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extension constante du champ structural de 'activité,
le nombre des combinaisons actives augmentant
progressivement.

Nos recherches sur les acides doisynoliques montrent
que dans cette série, le champ de l'activité cestrogéne
est relativement vaste. L’effet persiste malgré le
passage du systéme tétracyclique aux systémes tri-et
bicycliques et méme malgré le remplacement de la
fonction acide par la fonction aldéhyde ou alcool.
Elles montrent aussi combien il peut é&tre limité par
des conditions d’ordre spatial. Comme nous 'avons vu
dans la série des cestrones, la configuration stérique
semble y limiter davantage encore le champ struc-
tural. La différence pourrait provenir de la position
fixe de 1a fonction cétonique qui s’oppose 4 la rotation
libre du groupe carboxyle.

Mentionnons pour terminer que le champ structural
dépend aussi du mode d’application et d’une fagon
décisive du sujet récepteur!, homme ou animal,

Conclusion

Comme nous l'avons montré, la synthése des
@strogénes stéroides s’est accomplie par étapes. Leur
constitution une fois élucidée, on parvenait, aprés une
premiére période de huit ans environ,a1a synthése totale
d'un de leurs produits d’élimination, I'équilénine, et &
une synthése partielle de I'un d’entre eux, 'cestradiol.

Une seconde période de huits ans s’achevait avec la
synthése des hormones natives elles-mémes.

Des recherches trés complétes sur les acides doisy-
noliques, une nouvelle classe d’cestrogénes a l'activité
puissante, aplanirent la route qui nous conduisit 4 la
synthése totale de l'cestrone. Comme I'cestradiol et
I'cestriol avaient déja été préparés i ses dépens, ce
sont les trois hormones natives elles-mémes qui sont
dés maintenant accessibles 4 la synthése totale.

L’équilénine compte deux centres d’asymétrie.
Pour les hormones natives leur nombre s'éléve de
quatre & six et celui des stéréo-isoméres optiques de
seize (cestrone) A soixante-quatre (cestriol}. Et déja
P'attaque se tourne vers la synthése encore plus ardue

1 R. COURRIER, A. HorEaU et J. Jacguks, C. r. Soc. biol. 142,
146 (1948).

K. MiescHER: Les hormones cestrogénes, de leur découverte 4 leur synthése totale 11

des stéroides purement hydroaromatiques ol l'on
dénombre six (testostérone), voire huit centres d’asy-
métrie (cholestérol), ce qui, pour ce dernier ne re-
présente pas moins de deux cent cinquante-six
stéréo-isomeéres optiques possibles. Le prix Nobel de
chimie de 1947, Sir RoBERT ROBINSON! vient préci-
sément de faire connaitre ses derniers succés dans
cette direction.

11y a évidemment lieu de se demander si la synthése
de combinaisons 4 Parchitecture spatiale si compliquée
prendra jamais une importance pratique, alors que la
nature, avec les stérols, nous dispense le squelette
nécessaire tout fait. A quoi nous répondrons que la
recherche doit se fixer ses buts hors de considérations
semblables. La nature semble suivre sans peine la voie
de la synthése asymétrique, 4 nous de lui arracher ses

secrets.
Summary

After the discovery of the aestrogenic hormones in 1929
and subsequent years, and the determination of their
constitution, their synthesis was performed in two stages.

Following many preliminary synthetic attempts (BAR-
DHAN, BUTENANDT, ROBINSON and others}, in 1940 equi-
lenine was synthesized by BACHMANN and, at almost the
same time, INHOFFEN succeeded in the partial synthesis
of cestrone from cholesterol.

In 1942 the preparation of a nearly inactive isomer of
cestrone was disclosed by Bacumann, Of decisive import-
ance, however, was the elucidation since 1944 of the
doisynolic acids deriving from the cestrogenic ketones
and showing themselves high cestrogenic effectiveness,
as well as the discovery of important sterical relation-
ships between ketones and acids.

The total synthesis of the doisynolic acids in 1947,
which was conducted via sterically uniform ketoesters
of the octahydrophenanthrene series, simultaneously
cleared the way to the natural cestrone itself (1948). Now
all genuine cestrogenes (cestrone, cestradiol, cestriol) are
accessible to total synthesis.

Attempts to obtain cestrone by means of a diene-
synthesis have so far been unsuccessful. On the other
hand, it was possible, by this method, to build up a
sterically uniform but inactive monodehydro-cestrone
and the corresponding highly active monodehydro-doi-
synolic acid.

Attention is drawn to the new conception of the “‘con-
stitutional field of activity"'.

1 5. W. CornrForTH et R. Ropinson, Nature 160, 737 (1947).

Wirkstoffe der tierischen Befruchtung

Von HANs- JoacHIM BieLiG! und Graf Frep MEDEM?, Heidelberg

Der Begriff Befruchtungsstoffe

Bei den Metazoen, welche hier ausschlieBlich be-
trachtet werden sollen, besteht die Befruchtung in einer
1 Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung {Institut

fiir Chemie), Heidelberg,
2 Kaiser-Wilhelm-Inst. f. Biol. (Abt. M. HarTMANN), Hechingen.

Vereinigung von Spermium und Ei. Seit den klassi-
schen Untersuchungen von O. und R. HErRTWIG (1875
u. ff.} an Seeigeln weil man, daB der Vorgang der Be-
fruchtung in einer Reihe von Akten abliuft: u.a. An-
sammliung der Spermien an der Eioberfldche, Eindrin-
gen eines Spermakopfes in das Eiinnere, Ausbildung
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der Befruchtungsmembran, Verschmelzung von minn-
lichem und weiblichem Vorkern.

Seit der Jahrhundertwende?! ist zuerst von J.DE
MeyYERr (1911} und vor allem von F. R. LiLuie (1912
u. ff.) gezeigt worden, daB die weiblichen Geschlechts-
zellen der Seeigel und Polychiten Stoffe enthalten, die
die Spermien spezifisch anlocken, in ihrer Bewegung
aktivieren und zur Agglutination bringen. Man wuBte
auch schon, daB diese Wirkstoffe, welche von den Eiern
an Wasser (Eisekretwasser) abgegeben werden und dag
ihre Wirkung durch Sperma abgeschwéicht werden
kann. Die Bedeutung, die man solchen Stoffen zu-
schrieb, geht daraus hervor, daB LiLL1E? sie «Fertilizin»
genannt hat.

Aus seinen Untersuchungen tiber die relative Sexuali-
tit der Braunalge Ectocarpus stliculosus zog M. Hart-
MANN (1925) den SchluB, daB gleichgestaltete Gameten
verschiedenen Geschlechts sich stofflich unterscheiden
und daB} die Vereinigung der minnlichen und weib-
lichen Gameten durch geschlechtsspezifische Stoffe be-
dingt wird. Der Nachweis derartiger Stoffe wurde dann
von thm und seinen Schiilern fiir eine Reihe weiterer
Algen erbracht und besonders von F. MoEwus (1933
u. ff.) an der einzelligen Griinalge Clamydomonas euga-
metos ndher gepriift.

Es ist das Verdienst M. HaARTMANNS (1932), erkannt
zu haben, daBl zwischen den geschlechtisspezifischen
Stoffen der Algen und denen der Seeigel kein grund-
sétzlicher biologischer Unterschied besteht. In Zusam-
menarbeit zwischen dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir
Biologie in Berlin-Dahlem, spiter Hechingen (M. HART-
MANN), und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizini-
sche Forschung in Heidelberg (R. KuBN) wurden zum
ersten Male aus den Geschlechtsprodukten des Seeigels
Arbacia pustuiosa und aus denen der Regenbogenforelle
{Salmo irideus) derartige Stoffe isoliert und zum Teil
ihre chemische Natur erkannt. Diese Wirkstoffe haben
nach einem gemeinsamen Vorschlag von M. HARTMANN
und R. Kvunn (1939) den Namen Gamone, d. h. Be-
fruchtungsstoffe erhalten, da sie die Vereinigung der
Geschlechtszellen bewirken und damit die Befruchtung
{yduos = Hochzeit) ermdglichen®.

1 Vgl die folgenden Zusammenfassungen des Gebictes: J. Loks,
Artifical Parthenogenese and Fertilization (University Press,
Chicago, 1913). — F. R. Lirvie, Fertilization. General Cytology
(University Press, Chicago, 1924). — L. GopLewski, Problem der
Entwicklungserregung (Physiologie der Befruchtung) in: A. BETHES
Hb. d. normalen u. pathologischen Physiologie, Bd. 14, 1 (Springer,
Berlin 1926). ~ E. E. Just, Protoplasma 10, 300{ 1930). — R. Kunn,
Angew. Chem. 53, 1 (1040}, — M. HarTtmawnw, Naturwiss. 28, 807
(1940); Die Sexualitit {G. Fischer, Jena 1943). -~ P, E. Livpanr,
Fortschr. Zool. 5, 193, 356 {1941). — J. RuxNsTROM, Scientia 71, 149
(1942). — E. Ramstap, Norsk Farm. Selskab. 5, 65 {1943). — Lorp
RormscHILD, Nature 157, 720 (1946). — J. HAMMERLING, Fortschr.
Zool, 8, 159 (1947). A. TyLER, Ann. Rev. Fhysiol. 9 19 (1947).

2 F. R. LiLLIE, Scicnce (N.Y.) 38, 524 (1913).

8 Zur Definition und Abgrenzung der Begriffe Hormon, Gamon,
Termon vgl. R, Kuny, Angew. Chem. 53, 1 {1940},

{ExPERIENTIA Vor. V/1]

Die Gyno- und die Androgamone

HarrMaNN, ScHARTAU, KUHN und WALLENFELS!
konnten 1939 an der Zoologischen Station in Neapel
(R.DOHRN) am Seeigel Arbacia pustulosa feststellen,
daf die von LiLLIE und anderen gefundenen Wirkun-
gen der Eisekrete auf die Spermien verschiedenen, von-
einander trennbaren Stoffen zukommen. Es wurden zu-
nédchst 4 Gamone nachgewiesen: 2 in den weiblichen
Gameten (Eiern) enthaltene Gynogamone und 2 in den
ménnlichen Gameten (Sperma) vorkommende Andro-
gamone. Nach einer Anregung von R. Kunn (1947) be-
zeichnet man die Gamone mit ihrem Anfangsbuchsta-
ben unter Anfiigung rémischer Ziffern als Indices: G,
G, usw. fiir die Gynogamone, 4;, 4, usw. fiir die
Androgamone. Eine dhnliche Nomenklatur benutzten
schon J. RUNNSTROM und Mitarbeiter? fiir die Andro-
gamone (A1, AII usw.)3,

Die Auffindung von wenigstens 2 Gyno-und 2 Andro-
gamonen bei Arbacia pustilosa war fir die Feststellung
von Befruchtungsstoffen bei anderen Organismen weg-
weisend. Sie erlaubte einerseits die Einordnung vieler
Einzelbeobachtungen gamonartiger Wirkstoffe, wie sie
von Frank?, TvreEr und Mitarbeitern®, Soutawick?®
und anderen bei Seeigeln sowie bei Mollusken erhoben
worden waren. Andererseits konnten ScHARTAU und
MONTALENTI? am FluBneunauge (Lampetra fluviatilis),
MeEDEM® bei marinen Schnecken und Muscheln, und
neuerdings HarTMaNN, MEDEM, KusN und BIisrLic®
bei Forellen zeigen, daf auch hier mindestens 4 Gamone
wirksam sind.

Untersuchungen der letzten Jahre deuten darauf hin,
daB einzelne dieser Gamone, die jeweils zwei oder mehr
verschiedene Wirkungen entfalten, stofflich noch nicht
einheitlich sind. Es bahnt sich hier eine dhnliche Ent-
wicklung an, wie sie von der Vitaminforschung her be-
kannt ist. Dort lieBen sich zum Beispiel die urspriing-
lich dem «Vitamin B» zngeschriebenen Wirkungen auf
die Anwesenheit einer ganzen Reihe von spezifischen
Faktoren (z.B. Filtratfaktor, antiparalytischer Faktor
u.a.) zuriickfithren. Die Glieder des «Vitamin-B-Kom-
plexes» wurden mit fortschreitender Verfeinerung der

1 M. HartMANN, O. Scartavu, R. Kuny und K. WALLENFELS.
Naturwiss. 27, 433 (1939); 28, 144 (1940}, — M. HarrManyN und O,
Scuartau; Biol. Zbl. 59, 571 (1939). — M. HARTMANN, O, SCHARTAU
und K. WaLLENFELS, Biol. Zbl. 60, 398 (1940).

2 J. RunnNsTROM, S. LinpvarL und A. TiseLius, Nature (London)
153, 285 (1944).

3 Die Schreibweise mit rémischen Ziffern wird vorgezogen, da
arabische Ziffern als Indices bereits fiir die Bezeichnung von Vita-
minen (4,, 4,) und Globulinen (G, usw.) vergeben sind.

4 J. A. FraNg, Biol. Bull. 78, 190 {1939).

5 A. TyiLER, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, 249
{1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940). — A. Tvier und S. W. Fox, Science
(N.Y.) 90, 516 (1939),

% W, E. Sourawick, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939).

? Q. ScuartAU und G. MownTALENTI, Biol. Zbl. 61, 473 (1941).

8 Graf F. MEDEM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).

9 M. HARTMANN, Naturwiss. 32, 231 (1944), — M. HARTMANN,
F. Grar MepeM, R. Kvan und H.-J. BierLis, Naturwiss. 34, 25
(1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947).
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Tabelle T
Farbstoffe in den Ovarien einiger Tiere
Tierklasse Tierart Farbstoife Literatur
Echinodermen | Arbacia pustulosa Naphthochinone, Echinochrom A, B, C| KuaN und WALLENFELS!
Avrbacia aequitubevculata | Echinochrom LEDERER und GLASER?
Strongylocentrotus lividus| Carotinoide p-Carotin, Echinenon LEDERER?
Mollusken Pecten maximus B-Carotin, Pectenoxanthin LEDERER?
Pectunculus glycymeris | Lutein, Cynthiaxanthin (Glycymerin) | LEDERERS
Crustaceen Homarus vulgaris Astaxanthin Kuun und SORENSEN4
(Astacus gammarus) Kunn, LEpERER und DEUTSCH?
Maja squinado Astaxanthin, f-Carotin KunN, STENE und SORENSENS®
Teleosteer Salmo ivideus B-Carotin, Lutein, Astaxanthin HarTMANN, MEDEM, KUuHN und
BieLiGg?
Salmo fario Astaxanthin SORENSEN und STENES
Eleginus navaga p-Carotin, Xanthophylle LEDERER?
Amphibien Rana esculenta p-Carotin, Lutein, Zeaxanthin ZEcHMEISTER und Tuzson10
Aves Gallus domesticus Carotin, Lutein, Zeaxanthin, Krypto-| Kun~ und Mitarbeiter!? 12
xanthin u.a. Girram und HEiLBrRON13
EuLER und GARrRDH
Mammalia Bos taurus B-Carotin KuaN und BROCKMANN12

Trennungs- und Charakterisierungsmethoden einzeln
in ihrer chemischen Struktur und ihrer biologischen
Wirkung erkannt. Angelehnt an die Nomenklatur der
Vitamine, sprechen wir bei den Befruchtungsstoffen in
dhnlichen Fillen von Gamonkomplexen (z.B. Andro-
gamon-II-Komplex), bei den einzelnen Gliedern eines
Komplexes von Fakioren (z.B. eihiillelésender A -Fak-
tor, fallender A-Faktor).

Der Besprechung der einzelnen Befruchtungsstoffe
sei zunichst eine Ubersicht vorausgeschickt, die die bis-
her gefundenen charakteristischen Eigenschaften wie-
dergibt:

Gynogamon-I-Komplex. Dem Gynogamon-I-Komplex
kommen folgende Wirkungen zu: 1. chemotaktische An-
lockung der Spermatozoen (Aggregation LILLIES); 2.
Aktivierung der Spermienbewegung (aktivierender Fak-
tor, activation principle) ; 3. Antagonismus zum Andro-
gamon I. Die Wirkgruppe, die diese Fihigkeiten be-
sitzt, erwies sich in den bisher untersuchten Fillen als
Farbstoif; bei Arbacia pustulosa als ein Naphthochinon-
abkommling, bei der Regenbogenforelle (Salmo iridens)

1 R. Kun~ und K. WALLENFELS, Ber, dtsch. Chem. Ges. 72, 1407
(1939).

2 E. Leperer und R. GLASER, C. R. Acad. Sci. (Paris) 207, 454
(1938).

3 E. LEDERER, C. R. Soc. Biol. 20, 567 (1938).

4 R. Kuun und N. A. S6RENSEN Ber. dtsch. Chem. Ges. 71, 1879
(1938).

5 R. KurN, E. LEDERER und A. DEUTsCH, Z. physiol. Chem. 220,
229 (1933).

8 R. KunN, J.SteNe und N. A. SGRENSEN, Ber. dtsch. Chem.
Ges. 72, 1688 (1939).

7 M. HARTMANN, Graf F. MEDEM, R. Kunn und H.-J. Birrig,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947).

alsCarotinoid. In den Eiern liegen diese Farbstoffe sym-
plexartig an Proteine gebunden vor., Die Symplexe
sind thermolabil, die freien Farbstoffe weitgehend ther-
mostabil, aber lichtempfindlich.

Gynogamon II (arteigen = Isoagglutinin, artfremd =
Heteroagglutinin). Das G;; bewirkt eine Agglutination
der Spermatozoen. Das Agglutinin kann im Eiinhalt
enthalten sein (z.B. bei Salmo irideus) oder sich nur in
der Gallerthiille der Eier befinden (z. B. bei Arbacia
pustulosa und Megathura crenulata). Chemisch handelt
es sich um Proteine oder diesen nahestehende Stoffe,
die teils thermolabil sind (z.B. bei S. irideus, A. pustu-
losa). Das M .-crenulata-Agglutinin ist indessen ther-
mostabil. Das Gy; entspricht in seiner Wirkung dem
Fertilizin LiLLIES.

Androgamon I. Das A, bedingt je nach Konzentra-
tion teilweise oder vollige Lihmung der Spermien-
bewegung. Mit der prosthetischen Farbstoffgruppe des
Gy-Komplexes reagiert es in unbekannter Weise, wobei
sowohl die G,-Wirkungen als auch der 4,-Effekt auf-
gehoben werden konnen. Das Androgamon I 14Bt sich
aus getrocknetem Sperma mit Methanol extrahieren,
ist niedermolekular, thermostabil und, soweit wir bis-

8 N. A. S6reNsEN und J. StExE, Kongr. norske vid. Selsk. Skr.
1938, Nr. 9 (1939).

9 E. LEDERER, C, R. Soc. Biol. 20, 554 (1938).

10 1. Zecumeister und P. Tuzson, Z. physiol. Chem. 238, 197
(1936).

11 R. Kunn, A. WINTERSTEIN und E. LEDERER, Z. physiol. Chem.
197, 141 (1931).

12 R, Kunx~ und H. BrockMANN, Z. physiol. Cherm. 208, 41 (1932).

13 A, E. GiLram und 1. HEiLeroN, Biochem. J. 29, 1064 (1938).

14 4. v. Evier und H. GArp, Ark. Kemi, Mineral. Geol. 10B,
Nr. 19 (1931).
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her wissen, weder art- noch gattungs- oder ordnungs-
spezifisch. Uber die chemische Natur ist bis heute nichts
Endgtiltiges bekannt.

Androgamon-1I-Komplex. DieWirkungendiesesKom-
plexes &ufern sich: 1. in einer Auflosung (z.B. Arbacia
pustulosa, Haliotis tuberculata); 2. in einer Fallung der
Eihillensubstanz (z.B. Echinocardium cordatum, Salmo
srideus); 3. in einer Aufhebung der Agglutinationswir-
kung des Gynogamons I1. Die 16sende Wirkung auf die
Eihitlle kommt einem thermolabilen Ferment, einer
Hyaluronidase, zu. Daneben scheint bei A. pustulosa
ein hochmolekularer, thermostabiler Faktor vorzulie-
gen, der ebenfalls die Viskositit der Eihiille herabsetzt.
Der Antagonismus zum G, und die Fallung der Eihiil-
lensubstanz werden durch sehr thermostabile, metha-
nolunlgsliche Faktoren bedingt, die sich bei S. irideus
durch Nukleinsduren ersetzen lassen.

In einer Reihe von Fillen ist die Anwesenheit von
Gamonen nur an dem wechselseitigen Antagonismus
zwischen G -Komplex und A, bzw. zwischen Gy, und

H.-J. Bieric und Graf F. Mepem: Wirkstoffe der tierischen Befruchtung

[ExPERIENTIA VOL. V/1]

Mzepey, Kuan und Bierig? die des Carotinoids Asta-
xanthin bei der Regenbogenforelle Salmo irideus?.

Das von KuaN und WALLENFELS? aus den vollreifen,
braunroten Ovarien von A. pustulosa isolierte Echino-
chrom A, 10 mg je Ovar, kristallisiert in roten Nadeln
vom Schmelzpunkt 220°. Es ist kaum 18slich in Wasser,
16st sich gut in Na-Hydrogenkarbonat und hat ein drei-
bandiges Absorptionsspektrum (526, 490, 456 my in
Chloroform}. Nach den Ergebnissen von Zinkstaub-
destillation, reduzierender Azetylierung, Methylierung
mit Diazomethan und Oxydation mit Chromsiure (Bil-
dung von Propionsdure) kommt dem Leukoechino-~
chrom A die Formel I zu. Das Echinochrom A selbst
ist ein 2-Athyl-3,5,6,7,8-pentoxy-naphthochinon-1,4
(II), das im Gleichgewicht mit isomeren Chinonen vor-
liegen diirfte. Die Konstitution wurde von WALLEN-
FELS und Gaunge® durch Synthese sichergestellt: Di-
benzoyl-oxymaleinsiure-anhydrid und 2-Athyl-1,3,4-
trimethoxybenzol kondensieren in der Aluminium-
chlorid-Natriumchlorid-Schmelze bei 180-183° zu II.

H
OHOH O OCH J B
! I ’ L
C
Ho_ﬂ}/\ﬁ\l—cm-cx{a CsHs«COO—N/ \O . /\TCH2~CH3 H()_-I/\H/\M:CH2 CH,
HO—_A_/—OH Ao N\, 0CHs > HO—( K\ _J—0H
CoH,-CO0™ (Y
OH OH & OCH, I O O
\}{'

Leukoschinochrom A

dem 4,,-Komplex erkannt worden. Je nach der Kon-
zentration des einen Befruchtungsstoffes wird die des
Antagonisten dann entweder abgeschwicht oder véllig
aufgehoben.

Weitere mit der Befruchtung in Zusammenhang ge-
brachte Stoffe, z.B. ein in Eiern vorkommendes Anti-
fertilizen und ein Androgamon II1, sollen spiter geson-
dert besprochen werden, da ihre Bearbeitung unseres
Wissens noch in den Anfingen steht.

Der Gynogamon-I-Komplex

Die Eier zahlreicher Tiere sind gefirbt. Durch die
Untersuchungen vor allem von KuHN, LEDERER und
deren Mitarbeitern sind die Farbstoffe aus den Ovarien
einer Reihe von Tieren isoliert worden. Diese Pigmente,
deren chemische Struktur in den meisten Fillen er-
kannt werden konnte, gehdren entweder zur Gruppe
der Carotinoide oder zu der der Naphthochinonfarbstoffe
{Tab. I). Das Interesse der Biclogen erweckten die Ei-
farbstoffe indessen erst, als man in zwei Fillen ihre
Gamonnatur erkannt hatte. HARTMANN, SCHARTAU,
Kun~ und WALLENFELS! entdeckten die Gynogamon-
I-Wirkung des Naphthochinonfarbstoffes Echinochrom
A bel dem Seeigel Arbacia pusiulosa; HARTMANN,

1 M. HartMANN, O. Scuartavu, R, Kusn und K. WALLENFELS,
Naturwiss, 27, 433 (1939); 248, 144 (1940), — M. Harr™MANN und O.
ScHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939).

Echinochrom A

Violette Ovarien, die sich im Zustand beginnender
Reife befinden, enthalten wenig Echinochrom A, in-
dessen zwei ihm verwandte, noch unaufgeklirte, kristal-
lisiert erhaltene Naphthochinonfarbstoffe, die Echino-
chrome B und C. Das rote B ist wie A in Natronlauge
loslich, das violette C nicht.

In den Eiern sind die Echinochrome, wie Kuny und
WALLENFELS® gefunden haben, an hochmolekulare,
proteinartige Trager gebunden. Diese Symplexe sind,
verglichen mit den frelen Farbstoffen, tiefer gefirbt
und losen sich leicht in 4%igem Natriumchlorid oder
Meerwasser. Aus ihnen lassen sich die prosthetischen
Farbstoffgruppen mit n/100 Salzsdure, Alkohol oder
Invertseifen® abspalten, wobei die Haftfestigkeit in der
Reihenfolge C— B> A abnimmt. Sowohl freies wie

1 M. HartMaNN, Graf F. Mepem, R. Kunw und H.-J. Bigric,
Naturwiss. 34, 25 {1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 {1947).

2 DaB Carotinoide auch bei Pflanzen gamonwirksam sind, haben
zuerst Kunn, Moewwus und JeErcHEL? an der Griinalge Clamydomonas
eugametos entdeckt. Crocin wirkt hier als GeiBelbildungsstoff.

3 R. Kvan und K. WALLENFELS, Ber. dtsch. Chem. Ges. 72, 1407
(1939).

4 K. WarLLenreLs und A. GAUHE, Ber. dtsch. Chem. Ges. 76, 325
(1943).

5 R. Kunn und K. WALLENFELS, Ber, disch. Chem. Ges. 73, 458
(1940).

8 R, Kvan und H.-J. Bieuig, Ber. dtsch. Chem. Ges. 73, 1080
{1940).

7 R. Kuun, F. Moewus und D. JercHeL, Ber. dtsch. Chem. Ges.
71, 1541 (1938). - F. Morwus, Naturwiss, 31, 420 (1943).
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gebundenes Echinochrom A sind reversibel hydrier-
und dehydrierbar. Das Redoxpotential liegt zwischen
Ey=—76und — 81 mV?%

Der im Eiinhalt vorkommende bindre Symplex,
Echinochrom-A-.. .-Triger, IiBt sich aus gefroren zer-
kleinerten, gallerthiillefreien Eiern herausldsen und mit
Ammonsulfat fillen. Er ist biologisch unwirksam. Mit
dem aus der farbstofffreien Gallerthiille isolierten Hilfs-
trager beladen, wird der bindre zum biologisch hoch-
wirksamen terniren Symplex, Echinochrom-...-Tri-
ger-...-Hilfstriger. Wie HARTMANN, SCHARTAU und
WALLENFELS? festgestellt haben, aktiviert dieser Sym-
plex die Spermien von A. pustulosa noch in einer Ver-
diinnung von 1:300 Milliarden, d.h. rund 100mal star-
ker als das freie Echinochrom A, das noch in der Grenz-
verdiinnung von 1: 2,5 Milliarden bewegungsaktivierend
wirkt. Die entsprechende Wirkung von Eisekretwasser
hért bereits in einer Konzentration von 1:50000 auf
(Tab. I1). Der ferndre Symplex scheint danach der ei-
gentliche Urheber der G -Wirkungen bei 4. pusiulosa
zu sein. Das geht vor allem aus der merkwiirdigen Tat-
sache hervor, daB im biologisch unwirksamen binidren
Symplex, der rund 35 kg hochmolekulare organische
Substanz auf 1 Mol Farbstoff enthilt, doppelt soviel
Echinochrom A gebunden ist wie im terndren Symplex.
Das Echinochrom B ist bisher biologisch nicht vom
Echinochrom A zu unterscheiden. Wihrend das Echino-
chrom A indessen beim Stehen im Tageslicht zuneh-
mend inaktiver wird {vgl. Tab.1I, letzte Spalte), bleibt
die Wirkung des Echinochroms B unter denselben Be-
dingungen wochenlang unvermindert erhalten.

CornMaNN?® findet bei Arbacia punciulata ebenfalls
die aktivierende Wirkung eines aus den Eiern gewon-
nenen «Echinochromsymplexes», wihrend das Ei-

Tabelle IT
Aktivierung der Spermienbewegung bei Arbacia pustulosa durch Ei-
sekretwasser und Echinochrom A
{nach HarTMANN und ScHARTAUY, abgedndert)
Aktivititsgrade der Spermien 0 bis 3. Erhitztes Eisekretwasser:
Stammltsung 1 Teil Eier auf 5 Teile Seewasser, 2 Stunden bei 95°

Echinochrom A
Eisekretwasser Aktivitaisgrads der
- Spermien in
Konzen-
tration
Verdiinnungs- | Aktivitits- glcm3 frischer (111?1251(131}1)’11‘4;5
grad grad Losung am Licht
1:102 3 5.10-8 3 2
1:10% 3 5.10-7 3 1(2)
1:104 3 5.10-8 3 .
1:3.104 2 1,5-10¢ 2 o
1:5-104 1 2,5 10-% 2 -

1 K. WaLLenreLs und W, MouLg, Ber, dtsch. Chem. Ges. 76, 924
(1943).

2 M. HarT™MANN, O.ScHartavu und K, WALLENFELS, Biol, Zbl.
60, 398 (1940).

3 J. CornmaNN, Biol. Bull. §0, 202 (1941).

4 M. HarTmanN und O. ScuarTAvU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939).
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sekretwasser die Beweglichkeit der Spermien nicht
steigerte. Im Zusammenhang damit ist die Feststellung
SHAPIROS! bemerkenswert, dall innerhalb mehrerer
Stunden keine nennenswerten Mengen Farbstoff von
den Eiern dieses Seeigels an Seewasser abgegeben
werden.

DaB das Echinochrom A auch chemotaktisch anlok-
kend auf die Spermatozoen von 4. pustulosa wirkt,
zeigten HARTMANN und SCHARTAU? in einem auf DAKIN
und FortaAM?® zuriickgehenden Kapillarversuch: beid-
seits offene Kapillaren, die den in Seewasser geldsten
Farbstoff bzw. Eisekretwasser oder Seewasser allein
enthalten, werden in eine Spermasuspension gebracht.
Die Menge der Spermien, die innerhalb weniger Mi-
nuten in die Kapillaren einwandern, fillt in der Reihen-
folge: Echinochrom A, Eisekretwasser, Seewasser.

Die Eier der Regenbogen- und der Bachforelle, die
von HarTMANN, MEDEM, KusN und Bierict auf Ga-
mone untersucht wurden, sind goldgelb bis ziegelrot
gefarbt. Auch das Fruchtwasser, in das die Eier im
Ovar eingebettet sind und das beim Streifen der Tiere
mit den Eiern zusammen abgegeben wird, hat gelbe
Farbe. Es enthilt, dhnlich wie ein Eisekretwasser, In-
haltsstoffe des Eies. Im Fruchtwasser zeigen die Sper-
mien von Salmo irideus, die im Wasser nur weniger als
eine Minute lang beweglich werden, eine mindestens
sechsmal lingere und dreimal aktivere Bewegung. Der
Zusatz von Ovarialflissigkeit zum Sperma vermag also
hier nicht nur die Spermienbewegung auszuldsen, die
nach SCHLENK und KAHMANN® auf einer Abnahme der
Konzentration an Kaliumionen beruht, er zeigt auch,
daB das Fruchtwasser die bewegungsaktivierende Wir-
kung des G -Komplexes hat.

Von den drei im Eidl der Regenbogenforelle gelésten
Carotinoiden kommt diese Wirkung in erster Linie
dem Astaxanthin zu, welches mengenmiBig 129, der
Gesamtcarotinoide des Eies ausmachte (Tab. 11I). In

Tabelle 111

Die Eifarbstoffe der Regenbogenforelle (nach HArTMANN, MEDEM,
Kuux und BieLic$)

79 des mg% v je
Frischeies | des Eils | Frischei
Gesamtcarotinoide* 62,3 17,5 0,028
Lutein . [ 43,4 12,0 0,019
f-Carotin. . ., , . . 12,0 3,5 0,005
Astaxanthin . ., , . 7,2 2,0 0,003
Laktoflavin ., . . . . 220 24,6*%% 0,35

* Als Lutein berechnet. ** mg9% der Eifliissigkeit.

1 H. Suariro, ]J. Gen. Physiol. 29, 267 (1046).

2 M. Hartmany und O. Scuarrav, Biol. Zbl, 59, 571 (1939),

3 W. J. Dakiv und M. G. S. Fortuan, Brit. J. Exp. Biol. 7, 183
(1924).

4 M. HarTMANN, Naturwiss. 32, 231 {1944). — M. HartMaNnN, F.
Graf Mepem, R. Kunn und H.-J. Bisrig, Naturwiss. 34, 25 (1947);
Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947).

% W.ScHLENK jr. und H. Kaumany, Biochem.Z. 295, 283 (1938).

8 M. HarTMANN, Graf F. Mepem, R. Kunn und H.-J. Bievrig,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947).
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Tabelle IV
Aktivititsgrade und Bewegungszeiten von Spermien der Regenbogenforelle in verschiedenen Medien
{nach Harrmany, MepeEm, Kunn und Biericl)

Aktivititsgrade 0 bis 4; Bewegungszeiten in Sekunden; Temperatur 10° 1 mm3 Sperma in 1 Tropfen (= 0,06 cm?) Medium sorgfiltig ver-
teilt. (Mittelwerte und mittlere Fehler aus je 6—10 Bestimmungen.)

Fruchtwasser Frucht- xﬁi:ign B-Carotin Lutein Iﬁfiﬁg
Wi 120 311159 3
Medium p;sﬁs;r ;;iis:§ ¢ | 60 ylem® vlem ylom® |y mgfem®
Pu 77 Py 9.0 Py 90 abgekochtes Fruchtwasser
Anfangsaktivititsgrad . 1 3 1 1-2 4 3—4 2-3 23
Freie Beweglichkeit bei maxi-
maler Aktivitidt bis 174 3,5 2543 {(19+3,5| 2242 | 28-+1,5|28-+-3,5|26+3,5124+41,5
I'reie Beweglichkeit bei mini-
maler Aktivitit bis 30+4 8341155413 ) 4749 | 59+4,51584+9,5|67+12 | 4442
Bewegung an Ort bis 3746,5[2164-27|69+L4 | 6549 [9346,5|8923 {93410,5] 7417
H,C CH, H,C CH,
H,C —~CH=CH—(‘Z=CH——CH=CH-C=CH-CH=CH——CH=C—CH¢CH-CH=C~CH=CH—(’/\CH2
| H | .
HOHC CH CH CH. H ‘
L ,—CH, 3 3 3 3 ch_\\ 9HOH
(’f 111 ﬁ
0 Astaxanthin 0

abgekochtem Fruchtwasser kolloidal geldstes kristal-
lisiertes Astaxanthin, das KUHN und SORENSEN? aus
Hummereiern isoliert und als 5,5"-Dioxy-4,4’-diketo-
f-carotin (111} erkannt hatten, bringt noch in einer
Verdiinnung von 1:100000 die Spermien von Salmo
trideus auf den héchsten beobachteten Grad der Be-
weglichkeit. Bei derartigen Versuchen mufl auf sorg-
filtige Einhaltung vergleichbarer Wasserstoffionen-
konzentrationen geachtet werden, da die Spermien-
beweglichkeit auch vom p, beeinfluBt wird® Zum Bei-
spiel nimmt in dem fiir die Carotinoidldsungen als
Schutzkolloid verwandten abgekochten Fruchtwasser,
das ein py; von 9hat, die Aktivitit der Spermien, ver-
glichen mit nativem Fruchtwasser (py; 7,7) ebenso
stark ab, wie wenn letzteres ohne Verdiinnung auf
Py 9 gebracht wird, Die Befunde der Spermienaktivie-
rung in den verschiedenen genannten Medien enthilt
Tab. IV.

Das Astaxanthin lockt ferner die Spermatozoen von
Salmo irideus im Kapillarversuch chemotaktisch an, hat
also auch die zweite fiir den G-Komplex charakteristi-
sche Wirkung. Die Methodik wurde durch Anwendung
einseitig geschlossener Kapillaren verbessert. Von den
iibrigen Eifarbstoffen der Regenbogenforelle erwiesen
sich Lutein und Laktoflavin sowohl im Aktivierungs-
wie im Kapillarversuch als vollig unwirksam. Dem f-
Carotin kommt eine schwicher aktivierende und chemo-

1 M. Hartmany, Graf F. Mepem, R. Kuux und H.-J. Biue,
Naturwiss. 34, 25 (1047); Z. Naturforsch, 2b, 330 (1947).

2 R. Kuun und N. A, S6rENsEN, Ber. dtsch. Chem, Ges. 71, 1879
(1938).

3 W. SCHLENK jr., Biochem. Z. 265, 29 (1933). — 0. WinGe und
E. DiTLEVSEN, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 22, 121 (1937).

taktische Wirkung zu (vgl. die Tab. IV und V). Es ist
indessen im Gegensatz zum Astaxanthin nicht befihigt,
durch Androgamon I villig gelihmtes Sperma wieder
beweglich zu machen, worauf bei der Besprechung des
A; noch eingegangen wird. Die merkwiirdige Tatsache,
daB im Eidl geloste Farbstoffe an die wisserige Phase
{Fruchtwasser) abgegeben werden und dort biologische
Wirkungen ausiiben, wird durch die Beobachtung er-
klarlich, daB das Eiél, welches 3,69, des Gesamteies
ausmacht, an die in der Eifliissigkeit vorkommenden
Lipoproteide gebunden ist und sich erst nach deren
Denaturierung in Fettldsungsmitteln aufnehmen 148t1.

Das Sperma der Bachforelle (Salmo fario) verhilt
sich in Wasser und Fruchtwasser hinsichtlich Aktivi-
tdtsgrad und Bewegungsdauer gleich dem von Salmo
irtdews. Diese Wirkung diirfte auch hier auf dem von
SORENSEN und STENE? festgestellten Gehalt der Eier
an Astaxanthin beruhen. Weiter deutet das Vorkom-
men dieses Farbstoffes in den Eiern des Hummers?
und der Seespinne? darauf hin, daB es hier ebenfalls
am Befruchtungsvorgang teilnimmt. Beim FluBneun-
auge (Lampetra fluviatilis), dessen Spermien in Wasser
etwa fiinfmal linger als die von S. irideus beweglich
sind, beobachteten ScHArRTAU und MONTALENTI®, daf}
die am animalen Eipol in Leitungswasser entstehende

1 M. Hartmann, Graf F. Meoem, R. Kuan und H.-J. Bievic,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2, 330 (1947).

2 N. A, Sorensen und J. Sreng, Kongr. norske vid. Selsk. Skr.
1938, Nr. 9 (1938},

3 R. Kuu~ und N. A. SOrEnSEN, Ber. dtsch. Chem. Ges. 71, 1879
{1938).

4 R. Kunn, E. LEperer und A. DEUTSCH, Z. physiol. Chem. 220,
229 (1933).

5 0. ScHARTAU und G. Mo~ntaLENTI, Biol, Zbl. 61, 473 (1941).
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Tabelle V'

Chemataktische Wirkung von Carotinoiden auf die Spermien der Regenbogenforelle (Kapillarversuche)
{nach HartmaNN, MepeM, KuuN und Bierig, [Vgl Note 1, Tab, IV])

Spermien in Fruchtwasser, Farbstoffe in abgekochtem Fruchtwasser kolloidal gelést und in einseitig offenen Kapillaren eingeschlossen.
Jeder Versuch 3—4mal wiederholt

Kapillare 1

Kapillare I1

Beobachtung

Fruchtwasser Fruchtwasser GleichmiBig wenige Spermien in I und II.

abgekocht abgekocht

Astaxanthin Fruchtwasser Spermienmenge I:II ~ 5:1; Anhdufung besonders am geschlossenen

60y je 1 cm? abgekocht Ende von I. In der Umgebung der Miindung von I Anhédufung und
Aktivierung der Spermien.

B-Carotin Fruchtwasser Spermienmenge I:II ~ 3:1, sonst wie Astaxanthin.

120 p je 1 cm? abgekocht

Lutein Fruchtwasser Kein Unterschied im Spermiengehalt zwischen I und II.

115y je lcm? abgekocht

Astaxanthin p-Carotin Spermienmenge 1:1I & 1,5:1; in beiden Fillen Ansammlung und

60y je 1 cm?® 120y jelcm?® Aktivierung der Spermien an der Kapillarmiindung.

Astaxanthin Lutein Spermienmenge I:1I a 5:1; stdrkste Anhdufung am geschlossenen

60y je 1 cm?® 115y je 1em? Ende von I und IL

«triibe Flocke» die Spermien besonders stark anlockt
und dafB diese in ihrer Umgebung erhéht beweglich
werden. Da die Eier gelb gefirbt sind, beruhten auch
hier die G-Wirkungen wahrscheinlich auf einem Ei-
farbstoff, der in der «Flocke» bevorzugt austritt.
Uber die Gynogamon-I-Faktoren im Eisekretwasser

zahlreicher weiterer Tiere, und zwar ausschliefllich
Wirbelloser (Tab. VI), ist unseres Wissens bis heute
nichts bekannt. Die von MEDEM! ausgefithrte Analyse
der G-Wirkungen bei marinen Schnecken und Muscheln
hat gezeigt, daB diese im Eisékretwasser vermifit wer-

1 Graf F. MEDEM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool, Jb. 61, 1 (1945).

Tabelle VI
Vorkommen von Gynogamon-I-Wirkungen im Eisekretwasser verschiedener Wirbelloser
Polychiiten Nerers limbata LiLLie (1913)1; Sampson (1922)2
Platynereis megalops JusT (1915)2
Echinodermen Avrbacia punctulata LiLLie (1912)4; Sampson (1922)2; FranNk (1939)5
Avrbacia pustulosa HarTtMANN und ScHARTAU (1939)8
Echinus microtuberculatus DE MEYER {1911)7; HARTMANN und SCHARTAU (1939)8
Paracentrotus lividus Just (1929)%; HARTMANN und SCHARTAU (1939)¢
Echinocardium cordatum HarTMANN und SCHARTAU (1939)¢
Echinarachnius parma Just (1915)3
Echinometra subangularis SouTHWICK (1939)?
Strongylocentrotus puvpuratus SaMPsON (1922)%; TYLER (1940)10
Asterias forbesii SAaMPSON (1922)2
Asterias ochracea SAMPSON (1922)2
Leptasterias acqualis SaMPSsON (1922)2
Stichopus regalis HARTMANN und ScCHARTAU (1939)6
Mollusken Katharina tunicata SAMPSON (1922)2
Ischnochiton magdalenensis SAMPSON (1922)2
Mopalia muscosa SAMPSON (1922)%
Haliotis cracherodii Sampson (1922)%2
Haliotis tuberculaia MEDEM (1942)11
Fissurella nubecula MEDEM (1942)12
Megathurva crenulata TYLER (1940}
1 ¥, R. LiLuig, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913). 7 J. pE MEYER, Arch. Biol. 26, 65 (1911).
2 M. M. SampsonN, Biol. Bull. 43, 267 (1922). 8 E. E. Just, Biol. Bull. 57, 326 (1929).
3 E. E. Just, Biol. Bull. 28, 93 (1915). ® W. E. SouTHwICK, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939).
4 F. R. LiLuig, Science (N.Y.) 36, 527 (1912). 10 A, TvLER, Proc.Nat.Acad, Sci. (U.8.A.) 26, 317 (1939); 26, 249
5 J. A. Frang, Biol. Bull. 76, 190 (1939). (1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940).
8 M. Harrmany und O. ScHArTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 11 Graf F. MEDEM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).
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Tabelle VII
Vorkommen von Gynogamon I-Faktoren bei marinen Schnecken und Muscheln

Tierart Eifarbe Gy-Wirkung
Fissurella nubecula hellgriin Aktivation der Spermien in Eisekretwasser.
Haliotis tuberculata blaugriin Chemotaktische Anlockung durch intakte Eier,
Patella coerulea tiefolivgriin nicht durch leere Eihiillen.

Pecten varius
Solen ensis
Tapes aureus

braunrot (Pectenoxanthin 7)
schwach braungelb
schwach braungelb

Keine Aktivierung im Eisekretwasser, wohl aber
am Ei selbst, Chemotaktische Anlockung durch
intakte Eier und leere Eihiillen, nicht durch
Eiinhalt.

Stichopus regalis (Holothurie)

N
>

Echinus micvolubeyculatus <

v

Arbacia pustulosa

£
<

> Paracentrvotus lividus

Sphaevechinus granularis

Echinocardium covdatum

Haliotis tubevculata

<

Venus gallina

H
AN
0o (”) OH IVa, Spinochrom A
R=-0H
HO—(KW\ CH—CH,
HO— ‘
X
\1/\‘/ IVDb, Spinochrom P;
0O O R=—H
N

den kann, am intakten Ei indessen auftritt (Tab. VII).
In neuester Zeit hat derselbe Autor? ein Tier mit innerer
Befruchtung untersucht, namlich die Wollhandkrabbe
(Eriocheir sinensis). Bereits CANO? hatte an Dromiiden
gefunden, daB das Sperma in den weiblichen Ge-
schlechtswegen beweglich wird. Dieses Beweglichwer-
den ist, wie jetzt festgestellt werden konnte, jedenfalls
bei Eriocheir auf den Einflufl der dunkelbraunen Ova-
rialflitssigkeit zurtickzufiihren, die zusammen mit den
Eiern durch den Ovidukt zu dem im Receptaculum
seminis unbeweglich lagernden Sperma gelangt. I» vitro
beginnt die Bewegung frithestens zwei Minuten nach
Einbringen der Spermien in die Ovarialflissigkeit und
hélt etwa 15 Minuten lang an. Diese Beobachtungen
sind hier insofern von Interesse, als BIELIG® ermittelt
hat, daf3 die reifen, leuchtendvioletten Eier von Erio-
chetr ein Gemisch von sauren und neutralen epi-
und hypophasischen Carotinoiden in symplexer Bin-
dung an Proteine enthalten.

Graf F, MeEpEM, unverdffentlicht,
G. CaNo, Mitt. Zool. Stat. Neapel 9, 503 (1889).

1
2
3 H.-J. BieLig, unverdffentlicht.

Patella coevulea

[
——

Fissurella nubecula

—> Tapes aureus

H

X
O O Va, Spinon 4
T

5 k/\ , R=—0H

HO—/ e H,
HO*%{%H _R

Vb, Spinochrom P
R=—H

Uber die Arispezifitit der G-Wirkung liegen Beob-
achtungen von HARTMANN und SCHARTAU? bei einigen
Seeigeln und von MEDEM? bei marinen Schnecken und
Muscheln vor. Soweit die Versuche der Einwirkung
von Eiern oder Eisekretwissern auf artfremde Sper-
mien positiv verliefen, sind sie in der folgenden Uber-
sicht vereinigt (Wirkung des G,-Komplexes in Pfeil-
richtung? 2):

TyLER® fand, daB die kristallisierten Stachelfarbstofje
von Strongylocentrotus purpuratus im Gegensatz zu
dessen Eisekretwasser nicht G,-wirksam sind. Nach
Musaio und MiNcHILLI® enthalten die Stacheln von S.
purpuratus kein Echinochrom, indessen zwel ihm ver-
wandte, als Ca-Salze gebundene Spinochrome P und
P,. KuaN und WALLENFELS® geben dem Spinochrom
A in den Schalen von 4. pustulosa die Formel IVa.

1 M. HartMaNN und O. ScuarTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939).

2 Graf F. MEDEM, Biol.Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).

3 A, TvLER, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 523 (1939).

4 I.. Musaio und M. MixcHiLLi, Boll. sci. Fae. chim. ind. Bologna
3, 113 (1942).

5 R. KunN und K. WALLENFELS, Ber. dtsch. Chem. Ges. 74, 1594
(1941),
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Das Spinochrom A4, das in Form seines violetten Ca-
Salzes bestindig ist, geht, sobald diese Bindung wih-
rend der Aufarbeitung durch Sidure gespalten wird,
unter der dehydrierenden Wirkung des Luftsauerstof-
fes in das kristallisiert erhaltene Spinon A (Va) iiber.
In Anlehnung an diese Befunde schreiben die beiden
italienischen Forscher dem Spinochrom P, die Kon-
stitution IVb, dem Spinochrom P die Formel Vb zu.
Das Spinon A konnte noch nicht auf G,-Wirkungen
hin gepriift werden.

Das Androgamon I

Der aktivierende Faktor des Gynogamon-I-Kom-
plexes hat als Gegenspieler einen von den Spermien
abgegcbenen Wirkstoff, den man daher Androgamon
I genannt hat. Wie nimlich HARTMANN, SCHARTAU und
WALLENFELS! zuerst beobachteten, wird die aktivie-
rende Wirkung des Eisekretwassers von drbacia pustu-
losa auf arteigene Spermien herabgesetzt oder vollig
aufgehoben, sowohl durch Spermaliquor als auch durch
Filtrate von abgekochtem bzw. gefrorenem und dann
aufgetautem Sperma. Daf} es sich hier tatsdchlich um
einen Antagonismus zwischen dem aktivierenden Prin-
zip und einem Spermawirkstoff handelt, geht eindeutig
aus dem gleichartigen Verhalten von Echinochrom A
hervor: 1 cm?® Spermaliquor von A. pustulosa vermag
noch die spermienaktivierende Wirkung von 5-10-7¢
kristallisiertem Echinochrom 4 zu verhindern.

Eine Methode zur Abtrennung des 4; aus Sperma
verdankt man KvHN unid WALLENFELS2. Die A -haltige
Fraktion 148 sich aus schonend getrocknetem Sperma
mit Methanol extrahieren und findet sich angereichert
in dessen Abdampiriickstand wieder. Solche Ausziige
aus A .-pustulosa-Sperma lihmten die Bewegung der art-
eigenen Spermien noch bis zu einer Verdiinnung von
1:8000. Dielihmende Wirkung derartiger Extrakteliel3
sich durch Echinochrom A aufheben. Es handelt sich
hier um dieselbe Wirkung auf die Spermien, die unab-
hingig voneinander bereits SOUTHWICK3bei Echinometra
subangularis und HARTMANN und Mitarbeiter* bei A.
pustulosa mit unextrahiertem Sperma festgestellt hat-
ten®. Aus diesen Arbeiten geht weiter hervor, da3 die
4,-Wirkung reversibel ist und daB der Wirkstoff von
den Spermien an den Liquor abgegeben wird. Unbe-
weglich gewordene Spermatozoen von E. subangularis
werden namlich durch Zusatz von Seewasser, was einer

1 M. HartmanN, O, Scuartau und K., WALLENFELS, Biol. Zbl.
60, 398 {1940).

2 M. HarTMANN, O. Scuartav, R. KunN und K, WALLENFPELS,
Naturwiss. 28, 144 {1940).

3 W, E. Soutnwick, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939).

4 M. Hartmaxn, O. Scitartav und K. WarLLenFeLs, Biol, Zbl
60, 398 (1940).

5 Der vielfach benutzte Ausdruck «Spermaextrakte» fiir Filtrate
von abgekochtem oder gefrorenem und aufgetautem Sperma gibt zur
Verwechslung mit den Methanolextrakten aus Sperma Anlaf und
wird deshalb in diesem Aufsatz nicht gebraucht. Wir vermeiden auch
den Begriff «Trockensperma» fiir unverdiinntes Sperma, weil hier
cine Verwechslung mit getrocknetem Sperma naheliegt,

A%
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Herabsetzung der Konzentration an lihmender Sub-
stanz entspricht, wieder beweglich; ein Vorgang, der
sich mehrmals wiederholen 14Bt. Es ist wichtig, mit ge-
reinigten Aj-Priparaten zu arbeiten und sich von der
antagonistischen Wirkung gegeniiber dem aktivieren-
den G-Faktor zu iiberzeugen, wie aus den Versuchen
bei Salmo iridens hervorgeht?.

Das mit Methanol extrahierte Rohandrogamon I der
Regenbogenforelle, welches 0,5%, des freien Spermas
ausmacht, wirkt noch in einer Verdiiunung von 1;1000
Spermien lihmend. Die Grenzkonzentration, in der
totaler Antagonismus zum & -Komplex bei 5. irideus
besteht, liegt bei 2,4 - 10-4 g Astaxanthin auf 1 g Rob-
androgamon I. Diese antagonistische Wirkung zum 4,
unterscheidet das Astaxanthin vom 8-Carotin der Fo-
relleneier, welches zwar die Spermien aktiviert und an-
lockt, den Lihmungsstoff aber nicht unwirksam zu
machen vermag. Nur dem Astaxanthin kommen also
alle drei Wirkungen des G-Komplexes zu. Die Auslo-
sung der Spermienbewegung bei Forellen durch Ver-
diinnung des Spermas mit Wasser ist allein kein sicherer
Test auf Androgamon I. Nach SCHLENK und KanmMann?
sind namlich die Forellenspermien auch in «kiinstli-
chemy, d.h. rein anorganischem, 4 -frelem Liquor un-
beweglich und die Auslésung ihrer Bewegung durch Ver-
diitnnung beruht hier einzig auf der Anderung des Gleich-
gewichtes an Kaliumionen zwischen Liquor und Sper-
matozoenschwinzen.

Im Sperma weiterer Tiere wurde 4 ;-Wirkung gefun-
den bei:

Echinodermen: Echinus esculentus (RUNKSTROM und Mit-

arbeiter, 1944)3
Strongylocentrotus droebachiensis (RUNX-

srrOM und Mitarbeiter, 1944)3
Haliotis tubevculata (MEDEM, 1942)*
Patella coerulea (MEDEM, 1942)4
Fissurella nubecula (MEDEM, 1942)4
Pecten varius (MEDEM, 1942)4
Solen ensis (MEDEM, 1942)4
Ostrea edulis (MEDEM, 1942)4
Ciona intestinalis (MEDEM, 1942)3
Laspreta fluviatilis (SCHARTATU und Mox-

TALENTI, 1941)8
Salmo fario (HarTMANN und Mitarbei-

Aollusken:

Tunicaten.
Cyclostomen:

Teleosteer:

ter, 1947)8
Salmo salar (RunxsTROM und Mitarbei-
ter, 1944)7
dAmphibien: Rana temporaria (MEDEM, unveriffent-
licht)

Bei Echinocardium cordatum und Psammechinus mi-
ltaris ist die Anwesenheit von A; zweifelhaft?. Row-

M. HartMany, Graf V. Mepes, R, Kvax und H.-J. Bioug,
Naturwiss. 34, 256 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 {1947).

2 W, Scuresk jr.und H.Kanmann, Biochem.Z. 2935, 283 (19038},

% J.RuxnsTrROM, 8. LinvpvarLs und A, Tisgvius, Nature (London)
153, 285 (1944).

4 F,G:af MepewM, Biol.Zbl, 62, 431 (1042); Zool. Jb. 61, 1 (1945).

5 Q. Scuartav und G. MoNTALENTI, Biol. Zbl, 61, 473 (1041).

6 M. HarTtMANN, Graf F. MepeM, R, KunN und H.-]. BieriG,
Naturwiss, 34, 25 {1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 {1947).

? J.RunnstréM, S.Linpvarn und A Tisgrius, Nature (London)
153, 285 (1044},
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LaNDs! gibt neuerdings an, daB verdiinntes Kaninchen-
sperma, dem ein arteigenes Spermafiltrat zugefiigt
wurde, in seiner Befruchtungsfihigkeit beeintrichtigt
wird. Es ist zu vermuten, da auch diese Wirkung in
erster Linie auf der Anwesenheit eines A; beruht und
nicht, wie der Autor meint, allein der im Samen ent-
haltenen Hyaluronidase (Faktor des 4,;-Komplexes)
zuzuschreiben ist.

In den bisher gepriiften Fillen erwies sich das Ay als
weder art-, noch gattungs-, noch ordnungsspezifisch,
wie aus folgender Ubersicht hervorgeht (Wirkung des
Ay in Pleilrichtung 2. 3.4 8):

Arbacia pustulosa

¥

Pavacentrotus lHuidus

[ —

Strongylocentrotus droeb.

Echinus esculentus
Psammechinus miliavis <

Uber die bei der geringen Spezifitit besonders inter-
essante chemische Natur eines A;-Faktors ist bisher
nichts bekannt. Das Rohandrogamon I im Riickstand
von Methanolausziigen aus gefroren getrocknetem See-
igelsperma wird weder durch 30minutiges Kochen mit
Wasser® noch durch ebenso langes Erhitzen mit n/HCl
auf 100°2 in seiner Wirkung beeintrachtigt. Al-Oxyd
oder -Hydroxvd adsorbieren das A4; stark aus wisseri-
ger Losung?®.

Das Gynogamon IT

Die Wirkung, die man heute dem Gynogamon II zu-
schreibt, namlich die Agglutination der Spermien durch
Eisekrete, ist viel diskutiert worden, seit LiLLIE® thr
in seiner Fertilizintheorie die maBgebliche Rolle bei der
Befruchtung zuerkannte. Ihre tatsiichliche Stellung
innerhalb des Befruchtungsgeschehens lieB sich indes-
sen erst klarer beurteilen, nachdem HARTMANN und
Mitarbeiter”® das Agglutinin genannte Prinzip der Eier
erstmals beim Seeigel Arbacia pustulosa von Wirkun-
gen des G-Komplexes abzutrennen vermochten.

Nach LiLLIE? geht die Agglutination der Spermien

1. W. Rowwranps, Nature (London) 154, 332 (1944).
J. RunnsTROM, S. Linpvarr und A. Tr:evivs, Nature (London)
153, 285 (1944).

3 M. HarTMANN, O. Scuartav und K. WarLenrers, Biol, Zbl
60, 398 (1940).

4 F, Graf Mepey, Biol.Zbl. 62, 431 (1942); Zool, Jb. 61, 1 (1045}

5 M. Hartvany, Graf F.Mepeym, R, Kvax und H.-J. Bierig,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2D, 330 (1947).

§ F. R. LirLig, Science (N.Y.) 38, 524 (1913).

7 M, HartMany, O, Scuartavu, R, Kuan und K. WALLENFELS,
Naturwiss. 27, 433 (1939); 28, 144 (1940).

8 M. Hartmany und Q. Scuarrav, Biol, Zbl. 59, 571 (1939).

¥ F. R. Liivig, J. Exp. Zool. 74, 515 {1913).

1
2

Astevias glacialis

Patella coevulea

{ExrvErtentia VoL, V;1j

durch das Eisekretwasser von 4rbacie Hand in Hand
mit deren Aktivierung und Chemotaxis. Diese Wirkun-
gen des Eisekretwassers kommen nach HARTMANN,
ScHArTAU, KUuHN und WALLENFELS! 2 dem vom Ei ab-
gegebenen ternidren Symplex, Echinochrom-. . .-Triger-
...-Hilfstriger zu. Bei der Dialyse dieses Symplexes
gegen destilliertes Wasser bleibt der Hilfstrdger, der,
wie frither erwihnt, ausschlieBlich der Gallerthiille ent-
stammt, in Ldsung, wihrend der Farbstoff als binirer
Symplex ausfallt. Die farblose Losung des Hilfstrigers
vermag die Spermien nicht mehr zu aktivieren, hat da-
gegen noch die volle Agglutinationswirkung des ter-

—» Clona intestinalis
—>  Solen ensis

—> Peclen varius

)—> Ostrea edulis

—  Salmo salar

Salmo irideus

ndren Symplexes. Der Hilfstriger ist also bei A. pusiu
losa das Gy-wirksame Agglutinin und in seinen Wirkun-
gen identisch mit dem Fertilizin L1LLIES. Bei der Ver-
diinnung des Eisekretwassers von Arbacia nimmt die
Wirkung des Agglutinins rascher ab als die des Gyno-
gamons I; durch zweistiindiges Erhitzen auf 959 wird
sie vollig zerstort (Tab. VIII). Aus seiner Losung fallt

Tabelie VIII
Vergleich von Spermienagglutination und -aktivation in nativem
und erhitztem Eisekretwasser von Arbacia pustuwiosa (nach Hart-
many und Scuartav®, abgedndert)
Agglutinationsstirke 0—IV; Aktivationsgrade 0—3. Eisekretwasser:
Stammlésung 1 Teil Eier auf 5 Teile Seewasser, Erhitzungsdauer:
2 Stunden 95°

Natives Eisekretwasser | Erhitztes Eisekretwasser
Verdiinnungs-
grad z}ggl_u- Aktivation Agslu- )y iotion
tination tination
1:100 18Y 3 0 3
1:1000 111 3 0 3
1:10000 11 3 0 3
1:30000 1 3 0 2
1:50000 0 3 0 1

der Hilfstriger mittels Ammonsulfat, anderen Sulfaten
oder n/100 Salzsiure aus. Die Fillung enthilt 8,5%,
Stickstoff und hat den Charakter einer SHure vom
Aquivalentgewicht etwa 500. Aus dem mit verdiinnter
Salzsiure gewonnenen Hydrolysat 1aB8t sich mit Phos-

1 M. HartMany, O, Scuarrtav, R, Kvax und K. WALLENFELS,
Naturwiss. 27, 433 (1939); 28, 144 (1940},

2 R. Kuan und K. Warrenrers, Ber, disch. Chem. Ges. 73, 468
{1940).

3 M. HartMany und O, Scuarrtav, Biol. Zbl. 59, 571 {1939),
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Tabelle IX
Agglutinationsgrade der Spermien der Regenbogenforelle unter der Einwirkung von Rohagglutinin
Stammnlésung: 9,6 mg Rohagglutinin je 1 cm® 1%iges Natriumchlorid Verdiinnung mit Wasser. Agglutinationsgrade (subjektiv): I-IV
{nach Hartmany, MepeM, Kvux und BigLiat)

Konzentration an Roh-
agglutinin (g je em¥)

Beobachtete Agglutinationsstufen der Spermien

9,6 - 10—3

Grad IV, Stiarkste Agglutination. Sperma sofort «geronnen»; vollig bewegungslos; z. T.
an der Sonde haftend. Streifen und Haufen schon makroskopisch erkennbar.

schrumpfen und reien.

Grad III. Starke Agglutination. Sofort beginnende Ausbildung ausgedehnter dicker
Netze (Eisblumenmuster). Spermien z.T. in den Netzen noch bis zu 30 Sekunden
zitternd. Die Netzbildung nimmt bis zu 1 Minute dauernd zu, wobei die Netzfiden

Grad IL. Mittelstarke Agglutination. Nach 20 Sekunden beginnende Ausbildung diinner
Netze, die bis zu 90 Sekunden anhidlt. Die Netze schrumpfen und reilen. — Vor
Beginn der Agglutination entfalten die Spermien eine ungehemmte, freie Aktivitit
Aktivititsgrad 2). Nach Beginn der Agglutination bewegen sie sich innerhalb und
auflerhalb der Netze noch bis zu 1 Minute an Ort.

4,8-10"°

Grad I. Schwache Agglutination. 25—~30 Sekunden nach Einbringen des Spermas be-
ginnende Bildung von Agglutinationsfiden. Vor Beginn der Agglutination sind die
Spermien voll aktiv (Aktivitdtsgrad 2); z.T. findet lose Zusammenlagerung (Ad-
hision) statt, Das Ende der Spermienbewegung fillt mit der vollen Ausbildung der
Agglutinationsfiden zusammen (1 Minute).

4,8 - 10~10

Keine Agglutination. Verhalten der Spermien wie in Wasser: Aktivitdtsgrad 1—2; 20
Sekunden. Mit Verlangsamung der Bewegung beginnt lose Zusammenlagerung (Ad-
hision) der Spermatozoen, aus der sich diese bei Berithrung wieder 16sen. Gesamt-
bewegungsdauer: 35—40 Sekunden.

phorwolframsiure eine stickstoffreiche Base abschei-
den, wobei ein aminosidurehaltiges Filtrat zuriick-
bleibt®. Das Agglutinin aus den Eihiillen von Strongylo-
centrotus purpuratus verhilt sich nach TYLER und Fox?®
ahnlich. Es wird durch proteolytische Fermente in-
aktiviert.

In einer bemerkenswerten Arbeit beschreibt Popa?
die mikroskopisch erkennbaren Verinderungen, welche
die Spermien von Arbacia im Verlaufe der Agglutina-
tion erfahren: 1. bildet sich unter dem Einflu des Ei-
sekretwassers an der Spitze des Spermakopfes fir eine
Minute eine Mikropyle aus, durch die eine klebrige Sub-
stanz als Flocke austritt (mit diesen Flocken haften
die noch beweglichen Spermien aneinander [reversible
Phase der Agglutination]); 2. 16st sich die zytoplasma-
tische, lipophile, den Kern umgebende Hiille allmih-
lich ab und héuft sich als «Lateralkérper» am Kopf des
Restspermiums an. In dieser irreversiblen Phase der Ag-
glutination werden die Spermien unbeweglich (Abb.1).

Bei Salmo irideus® ist der Triger der Agglutinations-
wirkung im Gegensatz zu Arbacia nicht in der Eihiille,

1 Vgl Note 1, Tab. IV.

2 R. Kuny und K. WaLLENFELS, Ber. disch, Chem. Ges. 73, 458
(1940).

3 A. Tvrer and S. W. Fox, Science (N.Y.) 90, 516 {1839},

% G.T. Pora, Biol. Bull. 52, 238 (1927).

5 M. Hartmany, Graf F. MEpeM, R, Kuan und H.-J. BieLig,
Naturwiss, 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947).

~Kern—-~
I \\

7
Vz;poph ile Svbsterz- -
I b

Abb, 1. Verinderungen von Arbaciaspermien bei der Agglutination
{nach Poral).

a Bewegliches Spermium mit Mikropyle und Flocke.
b TIrreversibel unbewegliches Spermium mit Lateralkérper.

sondern im Eiinnern enthalten. Das Agglutinin wird
von dort an das Fruchtwasser abgegeben. Wihrend
natives Fruchtwasser die Aktivitdt der Forellensper-
mien erhéht und ihre Bewegungsdauer erheblich ver-
lingert, tritt in verdiinntem Fruchtwasser starke, ir-
reversible Agglutination der Spermatozoen ein. 1%iges
Na-Chlorid verhindert diese Koagulation. Durch zwei-

1 . T. Pora, Biol. Bull.. 52, 233 (1927).
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minutiges Kochen des Fruchtwassers wird die G;-Wir-
kung vernichtet.

Kuny und BieLic! haben das Forellenagglutinin aus
der wiisserigen Eifliissigkeit durch wiederholtes Um-
fillen zunichst mit Wasser, dann mit 309, igem Azeton
und Lésen in 19%igem Na-Chlorid angereichert und
durch Dialyse gegen Wasser abgeschieden. 7500 (= 350g)
Eier ergaben 56 g Rohagglutinin in Lamellen, d.h. 479,
des Eitrockengewichts. Das Regenbogenforellenagglu-
tinin hat die Eigenschaften eines EiweiBkorpers von
Globulinnatur. Es ist thermolabiler als der Arbacia-
hilfstriger, unldslich in Wasser, aber 16slich in ver-
diinnten Salzldsungen und in verdiinnten Siuren und
Laugen. Halbsittigung mit Ammonsulfat schligt das
G,; nieder. Die Losung in 19%,igem Na-Chlorid reagiert
mit nukleinsaurem Natrium und mit Agar-Agar unter
Fillung. In seiner elementaren Zusammensetzung und
seinem Gehalt an gebundenem Zucker und Phospha-
tiden dhnelt es den Ichthulinen, die aus vielen Fisch-
eiern erhalten worden sind2. Das Trockenprédparat wird
zunehmend schwerer 16slich. Die schwerldsliche Form
entspricht einem Globulan3. Das Rohagglutinin wirkt
noch in einer Verdiinnung von 1:5 Milliarden auf die
Spermatozoen der Regenbogenforelle. Die einzelnen
Stufen der Agglutination bei abnehmender Konzen-
tration des Wirkstoffes zeigt Tab. IX. Nichtdialysier-
tes Rohagglutinin, das BieLic und MEDEM? 1948 aus
den Eiern zweijahriger Regenbogenforellen bereiteten,
wirkte mehr als 1000mal schwicher agglutinierend auf
die Spermien gleichaltriger Mannchen als das im Vor-
jahre dargestellte, eben beschriebene Préiparat aus den
Eiern vierjdhriger Tiere. Die Agglutination des Eiin-
haltes war indessen beidmalig anndhernd dieselbe. Nach
Untersuchungen von BERGOLD, BierLiG und MEDEM®
mittels der Ultrazentrifuge besteht das Rohagglutinin
aus zwel Komponenten mit S,y = 3,4 und = 7,3. Bei
Annahme von Sphiroproteiden entspricht dies Mole-
kulargewichten von ~ 35000 jnd ~70000. Nach 10mi-
nutigem Kochen der Lésung in 0,5 Mol Na-Hydrogen-
karbonat ist die Komponente mit dem kleineren Mole-
kulargewicht parallel mit dem Ausbleiben der Agglu-
tinationswirkung verschwunden.

Die Bachforelle® unterscheidet sich hinsichtlich der
Agglutination dadurch von Salmo irideus, dall zwar
der verdiinnte Eiinhalt, nicht aber das Eisekretwasser
die Spermien zusammenballt. Ahnlich findet bei den
Muscheln Pecten varius und Solen ensis Agglutination
nur direkt an den intakten Eiern statt?. Beim FluB-
neunauge® folgen Aktivierung und Agglutinierung der

1 vgl. Note 6 von S. 21,

2 Vgl. die Ubersicht bei J. NEepnam, Chemical Embryologie 1,
323 (1983).

3 Vgl. C. T. M6RNER, Z. physiol. Chem. 10, 429 (1904).

4 H.-]. BieLic und F. Graf MeDEM, unverdffentlicht.

5 G. BeErcoLp, H.-J. BieLic und Graf F.MepEM, unversffentlicht.

6 M. HartmaNN, F. Graf MeEpeM, R. Kuux und H.-J. Bieric,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947)

7 F,Graf MepeM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).

8 0. ScuarTAU und G, MONTALENTI, Biol. Zbl. 61, 473 (1941).

[EXPERIENTIA VoL, V/1]

Spermien durch Eisekretwasser zeitlich aufeinander.
Die Spermien verkleben bei der Agglutination nicht
wie bei S. ¢ridens unter Ausbildung von Netzen, son-
dern lagern sich strahlenférmig mit den Schwiinzen an
zentral geballtes Sperma an.

Eingehend untersucht haben TyLER und Mitarbeiter!
das Gynogamon II der Schnecke Megathura crenulata.
Dieses hochmolekulare Agglutinin, welches Eiweil-
reaktionen gibt, wird durch Dialyse, Adsorption an
Ca-Karbonat und Féllung des Seewassereluats mit
Ammonsulfat gereinigt. Von den bisher beschriebenen
Agglutininen unterscheidet sich das Megathuraagglu-
tinin durch seine auBerordentliche Thermostabilitiit.
Z4stiindiges Kochen bei p, 3 inaktiviert nur zu 509%,.
Das Agglutinin ist in destilliertem Wasser instabil und
wird durch proteolytische Fermente zerstort.

Hinsichtlich der Erforschung der G-Wirkstoffe bei
Saugetieren verdient eine Arbeit von Pora2 besondere
Erwihnung, die die agglutinierende Wirkung von
Follikelfliissigkeit auf Siugetierspermien beschreibt.
In der zellfreien Fliissigkeit GRaAFscher Follikel von
Kuh, Schaf und Schwein werden arteigene, aus Hoden,
Nebenhoden oder Samenblasen gewonnene Spermien
1-20 Minuten nach dem Einbringen zu durchscheinen-
den, bréckligen Coagula zusammengeballt. Das Agglu-
tinin, welches wahrscheinlich vom Ei abgegeben wird,
wird durch Erhitzen auf 56° inaktiviert. Eine Agglu-
tination findet auch an gekochtem Sperma statt, fehlt
aber im Spermaliquor. Sie soll in einer Reaktion zwi-
schen den Lipoiden der Spermienoberfliche und dem
Agglutinin der Follikelflissigkeit bestehen. Andere li-
poidhaltige Gewebe, z.B. Gehirn, Schilddriise und Sub-
kutanfett, geben die als «Lipogelreaktion» bezeichnete
Umsetzung ndmlich ebenso wie reines Kephalin, wiih-
rend Eieralbumin nicht reagiert.

Die folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht
iiber weitere Tierarten, bei denen Agglutination art-
eigener Spermien im Eisekretwasser oder am Ei selbst
beobachtet wurde, {iber deren agglutinierendes Prinzip

aber nichts Genaueres bekannt ist.
Polychdten: Nereis limbata (LILLIE, 1913, JusTt, 1915,
SaMPsSON, 1922, Popa, 19273.4,5.5)
Platynereis megalops (Just, 19154)
Echinodeymen: Avbacia punctulata (LILLIE, 1913;
SAMPSON, 19223,5)
Echinayachnius payma (Just, 19197)
Echinus microtubeyculatus (Just, 19298)
Strongylocentrotus purpuratus (TYLER
und Fox, 19399

1 A.TYLER, Proc.Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 817 (1939); 26, 249
(1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940). — A. TyLER and S. W.Fox, Science
(N.Y.) 90, 516 (1939).

2 G.T. Pora, Biol. Bull. 52, 223 (1927).

3 F.R.LiLuim, J. Exp. Zool. 74, 515 (1913},

1 E. E. Just, Biol. Bull. 28, 93 (1915).

M. M. Sampson, Biol. Bull. 43, 267 (1922).

. T. Pora, Biol. Bull. 52, 238 (1927).

. E. JusT, Biol. Bull. 36, 11 {(1919).

. E. Just, Biol. Bull. 57, 326 (1029).

. Tyrer and S. W. Fox, Scicnce (N.Y.) 202, 516 (1939),

< @ =2 ¢ 0
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Strongylocentrotus franciscanus (LOEB,
19141, LiLrig, 19212, SAMPSON, 19223)

Echinus esculentus (CHARTER, 19329

Paracentrotus lividus ( JusT, 1929, HART-
ManN und Mitarbeiter, 193958)

Echinometra subangularis (SOUTEWICK,
1939)7

Katharina tunicata (SAMPSON, 1922)8

Solen ensis (MEDEM, 1942)°

Pecten varius (MEDEM, 1942)®

Ciona intestinalis (FUcHs, 1914)1°

Mollusken:

Tunicaten:

Entsprechend ihren physikalisch-chemischen Unter-
schieden wirken die Agglutinine verschiedener Tier-
arten spezifisch. Es sind indessen einige Fille bekannt-
geworden, in denen eine Reaktion zwischen dem G
einer Art und den Spermien einer anderen Art statt-
findet. LiLLIE' unterscheidet diese Agglutination art-
fremder Spermien als Heteroagglutination von der Iso-
agglutination arteigener Spermatozoen. Die folgende
Ubersicht enthilt Beispiele derartiger Heteroagglu-
tinationen (Wirkung des Gy in Pfeilrichtung3.12 12):

Platynereis megalops
Nereis limbata (—’
Chiton apiculata <4

A stropecten auvantiacus
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Der Mechanismus der Agglutination der Spermien
durch Gynogamon II dhnelt der serologischen Reak-
tion von Antigen und Antikérper. Der Agglutininreak-
tion entspricht die Prizipitinrcaktion. Hierher gehért
die Beobachtung von TYLERY, daB hitzeinaktiviertes
Arbaciaagglutinin die arteigenen Spermien zwar nicht
mehr zusammenballt, mit diesen aber noch reagiert.
Man erkennt das daran, dal} eine spitere Zugabe von
nativem Agglutinin nun ebenfalls keine Agglutination
mehr bewirkt. Der genannte Autor erklirt diesen Ef-
fekt mit einem durch Hitze bewirkten Ubergang des
normalen, multivalenten Agglutinins in ein univalentes
Agglutinin. In diesem Zusammenhang sei weiter die
Heteroagglutination von Spermien durch Kérperflis-
sigkeiten erwihnt. Eine solche erleiden zum Beispiel
die Spermien von Nereis limbata und Echinarachnius
parma durch das Blut von Arbacia punciulata® und die
Spermatozoen vieler Wirbelloser und Wirbeltiere durch
das Serum des Hummers Panuliris interruptus®. Nach
TYLER und SCHEER* kommt die letztere Wirkung einer

Lchinarachnius parma

1

Arbacia punctulaia

» Avbacia pustulosa

—> Strongylocentrotus purpuratus
Katharina tunicata % ¥

—»  Strongylocentrotus franciscanus

Salmo ivideus

—>
Y —>
Rind ———

=
e

! . Loes, J. Exp. Zool. 17, 123 (1814).

2 F.R. LiLLig, Biol. Bull. 40, 1 {1921).

3 M. M. SamPsON, Biol. Bull. 57, 326 (1929},

4 G. S. CuArTER, J. Exp. Biol. 8, 258 (1032).

5 E.E. JusT, Biol. Bull, 43, 267 (1922},

8

M. Harrmany, O. Scuarray und K. Warienrers, Biol, Zbl,
60 398 (1040).

7 W. E. Sournwick, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939).

8 M. M. SaMmeson, Biol, Bull, 43, 267 (1922).

% Graf F. MepEM, Biol.Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1045).

10 H. M. Fucnus, Arch. Entwicklungsmechanik £¢, 157 (1914).

11 F, R. LiLLig, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913).

12 F. R. LiLLig, Science (N.Y.) 38, 524 (1918), ~ M. HARTMANN,
0. Scuartau und K, WarLLENFELS, Biol, Zbl, 60, 398 (1940).~G.T.
Pors, Biol. Bull. 52, 223 (1927). - E.E. Just, Biol. Bull. 36,11 (1919).

13 H.-J. Bieric und F. Graf Mepewm, unveriffentlicht.
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bei der Elektrophorese langsam wandernden, nicht
himozyaninartigen Proteinkomponente zu. Ferner
zeigten CHAMBERS und Mitarbeiter, daB man durch
Einspritzen von Stierspermaausziigen in Kaninchen
ein spezifisches Antiserum erhilt, das die Stierspermien
agglutiniert. Die Spermien der Regenbogenforelle wur-

U A. TvLER, Biol. Bull. 81, 190 (1941),

2 F. R. Liruig, Science {N.Y.) 39, 524 (1913). — E. k. Jusr, Biol.
Bull. 36, 11 (1919).

3 A. Tvier und C. B, Metz, J. Exp. Zool. 100, 387 (1945).

4 A.TvrEr und B. T. Scueer, Biol. Bull. 8§, 193 (1945).

5 G. HeExrte, W. HENLE und L. A, CuaMBERS, J. Exp. Med. 65,
335 (1938).
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den durch Rinderserum wund durch Serumalbumin
(Hammel) zur Agglutination gebracht!. Von RoOSEN-
THAL? wurde schlieBlich eine agglutinierende Wirkung
beschrieben, die aus Faeces isolierte Stimme von
Escherichia coli auf menschliche und Rattenspermien
ausiiben. Vielleicht geht auch die von Ka10? beobach-
tete Agglutination verschiedener Siugetierspermien
durch Vaginalsekrete auf die Anwesenheit solcher sehr
thermolabiler Bakterienagglutinine zuriick.

Der Androgamon-I1-Komplex

Der Faktor, den HARTMANN, SCHARTAU und WAL-
LENFELS? bei Arbacia pustulosa urspriinglich Andro-
gamon II nannten, findet sich in der Nukleoproteid-
fraktion, die zuriickbleibt, wenn man aus schonend ge-
trocknetem Sperma die A;-haltige Fraktion mit Me-
thanol herausldst. Die A Fraktion vermag folgende
Wirkungen zu entfalten: 1. eine antagonistische Wir-
kung gegeniiber dem Gynogamon II (Isoagglutinin);
2. eine Auflésung der Eihiille; 3. eine Fillung der Ei-
hiille, die auch die Ursache einer haufiger beobachteten,
irreversiblen Agglutination der Eier sein diirfte.

Eine abschwichende Wirkung von nativem Seeigel-
sperma auf die Agglutination durch Eisekretwasser
war bereits DE MEYER® und LILLIE® bekannt. Einge-
hend studiert wurde dieses Phinomen bei Wirbellosen
indessen erst von FRANK? (Arbacta punctulata), SOUTH-
WICK® (Echinometra subangularis), TYLER® (Megathura
crenulata) und vor allem von HARTMANN, SCHARTAU
und WALLENFELSY (Arbacia pustulosa). Nach diesen
Arbeiten vermogen auch filtrierte Kochsifte und See-
wasserausziige aus gefrorenem Sperma das in den je-
weiligen Eisekretwassern enthaltene Agglutinin un-
wirksam zu machen.

Soweit bisher gepriift, sind die G-antagonistische
und die fillende oder lésende Wirkung primir verge-
sellschaftet. Dies gilt fiir das Sperma des Seeigels A4-
pustulosa®, der Schnecken Megathura crenulata®, Halio.
tis tuberculata, Fissurella nubecula, der Muschel Pecten
vartus'® und der Forelle Safmo iridens't. Das Sperma
der Bachforelle!? u. des FluBneunaugest? wurde bisher

1 H.-J. Bikric und Graf F. MEDpEM, unverdffentlicht.
2 L. RoSENTHAL, J. Bacteriol. 45, 545 (1943).
3 K. Karo, Mem. Faculty Sci. Tiahoku Imp. Univ. 19, 1 (1936).
1 . WaLLenFELs, Osterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/20 (1940),

5 J.ve MEYER, Arch. Biol. 26, 65 (1911).

8 F. R. LiLLIg, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913).

7 J. A. Frank, Biol. Bull. 76, 190 (1939).

¥ \W. E. SoutHwick, Biol. Bull. 77, 147, 157 {1989).

¥ A.TvyLER, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, 219
(1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940).

10 M. HARTMANN, O. ScHArRTAU und K. WALLENFELS, Biol. Zbl.
60, 398 (1940).

11 Graf F. MebpeM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).

12 M. HartMany, Graf F. Mepesm, R. Kunn und H.-J. BieLig,
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b 350 (1947).

13 J.Run~sTREM, S.Linpvart und A.Tiserivs, Nature (London)
153, 285 (1911}, — O, Scuarrav und G, MoxTaLENTI, Biol. Zbl, 61,
A7 (1941),
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nur auf die G-antagonistische Wirkung hin unter-
sucht und diese bestdtigt gefunden.

Die fallende und die 16sende Wirkung auf die Eihiille
kénnen gemeinsam im Spermaauszug gefunden werden
oder dieser enthilt, soweit bekannt, nur die eine oder
die andere Wirkung.

Es wurden beobachtet: a) fillende Wirkung und Ei-
agglutination gleichzeitig bei Echinocardium cordatum,
Psammechinus miliaris, Strongylocentrotus drvoebachien-
sis und Echinus esculentus'; b) nur Eiagglutination bei
Arbacia punctulata® und Strongylocentrotus purpuratus®;
¢) nur die lésende Wirkung auf die Gallerthiillen bei
Arbacia pustulosa, Paracentrotus lividus, Echinus micro-
tuberculatus®, Megathura crenulata, Haliotis cracherodit®,
H. tuberculata, Fissurella nubecula, Pecten varius®; d)
nur die fillende Wirkung auf die LEihiillen bei Salmo
wrideus”.

1940 fand TvyLER® bei Megathura crenulata, daBl
durch zweiminutiges Erhitzen von kaltbereiteten Sper-
maausziigen auf 60° die eihiillenlésende Wirkung zer-
stort wird, wihrend die Anti-G-Wirkung erhalten
bleibt. MoNrOY und RUFF0? zeigten spiter, daB sich
aus dem Sperma von Arbacia pustulosa (syn.A.lixula)
ein eihiillenlésendes Prinzip abtrennen liBt, das nun
umgekehrt das Eiagglutinin nicht mehr inaktiviert.
Dieser Stoff erwies sich als ein mucinspaltendes, visko-
sitdtserniedrigendes Ferment, eine Hyaluronidase. Er
unterscheidet sich durch seine Thermolabilitit — fiinf-
minutiges Erhitzen auf 100° inaktiviert total — von
einem ebenfalls gallertlgsenden Faktor, den WALLEN-
FELS? schon 1940 aus getrocknetem, methanolextra-
hiertem Sperma angereichert hatte, der aber auch
durch fiinfstiindige Einwirkung von 98°% in seiner Wir-
kung nicht beeintrichtigt wird. In diesem Zusammen-
hang ist von Bedeutung, da8 McCLEAN und HALEM
auch Azoproteine sowie Askorbinsdure und deren Oxy-
dationsprodukte befihigt gefunden haben, dhnlich vis-
kositatserniedrigend zu wirken wie Hyaluronidase, und
zwar ohne reduzierende Gruppen aus Hyaluronsiure
freizulegen.

Wir haben es nach dem Gesagten also in den Sperma-
ausziigen mit verschiedenen Stoffen zu tun, die die eine
oder die andere der urspriinglich dem A, zugeschrie-
benen Wirkungen entfalten (4;-Komplex). TyLer!?
nimmt an, daB die G -antagonistische Wirkung und
die gallerthiillenlésende Wirkung im Sperma von M ega-

1 Vgl Note 13, 1. Kol.

2 J. A. Fraxk, Biol. Bull. 76, 190 (1934).

3 A. TyLER, Proc. Nat. Acad. Sci, (U. 8. A.) 24, 317 (1939); 26,
249 (1940); Biol. Bull. 78, 159 (1910).

4 M. HarTMANN, O. ScHartav und K. WALLENFELS, Biol. Zbl,
60, 398 (1940).

5 A.TYLER, £6, 249 (1940); Biol. Bull. 7§, 159 (1940).

6 F,Graf MEDEM, Biol.Zbl. 62, 481 (1942); Zool. Jb. 61,1 {1945).

7 M. HartMaNN, Graf F. Mepey, R, Kvux und H.-J. Bieug,
Naturwiss, 34, 25 (1947); Z. Nuturforsch. 2b, 330 (1947).

8 A. Moxroy und A Rurro, Nature (London) 159, 603 (1947).

9 K. WarLenreLS, Osterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/20 (1940).

0 D, McCreax und C. V. HavLg, Biochem. J. 35, 159 (1941).
11 A TvLER, 26, 219 (1910); Biol. Bull. 7§, 159 (1940).
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thura crenulata entsprechend den Anschauungen der
Immunchemie wie thermostabiler Antikérper und ther-
molabiles Agens zum Komplement vereinigt sind.

Es seien im folgenden die Methoden beschrieben, die
zur Anreicherung der eihiillelésenden Wirkung des 4 ;-
Komplexes von WALLENFELS? thermostabiler 4,;-Fak-
tor) und von MoNroY und Rurro? (thermolabiler 4,;-
Faktor) benutzt wurden.

WarLLENFELS? fillt die natronalkalische Losung der
durch Hitzenicht koagulierbaren Nukleoproteidfraktion
von Afreiem Arbacigsperma, fraktioniert mit Phos-
phorwolframsiure. Die ersten Fillungen enthalten die
gesamte Wirksambkeit. Beim Zerlegen mit Barytgeht das
4, in die wisserige Losung. Esist nicht dialysierbar und
wird nicht von Essigsiure oder Methanol gefillt. Von
dem Trockenpriparat, einem farblosen, 99, Stickstoff
enthaltendem Lack lgsen 0,5 mg in 1 cm?® Seewasser
bzw. damit isotonischem Na-Chlorid die Gallerthiille
eines Eies von 4. pustulosa in 30 Sekunden vollstindig
auf (Tab. X). Léste man dieselbe Menge in 1 cm?® mit
Seewasser isotonischem Ca-Chlorid, so betrug die Auf-
lésungszeit fiir die Eigallerte 3 Minuten. Cu-2-Chlorid
und K-Cyanid hemmen die Wirkung des thermostabilen
A |-Faktors nicht.

Tabelle X

Losung der Eigallerte von Arbacia pustulosa durch arteigenen gerei-
nigten eihiillenldsenden thermostabilen Ay1-Faktor* (nach HAart-
MANN, SCHARTAU und WALLENFELS®, abgeindert).

Ay-Faktor
je cm® See- Einwirkungszeit und Effekt
wasser
5+10-* | Eigallerte in 30—40 Sekunden total geldst
1-107* | Eigallerte in etwa 5 Minuten total gelost
2,5-10~% | Eigallerte nicht mehr geldst, aber gelockert
5-10-% | Kein Unterschied mehr zu Seewasser allein

* Reinigungsstufen vgl. im Text.

1I. MoNroY und RUFFO? verwenden die von CLAUDE
und DUrRaN-REYNALS? angegebene Technik zur Ex-
traktion der Hyaluronidase aus Stierhoden. Das homo-
genisierte Sperma von 4. pustulosa oder Sphaerechinus
granularis wird mit n/10 Essigsiure ausgezogen, der
Extrakt mit Azeton gefillt und die Fallung im Vakuum
getrocknet. Nach Aufschlimmen in 0,85%igem Na-
Chlorid werden 609, des Trockenpriparates als unlds-
licher Niederschlag abzentrifugiert. Die Lésung, wel-
che 15 mg Trockensubstanz je 10 cm? enthilt, 15st die
Eihiillen unbefruchteter, arteigener Eier unter vorher-
gehender Quellung, in 10 bis 15 Min. auf. Diese Wir-
kung ist rund 60mal geringer als die des gereinigten
thermostabilen Faktors von WALLENFELsS!, Indessen
ist die angewandte Fillung mit Azeton nach Befunden

K. WALLENFELS, Osterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/20 (1940).
A. Monroy und A. RuFro, Nature (London) 1592, 603 (1947).
3 M. HartMANN, O. ScuarTAU, R. KUuny und K, WALLENFELS.
60, 398 (1940).
1 A, Crauvpeund F. Durax-Rev~ats, J. Exp. Med. 65,661 (1037).
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von FaviLLl und BErRGaMINI! nicht giinstig, da sie die
Extraktion des Ferments aus dem Trockenpulver er-
schwert. Die Arbaciahyaluronidase wird weder durch
Dialyse noch durch arteigenes Eisekretwasser inakti-
viert.

Den Ausgangspunkt fiir die beschriebene Untersu-
chung auf Hyaluronidase bei Arbacia bildete die 1942
von McCLEAN und RowrLanNDps? gefundene Beziehung
dieses Ferments zum Befruchtungsvorgang bei Séuge-
tieren3. Angereicherte Ausziige aus Saugetiersperma
oder -hoden sind danach befihigt, die das Saugerei
nach der Ovulation in der Tube umgebenden Follikel-
zellen abzul6sen und so den Spermien den Weg zum Ei
freizugeben. Diese Reaktion wird durch homologes oder
heterologes Blutserum gehemmt?, was nach Haas’ auf
der Anwesenheit eines Antiinvasins I im Plasma be-
ruht, das Hyaluronidase verschiedenster Herkunit zer-
stort. Die Wirkung der Sera folgender Individuen
nimmt gegeniiber Stierhodenhyaluronidase in der Rei-
henfolge Ratte, Kiicken, Kaninchen, Pferd, Limulus,
Mensch, Kuh ab®,

Die Darstellung mehr als 10000fach angereicherter
Hyaluronidaseprdparate aus Stierhoden beschreibt
Haux® nach Vorarbeiten von MoRGAN und McCLEANS,
MapINAVEITIA? und FaviiLr und BERGAMINIIY,

Hodentrockenpulver wird mit n/10 Essigsdure extra-
hiert, einer fraktionierten Ammonsulfatfillung unter-
worfen, wobei das Ferment bei 70%iger Sattigung nie-
dergeschlagen wird, Durch Zusatz von Cu-Sulfat, Halb-
sittigung mit Na-Chlorid und fraktionierte Pb-Azetat-
fillung werden weitere unwirksame Proteine abgetrennt.
Nach dieser Stufe sind etwa 809 der Aktivitdt erhalten
und noch annihernd 3,59% der urspriinglichen Stick-
stoffmenge. Die fraktionierte NH* und Pb-Fillung wer-
den wiederholt. Das danach 300fach angereicherte, noch
uneinheitliche Produkt wird durch Elektrophorese auf
10000fach konzentriert. Es zeigt dann in der Ultrazen-
trifuge eine mittlere Sedimentationskonstante von Syy=
4,60 gegeniiber 4,29 der aktiven Komponente.

Das Préparat ist noch in einer Verdiinnung von 1:107
mucolytisch wirksam, die Hydrolyse von Hyaluron-
sdure indessen nicht mehr vollstindig, woraus auf be-
gleitende Enzyme in den Rohpriparaten geschlossen
wird.

Der isoelektrische Punkt liegt bei p,; 5,7; das py4-Op-
timum bei 5,5. Zunehmende Ionenstirke vermindert

1 F, Favirut und M. BereaMivi, Biochem. Z. 313, 243 (1942).

2 D. McCreax und I. W, R.wranps, Nature (London} 150, 627,
(1942),

3 Vel die Zusammenfassung iiber Hyaluronidase {(Mucinase.
Spreading Factor) bei F. Duran-Revnars, Ann. Rev. Biochem.
13,34 (1944).

4 D. McCrean, J. Pathol. Bacteriol. 54, 284 (1942). — E. FEKETE
und F. Duran-REvNALS, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 52, 119 (1943). -
S. L. Leovarp und R. Kurzrox, Endocrinol. 37, 171 (1945).

3 E.Haas, J. biol. Chem. 163, 63, 89, 101 (1946).

6 S L.Leonarp und R. Kurzrok, Endocrinol. 39, 85 (1946).

7 L. Hanx, Ark. Kemi Mineral, Geol, 194, n:r 35 (1944); Bio-
chem. 7. 315, 83 (1943).

8 W.T. J. Morcan und D, McCrean, J. Chem. Soc. Ind. 7,
912 (1932).

% J. Mapinaveiria, Biochem, J. 35, 447 (1941).

10 F, Favicet und M. Bercamini, Biochem. Z. 313, 243 (1942).
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die Aktivitit des Enzyms!. Askorbinsiure und Dicou-
marin hemmen die Hyaluronidase mit 10 mg9%, um 25
bzw. 35%,; phosphoryliertes Hesperidin und Germanin
mit 1 mg% zu 65 bzw. 75%?2 Ein Antagonist des
Spreading-Faktors ist ferner Heparin?, das nach
SwWYER? mit 6,6 mg%, die Wirkung des Ferments total
authebt. Salizylsdure ist i vitro unwirksam, Azetyl-
salizylsdure wirkt schwach hemmend®.

Als Substrat zur Bestimmung der Aktivitit der
Hyaluronidase wird im allgemeinen Hyaluronsiure an-
gewandt. Es sind Darstellungen reiner Prdparate aus
Glaskorper®, Nabelschnur® und Placenta? beschrieben.

Zur Ermittlung des Hyaluronidasegehaltes wurden
zahlreiche Methoden beschrieben:

1. Die Messung des Spreading-Effekts in der Haut
von Kaninchen und Meerschweinchen?®.

2. Die Bestimmung der viskosititserniedrigenden
Wirkung auf Hyaluronsdure®. 1 viskosititsreduzierende
Einheit (VRU) ist diejenige Konzentration an Enzvm
in 0,5 cm?® Lésung, die die Viskositit von 2,5 cm?® einer
Losung aus 4 Vol. 0,2%igem K-Hyaluronat und 1 Vol.
1-Mol-Zitratpuffer vom py4 4,6 bei 34° nach 20 Min.
Einwirkung auf die Hilfte des Kontrollansatzes mit
hitzeinaktiviertem Enzym herabsetzt. Nach der Ab-
wandlung der Methode durch SWYER und EMMENS® ist
1 Hyaluronidaseeinheit = 53,5 VRU.

3. Der MCP-Test, der die Fahigkeit der Hyaluro-
nidase benutzt, die durch Essigsiure hervorgerufene
Mucinballung in einem Substrat aus Hyaluronsiure
und Serumalbumin zu verhinderni®.

4. Die Bestimmung der reduzierenden Substanzen
{N-Azetyl-glucosamin, Glukuronsdure), die unter Wir-
kungdes FermentsausHyaluronsiure gebildet werden 1.

5. Eine Methode zur Bestimmung der Triibungsab-
nahme, die Hyaluronidase auf mit Essigsdure gefillte
Hyaluronsidure in Gegenwart von Serumalbumin be-
wirkt!2, 2 TRU (Turbidity Reducing Unit) = 1 VRU.

6. Die Standardisierung im Ratteneiertest?. 1 Rat-
i &

2 J. M. Bener und G. J. MarTin, J. biol. Chem. 171, 507 {1947);
31 (1948),

K. Mever, Physiol. Rev. 27, 1335 (1947).

G. 1. M. Swygr, Biochem. ]. 42, 28 {(1948).

C. W. Srastong, J. Exp. Med. 70, 361 (1939). - G. BLix und
Q. SNELLMANN, Ark, Kemi Mineral, Geol: 194, Ny, 221 (1945).

8 D. McCLEaN, Biochem. J. 37, 169 (1943). ~ Z, Hapiviax und
N. V. Pirig, Biochem. J. 42, 260 (1948).

7 J. Mapinaverria und M. Stacry, Biochem. J, 38, 413 (1944).

8 J. MapwaveITIA, Biochem. J. 22, 347 (1939). — J. HuMPHREY,
Biochem. J. 37, 177 (1943).

® D. McCrean und C.V. Hark, Biochem. J. 45, 159 (1941). -
L. Haas, J. biol. Chem. 763, 61 (1946). — G. L. M. Swysr und C. W.
Emmens, Blochem. J. 41, 29 {1947},

18 D. McCrLeaN, Biochem. ]J. 37, 169 (1943).

il K. MeYER, G. L. Hoesv, E. Caarree und M. H. Dawson, J.
Exp. Med. 77, 137 (1940). - J. H. HumpPHREY, Biochem. J. 40, 112
{1946).

12 E, H. Kass und C. V. SEasToNE, J. Exp. Med. 79, 319 (1944). —
A. DorrFman und N, L. O1T, J. biol. Chem. 172, 367 (1948).

13 g, L. Leowarp, P. L. PErLMAN und R. Kurzrox, Endocrinol.
33, 261 (1946).

A. Dorrman und M. L. Otr, J. biol. Chem, 172, 367 (1U48).

174

I,

ExperipNtia Vo, V/1I

Ova-Einheit ist die Menge an Enzym in 0,2 cm® Ringer-
Losung, die die Follikelzellen von 509, der vorliegen-
den Eier in 34 bis 1 Stunde abldst.

Zur Bestimmung der Hyaluronidase im Sperma eig-
nen sich vor allemn die Methoden 2,5 und 6. Es wurde
gefunden, dal3 eine direkte Beziehung zwischen Fer-
mentgehalt und Spermiendichte bei Kaninchen, Stier,
Mensch und Eber besteht. 100 Millionen Spermatozoen
je 1 cm?® Samen dieser Individuen enthalten 1070, bzw.
375, bzw. 21, bzw. 11 VRUZ. Ein Rattenhoden enthilt
etwa 5 VRUZ2, 759, der Hyaluronidase im Kaninchen-
sperma ist an die Spermatozoen gebunden, der Rest
im Spermaliquor gelést®. Die Spermien machen das
Ferment nur aus seiner Bindung frei; sie bilden selbst
keine Hyaluronidase. Diese entstammt wahrscheinlich
dem Epithel der Tubuli seminiferi des Hodens®. Min-
ner mit Azoospermie lassen das Enzym im Sperma
ebenso vermissen? wie Kaninchenhoden in der Pri-
pubertidt und bei Kryptorchismus!. Der Gehalt an
Hyaluronidase im Hundesperma ist gering und unab-
hingig von der Spermiendichte, der des Hahnspermas
gleich 0. In Hoden zahlreicher Reptilien fand Swygr?®
ebenfalls keine Hyaluronidase. Dies ist hinsichtlich des
Befruchtungsvorganges insofern von Bedeutung, als,
soweit bisher bekannt, bei Vogeln und Reptilien die
Eier nicht von Follikelzellen umgeben sind.

RunNsTROM und Mitarbeiter® haben den 4,,-Faktor,
der auf die Eihiillensubstanz bei den oben angegebenen
Seeigeln fillend wirkt, auf folgende Weise angerei-
chert: Echinocardiumsperma wird tief gefroren in Va-
kuum getrocknet, mit Methanol extrahiert, in Seewas-
ser suspendiert 5 Minuten auf 90° erhitzt, Ungeldstes
abzentrifugiert und die Losung der Elektrophorese un-
terworfen. Die wirksame Fraktion wandert einheitlich
zur Anode, ist thermostabil, nicht dialysierbar, aber
fillbar mit Ammonsulfat. Das Molgewicht legt bei
10000. Nach diesen Eigenschaften, der UV-Absorption
bei 260 my und der positiven Kohlehydratreaktion
scheint es sich um ein Nukleoproteid zu handeln. Try-
psin vernichtet die fillende Wirkung.

HARTMANN, MEDEM, KUHN und B1£L167 berichteten,
daf} das gereinigte Gynogamon Il aus Forelleneiern
durch Nukleinsiure gefillt wird. BizLi¢ und MEDEM®
konnten neuerdings ferner feststellen, daB Thymo- und
Hefenukleinsdure die agglutinierende Wirkung des G,
auf die Spermien der Regenbogenforelle aufheben. Sie
fanden unter der Annahme, daf3 das Molekulargewicht

1 . 1. M. 8wyER, Biochem. J. 41, 109 (1947).

¥ Vgl. Note von 1. Kolonne

3 G. 1. M. Swyer, Biochem. J. 41, 413 (1947),

4 C. A. Joir und E. Ercuensercrr, Schweiz. med. Wschr. 27,
601 (1945).

5 G. 1. M. Swyer, Nature (London) 760, 433 (1947).

& ¥. RunnstrénM, S, Livovare und A. Tiserivs, Nature {London)
153, 285 (1944). — J. Runnstrom, A, Tiserivs und E. VASSEUR,
Ark. Kemi Mineral. Geol. 154, n:r 16 {19042).

7 M. HarTMaANN, F. Graf MepeM, R. Kuan und H.-J. BrELig,
Z. Naturforsch, 2b, 330 (1947).

8 H.-J. Brerrg und F. Graf Meoey, unversffentlicht.
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des Forellenagglutinins bei 35000 liegt (vgl. S. 30),
daB 1 Mol Thymonukleinsiiure vom Molekulargewicht
etwa 1 Million auf 1 Mol Agglutinin geniigt, um die
Agglutination der arteigenen Spermien gerade noch
total zu hemmen. Dagegen sind 2000 Mole Hefenuklein-
siure vom Molekulargewicht etwa 20000 fiir denselben
Effekt nétig. Esist nach diesen Befunden anzunehmen,
daf} bei der beobachteten G -inaktivierenden Wirkung
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spiel das Sperma von Haliotis tuberculata die Gallert-
hiillen der Eier von Patella coerulea nicht, obwohl es
diese befruchtetel. Entsprechendes gilt wechselseitig fiir
Megathura crenulata und Haliotis cvacherodii®. Die bis-
her gefundenen Spezifitdtsbezichungen des A -Kom-
plexes zeigt folgende Ubersicht (Wirkung in Pfeilrich-
tung; Ak Aufhebung der G, -Wirkung, Gf Fallung des
Gallerthillenproteins, G/ Aufldsung der Gallerthiille?):

Astevias glacialis

ih ———  Paracentrotus lividus
Avrbacia pustulosa  <—
———  Echinus micvoluberculalus
———%  Echinocardium covdatum
¢ >  DPsammechinus miliaris
Salino salar .
———»  Strongylocentrotus droeb.
—3>  Echinus esculenius

Fissurella nubecula -
des A -Komplexes (vgl. Abb. 2) aus den Spermien
stammende Desoxyribonukleinsiure im Spiele sein
wird und daB zwischen dieser Wirkung und dem fél-
lenden Effekt auf die agglutininhaltige Eihiille kein
grundlegender Unterschied besteht.
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Abb. 2. Fillende Wirkuug von fillendem A -Faktor auf die Gallert-
hiillen der Yier der Regenbogenforelle {nach HARTMANN, MEDEM,

Kunn und Bigricl.

In 10 cm® Rohandrogamon-I1-Lisung in 1%igem NaCl {(entsprechend
1 g methanolextrahjertem, getrocknetemn Sperma) sind 30 mg im
Achatmbrser pulverisierte, gewaschene und getrocknete Gallert-
hiillen suspendiert (Uberschichtung mit Toluol), Tribungsmessung
mit dem lichtelektrischen Koloritmeter. Extinktion der Roh-A[1-
Losung allein =0,22. Die anfingliche Abnahme der Triibung ist auf
dic Qucllung der trockenen Gallerthiillen zuriickzufithren. Die dann

einsetzende Triibungszunahme beruht auf der Wirkung A7y.

Nach den Untersuchungen von HARTMANN und Mit-
arbeitern?ist die antagonistische Wirkung des 4 ;;-Kom-
plexes zum Gy; ebensowenig art-, gattungs- und ord-
nungsspezifisch wie die spermienlihmende Wirkung des
A,. Nicht so ausschlieBlich trifft dies fiir die lésende
‘Wirkung auf die Eihiillen zu. So beeinfluBt zum Bei-

1 M. Harruann, F, Graf Mepeym, R. Kvan und H.-J. Bier, Z.
Naturforsch. 25, 850 {1947).

2 M. HarrMaNy, O. Scuartar und K. A\WVALLENFELS, ‘Biol. Zbl,
60, 389 (1940).

»  Patella coevnlea

Auch die Hyaluronidase der Sdugetierspermien wirkt
nicht immer spezifisch. Es werden zum Beispiel die Fol-
likelzellen der Ratte vom Ei abgeldst durch Ferment-
praparate aus Stierhoden, Schaftestikeln und Kanin-
chensperma®. Andererseits vermag die Mucinase aus
Stierhoden die Eigallerten von Arbacia pustulosa und
Sphaerechinus granularis nicht zu ldsen®®,

Zum Abschluf} der Besprechung der einzelnen Ga-
mene sei hier nochmals eine Gegeniiberstellung ihrer
chemischen Charakterisierung und biclogischen Wir-
kung bei den beiden bisher am vollstindigsten unter-
suchten Tieren gebracht, einem Wirbellosen {Arbdacia
pustulosa syn. Arbacia lixula) und einem Wirbeltier
(Salmo trideus).

Weitere in Zusammenhang mit der Befruchtung gebrachte
Stoffe

Ls ist bereits darauf hingewiesen worden, dal3 beim
Studium der Befruchtungsvorgiinge iiber die Leistun-
gen der bisher beschriebenen Gamone hinaus noch Wir-
kungen entdeckt worden sind, die auf die Anwesenheit
weiterer Befruchtungsstoffe hindeuten.

Im Zuge seiner ausgedehnten Untersuchungen gab
bereits L1LLIE? an, daB} in den Eiern von drbacia pusnc-

1 g, Graf Mebpewm, Biol. Zbl. 62, 431 (1942} ; Zool. Jb. 61, 1 {1945).

* A.TvLeg, Proc. Nat.Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 817 (1939); 26, 219
(1940) ; Biol. Bull. 78, 159 (1940).

3 M. Hartvanw, O, Scuartav und K. WartenreLs, Biol. Zbl.
60, 898 (1940). ~ Graf F. Meoew, Biol.Zbl. 62, 431 (1942} ; Zool. Jb.
61, 1 (1845). — J.RunnsTROM, S.LinpvaLL und A.Tiserius, Nature
{London) 153, 285 (1944).

4 D. McCrean und J. W. Rowraxps, Nature {London) 150, 627
(1942}, - E.Fexete und F.Durax-ReEY¥ALS, Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 52, 119 (1943).

3 J. RunnstrOM, L. Moxng und L. BroMann, Ark. Zool. 354,
n:r 3 (1948).

8 A. Mo~xroy und A. Rurro, Nature (London) 159, 603 {1847).

7 F. R. Liue, J. Exp. Zool. 24, 5238 (1914),
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Vergleich der Befruchtungsstoffe von drbacia pustufosa und Salmo irideus

Tabelle X1

JERpERIENUIA Vor, Vi

Arbacia pustulosals? Salmo iridens®
Gamone - . . .
Chaglft’;’r‘;ggung Biologische Wirkung Chag;f;‘;f;’;:ung Biologische Wirkung
Echinochvom A {sym-| 1. Aktivierungder Sper- | Astaxanthin (im Eidl ge- | 1. Aktivierung der Sper-
plexgebunden), Naph-| mien bis 1:2,5-10° 18st), Carotinoid C,gH,, | mien bis ~ 1:1-10%
thochinonfarbstoff Cy,H,, | (krist. Farbstoff); bis| O, Smp.216°5,5-Dioxy- | (krist. kolloider Farb-
Gyno- | 0, Smp.220°.Chinon 1:3-10% {terndrer Sym- | 4, 4’-diketo-f§-carotin stoff)
gamon-I-| yon 1,3,4,5,6,7,8-Hepta- | plex) 2, Chemotaxis der Sper-
Komplex| oxy-2-ithylpaphthalin | 2, Chemotaxis der Sper- mien im Kapillarver-
mien im Kapillarver- such {60 y je cm?¥)
such 3. Antagonist zu Ay
3. Antagonist zu 44
Agglutinin (Hilfstrager) | 1. Agglutiniert die Sper- | Agglutinin aus Eiinhalt. | 1. Agglutiniert die Sper-
aus Gallerthiille, fehlt| mien bis 1:5 - 108 Unloslich in Wasser, 18s- | mien bis 1:5 - 10®
im Eiinhalt, &slich im | 2. Antagonist des 16sen- | lich in verdiinnten Salz- | 2, Antagonist des fillen-
Gyno- | Wasser, fallbarmit NH,- | den An-Faktors losungen, Sdurcn und | den 4y-Faktors
agmon II{ gyulfat und n/100 HC, Laugen; fillbar mit
nicht dialysabel, ther- NH;-Sulfat und mit
molabil Nukleinsidure, Globulin-
natur. Sehr thermolabil
Riickstand des Metha- | 1. Spermienlihmend bis | Riickstand des Metha- | 1, Spermienldhmend bis
nolauszugesausgetrock- | 1:8 - 10° nolauszugesausgetrock- | 1:1 103
Andro- | petem Sperma (Roh-| 2. Aufhebung der Gi-{ netem Sperma (Roh-| 2, Aufhebung der G-
gamon 1} 4.y thermostabil Wirkung: 5- 107 ¢ A}), thermostabil Wirkungvon 2,4-10-4g
Echinochrom A durch Astaxanthin durch 1g
1 cm?® Spermaliquor Roh-4;
a) Thermostabiler Fak- | a) Gereinigtes Priparat | Roh-A-Komplex. Un-| i. Keine lésende, aber
tort: Unloslichin Metha- | gallerthiillelésend bis 1oslichin Methanol, ther- | fillende Wirkung aunf
nol, 16slich in 19%igem [ 1:9-102 mostabil in siedendem | die Gallerthiillen
Androga- NaCl, fillbar mit Phos- | Rohpridparat hebt Gi1- | Methanol 2. Aufhebung der Gy-
mon-11- | o, srwolframséure, ther- | Wirkung auf. Wirkung von 1+ 10~% g1
Komplex | yostabil 5 Stunden bei b) Eihiillelssend mit Rohagglutinin durch 1g
989, 1:1,5-10% in 10-15 Min. rohen Ay-Komplex
b) Thermolabiler Fak-| Kein Antagonist des Gy;
tor3: Hyaluronidase.

tulata neben dem Fertilizin ein diesem antagonistisch
wirkendes A#nfifertilizin vorkommt. TYLER® fand eine
entsprechende Wirkung in Extrakten aus tiefgefrore-
nen, hiillefreien Eiern von Strongylocentrotus purpura-
tus. Durch solche Eiausziige wird die Gy-Wirkung von
Eisekretwasser aufgehoben, wobei es sogar zu Fallun-
gen kommen kann. DaB hier eine echte Prizipitinreak-
tion vorliegt, ergibt sich auch daraus, daB das Anti-
fertilizin bei intakten Eiern eine Agglutination unter
Ausbildung einer befruchtungshindernden Prézipitin-

1 M. HarTMaxy und O. Scuartav, Biol, Zbl. 59, 571 {1939).

2 M. Harrtuany, O. Scuarrav und K, Warrexnrers, Biol Zbl
80, 398 (1940).

3 M. Hartmany, Graf F. Mepey, R. Kvey und H.-J. Bisvie,
7. Naturforsch. 25, 330 (1948).

4 K. WaLLexreLs, Osterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/20 (1840).

3 A. Monroy und A. Rurro, Nature (London) 159 603 (1947).

¢ A.TvLER, Proc.Nat. Acad. Sci. (U.8.A.) 25, 317 {1939); 26, 249
(1940 Biol. Bull. 78, 159 (1940).

membran hervorruft, was RunnsTrROM! schon frither
bei Arbacia punctulata festgestellt hatte. Diese Eiagglu-
tination wird durch einen UberschuB an Eisekretwasser
verhindert. Nach ihrer Ubereinstimmung in Thermo-
labilitdt, Verhalten bei der Dialyse, Fillungsreaktionen
und Inaktivierung durch proteolytische Enzyme hilt
TyLER? das Antifertilizin der Eier und das G -hem-
mende Prinzip des Androgamon-II-Komplexes der
Spermien bei Arbacia fiir identisch. In neuerer Zeit
fand dieser Autor® weiter, dali mit gereinigtem Anti-
fertilizin aus den Eiern des Seeigels Lyfechinus pictus
und des Gephyreen Urechis cawpo immunisierte Ka-
ninchen multivalente Antikdrper bilden. Letztere gehen
bei Photooxydation in eine nicht mehr prizipitierende,

1 1. Rusnstréwm, Biol. Bull. 69, 3405 (1935).
2 A. TyiLer und K. O’'MeLveNY, Biol, Bull. 82, 364 (1941).
3 A, TvLER, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 2, 197 {1946).
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univalente Form iiber, die die Befruchtungsfiahigkeit
der Spermien sehr stark herabsetzt, ohne deren Aktivi-
tit zu beeinflussen. Beil der Regenbogenforelle beob-
achteten schlieBlich HARTMANN, MEDEM, KUHN und
Bieric!, dafl die agglutinierende Wirkung des Eiinhaltes
sehr viel schwiicher ist als die einer entsprechenden
Menge gereinigten Agglutinins, was ebenfalls auf die
Anwesenheit eines G, -Hemmstoffes im Ei hinweist.
Da die G ;-hemmende Wirkung des Spermas von S.
iridens wahrscheinlich auf seinem Gehalt an Nuklein-
sdure beruht (vgl. S.26 Kol. 2unt.), wird das Antifertili-
zin in der Nukleoproteidfraktion des Eies zu suchen sein.

Der Methanolauszug aus dem Sperma von Echinus
esculentus und anderen Seeigeln enthilt, vergesellschaf-
tet mit dem A, einen Faktor, der die Oberfliche der
Eier spezifisch beeinflult, und den RUNNSTROM und
Mitarbeiter? Ay nennen. Unbefruchtete, hiillenfreie
Seeigeleier, die in hypertonischem Seewasser mit runz-
liger Oberfliche reversibel schrumpfen, tun dies in
Gegenwart von Ay mit glatter Oberfliche. Die Wir-
kung dieses «Androgamons» wird auf eine Verfliissigung
der Kortikalschicht (Perivitellinmembran) der Eier zu-
riickgefithrt3, Der Ay -Wirkstoff ist dialysabel, schwach
thermolabil und empfindlich gegen die Einwirkung pro-
teolytischer Enzyme. Er wird von Al-Oxyd und Al-
Hydroxyd nicht adsorbiert, was seine chromatogra-
phische Trennung vom A4; ermoglicht. Die 4;- und
A -haltigen Losungen sollen ferner die fillende Wir-
kung des A ;-Komplexes hemmen.

Eine antagonistische Wirkung zum A; wurde von
MeDEM?in den Spermatophoren der Auster festgestellt.

Wooparp?® gibt an, daf die nicht befruchtenden,
apyrenen Spermien der SiiBwasserschnecke Goniobasts
lagueata das Beweglichwerden der eupyrenen Spermien
bewirken. Sie rufen weiter Spermaagglutination her-
vor. Eine schwache Agglutination der arteigenen Sper-
mien wurde auch in verdiinnten, 4;-haltigen Methanol-
ausziigen aus dem Sperma der Regenbogenforelle be-
obachtet®.

Prostatasekret von Bombyx mori erhoht die Beweg-
lichkeit der arteigenen Spermien so, daf diese die Bursa
copulatrix verlassen kdnnen?”.

CorNMANNS findet merkwiirdigerweise einespermien-
aktivierende Wirkung im Wasserdampfdestillat des
«Echinochromsymplexes» der Eier von Arbacia punc-
tilata.

Nach Liivie und Just? geben geschlechtsreife Nereis-

LML Hartmasy, Graf F. MepeM, R, Kunx und H.-J. Bievig,
%, Naturforsch. 2b, 330 (1947).

? J.RuxnsTrOM, 8. Linpvarl und A, Tiserius, Nature (London)
153, 285 (1944),

3 J. RunxsTrOM, L. MonNE und L. Bromax, Ark. Zool. (Stock-
holm) 854, Nr. 4 (1943).

1 F.Graf Mevew, Biol. Zbl. 6, 481 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945).
T. M. Woobarp jr., J. Exp. Zool. 85, 103 (1910).
F. Graf Mepem und H.- J. BizLig, unverdffentlicht.
S. OMuRraA, Jap. J. Genetics 16, 63 (1940),
J. CorNnMANN, Biol. Bull. §0, 202 (1941).
F. R. Liceie und E. E. Tesr, Biol. Bull, 24, Nr, 3 (1913),
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weibchen einen Faktor an Seewasser ab, der die Minn-
chen zur Spermaabgabe veranlaBt. DEFRETIN? erzielte
denselben Effekt mit Extrakten aus ganzen Tieren.

Die Ovarialfliissigkeit reifer und unreifer Eierst6cke
der Wollhandkrabbe lost die reifen Spermatophoren
auf, wobei die Spermien im ersten Falle beweglich wer-
den, im zweiten nicht2

Uber die Faktoren, die die dusbildung der Befruch-
tungsmembran bel Seeigcleiern bedingen, ist unseres
Wissens noch nichts Sicheres bekannt. Die normale
Entstehung dieser Membran ist nach CHAMBERS® von
osmotischen Phinomenen unabhingig. Da sich die
Farbe der Eioberfliche nach dem Eindringen des Sper-
makopfes dndert, und da die fertige Befruchtungsmem-
bran im Gegensatz zur entstehenden von Kalium-
chlorid und Harnstoff nicht mechr geldst wird, nimmt
man an, dab thre Ausbildung mit Anderungen in der
Lipoidstruktur der Kortikalschicht einhergeht und auf
der Umwandlung von Sphiaro- in Linearproteide be-
ruht4.

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, dall KuHL® mit-
tels des Zeitrafferfilmes erstmals zeigen konnte, daB bei
Psammechinus miliaris sich der weibliche Vorkern zur
Verschmelzung auf den in das Ei eingedrungenen ménn-
lichen Vorkern zubewegt. Sicher sind auch hier noch
unbekannte physiko-chemische Wirkungen im Spiel.

Bedeutung der Gamone fiiv den Befruchtungsvorgang

Die Erkenntnisse, die vor allem im letzten Jahrzehnt
gesammelt und in dem vorliegenden Bericht zusam-
mengestellt sind, lassen neue Einblicke in das Wesen
des Befruchtungsvorganges zu. Wenn sie auch bisher
nicht zur Aufstellung einer allgemeinen «Theorie» der
Befruchtung gefithrt haben, so zeigen sie doch den Weg,
in welcher Weise die Anschauungen der idlteren For-
scher, vor allem Linries Fertilizintheorie, abzuindern
und dem heutigen Stande der Forschung nach zu er-
ginzen sind. Hinweise in dieser Richtung verdanken
wir vor allem Hartmanx® und TYLER™

Der Gynogamoen-I-Komplex lockt die Spermien che-
motaktisch an und erhtht deren Beweglichkeit in Ei-
nihe durch Aufhebung ihrer 4;-Wirkung. Die Lihmung
der Spermienbewegung durch das Androgamon I kann
als Schutz gegen vorzeitigen Energieverbrauch der
Spermien aufgefalit werden, wodurch diese linger be-
fruchtungsfihig bleiben. Aus Versuchen am Seeigel A7-
bacia folgt ndmlich, daB Eier, die in Gegenwart von
zusitzlichem A, arteigen oder kreuzbefruchtet werden,
wesentlich in der Entwicklung gegeniiber normal be-

U R, Derreniy, Bull. Soc, Zool. Erance 66, (19 (1941).

2 F. Gruf Mroes, unverdffentlicht,

3 R. Cuamsers, J, Cell, Comp. Physiol. 19, 145 (1942).

1 J. RunxstriM, Scientia (Mailand) 77, 149 (1942). — J. Runn-
stroM, L. Monng und E. Wrekrunn, J. Coll. Sci. 1, 421 (1948).

5> W. Kuni, Die Entwicklung des Seceigeleies. Hochschulfilm
C 382 der Reichsanstalt fiir Film und Bild (1941),

8 M. Hartvasn, Naturwiss, 28, 807 (1940).

7 AL Tyrer, Biol. Bull. §1, 100 (1941).
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fruchteten Eiern zuriickbleiben. Durch gleichzeitig zu-
gegebenes Echinochrom A wird diese befruchtungs-
hemmende Wirkung aufgehoben?.

Unterschiedlich beurteilt wurde bisher die Rolle des
Gynogamons 11, Wahrend LiLLIE dem Agglutinin (Fer-
tilizin) die entscheidende Bedeutung fiir die Befruch-
tung zuschrieb, wurde dieser Substanz von LoEB? und
anderen Forschern?® ein allgemeingiltiger EinfluB auf
das Befruchtungsgeschehen abgesprochen, da man bei
vielen Arten keine von den Eiern ausgehende Agglu-
tinationswirkung feststellen konnte. Dank der Ent-
deckung der antagonistischen Wirkung des Gy; zueinem
Faktor des 4,,-Komplexes hat sich das Gynogamon 11
auch in allen bisher untersuchten Fillen nachweisen
lassen, wo secine agglutinierende Wirkung vermiS3t
wurde. Sieht man von der experimentellen, unphysio-
logisch starken Agglutination ab, so kann man in An-
lehnung an LiLLIE das Gynogamon IT als einen Faktor
ansehen, der sowoh! die Ei- wie die Spermienoberflache
beeinfluBt. Um die Eioberfliche bildet sich anscheinend
ein G -Antifertilizinkomplex aus, der durch Reaktion
mit dem antagonistischen A,-Faktor der Spermien
diese in Eindhe hilt (reversible Agglutination). Die
Masse der so fixierten Spermien macht schlieBlich die
Hauptmenge des Agglutinins in gleicher Weise weiter
unwirksam und bewirkt durch das ldsende 4 ;-Prinzip
die Auflockerung der Eihiille, so daB schlieBlich einem
Spermium der Eintritt in das Ei gelingt. Wie sehr es
auf das richtige Verhiltnis von Gy und 4,-Komplex
ankommt, geht u.a. aus einem Versuch von HARTMANN
und Mitarbeitern® hervor. Wihrend normal in See-
wasser befruchtete Arbaciaeier eine Befruchtungsrate
von 100%, ergaben, sank diese nach einstiindigem
Aufenthalt in einer Losung des thermostabilen, eihiille-
losenden A, -Faktors (0,3 mg je 1 cm?® Seewasser) auf
509, und bei zweistiindigem Aufenthalt auf 09, Bei
Arbacia spielt das Gy; noch insofern eine besondere
Rolle, als es als Hilfstrager im ternfren Symplex erst
dessen & -Wirkung ermdglicht. Eine irreversible Hetero-
agglutination wird schlieflich als Schutz gegen Kreuz-
befruchtung aufgefaBt. Zum Beispiel werden Avbacia-
eier in Paracentrotuseisekretwasser durch Paracentrotus-
sperma zu weniger als 19, befruchtet. Wiischt man in-
dessen das G, aus den Arbaciaeiern aus, so steigt nach

L AL HarTMANN, Q. ScHakTAU und I, WaALLEN#ELS, Biol. Zbl.
G0, 308 (1940).

2 I.LoEs, J. Exp. Zool. 17, 123 {1914); Am. Nat. £9, 2738 (1915).

3 A.Dancg, Les bases physiologiques de la fécondation {Presses
Univ., Paris 1928}, —~ H.- J. Erster,Verh, Disch. zool. Ges, 71936, 168,
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Zusatz von Eisekretwasser von Paracentrotus {G,-Kom-
plex und Gy;) die Befruchtungsziffer auf 209! 2,

Es ist nach dem Gesagten verstindlich, daf nur
morphologisch und physiologisch reife Gameten voll
wirksame Gamone abgeben. Eine abgeschwiichte oder
ausbleibende Gamonwirkung bei unreifen oder tiber-
reifen Eiern und Spermien ist daher immer wieder Ge-
genstand der Beobachtung gewesen'3. «Bei den Ga-
monen ... handelt es sich (eben) um ein fein abgestimm-

‘tes System, und der Erfolg der Befruchtungen, der sich

in hohen Entwicklungsziffern kundgibt, hingt von den
glinstigen Konzentrationsverhaltnissen und vom men-
genmifigen Zusammenspiel der minnlichen und weib-
lichen Gamone ab» (HARTMANNY).

Summary

The authors review the development and present
state of biological and chemical research on the ferti-
lizing substances (gamons) of the metazoa. The general
principles of nomenclature proposed by M. HARTMANN
and R. KunN (1939) are taken as a basis. Other custom-
ary ways of naming single gamons are given a place
within it.

In particular are treated:

(1) The gynogamon I complex. Activating and chemo-
tactically attracting factors of the eggs (echinochrom
in the case of Arbacia pustulosa, astaxanthin in the case
of Salmo irideus); antagonism to androgamon I,

{2) Gynogamon II. Iso- and heteroagglutinins. of the
eggs.

(3) Androgamon I as a factor of the sperm that in-
hibits the movements of the spermatozoa,

(4) The androgamon-II complex. Factors that dissolve
the ovulary membranes (thermostable factor in the case
of Arbacia pustulosa, Hyaluronidase in the case of
A. pustulosa and of mammals). Factors that precipitate
the ovulary membranes and factors antagonistic to
gynogamon II in the case of Salmo irideus, some sea-
urchin eggs, and Megathura crenulata.

(5) Additional substances brought into connection
with fertilization {antifertilizin of the eggs, androgamon
111, factors in the sperm that agglutinate spermatozoa,
and others).

Under the separate gamons tables are to be found
on their occurrence and biological specificity. The review
is concluded with some considerations on the signific-
ance of the gamons in the process of fertilization.

LM, Harryany, O. Scuarcavu und K. WarLesreLs, Biol ZblL
60, 398 (1940).

2 H.-J. ELsTER, Arch. Entwicklungsmechanik 133, 1 (1930).

3 T, Graf Mepewm, Biol. Zbl. 62,431 (1042); Zool. Jb. 61, 1 {1945).
— M. HartMmany, F. Graf Mepem, R. Kuax und H.-J. BieLig,
Z. Naturforsch, 2b, 330 (1947). - E. E. Just, Protoplasma 16, 308
{1930).

% M. HarTMANN, Naturwiss. 28, S07 (1940).




