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Weitere Beobachtungen iiber den Einflufl
der Befruchtung und der Zahl der Zellkerne auf die
Siurebildung im Ei.

Yon
Jacques Loeb.

(From the Herzstein Research Laboratory of the University of California.)

(Bingegangen am 14. August 1906.)

1. In einer kiirzlich in dieser Zeitschrift verdffentlichten
Arbeit teilte ich Versuche mit, die ermitteln sollten, ob das Ei
nach der Befruchtung mehr Sdure bildet als vor der Befruch-
tung. Ich erwartete ein solches Resultat auf Grund der Be-
obachtung, dafl ohne freien Sauerstoff die Befruchtung absolut
wirkungslos bleibt, d. h. keine Vermehrung der Kernsubstanz
und keine Furchung eintritt. Das wies darauf hin, daf die
unmittelbare Wirkung des Befruchtungsvorgangs eine Be-
schleunigung der Oxydationsvorgéinge im Ei sei. Wenn diese
Annahme richtig war, so durfte man auch erwarten, dafl die
Befruchtung eine Beschleunigung der Siaurebildung im Ei ver-
anlasse. Ich bemiihte mich damals, diesen Schluff durch
Titrierung der Losung, in welcher Eier sich befanden, zu priifen,
wobei Phenolphthalein als Indikator diente. Ich habe jetzt eine
viel bessere Methode gefunden, welche in sehr einfacher und
schlagender Weise die Tatsache erweist, dafl mit der Befruchtung
die Sidurebildung im Seeigelei eine erhebliche Steigerung erfihrt.
Ich bediene mich dazu der Férbung der lebenden Eier mit
Neutralrot, einer Base, welche fiir biologische Zwecke zuerst von
P. Ehrlich in seinen klassischen Studien iiber ,Konstitution,
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Verteilung und Wirkung chemischer Korper“!) angewandt
worden ist und auf welche mich mein Kollege A. E. Taylor
aufmerksam gemacht hat Setzt man zwei oder drei Tropfen
einer !/;00 grammolekularen Lésung von Neutralrot zu 50 cem
Seewasser, so farbt sich dasselbe gelb oder orange, zum Zeichen,
dall es eine alkalische Reaktion besitzt. Die Alkalinitdt liegt
aber unter der Konzentration, die fiir die Rotfarbung durch
Phenolphthalein né&tig ist. Ich werde darauf in der n#chsten
Abhandlung zuriickkommen. Bringt man nun unbefruchtete
und frisch befruchtete Eier des Seeigels (Strongylocentrotus
purpuratus) gleichzeitig in diese Losung, so fdrben sich beide
Klassen von Eiern rasch rot. Bringt man sie aber nach 20 bis
40 Minuten in normales ungefdrbtes Seewasser zuriick, so ent-
firben sich die unbefruchteten Kier allmihlich, wihrend die
befruchteten sich immer intensiver rot firben. Man gewinnt
den Eindruck, als ob die unbefruchteten Eier den Farbstoff
wieder an das umgebende Seewasser abgeben, wihrend die be-
fruchteten Eier fortfahren, denselben dem Seewasser zu entziehen.
Man findet so nach etwa einer Stunde zwei Arten von Eiern
in der Schale mit Seewasser, ungeféirbte (resp. sehr schwach ge-
firbte) und stark rot gefidrbte; die letzteren sind ausnahmslos
Eier, welche eine Membran besitzen (infolge der Befruchtung)
und sich spiter furchen, wéhrend die ungefidrbten oder sehr
schwach gefdrbten Eier ausnahmlos membranlos und un-
befruchtet sind ?).

Man konnte nun vielleicht denken, dafl dieser Unterschied
im Firbevermogen der befruchteten und unbefruchteten Eier
mit Neutralrot nur auf einer grofleren Durchlédssigkeit der be-
fruchteten Eier fiir den Farbstoff beruhe. Das wird aber durch
die Versuchsanordnung widerlegt. Befruchtete und un-
befruchtete Eier waren ja beide in der Losung mit Neutralrot

1) Leipzig 1893. Die in dieser Schrift gesammelten Abhandlungen
P.Ehrlichs waren mir bei der Abfassung meines Buches iiber die Dynamik
der Lebenserscheinungen leider unbekannt, da ich sonst seine Prioritit in
bezug auf die Bedeutung des Verteilungsgesetzes und die Rolle der Lipoide
tir die Aufnahme von Stoffen in die Zellen erwahnt haben wiirde.

%) Diese unbefruchteten Eier sind lebendig und konnen jederzeit be-
fruchtet werden. — Es versteht sich auch von selbst, daB befruchtete und
unbefruchtete Eier gleichzeitig in dieselbe Schale mit Seewasser gebracht
werden.

3*



36 J. Loeb:

stark rot gefdrbt; als sie aber dann in das farblose Seewasser
zuriickgebracht wurden, diffundierte der Farbstoff aus den un-
befruchteten Eiern heraus, wihrend er aus den befruchteten
nicht herausdiffundierte. Das beweist, dall es sich hier nicht
um eine groflere Durchlissigkeit der befruchteten Eier gehandelt
haben kann, sondern um einen Unterschied des Bindungs-
vermogens fiir den Farbstoff, oder richtiger um einen Unter-
schied der wirksamen Mengen von Siuren in beiden Arten
von Eiern.

Es war mir darum zu tun, festzustellen, ob auch die kiinst-
liche Parthenogenese in #hnlicher Weise die Saurebildung im
Ei beschleunigt. Wie ich in fritheren Arbeiten auseinandersetzte,
ruft eine kiinstliche Membranbildung im unbefruchteten Ei —
durch Behandlung desselben mit einer einbasischen Fettsédure
— die Kernteilung, und bei niedriger Temperatur auch eine
Reihe von Furchungen hervor. Ich brachte nun unbefruchtete
Eier, bei denen die kiinstliche Membranbildung durch Butter-
sdurebehandlung hervorgerufen war, und unbefruchtete membran-
lose Eier in dieselbe Schale mit 50 ccm Seewasser, dem drei
Tropfen einer !/;0smol.-Neutralrotlosung zugesetzt war. Beide
Arten von Eiern firbten sich rot, und es war zunichst kein
deutlicher Unterschied zwischen ihnen zu erkennen. Als aber
dann nach etwa 20 Minuten die Eier in normales, ungefirbtes
Seewasser zuriickgebracht wurden, trat wieder derselbe Proze(l
ein, den ich vorher beechrieben habe. Die membranlosen EKier
entfirbten sich langsam, widhrend die FEier, bei denen die
Membranbildung hervorgerufen war, sich immer stdrker rot
farbten. Es dauerte aber bei diesen Eiern, bis der Unterschied
zwischen membranhaltigen und membranlosen Eiern deutlich
wurde, etwas ldanger als im Falle der mit Samen befruchteten
Eier. Das liegt, wie ich glaube, daran, dafl bei der kiinstlichen
Membranbildung zwar Oxydationsvorgénge beschleunigt werden,
dafl dieselben aber in falschen Bahnen und vielleicht auch etwas
langsamer verlaufen als bei der Befruchtung des Eis mit
Samen?!). BEs ist aber auch méglich, daBl der Unterschied in
der Kernmasse des befruchteten und parthenogenetischen KEis
sich hier geltend macht, da beim parthenogenetischen Ei nur

1) Siehe meine voraufgehende Mitteilung in dieser Zeitschrift. 1,
183. 1906.
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der Eikern vorhanden ist, beim befruchteten auflerdem noch
der Spermakern ins Ei gelangt. ‘

Der Umstand, daf in dem mit Neutralrot gefirbten See-
wasser beide Arten von Kiern Farbstoff zunidchst anscheinend
gleich rasch aufnehmen, liegt wohl daran, dafl in diesem Falle
Farbstoff im Uberschufl zugesetzt war. Setzt man nur wenig
Neutralrot zum Seewasser, so kann man von vornherein be-
merken, dall sich das befruchtete Ei, gleichviel ob durch
Samen oder chemisch befruchtet, rascher rot farbt als das
unbefruchtete.

2. Vor sieben Jahren sprach ich im Anschlufl an Spitzers
Arbeiten!) die Vermutung aus, dall der Zellkern das wesentliche
Oxydationsorgan der Zelle sei®), und mein fritherer Schiiler
Dr. Ralph Lillie hat dieser Anschauung eine wichtige Stiitze
verliehen, indem er die Lokalisation der Oxydationen in der
Zelle kolorimetrisch, mit Hilfe der Indophenolsynthese und an-
derer von P.Ehrlich resp. Rohmann und Spitzer eingefiihrten
Methoden untersuchte®). Er fand, dall die Oxydationen am
energischsten an der Grenze zwischen Kern und Protoplasma
stattfinden und daBl die Pigment-Kérnchen um so weniger zahl-
reich sich bilden, je grofler die Entfernung vom Zellkern ist.
Er fand ferner, daf die Oxydationen kriftiger von Geweben
ausgefiithrt werden, in welchen die Zellkerne dicht liegen, als in
solchen, in welchen weniger Kerne in der Volumeinheit vor-
vorhanden sind.

Es schien mir, dal auch die Frage, ob der Kern wirklich
das wesentliche Oxydationsorgan sei, mit Hilfe des Neutralrots
beim Ei weiter gepriift werden koénne. Wie ich in fritheren
Arbeiten erwdhnt habe, besteht eine Wirkung, und vielleicht
die wesentliche, der Befruchtung in einer Synthese von Kern-
material (Chromosomen) aus Protoplasmabestandteilen. Wéahrend
am Anfang nur ein Kern vorhanden ist, treten bei fortschreiten-
der Furchung zwei, vier, acht usw., d. h. eine nach Potenzen von
zwei fortschreitende Anzahl von Kernen auf, von denen jeder,
wie Boveri gezeigt hat, ebenso grof8 ist (d. h. dieselbe Quantitét

1) Pfliigers Archiv 67. 1897.
?) Archiv fiir Entwicklungsmechanik 8, 689. 1899.
%) American Journal of Physiology 7, 412. 1902.
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Nukleinmaterial besitzt) wie der unmittelbar nach der Befruch-
tung vorhandene Kern. Da nun die Gesamtmasse, des Eis
sich wiahrend der Furchung nicht &ndert, so muff, wenn meine
Ansicht von der Rolle des Kerns bei den Oxydationen richtig
ist, die Geschwindigkeit der Oxydationen im Ei mit zunehmender
Zahl der Zellkerne d. h. mit zunehmender Zahl der Furchungs-
zellen wachsen. Das mufl sich, wenn die Oxydation zur
Bildung einer Saure fihrt, darin zu erkennen geben, dafl die
Eier bei geeigneter Versuchsanordnung sich um so stérker resp.
rascher mit Neutralrot rot farben, je weiter sie in der Ent-
wicklung fortschreiten. Das ist auch tatsdchlich der Fall.
Unbefruchtete HEier, frisch befruchtete Eier und Eier, welche
das Vier- bis Achtzellstadium erreicht hatten, wurden gleich-
zeitig in dieselbe Schale mit Seewasser gebracht, dem man zwei
oder drei Tropfen der Neutralrotlosung zugesetzt hatte. Nach
20 Minuten wurden sie herausgenommen und in normales
ungefiarbtes Seewasser zuriickgebracht. Nach etwa 20 Minuten
ergab sich das folgende sehr schlagende Resultat. Die Eier,
die im Vier- oder Achtzellstadium waren, waren stark rot
gefarbt. Die frisch befruchteten und unbefruchteten Eier waren
wenig gefarbt, die befruchteten jedoch ein wenig mehr als die
unbefruchteten. Der Unterschied in der Farbung der vierzelligen
und befruchteten einzelligen Eier war also erheblich gréfler als
der Unterschied in der Farbung der befruchteten einzelligen
und unbefruchteten einzelligen Eier. Nach einer Stunde
fingen die befruchteten einzelligen Eier an sich zu teilen, ihre
Kernmasse und Kernoberfliche war also inzwischen auf das
doppelte angewachsen. Nunmehr war aber auch der Unterschied
in der Farbung zwischen diesen und den unbefruchteten Eiern
sehr ausgesprochen; die Eier, welche zwei Kerne besaflen, waren
sehr deutlich rot gefdrbt, die unbefruchteten fast ungefirbt.
Die Eier, welche sich vorher im Achtzellstadium befunden hatten,
waren inzwischen ins Sechzehnzellstadium gegangen und auch
ihre Farbung war viel intensiver geworden. Der Unterschied
zwischen den drei Klassen von Eiern entsprach der Ansicht,
dal die Sdurebildung mit der Zahl der Kerne zunimmt.
Eine quantitative Priifung der Annahme, = dafl diese Zu-
nahme der Zahl der gebildeten Kerne genau entspricht, war
mit dieser Methode natiirlich nicht moglich. Die Eier
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entwickeln sich mit Neutralrot mehrere Tage lang weiter. Es
war moglich festzustellen, dal im allgemeinen unter den hier
angegebenen Versuchsbedingungen die Rotfirbung der Eier um
so rascher stattfindet resp. um so intensiver ausféllt, je grofler
die Zahl der vorhandenen Zellen ist. Da nun in diesem An-
fangsstadium der Entwicklung das Protoplasma nicht nur an
Masse zunimmt, sondern entsprechend der auf seine Kosten
neugebildeten Kernsubstanz abnimmt, und nur die Kerne zu-
nehmen, so miissen wir wohl die Zunahme der Siurebildung
mit fortschreitender Furchung mit der Zunahme der Zahl der
Kerne in Zusammenhang bringen.

3. Die Eifurchung ist ein periodischer Vorgang, und eine
Phase jeder Periode besteht in der Synthese von Kernmaterial
(Nukleinen) aus Protoplasmabestandteilen des Eies. Wie ich
schon vor zehn Jahren fand und wie ich neuerdings wieder in
zahlreichen Versuchen bestitigt habe, kommt diese Synthese
von Kernmaterial jederzeit im Seeigelei sofort zum Stillstand,
wenn man dem Ei den Sauerstoff entzieht oder wenn man die
Oxydationen durch Cyankalium hemmt. Es wire falsch zu
behaupten, daf hier nur eine indirekte Wirkung vorliege, insofern
als der Sauerstoffmangel den physikalischen Vorgang der Zell-
teilung hemme und dafl dieser Vorgang fiir die weitere Nuklein-
synthese notig sei; denn wenn man die befruchteten Eier in
hypertonisches Seewasser von einer gewissen Konzentration bringt,
so hemmt man die Zellteilung vollstindig, wihrend die Synthese
von Kernmaterial weitergeht!). Der chemische Proze8 der
Nukleinsynthese ist also unabhingig davon, ob eine Zellteilung
erfolgt oder nicht. Die Abhingigkeit des Aufbaues von Kern-
material von der Gegenwart von freiem Sauerstoff und von
Oxydationsprozessen weist vielmehr darauf hin, da8 es sich hier
um eine oxydative Synthese handelt, resp. daf vielleicht die
erste oder eine Stufe dieses Prozesses eine oxydative Synthese ist.

Wenn man nun die Geschwindigkeit dieses synthetischen
Prozesses betrachtet, so wird man bemerken, dafl dieselbe an-
fangs in jeder folgenden Periode der Furchung verdoppelt wird.
Das gilt natiirlich nur fiir den Anfang der Entwicklung, sicher

) Studien in General Physiology vol. I, 8. 253 und Dynamik der
Lebenserscheinungen 8. 98 und ff.
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bis zum 128-Zellstadium, vielleicht noch ldanger, wihrend spéter
zu irgend einem Zeitpunkt einmal eine Anderung eintreten
mufl. Wir wollen zunichst diese ersten Furchungsstadien be-
trachten. Nachdem das Ei befruchtet ist, hat es einen Kern.
Wihrend der ersten Furchungsperiode verdoppelt es die Masse
seines Kernes, und es beginnt die nichste Furchungsperiode mit
zwei Kernen. Waéhrend dieser Furchungsperiode verdoppelt es
wieder die Masse und Zahl seiner Kerne (da jeder Kern an
Masse dem urspriinglichen Kern des befruchteten Eies gleich ist),
und es beginnt die ndchste Furchungsperiode mit vier Kernen,
die folgende mit acht usw. nach Potenzen von zwei. Nun nimmt
die Dauer der Furchungsperioden nicht etwa zu, sondern sie
kann als wesentlich konstant angesehen werden; denn die
Schwankungen sind bei konstanter Temperatur sehr gering und
haben keine Beziehung zu der Zahl der neugebildeten Kerne.
Es folgt also daraus, daBl die Reaktionsgeschwindigkeit bei der
Synthese des Kernmaterials in jeder Furchungsperiode etwa
zweimal S0 grof} ist, wie in der voraufgehenden und dafl sie
der Zahl der jedesmal vorhandenen Kerne proportional ist. Das
weist darauf hin, daBl in diesem Fall jeder vorhandene Kern
wie ein Katalysator fiir die Nukleinsynthese wirkt, denn die
beschleunigende Wirkung von Katalysatoren ist im allgemeinen
ihrer Masse propartional. Da es nun keinen Sinn hat, den
morphologischen Kern als Katalysator anzusehen, so mufl also
jeder Kern einen Katalysator enthalten, der die Synthese von
Kernmaterial beschleunigt. Dieser Katalysator kénnte nun eine
Oxydase sein, es konnte sich freilich auch um ein oder mehrere
andere Enzyme handeln.

Driesch?) hat gezeigt, dal die Furchung im Seeigelei
zum Stillstand kommt, wenn eine bestimmte Zahl von Furchungs-
zellen gebildet ist. Boveri?) hat weiterhin den Nachweis ge-
fithrt, dafl diese Zahl im umgekehrten Verhiltnis zur Groéfe
des urspriinglichen Kerns steht, mit dem die Entwicklung be-
ginnt. Ubersetzen wir diese beiden Tatsachen ins Chemische,
so bedeutet das, dal8 die Synthese von Nukleinsubstanzen aus
groferen Bestandteilen des Protoplasmas ein chemischer Vorgang

) Driesch, Arch. f. Entwicklungsmechanik 2. 1895; 13. 1901;
16. 1903; 19, 648. 1905.
%) Boveri, Zellenstudien, Heft 5. Jena 1905.
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ist, der dann sein Ende erreicht, wenn ein bestimmtes Gleich-
gewicht zwischen der Masse des neugebildeten Nukleins und
der Masse des Protoplasmas oder gewisser Bestandteile desselben
erreicht ist!). Wenn das der Fall ist, so sollte mit zunehmender
Zahl der Kerne eine Abnahme in der Geschwindigkeit der
Nukleinsynthese eintreten, und nicht wie hier, am Anfang der
Forschung wenigstens, eine mit der Zahl der Kerne fort-
schreitende Zunahme. Eine solche Abnahme der Geschwindig-
keit wird gegen Ende der Furchungsvorginge zweifellos ein-
treten, obwohl ich darauf meine Aufmerksamkeit noch nicht
gerichtet habe. Diese Tatsachen weisen darauf hin, dafl zwei
entgegengesetzte Einfliisse auf die Geschwindigkeit der Nuklein-
synthese hier wirksam sind. Der eine ist das Massenwirkungs-
gesetz, demzufolge die Geschwindigkeit der Kernbildung nach
irgend einem Gesetz mit zunehmender Zahl der gebildeten
Kerne bei der Furchung abnehmen mufi®); der zweite ist die
Wirkung eines Katalysators im Kerne, der es bedingt, dafl die
Geschwindigkeit der Nukleinsynthese genau proportional mit
der Zunahme der schon vorhandenen Kerne wichst. Am An-
fang der Furchung, so lange die Masse des Kernmaterials im
Vergleich zum Protoplasma sehr klein ist, kann der letztere
Einflufl relativ deutlich zum Ausdruck komme In spiteren
Entwicklungsstadien wird aber wohl der rweitd Einfluf itber-
wiegen miissen.

Diese Tatsachen beweisen freilich nur, daf im Kern ein
Katalysator (oder mehrere) fiir die Beschleunigung der Nuklein-
synthese vorhanden ist. Dieser katalytische Einfluff des Kerns
konnte recht wohl eine oxydierende Wirkung sein, da ja der
ganze Proze(l der Nukleinsynthese vollig auf der Moglichkeit
von Oxydationen beruht.

Was hier fiir die Rolle des Kerns bei oxydativen Synthesen
dargelegt worden ist, gilt auch fiir die Regenerationserscheinungen,
was ich schon vor einer Reihe von Jahren im Anschluff an die

1) Ich kann hier nicht auf die Literatur und die vielen technischen
Einzelheiten eingehen und verweise den Leser auf das Kapitel iiber Zell-
teilung in meinem Buche iiber die Dynamik der Lebenserscheinungen.

%) Das folgt daraus, daB die Kerne sich aus dem Eiprotoplasma
bilden, und daB das Ei wihrend dieser Periode keine Nahrung von aufSen
aufnimmt.
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grundlegenden Versuche von Moritz NuBSbaum iiber die Teil-
barkeit der lebenden Substanz zu zeigen versucht habe.

4. Es ist vielleicht von allgemeinerem Interesse, dall das
Neutralrot als ein Indikator fiir lebende Substanz dienen kann,
wenigstens flir das Seeigelei. Nur das lebende Ei férbt sich
mit Neutralrot, sobald das Ei getotet ist, gibt es sofort seinen
Farbstoff an das Seewasser ab. Die Geschwindigkeit, mit der
das geschieht, ist erstaunlich. Wenn man Eier in Seewasser mit
Neutralrot bringt, die geschadigt sind, so farben sich nur die-
jenigen Partien des Eies rot, welche noch am Leben sind. Auch
wenn die Eier dauernd in dem Seewasser mit Neutralrot bleiben,
bleiben die toten Bestandteile eines Eies oder tote Eier dennoch
ungefiirbt. Umgekehrt tritt eine Blaufarbung der Eier bei Zu-
satz von wisseriger Lackmoidlésung zum Seewasser nur dann
ein, wenn die Eier tot sind. Wir haben also hier die Tatsache
vor uns, daf das lebende Protoplasma des Eies eine (schwach)
saure Reaktion hat, wihrend das tote alkalisch reagiert. Nach
den Arbeiten von Hans Friedenthal haben diese Beobachtungen
nichts befremdendes.

A. D. Waller hat bekanntlich gezeigt, dafl der Eintritt
des Lebens (oder der Entwicklung) bei Pflanzensamen sich durch
das Auftreten- von elektrischen Potentialunterschieden geltend
macht, und daB auch der Eintritt des Todes sich galvano-
metrisch bemerkbar?) macht. Da die Wasserstoffionen die
grofte Wanderungsgeschwindigkeit haben, so sind sie besonders
geeignet in lebenden Geweben zu Potentialunterschieden Ver-
anlassung zu geben. Daher halte ich es fiir moglich, da@
die in dieser Arbeit konstatierte Beschleunigung der S#ure-
bildung bei der Entwicklung die Ursache dafiir bildet, daB der
,Anfang des Lebens“ sich galvanometrisch nachweisen l46t,
wihrend das plotzliche Abnehmen der sauren Reaktion beim
Tode auch die Moglichkeit fiir die galvanometrische Bestimmung
dieses Zeitpunktes erlaubt. Ich will nun f{reilich nicht be-
haupten, daf in allen Organismen die Anderung der Reaktion
beim Tode im gleichen Sinne erfolgen miisse wie beim Seeigelei.

1) The signs of life. New York 1903.
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