbraucht, um in
das Vierzellenstadium zu gelangen, als ein mono-
spermes.

Beispiel:
Monosperm Polysperm
[21] 7,6 8,3 Th.

Dieses Resultat gibt gewi3 keinen Anhaltspunkt dafir,
daB das Spermatozoon Oxydasen ins Ei bringt. Dagegen stimmt
es wieder gut zu der Anschauung, dal die Veranderung der
Plasmahaut das Wesentliche fur die Oxydationen ist; wenn die
Haut verandert ist, so werden weitere Spermatozoen die Oxy-
dationen nicht mehr beeinflussen.

Die Vermutung, daB bei der Entwicklungserregung Lipasen
im Spiel sind, hat Loeb3) haufig ausgesprochen und auf die
Keimung Olhaltiger Samen hingewiesen, bei der solche Fer-

*) Uber den Bcfruchtungs- und Teilungsvorgang des tierischen Eis
unter dem EinfluR auBerer Agentien. Jena 1887.

*) Vgl. auch Boveri, Zellenstudien, Heft &.

> Loeb, Entwicklungserregung, S. 196.
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mentationen beobachtet wurden. Lyon hat dann auf dem inter-
nationalen Physiologen-Kongref3 in Heidelberg behauptet, einen
Unterschied im Lipasegehalt befruchteter und unbefruchteter
Seeigeleier gefunden zu haben. Eine Arbeit dartber liegt nicht vor.

Ich setzte buttersaures Athyl zu Seewasser, in dem sich
die Eier befanden, und drehte die Eier mit der esterhaltigen
Flussigkeit, wie es fiir die Atmungsversuche beschrieben ist.
Der Ester dringt in das lebende Ei ein und die durch Ver-
seifung gebildete Buttersdure tritt quantitativ aus, weil der
Partialdruck der Buttersauremolekiile in dem bicarbonathaltigen
Seewasser fast gleich Null ist. Die Buttersaure l&Rt sich im
Seewasser neben Ester und Kohlensdure sehr genau bestimmen
(siehe Methodik). Es stellte sich zun&chst heraus, daB das
unbefruchtete lebende Ei Buttersaureester spaltet, und zwar
in einer Menge, die im Verhaltnis zum Gesamtstoffwechsel gar
nicht unbedeutend ist. Als ich aber Eier untersuchte, deren
Stoffwechsel durch Befruchtung oder hypertonische Lésung ge-
steigert war, konnte nicht der geringste Unterschied konstatiert
werden (Versuche Anhang 22). Lyon arbeitete nicht mit leben-
den, sondern zerquetschten Eiern; vielleicht erklaren sich so
meine abweichenden Resultate. Es ist aber, abgesehen von den
Bedenken, die stets gegen Versuche mit zerstdrten Zellen zu er-
heben sind, bei der Lyonschen Versuchsanordnung schwer, wirk-
lich vergleichbare Messungen anzustellen (Art des Zerkleinerns
usw.). Zu betonen ist noch, dall die von mir gewdéhlte Konzen-
tration des Butterséureesters weder fiir das unbefruchtete Ei
entwicklungserregend, noch fur das befruchtete entwicklungs-
hemmend war.

Zusammenfassend kann ich sagen, dal3 ich flr
die Bedeutung intracellularer Fermente bei der Ent-
wicklungserregung keine experimentelle Grundlage
finden konnte. '

X.

Um zu wissen, was aus dem Sauerstoff im Ei wird, habe
ich zundchst einige Kohlensdurebestimmungen gemacht, die
ergaben, dal die gebildete Kohlensduremenge von der-
selben GroRenordnung ist, wie die verbrauchte Sauer-
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stoffmenge. Dies wurde nachgewiesen fir die befruchteten
Eier in Seewasser und fir die unbefruchteten in der hyper-
tonischen Losung.

Die Menge der Atmungskohlensdure ist klein im Verhalt-
nis zur Kohlensdauremenge im Seewasser. Ich habe deshalb
mit kunstlichen Salzlgsungen gearbeitet. Die an das Wasser
abgegebene Kohlensdure kann nicht als Atmungskohlenséure
betrachtet werden. Ich habe deshalb die in den Eiern pra-
formierte Kohlensaure vor und nach dem Versuch bestimmt,
gleichzeitig den Kohlensduregehalt der Salzlésung. Die Gesamt-
dillerenz entspricht dann der neuentstandenen Kohlensaure.

SchluRbemerkung.

Das wichtigste und durchaus unerwartete Resultat der
vorliegenden Untersuchung ist der Nachweis, dal die Plasma-
haut als solche, nicht deshalb, weil Stoffe durch sie ein- oder
austreten, eine wichtige Rolle im oxydativen Stoffwechsel der
Zelle spielt. In Kapitel 1l konnte dies geradezu bewiesen werden.

Alle Substanzen, die die Oxydationen direkt steigern,
d. h. alle, die die Atmung des befruchteten Eies steigern, sind
solche, die nach Overton in die lebende Zelle nicht eindringen.

Die Biologen, die mit PreRsé&ften von Organen arbeiteten,
haben in der Regel die Beobachtung gemacht, dall gerade die
wichtigsten chemischen Funktionen darin fehlen. Man hat
diese Erfahrung so ausgedriickt, daR fir die meisten biolo-
gischen Reaktionen Struktur Vorbedingung wére. Nachdem
die Bedeutung der Oberflache flr die Oxydationsprozesse er-
kannt ist, haben derartige Befunde nichts Uberraschendes mehr.

Man wird fragen, was man sich unter der sonderbaren
Rolle der Plasmahaut zu denken hat. Es ist ebenso leicht,
Hypothesen hierliber zu machen, wie es schwer ist, zwischen
derartigen Vermutungen zu entscheiden, und deshalb hat eine
Diskussion der Maglichkeiten wohl wenig Zweck. Ich selbst
neige, auf Grund der Tatsachen in Abschnitt Il und I, zu
einer elektrochemischen Auffassung der Oxydationsprozesse,
wobei die elektromotorischen Kréfte durch auswéhlende Los-
lichkeit der Plasmahaut fir Wasserstoffionen entstiinden.
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Man konnte aber auch daran denken, dafl? die Stoffe aul3er-
halb der Zelle an der Grenze von Plasmahaut und umspilendem
Medium verbrannt wirden, wobei dann wieder Adsorptionen
eine groRe Rolle spielen kdnnten usw. usw.

Methodik.

Die Sauerstoflbestimraung mit Indigo und Hydrosulfit im
Seewasser. Die Methode von Schutzenberger und Risler
beruht darauf, daR Indigblau durch Hydrosulfit zu Indigweif3
reduziert, das Indigwei mit dem sauerstoffhaltigen Wasser in
Reaktion gebracht und das gebildete Indigblau durch Hydro-
sulfit zurucktitriert wird. Die Methode ist bisher fir Seewasser
nicht benutzt worden und hat auch sonst offenbar hdufig keine
gute Resultate gegeben.

Die Reaktion des Sauerstoffs mit Indigweil} geht, wie wir
durch Manchot und Herzogl) jetzt wissen, nach folgendem

Schema:

H
43 +< =1+ HA

Das Wasserstoffsuperoxyd reagiert dann bei Gegenwart
von Alkali mit einem 2. Molekil Indigweil.

< + HA =1+ 2H0.

sodaBR also flr jedes Atom Sauerstoff schlielich ein Molekl
Indigblau entsteht.

Sowie das Superoxyd nicht sehr schnell mit Indigweil}
reagiert, beobachtet man, dal nach eingetretener Entfarbung
allméhlich wieder Blaufarbung auftritt. Soviel ich aus der
Arbeit von Roscoe?) ersehen kann, hat er immer mit dieser
Nachbl&uung zu tun gehabt und dadurch erkléren sich wohl auch
die Schwierigkeiten, die er z. B. bei Gegenwart von NHS fand.

Da wir durch Manchot wissen, dal die sekundére Reak-
tion nur bei Gegenwart von Alkali schnell verlauft, so ist eine
alkalische Reaktion der Flussigkeit notig. Nun bemerkt man
aber bei Sauerstoffbestimmungen im Seewasser, dal bei alka-

) Liebigs Ann., Bd. CCCXVI, S. 318 (1901).

*) Berichte d. d. chem. Gesellschaft, Bd. XXII.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 22
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lischer Reaktion die Nachblduung auftritt. Dies kommt daher,
daB in alkalischer Losung das Calciumsuperoxyd schneller aus-
fallt, als es mit dem Indigweill reagiert und dann erst allmah-
lich wieder in Losung geht, in dem MaRstab, als das geldste
Peroxyd durch Reaktion mit dem Indigweil3 fortgeschafft wird.

Die praktische Konsequenz dieser Verhéltnisse ist, dal
eine ganz bestimmte Reaktion eingehalten werden muR, und
zwar fand ich, dal} eine bicarbonathaltige Flussigkeit, die etwas
Soda enthélt, diese Bedingung am besten erftllt; denn ein
solches System ist gleichzeitig ziemlich resistent gegen Reak-
tionsverschiebung und das ist wesentlich fiir eine bequeme
Anwendung der Methode.

Die Menge Wasser, die zur Bestimmung verwendet Wurde,
betrug ca. 219 ccm; auf Grund obiger Uberlegung wurde zu
einem neutralen Bestimmungs-Wasser 0,5 n-Na2C03 und 0,5 ccm
n-NaHCO03-Ldsung zugefigt; zu Seewasser nur 0,5 n-Na2CO03;
zu alkalischen Flussigkeiten n-NaHCO03 usw.

Das Hydrosulfit stammte von der Bad. Anilin- und Soda-
fabrik. Ca. 3 g wurden in 1500 ccm Wasser geldst und 30 ccm
n-NaOH zugesetzt; es wurden ferner 5 g reines indigddisulfo-
saures Na (gleichfalls von der Bad. Anilin- und Sodafabrik) zum
Liter gelést. Die Titerstellung geschah, wie in der zweiten
Arbeit angefiihrt, mit Kupfer.

In dieser Form ist die Methode ausgezeichnet. Im be-
sonderen habe ich mich Uberzeugt, daB Ammoniak, selbst in
groBen Mengen, die Resultate nicht im geringsten beeinflufit.
Fur spezielle Falle, z. B. bei Gegenwart von viel Phosphat,
fallte ich in dem Wasser, das Ca, K und Na enthielt, das
Calcium durch eine konzentrierte Losung von Oxalat aus. Der
Umschlag in der milchigen oxalathaltigen Flissigkeit ist noch
besser zu sehen als in einer klaren Flussigkeit und vielleicht
werden manche ein derartiges Verfahren, bei dem ein UberschuR
an Alkali nichts schadet, vorziehen.

Zu der Winklerschen Methode ist nichts hinzuzufigen.
— Die Kohlensaurebestimmung habe ich in einer besonderen
Mitteilung beschrieben.l)

) 0. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 261.
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Bestimmung kleiner Buttersauremengenim See-
wasser: 5 ccm einer mit ausgekochtem destillierten \Wasser her-
gestellten Buttersaureldsung verbrauchten beim direkten Titrieren,
mit 190 ccm ausgekochtem Wasser verdinnt, 1. 8,6 ccm n
n-BaOH, 2. 8,7 (Phenolphthalein). 5 ccm derselben Ldsung
wurden zu 150 ccm Seewasser zugesetzt; dann 5 ccm 10°/oige
KHSO04-L6sung und ca. 20 Minuten zur Entfernung der Hauptmenge
der C02 am RiuckfluRkiihler gekocht. Dann am absteigenden
Kihler destilliert; zuerst wurden 90 ccm abdestilliert; dann 2mal
50 ccm CO2-freies Wasser nachgefillt und 50 ccm abdestilliert :
verbraucht 8,6 ccm n/so-BaUH. Soll die Buttersiure neben Butter-
saureester bestimmt werden, so wird zundchst aus alkalischer
Losuug mit saurefreiem Ather der Ester ausgeschiittelt.

Versuche.

Das Volumen der Flaschen, in denen die Eier zur Sauer-
stoffbestimmung gedreht wurden, war ca. 306 ccm; das Vo-
lumen der Flaschen, in die das Bestimmungswasser abgehebert
wurde, ca. 225 ccm flr die Titration mit Thiosulfat. Der Be-
stimmungstrichter fiir die Titration mit Hydrosulfit faldte 219 ccm.
Die Zahlen also, die pro 225 resp. 219 ccm angegeben sind,
sind die abgelesenen Zahlen in Kubikzentimeter. Der Fehler
bei der Winklerschen Bestimmung ist etwa 0,2 ccm, bei der
Indigomethode etwa 0,4 ccm, wenn man als Fehler die grof3ten
Abweichungen zwischen 2 Bestimmungen bezeichnet, die Vor-
kommen konnen. Der prozentische Fehler der Bestimmung
ist demnach, wie ein Vergleich mit den Ausschldgen lehrt,
sehr klein. GroéRere Fehler entstehen durch ganz andére Fak-
toren; vergleicht man z. B. die Atmung von Eiern, die sich
furchen, mit solchen, die sich nicht furchen, so muB man stets
beriicksichtigen, dafl im Lauf der Furchung die Atmung steigt:
diese Steigerung l&Rt sich aber noch nicht quantitativ in Rech-
nung bringen. Andere Fehler koénnen entstehen durch ver-
schiedene Senkungsgeschwindigkeiten der Eier. Alle diese Fak-
toren werden bei spatem Arbeiten eventuell zu beriicksichtigen
sein; hier aber hat es sich nur darum gehandelt, die Verhalt-
nisse ganz im groben festzulegen, und es ist nie aus einer
kleinen Differenz irgend ein SchluB gezogen worden.
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1. Strongylocentrotus befruchtet 130. t = 16°. 230 Mate-
rial in 2 gleiche Teile. Ein Teil in Seewasser, der andere in
Phenylurethan-Seewasser (1 g Phenylurethan, in 5 ccm abso-
lutem Alkohol gelost, in 12 Liter Seewasser. Losung dann
etwa Vsooo-normal). Gewaschen mit den beiden Flussigkeiten.
Atmungsversuch 25—340. Nach der Atmung waren die Eier
aus Seewasser im 4-Zellenstadium, die aus Phenylurethan-
Seewasser ungefurcht. Die in Seewasser hatten 7,5, die in
Phenylurethan-Seewasser 7,3 ccm Thiosulfat pro 225 ccm ver-
braucht. Proben nach der Atmung in Seewasser zuriickgebracht,
ergaben schwimmende Larven (diese Angaben heifien stets,
dal3 sich alle Eier zu schwimmenden Larven entwickelten).

Die Grenzkonzentration des Phenylurethans, die eben
die Furchung verhindert, ist fur die verschiedenen Seeigel nicht
ganz gleich, und wird Oberhaupt stets zwekmaRig durch einen
Vorversuch ausprobiert.

2. Strongylocentrotus befruchtet 300. t=— 15°. Verteilt
zu gleichen Teilen 330 in Seewasser und Phenylurethan-See-
wasser von bekanntem Sauerstoffgehalt. Phenylurethan-See-
wasser: 0,5 g in 2,5 ccm Alkohol in 1500 ccm Seewasser;
Losung dann ca. 1lroo-n. Mit den Atmungsflissigkeiten ge-
waschen. Atmungsversuch 345—430. Nach der Atmung waren
die Eier aus Seewasser im 2-Zellenstadium, die aus Phenyl-
urethan ungefurcht. Verbrauch auf 225 ccm in Seewasser 6,5,
in Phenylurethan-Seewasser 3,7 ccm Thiosulfat.

3. Strongylocentrotus befruchtet 1110. 1130 in 2 gleiche
Teile. Beide gewaschen mit einer kinstlichen «Salzlésung*
(100 NaCl, 2,2 KCI, 2,0 CaCl2, alle ca. 6/io-normal), solange,
bis mit BaCl2 das abgeheberte Waschwasser nur noch bei
langerem Stehen opalescent wird. Dann einmal mit Ldsung |
resp. Losung 1l gewaschen.

Losung I: 1000 ccm Salzlgsung + 10 ccm nlio-NaOH.

Losung Il: 1000 ccm Salzlésung + 6 ccm mVNa-Bi-
earbonat + 2 ccm nfio-NaOH.

Atmungsversuch 1210—16°. Nach der Atmung Eier aus |
ungefurcht, aus Il alle im 4-Zellstadium. Verbrauch auf 225 ccm
in 1 12,8, in Il 6,8 ccm Thiosulfat.
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Die OH-lonenkonzentration, bei der die Furchung voll-
standig sistiert ist, wechselt etwas und ist deshalb durch einen
Vorversuch auszuprobieren.

4. Strongylocentrotus befruchtet 915. Verteilt im 2-Zellen-
stadium zu gleichen Teilen. Losung 1. 100 NaCl, 2,2 KClI,
2,0 CaCl2, alle 6/io-normal. Mit Losung ! resp. mit Seewasser
gewaschen. Das destillierte Wasser, das zur Herstellung von
Losung | benutzt war, war nicht ausgekocht. Atmungsversuch
124'—215.  Verbrauch auf 219 ccm in Losung | 0,8 ccm. in
Seewasser 2,4 ccm Hydrosulfit, (Seewasser darf als Kontroll-
flissigkeit genommen werden; denn eine dem Seewasser iso-
alkalische «Salzlésung» verandert die Atmung nicht, wie aus
Versuch 10 hervorgeht.)

5. Strongylocentrotus befruchtet 940. t = 15°. Salzlésung
(100 NaCl, 2,2 KCI, 2,0 CaCl2 alle 6/io-normal) mit ausgekochtem
Wasser hergestellt. Dann pro Liter 0,5-n-NaH2PO4. Eier mit
dieser Salzlésung gewaschen, bis Reaktion des Waschwassers
sich nicht mehr &ndert. Atmungsversuch 10115—1215. Kein Ei
war gefurcht. Verbrauch auf 219 ccm 1,1 ccm Hydrosulfit. Nun
mit Seewasser gewaschen und Atmung in Seewasser 12?%6—1L.I".
Verbrauch auf 219 ccm 5,7 ccm Hydrosulfit.

6. Strongylocentrotus befruchtet 1010. Verteilt zu gleichen
Teilen 1040 in Losung | und Il und damit gewaschen, bis Re-
aktion unverédndert.

Losung I: 1000 ccm Seewasser, 10 ccm nlio-HCI.

Losung Il: 1000 ccm Salzlésung, an der Luft geschiittelt.

Die Tension der Kohlensdure in Losung | bestimmte icli
mit Hilfe von Herrn Dr. Henze nach Krogh. Bei der Her-
stellung der Losung 1 sattigt man das Seewasser zuerst mit
Sauerstoff, unterschichtet dann die Salzséure, schittelt in ganz
gefiillter Flasche um und hebert dann vorsichtig ab. Sauer-
stoffverbrauch in | 5,5 Thiosulfat, in Il 5,8 ccm auf 225 ccm.

7. Die Salzlésungen wurden mit nicht ausgekochtem
destillierten Wasser hergestellt.

Losung I: Salzlésung (100 NaCl, 2,2 KCI, 2,0 CaCL).

Losung I1: 1000 ccm Salzlgsung -)- 5 ccm n, 2-Natrium-
bicarbonat -f- 2 ccm nio-NaOH.
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Losung HI: 1000 ccm Salzlosung -f- 12 ccm n 10-NaOH
f- 0,3 g Nacl.

Strongylocentrotus befruchtet 1105 In 2 gleiche Teile ge-
teilt und zunéachst sehr grundlich durch Waschen mit neutraler
Salzlésung vom Seewasser befreit. Dann in Losung Il und Il
verteilt 1210 Zu Beginn des Atmungsversuchs Hantelstadium.
Versuch 1230—105. Sauerstoffverbrauch in Il 3,9, in Il 8,1 ccm
Hydrosulfit. Die Eier aus Losung Il, die sich normal gefurcht
hatten, wurden nun grindlich mit Losung | gewaschen, bis die
Reaktion des Waschwassers sich nicht &nderte. Atmungs-
versuch in | 2M—330. Sauerstoffverbrauch 1,4 ccm Hydrosulfit.

8. Strongylocentrotus befruchtet 950. Ldsung I: 1000 ccm
Seewasser + 40 ccm n/io-NH3; ist gegen Phenolphthalein rot,
aber bedeutend heller als die alkalische Salzlésung. Eier in
2 gleiche Teile geteilt. Atmungsversuch 1100—21200. Verbrauch
in Seewasser 10,1 Thiosulfat, in Lésung | 11,0 ccm pro 225 ccm.

9. Strongylocentrotus befruchtet 1200. 123» in Seewasser,
dem pro Liter 1 ccm 1lio-n-NaCN-Losung (frisch bereitet) zu-
gesetzt war. Einmal damit gewaschen. Dann in 2 gleiche
Teile. Verteilt 100 in Loésung | und II.

Losung 1. 1000 ccm (nicht ausgekochtes) destilliertes
Wasser, 35 g NaCl, 1 ccm »Vio-NaCN.

Losung Il 1000 ccm destilliertes Wasser, 35 g NaCl +
22 ccm ®/io-n-KCl-|-20 ccm  6/io-n-CaCl8 -f~ 1 ccm n'm-NaCN.

Beide LoOsungen reagieren gegen Neutralrot gelb, gegen
Phenolphthalein Spur rosa; kommt von Dissoziation des Cyanids.
Cut gewaschen mit den Ldésungen. Versuch 140—230. Ver-
brauch in I pro 219 ccm 3,9 ccm Hydrosulfit, in 11 0,8 ccm
Hydrosulfit. Nach der Atmung waren beide ungefurcht.

9a. FUr Cyanidversuche mit der reinen Kochsalzlésung
ist es notig, die Eier vorher mit cyanidhaltigem See-
wasser zu waschen; denn die Wirkung der NaCl-Losung
setzt oft sofort ein und offenbar schneller, als die Blauséure
in die Zellen eindringt.

Durch Vorversuche muf3 man sich ein Material verschaffen,
das moglichst empfindlich gegen NaCl ist; ferner die Versuche
immer erst zirka eine Stunde nach der Befruchtung beginnen.
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Loeb hat ofters auf periodische Erscheinungen bei Gift-
wirkungen hingewiesen. Ich glaube, daB das NaCl in Abstanden
von 5 zu 5 Minuten nicht gleich wirkt (bei etwa 16°), verfiige
aber nicht Gber die nétige Zahl von Versuchen, um das sicher
behaupten zu konnen.

10. Strongylocentrotus befruchtet 11°.

Losung 1: 100 NaCl + 2,2 KCI + 2,0 CaCl2 + 7,8 MgCl,
+ 3,8 MgS04, alle «/to-normal: dazu 5 ccm m'2-Na-Bicarbonat
+ 2 n;io-NaOH pro Liter.

Losung II: 100 NaCl -f 2,2 KCI + 2,0 CaCl2, alle */io-
normal ; dazu 5 m,2-Na-Bicarbonat + 2 n to-NaOH pro Liter.

Losung I1l: 100 NaCl + 2,0 CaCl2, io-normai; dazu
5 m 2-Na-Bicarbonat -|- 2 n/io-NaOH pro Liter.

Die Reaktion dieser 3 Losungen entspricht dem des See-
wassers.

Eier in 2 gleiche Teile geteilt; ab 1130 mit 1 und Il ge-
waschen; bis erst beim Stehen Opalescenz mit BaCl2 in II.
Atmungsversuch 115—1255. Sauerstoffverbrauch pro 225 ccm
inl 78, in Il 75 ccm Thiosulfat. Nach der Atmung Eier
sowohl aus | wie aus Il im 2-Zellenstadium. Nun die Eier,
die in | geatmet hatten, mit Il gewaschen. Atmungsversuch in
11 200—300. Sauerstoffverbrauch 8,2 ccm Thiosulfat pro 225 ccm.

11 Losung I: Seewasser.

Losung Il: 1000 Seewasser + 1,6 ccm 2 X 102-n-CuS04.

Strongylocentrotus befruchtet 925 t= 14°. Verteilt gleiche
Teile 1005 und je einmal gewaschen. Versuch 1025—1125. Sauer-
stoffverbrauch in I 7,8, in Il 12,0 Thiosulfat pro 225 ccm.

12. Lésung 1. Seewasser;

Losung II: 1000 Seewasser + 0,5 ccm einer 0,3°/oigen
Losung von Ag2S04, also in bezug auf Ag 10-5-normal. Frisch-
bereitet. Strongylocentrotus unbefruchtet. In 2 gleiche Teile
und ab 1035 mit | und Il gewaschen. Versuch 11 00—12 00.
Sauerstoffverbrauch pro 225 ccm in 11,0, in 11 8,0 ccm Thiosulfat.

13, Wie 12. Goldlosung 1000 Seewasser -j- 1 ccm n!mo-
AuCI3.

14 Wie 12. Kupferlosung 1000 Seewasser [-1 ccm
n io»-CuS04 (0,25 °/oige LoOsung).
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15. Ldsung 1. Seewasser.

Losung I1: 1000 Salzlésung + 10 n/io-NaOH.

Strongvlocentrotus unbefruchtet in Seewasser 60 Minuten
pro 225 ccm Sauerstoffverbrauch, 2,5 Thiosulfat. Nun die Halfte
der Eier, die in | geatmet hatten, mit neutraler Salzldsung
sehr gut gewaschen und in Il 45 Minuten. Verbrauch pro
225 ccm 6,4 ccm Thiosulfat.  Auf gleiche Mengen und 60 Mi-
nuten umgerechnet also in | 1,3. in Il 8,5 ccm Thiosulfat ver-
braucht.

Ahnliche Resultate erhielt ich in einer ganzen Anzahl von
Versuchen. Ich habe aber auch Eier gesehen, die sich in der
alkalischen Salzlésung nur sehr wenig veranderten (Indikator:
Kern geht in die Mitte und wird sehr deutlich; Oberflache des
Eies wird runzlig oder bildet Membranen). Man wird sich
deshalb zweckmalBig in Vorversuchen ein geeignetes Material
aussuchen.

16. Losung . Seewasser.

Losung 11: 1000 Seewasser + 10 g Urethan.

Strongylocentrotus befruchtet 1025, t = 15°. 5 Minuten
nach der Befruchtung verteilt zu gleichen Teilen in | und II.
Einmal mit | und 1l gewaschen. Atmung 1045—1145 Sauer-
stoffverbrauch pro 225 ccm in | 5,7, in Il 3,8 ccm Thiosulfat.
Proben, nach der Atmung in Il in Seewasser zuriickgebracht,
entwickelten sich zu schwimmenden Larven.

17. Losung I: Seewasser.

Losung Il 1000 Seewasser -f- 60 ccm absoluter Alkohol.

Die Konzentration des Alkohols liegt weit Uber der narko-
tischen Grenzkonzentration.

Sphaerechinus befruchtet 1130. t = 14°. Gleiche Teile
zu verschiedenen Zeiten verteilt in | und 1l und gewaschen mit
[ und Il einmal. Atmung 1245—145 in Seewasser, 240-~340 in 1I.
Sauerstoffverbrauch in 13,1, in Il 1,9 ccm Thiosulfat pro 225 ccm.
Proben, nach der Atmung in Seewasser zuriickgebracht, ent-
wickelten sich aus Il zu schwimmenden, nicht hochsteigenden
Larven.

18. Strongylocentrotus unbefruchtet. Eier mit Seewasser
gewaschen und in 2 gleiche Teile. Ein Teil mit Samen befruchtet
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1045. Der andere Teil nach der Loebschen Fettsdureraethode,
etwa zu gleicher Zeit, zur kiinstlichen Membranbildung gebracht.
Dazu eignet sich in Neapel eine Mischung von 50 ccm See-
wasser und 2,5 ccm n/5-Valeriansdure. Exposition 2 Minuten.
Versuch 1130—1230 in Seewasser. Sauerstoffverbrauch pro
225 ccm der samenbefruchteten Eier 10,5, der Kkinstlichen
Membraneier 9,0 ccm Thiosulfat.

19. LOsung |:. Seewasser.

Losung Il: 1000 ccm Seewasser + 1 ccm ‘/jo-n-NaCN.

Losung I11: 1000 ccm Seewasser -f- 0,1 ccm Vio-n-NaCN.

Das Cyanid mul} stets frisch hergestellt sein.

Strongylocentrotus befruchtet 1035 Verteilt in | und I
zu gleichen Teilen 1115 Einmal mit | und Il gewaschen. Ver-
such 1135—235. Sauerstoffverbrauch pro 225 ccm in | 0.2 in
Il 1,2 ccm Thiosulfat. Jetzt Material, das in | geatmet hatte,
in 11l gewaschen. Versuch 130—230. Sauerstoffverbrauch in IlI
pro 225 ccm 2,0 ccm Thiosulfat.

Proben aus Il und IIl nach der Atmung in Seewasser
zurtickgebracht, entwickelten sich zu hochsteigenden Larven.

20. Strongylocentrotus befruchtet 1035, In 2 gleiche Teile.
Ein Teil 1145—1245 auf Atmung untersucht. Sauerstoffverbrauch
pro 225 ccm 7,3 ccm Thiosulfat. Der andre Teil furchte sich
bei 16° in groBen Schalen und wurde 427—527 auf Atmung
untersucht. (Beide in Seewasser ) Sauerstoffverbrauch pro225 ccm
10,2 ccm Thiosulfat.

21. Strongylocentrotus unbefruchtet gut gewaschen. Dann
in 2 gleiche Teile. Ein Teil, 50 ccm Seewasser -f- Eier, in
450 ccm konzentrierter Salzlésung folgender Zusammensetzung:
100 NaCl; 2,2 KCI; 2,0 CaCl2: 7,8 MgCI2; 3,8 MgS04. Auf
1000 0,5 ccm n-NaH2P0O4. Dann wenig Sperma dazu und so-
lange Seewasser, bis infolge Anderung der Reaktion die Sper-
matozoen sich in lebhafter Bewegung um die Eier ansammeln.
Dann noch etwas Sperma und 10 Minuten stehen gelassen.
So wurde erreicht, dafll fast jedes polysperm war und zwar
ohne mehr Sperma zu bendtigen, als fir die monosperme Be-
fruchtung. DaR tatsachlich mehrere Spermatozoen eingedrungen

waren, wurde besonders dadurch kontrolliert, dal sich die
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meisten Eier simultan in 3, 4 und mehr Blastomeren teilten.l)
Die Kontrollprobe wurde mit der gleichen Gesamtspermamenge
in Seewasser befruchtet, und diese Eier entwickelten sich ganz
normal Uber das 2-Zellenstadium.

Die monosperme und die polysperme Befruchtung wurden
etwa gleichzeitig gegen 1040 vorgenommen. Atmungsversuch
1120—1230, Sauerstoffverbrauch der monospermen Eier 7,6,
der polyspermen 8,3 ccm Thiosulfat.

22. «Lipase» im (sich furchenden) lebenden Ei.

Strongylocentrotus befruchtet 930. Nach etwa einer Stunde
(t. = 16°) die Eier zentrifugiert. Zentrifugat 20 ccm, mit
UOccm folgender Flussigkeit verdiunnt: 100 Seewasser + 1
n/io-NaOH -f- 0,1 ccm neutrales buttersaures Athyl. Also Kon-
zentration des Athvlbutyrats 0,09 ccm = ca. 0,08 g auf 100 ccm
= ca. ™«-normal. 1050—1I% in einer Flasche mit groRer
Luftblase bei 19° gedreht. Nach dieser Zeit waren die Eier
schén gefurcht und die Ldésung ganz klar. iZentrifugiert und
tiberstehende Flussigkeit 150 ccm, 3 mal mit 75 ccm sdurefreiem
Ather ausgeschuttelt, nachdem 1,5 ccm n/io-NaOH dazu. Dann
sauer mit 5 ccm 10°/0 KHS04 und wie oben destilliert. De-
stillat verbrauchte 6,4 ccm nlso-BaOH (Phenolphthalein).

Kontrolle, auf die gleiche Weise nur ohne Eier, ergab:
0,5 ccm "WBaOH.

22 a. Strongylocentrotus gleiche Teile. Ein Teil befruchtet,
ein Teil unbefruchtet. Buttersdurebestimmung wie in 22, ergab:
unbefruchtet 2,9 ccm n/8o-BaOH, befruchtet 3,0 ccm " so-BaOH.

Stickstoff eines Teils ergab: 33 n/io-HCI. Also auf 20
" w-HCI Stickstoff 1,8 "so-BaOH.

22b. Strongylocentrotus unbefruchtet in hypertonischer
LOsung.

Hypertonische Losung: 100 Seewasser + 4 ff NaCl +
I ccm n to-NaOH + 0,1 ccm Athylbutyrat.  Buttersaurebe-
stimmung ergab: = 3,4 ccm n,80-BaOH. N = 41 nfio-HCI.
Also auf 20 n/io-Stickstoff 1,7 Weo-BaOH; das ist dasselbe,
wie unbefruchtete oder befruchtete Eier in Seewasser (22 a).

Vgl. auch Boveri. Zellenstudien, Heft 5.
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23. Strongylocentrotus unbefruchtet in hypertonischer
Ldsung.

Hypertonische Losung: 1000 ccm Salzlésung (100 NacCl;
2,2 KCI; 2,0 CaClI2) mit ausgekochtem destillierten Wasser
hergestellt. Dazu 43 g NaCl. Mit Luft geschiittelt unter Kohlen-
saureabschluB. Eier zundchst' sehr sorgféltig mit neutraler
CO,-freier Salzlésung von Seewasser befreit. Dann in 2 gleiche
Teile und beide einmal mit der hypertonischen Losung ge-
waschen. Dann beide Mengen mit der hypertonischen Ldsung
aut 306 aufgefillt. Dann eine Flasche eine Stunde bei 18°
gedreht; aus der anderen nach gleichmaBigem Verteilen der
Eier und nach Zugabe von verdinnter H2S04 ausgekocht.
230 ccm in den CO2-Bestimmungsapparat gehebert. Vorgelegt
23 ccm BaOH = 32,6 "/ioo HCl. Nach Versuch 23 ccm BaOH
= 30,9 nf/ico HCI. Nach einer Stunde aus der andern Flasche
in gleicher Weise 230 ccm Eier -{- Fliissigkeit abgehebert. 23 ccm
vorgelegten Barytwassers waren jetzt: 29,1 nfioo-HCI. Die ge-
bildete C0O2 also = 1,8 n/8o-BaOH.

Es waren also 1,8 auf 230 oder 2,4 auf 306 gebildet. Da
1 ccm "ioo HCI = 0,11 ccm CO02, so waren 0,26 ccm CO2 gebildet.
Die Stickstoffbestimmung wurde im Rest (306 -23 ccm) ausge-
luhrt und ergab: 9,5 ccm "/io HCI. Es sind also auf 20 "no HCI
0,14 ccm CO02? entstanden. In der gleichen Loésung findet auf
20 nfio etwa ein Sauerstoffverbrauch 0,2 ccm statt (nicht an
demselben Material gemessen).

24. Strongylocentrotus befruchtet in kinstlicher Salz-
I6sung. Salzlésung: 100 NaCl; 2,2 KCI; 2,0 CaCl2, mit aus-
gekochtem destilliertem Wasser hergestellt. Auf 1000 ccm
1 cem nfio KOH. Gegen .Neutralrot dann gelb. Befruchtet 11°\
Sehr gut mit der kinstlichen Salzlésung gewaschen, der aber

keine Lauge zugesetzt war. Im 0brigen wie 23. Atmung
[00__ £00t

Titer Baryt: 23,0cem = 32,6»/ioo-HCI| Diffcrenz
230ccm Eier -f FlUssigkeit préaformicrte
ausgekocht: 23,0 » =28,6nWHCI
Differenz

230ccm Eier-)- Flussigkeit entstan
nach Atmung ausgekocht: 23,0 +« —21,5"/ioo-HCI  dene CO*
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N in (306-230) ccm = 11,2 "Zio-HCl.

Differenz in nfioo-HCI auf 230: 7,4; auf 306: 9,8; auf
20 n/io-N: 4.7 »/loo-HCI; auf 20 n/io-N pro Stunde: 1,6 nlioo-HCl
= 0,18 ccm CO02 (0°, 760 mm).

Fur den Sauerstoffverbrauch wird unter den gleichen Be-
dingungen ca. 0,2 bis 0,3 ccm pro Stunde u. 20 nf/io N gefunden.

Diese Zahlen sagen, wie ich noch betonen mochte, tber
den respiratorischen Quotienten gar nichts; wer dafir Interesse
hat, miRte in derselben Probe Sauerstoff und Kohlensaure
bestimmen, also Gasanalysen machen.

Die Resultate dieser Untersuchung verdanke ich nicht
zum geringsten Teil den schdnen Arbeitsbedingungen der zoo-
logischen Station in Neapel. Ich mdéchte auch hier Herrn
Dr. Reinhard Dohm und Herrn Dr. Martin Henze danken.

Heidelberg, April 1910.



