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extension constante du champ structural  de l 'activit6, 
le nombre des combinaisons actives augmentant  
progressivement. 

Nos recherches sur les acides doisynoliques montrent  
que dans cette s6rie, le champ de l 'activit6 cestrog~ne 
est relativement vaste. L'effet  persiste malgr~ le 
passage du syst~me t~tracyclique aux syst+mes t r i -e t  
bicycliques et mSme malgr~ le remplacement de la 
fonction acide par la fonction aldehyde ou alcool. 
Elles montrent  aussi combien il peut ~tre limit~ par  
des conditions d 'ordre spatial. Comme nous l 'avons vu 
dans Ia s~rie des oestrones, la configuration st~rique 
semble y limiter davantage encore le champ struc- 
tural. La difference pourrai t  provenir de la position 
fixe de la fonction c~toniqne qui s 'oppose 5 la rotation 
libre du groupe carboxyle. 

Mentionnons pour terminer que le champ structural 
d~pend aussi du mode &application et d 'une fagon 
d6cisive du sujet r~cepteur I, homme ou animal. 

Conclusion 

Comme nous l 'avons montr~, la synth~se des 
oestrog~nes st~roides s 'est  accomplie par ~tapes. Leur 
constitution une lois 61ucid~e, on parvenait ,  apr+s une 
premiere p~riode de huit ans environ, ~ la synth~se totale 
d'un de leurs produits d%limination, l'~quil6nine, et ~t 
une synth~se partielle de l 'un d 'entre eux, l'oestradiol. 

Une seconde p~riode de huits ans s 'achevait  avec la 
synth~se des hormones natives elles-mSmes. 

Des recherehes tr~s completes sur les acides doisy- 
noliques, une nouvelle classe d'oestrog~nes ~ l 'activit6 
puissante, aplanirent la route qui nous conduisit A la 
synth~se totale de l'cestrone. Comme l'cestradiol et 
l'cestriol avaient  d~jA ~t~ pr~par6s ~t ses d~pens, ce 
sont les trois hormones natives elles-m~mes qui sont 
d~s maintenant  accessibles ~ la synth~se totale. 

L'fiquil6nine compte deux centres d'asym~trie.  
Pour les hormones natives leur nombre s'61~ve de 
quatre h six et celui des st~r6o-isom~res optiques de 
seize (cestrone) ~t soixante-quatre (cestriol). E t  d~j~t 
l 'a t taque se tourne vers la synth~se encore plus ardue 

x R. COURRIER, A. HOREA~Y et J. JACQUES, C. r. Soc. biol. I12, 
146 (1948). 

des st6ro~des purement  hydroaromatiques ot~ Yon 
d~nombre six (testost6rone), voire huit centres d 'asy- 
m6trie (cholest6rol), ce qui, pour ce dernier ne re- 
pr~sente pas moins de deux cent cinquante-six 
st6r~o-isom~res optiques possibles. Le prix Nobel de 
chinaie de 1947, Sir ROBERT ROBmSO~ 1 vient pr6ci- 
s6ment de faire connattre ses derniers succ6s dans 
cette direction. 

I1 y a 6videmment lieu de se demander  si la synth~se 
de combinaisons h l 'architecture spatiale si compliqu6e 
prendra jamais une importance pratique, alors que la 
nature,  avec tes st6rols, nous dispense le squelette 
n~cessaire tout  fait. A quoi nous r6pondrons que la 
recherche doit se fixer ses buts hors de considerations 
semblables. La nature semble suivre sans peine la voie 
de la synth~se asym6trique, ~t nous de lui arracher ses 
secrets. 

Summary 
After the discovery of the (estrogenic hormones in 1929 

and subsequent years, and the determination of their 
constitution, their synthesis was performed in two stages. 

Following many preliminary synthetic at tempts (BAR- 
DHArL BOTENAr~DT, ROBINSON and others), in 1940 equi- 
lenine was synthesized by BACr~MA~N and, at almost the 
same time, INHOFFr:N succeeded in the partial synthesis 
of cestrone from cholesterol. 

In  1942 the preparation of a nearly inactive isomer of 
eestrone was disclosed by BACHMANN. Of decisive import- 
ance, however, was the elucidation since 1944 of the 
doisynolic acids deriving from the oestrogenic 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 oestrone itself (1948). Now 
all genuine oestrogenes (cestrone, eestradiol, oestriol) 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 S. W. CORNFORTH et R. ROBINSON, Nature 160, 737 (1947). 

Wirkstoffe der tierischen Befruchtung 
Von HANS-JOACmM BIELm 1 und Graf FRED MEDEM ~, Heidelberg 

Der Begri][ Be/ruchtungssto//e 

Bei den Metazoen, welche hier ausschliel31ich be- 
trachtet werden sollen, besteht  die Befruchtung in einer 

1 K'aiser-Wflhekn-Institut ffir medizinische Forsehung (Institut 
fiir Chenfie), Heidelberg. 

* Kaiser-Wilhelrn-Inst. f. Biol. (Abt. M. HARTMANN), Heehingen. 

Vereinigung yon Spermium und Ei. Seit den klassi- 
schen Untersuchungen von O, und R. HERTWIG (1875 
U. If.) an Seeigeln weiB man, dab der Vorgang der Be- 
fruchtung in einer Reihe von Akten abt~tuft: u.a. An- 
sammlung der Spermien an der Eioberfl~iche, Eindrin- 
gen eines Spermakopfes in das Eiinnere, Ausbildung 
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der Befruchtungsmembran, Verschmelzung yon m~inn- 
lichem und weibliehem Vorkern. 

Seit der Jahrhundertwende ~ ist zuerst von J. DE 
MEYEr((1911) und vor allem yon F. R. LILLIE (1912 
U. ff.) gezeigt worden, dab die weiblichen Geschlechts- 
zellen der Seeigel und Polych~iten Stoffe enthalten, die 
die Spermien spezifisch antocken, in ihrer Bewegung 
aktivieren und zur Agglutination bringen. Man wul3te 
auch schon, dab diese Wirkstoffe, welche yon den Eiern 
an Wasser (Eisekretwasser) abgegeben werden und dab 
ihre Wirkung durch Sperma abgeschwticht werden 
kann. Die Bedeutung, die man solchen Stoffen zu- 
schrieb, geht daraus hervor, dab LILLIE ~ sic <~Fertilizin >> 
genannt hat. 

Aus seinen Untersuchungen fiber die relative Sexuali- 
t~t der Braunalge Ectocarpus siliculosus zog M. HART- 
MANN (1925) den SchluB, dab gleichgestaltete Gameten 
verschiedenen Geschlechts sich stofflich unterscheiden 
und dab die Vereinigung der m~innlichen und weib- 
lichen Gameten durch geschlechtsspezifische Stoffe be- 
dingt wird. Der Nachweis derartiger Stoffe wurde dann 
yon ihm und seinen Schfilern fiir eine Reihe weiterer 
Algen erbracht und besonders yon F. MOEWUS (1933 
u. ff.) an der einzelligen Grfinalge Clamydomonas euga- 
metes nfiher geprfift. 

Es ist das Verdienst M. HARTMANNS (1932), erkannt 
zu haben, dab zwischen den geschlechtsspezifischen 
Stoffen der Algen und denen der Seeigel kein grund- 
s~tzlicher biologischer Unterschied besteht. In Zusam- 
menarbeit zwischen dem Kaiser-~Vilhelm-Institut ffir 
Biologie in Berlin-Dahlem, sparer Hechingen (M. HART- 
MANN), und dem Kaiser-Wilhelm-Institut ffir medizini- 
schc Forschung in Heidelberg (R.KUHN) wurden zum 
ersten Male aus den Geschlechtsprodukten des Seeigels 
A rbacia pustulosa und aus denen der Regenbogenforelle 
(Saline irideus) derartige Stoffe isoliert und zum Teil 
ihre chemische Natur erkannt. Diese Wirkstoffe haben 
nach einem gemeinsamen Vorschlag yon M. HARTMANN 
und R. KUHN (1939) den Namen Gamone, d.h. Be- 
fruchtungsstoffe erhalten, da sie die Vereinigung der 
Geschlechtszellen bewirken und damit die Befruchtung 
(7dl~o~ = Hochzeit) erm6glichen 3. 

1 Vgl. die folgenden Zusammenfassungen des Gebietes: J. LOEB, 
Artifical Parthenogenese and Fertilization (University Press, 
Chicago, 1913). - F. R. LILLre, Fertilization. General Cytology 
(University Press, Chicago, 1924). - E. GODLEWSKI, Problem der 
Entwicklungserregung (Physiologic der Befruchtung) in: A. BETHES 
Hh. d. normalen u. patholegisehen Physiologie, Bd. 14, i (Springer, 
Berlin 1926). - E. E. Jus% Protoplasma 10, 300(1930). - R. Kvns ,  
Angew. Chem. 53, 1 (1940). - M. HAr~TMAUn, Naturwiss. 28, 807 
(1940); Die Sexualitgtt (G. Fischer, Jena 1943}. - P. E. LIZqD~L, 
Fortschr. Zool. 5, 193, 356 (1941). - J. RUNNSTR61~, Seientia 71, 149 
(1942). - E. RAMSTAD, Norsk Farm. Selskab. 5, 65 (1943). - LO~D 
ROTHSCmLD, Nature 157, 720 (1946). - J. HXMMERLING, Fortschr. 
Zool. S, 159 (1947). A. TYLER, Ann. Rev. 1-hysiol. 9 19 (1947). 

F. R. LILHE, Science (N.Y.) 38, 5f2.i (1913). 

3 Zur Definition und Abgrenzung der Begriffe Hormon, Gamon, 
Termon vgl. R. Kurus, Angew. Chem. 53, 1 (t940). 

Die Gyno- und die A ndrogamone 

HARTMANN, SCHARTAU, KUHN und WALLENFELS 1 

konnten 1939 an der Zoologischen Station in Neapel 
(R.DoBRN) am Seeigel Arbacia pustulosa feststellen, 
dab die von LILLIE und anderen gefundenen Wirkun- 
gender Eisekrete auf die Spermien verschiedenen, von- 
einander trennbaren Stoffen zukommen. Es wurden zu- 
nfichst 4 Gamone nachgewiesen: 2 in den weiblichen 
Gameten (Eiern) enthaltene Gynogamone und 2 in den 
m~nnlichen Gameten (Sperma) vorkommende Andro- 
gamone. Nach einer Anregung von R. KUHN (1947) be- 
zeichnet man die Gamone mit ihrem Anfangsbuchsta- 
ben unter Anfiigung r6mischer Ziffern als Indices: G I, 
G H usw. ffir die Gynogamone, A I, AII usw. ffir die 
Androgamone. Eine ~thnliche Nomenklatur benutzten 
schon J. RUNNSTR6M und Mitarbeiter 2 flit die Andro- 
gamone (A I, A II usw.) 3. 

DieAuffindung von wenigstens 2 Gyno-und 2 Andro- 
gamonen bei Arbacia pustulosa war ftir die Feststellung 
yon Befruchtungsstoffen bei anderen Organismen weg- 
weisend. Sie erlaubte einerseits die Einordnung vieler 
Einzelbeobachtungen gamonartiger Wirkstoffe, wie sic 
v o n  FRANK 4, TYLER und Mitarbeitern 5, SOUTHWICK 6 

und anderen bei Seeigeln sowie bei Mollusken erhoben 
worden waren. Andererseits konnten SCHARTAU und 
MONTALENTI 7 am Flul3neunauge (Lampetra/luviatilis), 
MEDEM s bei marinen Schnecken und Muscheln, und 
neuerdings HARTMANN, MEDEM, K U H N  u n d  ]~IELIG ~ 

bei Forellen zeigen, dab auch bier 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 ~ihnliche Ent- 
wicklung an, wie sie yon der Vitaminforschung her be- 
kannt ist. Dort lieBen sich zum Beispiel die ursprting- 
lich dem (~Vitamin B>) zugesehriebenen Wirkungen auf 
die Anwesenheit einer ganzen Reih'e von spezifischen 
Faktoren (z.B. Filtratfaktor, antiparalytischer Faktor 
u.a.) zurfickfiihren. Die Glieder des Witamin-B-Kom- 
plexes,> wurden mit fortschreitender Verfeinerung der 

1 M, HARTMANN~ O. SCHARTAU, R, I{UHN und K. ~rALLENFELS, 
Naturwiss. 27, 433 (1939); ,°8, 144 (1940). - M. HARTMANN und O, 
SCaARTAU; Biol. Zbl. 59, 571 (1939).- M. HARTMA•N, O. SCHARTAU 
und K. WALLENVELS, Biol. ZbL 60, 398 (1940). 

2 j .  RUNNSTR/Sra, S. LI•DVALL und A. TxSELIUS, Nature (London) 
153, 285 (1944). 

a Die Schreibweise mit rSmischen Ziffern wird vorgezogen, da 
arabische Ziffern als Indices bereits fiir die Bezeiehnung yon Vita- 
minen (AI, A2) und Globulinen (G 1 usw.) vergeben sind. 

a j .  A. FRANK, Biol. Bull. 76, 190 (t939). 
6 A. TYLER, Proc. Nat. Acad. ScL (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, 249 

(1940) ; Biol. Bull. 78, 159 (1940). - A. TYLER und S. W. FOX, Science 
(N.Y.) 90, 516 (1939). 

6 W, E. SOUTHWICK, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939). 
2 0 .  SCHARTAU und G. MONTALENTI, Biol. Zbl. 61, 473 (1941). 
S Graf F. MEDEM, Biol. ZbL 62, 431 (1942) ; Zool. Jb. 61, 1 (1945). 
9 M. HARTMANN, Naturwiss. 32, 231 (1944). - M. HARTMANN, 

F. GRAB ~[EDEM, R. I{UHN und H.-J. BIELIG, Naturwiss. 34, 25 
(1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947). 
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Tabelle I 
Farbstoffe in den Ovarien einiger Tiere 

I 
Tierldasse Tierart Farbstoffe [ Literatur 

Echinodermen ,4rbacia pustulosa Naphthochinone, Echinochrom A, B, C KUHN und WALLENFELS 1 
A rbacia aeqzdtuberculata Echinochrom LEDERER und GLASER 2 
Strongylocentrotuslividus Carotinoide fl-Cffrotin, Echinenon LEDERER 3 

Yollusken Pecten maximus /3-Carotin, Pectenoxanthin LEDERER a 
Pectunculus glycymeris Lutein, Cynthiaxanthin (Glycymerin) LEDERER a 

Crustaceen Homarus vulgaris Astaxanthin I(UHN und SORENSEN 4 
(A stacus gammarus) KUtIN, LEDERER und DEUTSCH 5 
M a ] a  squ inado  A s t a x a n t h i n ,  f l -Caro t in  KUHN, STENE u n d  SORENSEN e 

T e l e o s t e e r  Sa lmo  i r ideus  f l -Caro t in ,  L u t e i n ,  A s t a x a n t h i n  HARTI~IANN, MEDEM, KUHN u n d  
BIELIG 7 

S a l m o / a r i o  A s t a x a n t h i n  SORENSEN u n d  STENE 8 
E l e g i n u s  navaga f l -Caro t in ,  X a n t h o p h y l l e  LEDERER 9 

A m p h i b i e n  R a n a  escule~2ta f l -Caro t in ,  L u t e i n ,  Z e a x a n t h i n  ZECHI~,~'EISTER u n d  TUZSON I° 

A y e s  Gallus domest icus  C a r o t i n ,  L u t e i n ,  Z e a x a n t h i n ,  K r y p t o -  KUHN u n d  M i t a r b e i t e r  n ,  u 
x a n t h i n  u . a .  GILLAM u n d  HEILBRON 1S 

EULER u n d  GARD 14 

M a m m a l i a  Bos  taurus  f l -Caro t in  I (UHN u n d  BROCKMANN 1~ 

Trennungs- und Charakterisierungsmethoden einzeln 
in ihrer chemischen Struktur und ihrer biologisehen 
Wirkung erkannt. Angelehnt an die Nomenklatur der 
Vitamine, sprechen wir bei den Befruchtungsstoffen in 
/~hnlichen F~llen von Gamonkomplexen (z.B. Andro- 
gamon-II-Komplex), bei den einzelnen Gliedern eines 
Komplexes von Faktoren (z. B. eihfillel6sender A n-Fak- 
tor, fAllender Ax;Faktor  ). 

Der Besprechung der einzelnen Befruchtungsstoffe 
sei zun~ichst eine ~)bersicht 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 F/ihigkeiten be- 
sitzt, erwies sich in den bisher untersuchten F/illen als 
Farbstoff; bei A rbacia p ,  stulosa als ein Naphthochinon- 
abk6mmling, bei der Regenbogenforelle (Salmo irideus) 

x R. KuI~,'~ und K.V~rALLENFELS, Ber. dtseh. Chem. Ges. 72, 1407 
(1989). 

E. LEDERER und R. GLASER, C. R. Acad. Sci. (Paris) 20;', 454 
(1938). 

3 E. LEDERER, C. R. Soc. Biol. 20, 567 (1938). 
4 R. NUHN und N.A. S6RENSEN Ber. dtsch. Chem. Ges. 71, 1879 

(1938). 
5 R. I':UHN, E. LEDERER und A. DEOTSCH, Z. physiol. Chem. 220, 

229 (1933). 
R. KrdHt¢, J. STENE und N.A. S6RENSEN, Ber. dtsch. Chem. 

Ges. 72, 1688 (1939). 
7 M. HARnIANN, Graf F. MEDEM, R. KUHN und H.-J. BI~LIG, 

Naturwiss. 31, 25 (1947) ; Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947). 

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

Gynogamor~ I I  (arteigen = Isoagghtinin, artfremd = 
Heteroagglutinin). Das GII 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 
pust~dosa 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 GII entspricht in seiner Wirkung dem 
Fertilizin LILLIES. 

Androgamon I. Das A I bedingt je nach Konzentra- 
tion teilweise oder v611ige L~ihmung der Spermien- 
bewegung. Mit der prosthetischen Farbstoffgruppe des 
Gi-Komplexes reagiert es in unbekannter Weise, wobei 
sowohl die Gx-Wirkungen als auch der A ; E f f e k t  auf- 
gehoben werden k6nnen. Das Androgamon I l~il3t sich 
aus getrocknetem Sperma mit Methanol extrahieren, 
ist niedermolekular, thermostabil und, soweit wir bis- 

s N. A. SORENSEN und J. STENE, Kongr. norske rid. Selsk. Skr. 
1938, Nr. 9 (1939). 

9 E. LEDERER, C. R. Soc. Biol. 20, 554 (1938). 
10 L. ZECtL~'ISTER und P. TUZSON, Z. physiol. Chem. 238, 197 

(1936). 
n R. KUHN, A. WINTERSTEIN und E. LEDERER, Z. physiol. Chem. 

197, 141 (1931). 
12 R. Kults  und H. BROCKMANN, Z. physiol. Chem. 206, 41 (1932). 
13 A. n. GILLAM und I. HEILBRON, Biochem. J. 29, 1064 (1938). 
14 H. v. EULER und H. GARD, Ark. Kemi, Mineral. Geol. lOB, 

Nr. 19 (1931). 
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her wissen, weder art- noch gattungs- oder ordnungs- 
spezifisch, l~ber die chemische Natur ist bis heute nichts 
Endgtiltiges bekannt. 

A ndrogamon-II-Komplex.DieWirkungendiesesKom- 
plexes ~iul3ern sich: 1. in einer Aufi6sung (z.B. Arbacia 
pustulosa, Haliotis tuberculata); 2. in einer FMlung der 
Eihtillensubstanz (z. B. Echinocardium cordatum, Salmo 
irideus) ; 3. in einer Aufhebung der Agglutinationswir- 
kung des Gynogamons II. Die 16sende Wirkung auf die 
Eihtille kommt einem thermolabilen Ferment, einer 
Hyaluronidase, zu. Daneben scheint bei A. pustulosa 
ein hochmolekularer, thermostabiler Faktor vorzulie- 
gen, der ebenfalls die Viskosit~tt der Eihfille herabsetzt. 
Der Antagonismus zum GII und die FSllung der Eihfil- 
lensubstanz werden durch sehr thermostabile, metha- 
nolunl6sliche Faktoren bedingt, die sich bei S. irideus 
durch Nukleins~iuren ersetzen lassen. 

In einer Reihe yon F~illen ist die Anwesenheit yon 
Gamonen nur an dem wechselseitigen Antagonismus 
zwischen Gi-Komplex und A I bzw. zwischen G n und 

OHOH 0 OCH~ 

. o  I I! i OH ~ . ,~OCH~ 
- - % / ~ z / -  - ~ c /  

C6H ~ • COO l[ "(OCH3 
I OH OH 0 

Leukoechinochrom A 

MEDEM, KUHN und BIELIG 1 die des Carotinoids Asta- 
xanthin bei der Regenbogenforelle Salmo irideus ~. 

Das yon KUHN und ~VALLENFELS "~ aus den vollreifen, 
braunroten Ovarien yon A. pustutosa isolierte Echino- 
chrom A, 10 mg je Ovar, kristallisiert in roten Nadeln 
yore Schmelzpunkt 220% Es ist kaum 16slich in Wasser, 
15st sich gut in Na-Hydrogenkarbonat und hat ein drei- 
bandiges Absorptionsspektrum (526, 490, 456 m/z in 
Chloroform). Nach den Ergebnissen von Zinkstaub- 
destillation, reduzierender Azetylierung, Methylierung 
mit Diazomethan und Oxydation mit Chroms/iure (Bil- 
dung yon Propions~iure) kommt dem Leukoechino- 
chrom A die Formel I zu. Das Echinochrom A selbst 
ist ein 2-~ithyl-3, 5, 6, 7, 8-pentoxy-naphthochinon-1,4 
(II), das im Gleichgewicht mit isomeren Chinonen vor- 
liegen dtirfte. Die Konstitution wurde yon WALLEN- 
VELS und GAUI-IE 4 durch Synthese sichergestellt: Di- 
benzoyl-oxymaleins~iure-anhydrid und 2-Athyt-1, 3, 4- 
trimethoxybenzol kondensieren in der Aluminium- 
chlorid-Natriumchlorid-Schmelze bei 180-183 ° zu II. 

H 

O O 

HO--(~N~//N~,,--CH, - 

I I  0 0 
\ / 

H 
Echinochrom A 

dem Al~-Komplex erkannt worden. Je nach der Kon- 
zentration des einen Befruchtungsstoffes wird die des 
Antagonisten dann entweder abgeschw~cht oder v61tig 
aufgehoben. 

Weitere mit der Befruchtung in Zusammenhang ge- 
brachte Stoffe, z.B. ein in Eiern vorkommendes Anti- 
/ertilizin und ein Androgamon I I I ,  sollen spitter geson- 
deft besprochen werden, da ihre Bearbeitung unseres 
~Vissens noch in den Anf~tngen steht. 

Der Gynogamon-I-Komplex 

Die Eier zahlreicher Tiere sind gefArbt. Dutch 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 F~illen er- 
kannt werden konnte, geh6ren entweder zur Gruppe 
der Carotinoide oder zu der der Naphthochinon]arbsto//e 
(Tab. I). Das Interesse der Biologen erweckten die Ei- 
farbstoffe indessen erst, als man in zwei F~illen ihre 
Gamonnatur erkannt hatte. HARTMANN, SCHARTAU, 
KUHN und WALLENFELS 1 entdeckten die Gynogamon- 
I-Wirkung des Naphthochinonfarbstoffes Echinochrom 
A b e i  dem Seeigel Arbacia pustulosa; HARTMANN, 

1 M. E[ARTMANlg, O. SCHARTAU, R. KUHN und K. WALLENFELS, 
Naturwiss. 27, 433 (1939); 28, 144 (1940). - M. HARTMANN und O. 
SCHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 

Violette Ovarien, die sich im Zustand beginnender 
Reife befinden, enthalten wenig Echinochrom A, in- 
dessen zwei ihm verwandte, noch unaufgekl~rte, kristal, 
lisiert erhaltene Naphthochinonfarbstoffe, die Echino- 
chrome B und C. Das rote B ist wie A in Natronlauge 
16slich, das violette C nicht. 

In den Eiern sind die Echinochrome, wie KUHN nnd 
W A L L E N F E L S  5 gefunden haben, an hochmolekulare, 
proteinartige Trigger gebunden. Diese Symplexe sind, 
verglichen mit den freien Farbstoffen, tiefer gefiirbt 
und 15sen sich leieht in 4%igem Natriumchlorid oder 
Meerwasser. Aus ihnen lassen sich die prosthetischen 
Farbstoffgruppen mit n/100 Salzs~ure, Alkohol oder 
Invertseifen s abspalten, wobei die Haftfestigkeit in der 
Reihenfolge C + B-->-A abnimmt. Sowohl freies wie 

1 M. I-IARTMANN, Graf F. MEDEM, R. HUHN und" H.-J.  BIELIG, 
Natm'wiss. 3i ,  25 (1947); Z. Naturforsch. 25, 330 (1947). 

DaB Carofinoide auch bei Pftaazen gamonwirksam sind, habea 
zuerst KUH~, MoEwus und JERCHEL ~ an der Grfinalge Clamydomonas 
eugametos entdeckt. Crocin wirkt  hier als GeiBelbildungsstoff. 

3 R. Kua• und K. }VALLENFELS, Ber. dtsch.Chem. Ges. 7Z, 1407 
(1939). 

4 K. WALLESl~ELS und A. GAUHE, Bet. dtsch.Chem. Ges. 76, 325 
(1943). 

5 R. KuIIN und K. WALLENFELS~ Bar. dtsch. Chem. Ges. 73, 458 
(194o). 

s R. KuHN und H.-J.  BIELIG, Ber. dtseh. Chem. Ges. 73, 1080 
(I940). 

R. Kvm¢, F. MoEwvs und D. JERC~EL, Ber. dtsch. Chem. Ges. 
71, 1541 (1938). - F. MOEWUS, Naturwiss. 31, 420 (19,i3). 
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gebundenes Echinochrom A sind reversibel hydrier- 
und dehydrierbar. Das Redoxpotential liegt zwischen 
E 0 = -- 76 und - 81mV~. 

Der im Eiinhalt vorkommende biniire Symplex, 
Echinochrom-A-...-Tr/iger, t/iBt sich aus gefroren zer- 
kleinerten, gallerthiJllefreien Eiern herausl6sen und mit 
Ammonsulfat falien. Er  ist biologisch unwirksam. Mit 
dem aus der farbstofffreien Gallerthtille isolierten Hitfs- 
triiger beladen, wird der bin~tre zum biologisch hoch- 
wirksamen tern~ren Symplex, Echinochrom-...-Tr/i- 
ger-...-Hilfstr/iger. Wie HARTMANN, SCHARTAU und 
WALLENFELS 2 festgestellt haben, aktiviert dieser Sym- 
plex die Spermien von A. pustulosa noch in einer Ver- 
dtinnung von 1:300 Milliarden, d.h. rund 100 mal st/ir- 
ker als das freie Echinochrom A, das noch in der Grenz- 
verdfinnung von 1:2,5 Miltiarden bewegungsaktivierend 
wirkt. Die entsprechende Wirkung yon Eisekretwasser 
h6rt bereits in einer Konzentration von 1:50000 auf 
(Tab. II). Der terniire Symplex scheint danach der ei- 
gentliche Urheber der Gi-Wirkungen bei A. pustulosa 
zu sein. Das geht vor allem aus der merkwiirdigenTat- 
sache hervor, dab im biologisch unwirksamen bin~iren 
Symplex, der rund 35 kg hochmolekulare organische 
Substanz auf 1 Mol Farbstoff enth~ilt, doppelt soviel 
Echinochrom A gebunden ist wie im tern~iren Symplex. 
Das Echinochrom B ist bisher biologisch nicht vom 
Echinochrom A zu unterscheiden. W/ihrend das Echino- 
chrom A indessen beim Stehen im Tageslicht zuneh- 
mend inaktiver wird (vgl. Tab. II, letzte Spalte), bleibt 
die Wirkung des Echinochroms B u n t e r  denselben Be- 
dingungen wochenlang unvermindert  erhalten. 

CORNMANN 3 findet bei Arbacia punctulata ebenfalls 
die aktivierende Wirkung eines aus den Eiern gewon- 
nenen (~Echinochromsymplexes~>, w/ihrend das Ei- 

Tabelle I I  
Aktivierung der Spermienbewegung bei Arbacia pustulosa dutch Ei- 

sekretwasser und Echinochrom A 
(naeh HARTMANN und SCHARTAU 4, abge~indert) 

Aktivit / i tsgrade der Spermien 0 bis 3. Erhi tztes  Eisekretwasser:  
StammlSsung I Tell Eier auI 5 Teile Seewasser, 2 Stunden bei 95 o 

Eisekretwasser 

Verdiinnungs- Aktivit/its- 
grad grad 

1 : 1 0 2  3 

1 : 1 0  a 3 
1 : 1 0 4  3 
1 : 3 .  104 2 

1 : 5 - 1 0 4  1 

Echinochrom A 

Konzen- 
trat ion 
g/cm 3 

5 • 10 -~ 
5 • 10 -7 
5 • 10 - s  

1,5 • i 0  -~ 
2,5 - 10 -* 

Akt iv i t f t sgrade  der 
Spermien in 

derselb. Lsg. 
frischer 
LSsung nach 4 Tga. 

am I.ieht 

3 2 
3 1(?) 
3 
2 
2 

1 K. WALLENFEL$ und W. MOtILE, Ber. dtsch. Chem. Ges. 76, 924 
(1943). 

2 1~I. HARTMANNj O.SCHARTAU und K. WALLENFELS, Biol. Zbl. 
60, 398 (1940). 

s j .  CORNMANN, Biol. Bull. 80, 202 (1941). 
4 M. HARTMANN und O. SCHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 

sekretwasser die Beweglichkeit der Spermien nicht 
steigerte. Im Zusammenhang damit ist die Feststellung 
SHAPIROS I bemerkenswert, dab 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 yon A. pustulosa wirkt, 
zeigten HARTMANN und SCHARTAU 2 in einem auf DAKIN 

und FORTHAM 3 zuriickgehenden Kapillarversuch : beid- 
seits offene Kapillaren, die den in Seewasser gel6sten 
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, f/illt in der Reihen- 
folge: Echinochrom A, Eisekretwasser, Seewasser. 

Die Eier tier Regenbogen- und der Bachforelle, die 
v o n  HARTMANN, MEDEM, KUHN und BIELIG 4 auf Ga- 
mone untersucht wurden, sind goldgelb bis ziegelrot 
gef~irbt. 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 enth/ilt, ~thnlich wie ein Eisekretwasser~ In- 
haltsstoffe des Eies. Im Fruchtwasser zeigen die Sper- 
mien yon Salmo irideus, die im Wasser nur weniger als 
eine Minute lang beweglich werden, eine mindestens 
sechsmal 1/ingere und dreimal aktivere Bewegung. Der 
Zusatz yon Ovarialfliissigkeit zum Sperma vermag also 
hier nicht nut  die Spermienbewegung auszul6sen, die 
nach SCHLENK und KAtIMANN 5 auf einer Abnahme der 
Konzentration an Kaliumionen beruht, er zeigt auch, 
dab das Fruchtwasser die bewegungsaktivierende Wir- 
kung des Gi-Komplexes hat. 

Von den drei im El61 der Regenbogenforelle gel6sten 
Carotinoiden kommt diese Wirkung in erster Linie 
dem Astaxanthin zu, welches mengenm~tBig 12% der 
Gesamtcarotinoide des Eies ausmachte (Tab. III). In 

Tabelle I I I  
Die Eifarbstoffe der Regenbogenforelle (naeh HARTMANN, MEDEM, 

KUHN u n d  BIELIG ~ 

y°~- o des 
Friseheies 

Gesamtcarotinoide* . 
Lutein 
//-Carotin 
Astaxanthin 
Laktotlavin 

* Als Lutein bereehnet. 

mg % 
des EiOls 

62 ,3  17,5 
43 ,4  12,0 
12,0 3,5 

7,2 2,0 
220 24 ,6**  

** mg% der Eifliissigkeit. 

F je 
Frischei 

0 ,028  
0 ,019  
0 ,005 
0 ,003  
0,35 

1 H. SHAPIRO, J, Gen. Physiol. Z9, 267 (1946). 
2 M. HARTMANN und O. SCttARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 
a ~.~,r. j .  DAKIN und M. G. S. FORTIIAM, Brit. J. Exp.  Biol. 1, I83 

(1924). 
4 M. HARTMANN, Naturwiss. 32, 231 (1944}. - M. HARTMANN, V. 

Graf MEDEM, R. Kum¢ und H.-J. BIELIG, Naturwiss. 34, 25 (1947); 
Z. Naturforseh. 2b, 330 (1947). 

5 W. SCHLENK jr. und H. KAItMANN, Biochem. Z. g95, 283 (1938). 
6 M. HARTMANN, Graf F. MEDEM, R. KUHN und H.-J. BIELIG, 

Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947). 
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Tabelle I V  
Aktivit/itsgrade und Bewegungszeiten yon Spennien der Regenbogenforelle in verschiedenen Medien 

(nach HARTMANN, MEDEM, KUHN und BIELIG 1) 
Aktivit~itsgrade 0 his 4; Bewegungszeiten in Sekunden; Temperatur  10 °. 1 m m  a Sperma in 1 Tropfen (= 0,06 cm a) Mediunl sorgf~ltig ver- 

teiit. (Mittelwerte und  mittlere Fetfler aus je 6--10 Bestimmungen.)  

Medium 

A n f a n g s a k t i v i t ~ t t s g r a d  . . . .  

F r e i e  B e w e g l i c h k e i t  b e i  m a x i -  
m a l e r  A k t i v i t A t  b i s  . . . .  

F r e i e  ] 3 e w e g l i c h k e i t  b e i  m i n i -  
m a l e r  A k t i v i t g t  b i s  . . . .  

B e w e g u n g  a n  O r t  b i s  . . . .  

Fruehtwasser 
%Vasser [ 
PH 6,6 

I PH ¢,7 PH 9,0 

1 3 1 

1 7 4 - 3 ,  25: j :3  1 9 4 - 3 , 5  

3 0 4 - 4  8 3 4 - 1 1  5 5 4 - 1 3  

3 7 4 - 6 ,  2 1 6 4 - 2 7  6 9 = 5 4  

Frucht-  
wasser 
gekocht 
Pit 9,0 

1 - - 2  

22=[=2 

47=t=9 

6 5 4 - 9  

Asta-  
xanthin  
60 ? /cm ~ 

fl-Carotin 
1207[cm3 

Lutein 
115 7]em 3 

Lakto- 
flavia 

1 mg]cm a 

abgekochtes Fruehtwasser 

4 ] 3 - - 4  
I I 

28-_{::1,5 ] 28=t=3,5 

5 9 ~ 4 , 5  t 5 8 4 - 9 , 5  

93.-]::6,5 I 89:: t=23 

2 - - 3  2 - - 3  

26 4- 3,5 2 4 ~ 1 , 5  

67=[=12 4 4 4 - 2  

9 3 4 - 1 0 , 5  7 4 £ k 7  

H3C CHa H3C CHa 

H2C - - C H - - C H - - C  = C H - - C H  = C H - - C  ~ C H - - C H  = C I - I - - C H =  C - - C H = C H - - C H  = C - - C H  = C t I - - S ' x ,  CH~ 

H0H c'ul CHa CH3 CH a CH~ ~ c" ( CHOI-{ 

C III C 

Astaxanthin ; 
abgekochtem Fruchtwasser kolloidal gel6stes kristal- 
lisiertes Astaxanthin, das KUHN und S(JRENSEN 2 aus 
Hummereiern isoliert und als 5,5'-Dioxy-4,4'-diketo- 
fl-carotin (III) erkannt batten, bringt noch in einer 
Verdiinnung yon 1 : 100000 die Spermlen yon Salmo 
irideus auf den h6chsten beobachteten Grad der Be- 
weglichkeit. Bei derartigen Versuchen muB auf sorg- 
fSltige Einhaltung vergleichbarer Wasserstoffionen- 
konzentrationen geachtet werden, da die Spermien- 
beweglichkeit auch vom ibi~ beeinfluBt wird 3. Zum Bei- 
spiel nimmt in dem ftir die Carotinoidl6sungen als 
Schutzkolloid verwandten abgekochten Fruchtwasser, 
das ein PH yon 9 hat, die Aktivit~t der Spermien, ver- 
glichen mit nativem Fruchtwasser (pa 7,7) ebenso 
stark ab, wie wenn letzteres ohne Verdfinnung auf 
PH 9 gebracht wird. Die Befunde der Spermienaktivie- 
rung in den verschiedenen genannten Medien enth~ilg 
Tab. IV. 

Das Astaxanthin lockt ferner die Spermatozoen yon 
Salmo irideus im Kapillarversuch chemotaktisch an, hat 
also auch die zweite ffir den Gi-Komplex charakteristi- 
sche Wirkung. Die Methodik wurde durch Anwendung 
einseitig geschlossener Kapillaren verbessert. Von den 
fibrigen Eifarbstoffen der Regenbogenforelle erwiesen 
sich Lutein und Laktoflavin sowohl im Aktivierungs- 
wie im Kapillarversuch als v611ig unwirksam. Dem fl- 
Carotin kommt eine schw~icher aktivierende und chemo- 

1 M. HARTMANN, Graf F. MEDEM, R. KuIiN und H.-J. BIELIG, 
Natmaviss. 3t, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947). 

2 R. KOHN und N. A. S6RENSEN, Bet. dtsch. Chem. Ges. 71, 1879 
(1938). 

a "vV. SCHLENK jr., Biochem. Z. 265, 29 (1933). - O. W1NGE und 
E. DITLEVSEN, C. R. Tray. Lab. Carlsberg 22, 121 (1937). 

taktische Wirkung zu (vgl. die Tab. IV und V). Es ist 
indessen im Gegensatz zum Astaxanthin nicht bef~ihigt, 
durch Androgamon I v611ig gel/ihmtes Sperma wieder 
beweglich zu maehen, worauf bei der Besprechung des 
A~ noch eingegangen wird. Die merkwtirdige Tatsache, 
dab im Ei6I gel6ste Farbstoffe an die w~tsserige Phase 
(Fruchtwasser) abgegeben werden und dort biologische 
Wirkungen ausiiben, wird durch die Beobachtung er- 
kl~trlich, dab das Ei61, welches 3,6% des Gesamteies 
ausmacht, an die in der Eifltissigkeit vorkommenden 
Lipoproteide gebunden ist und sich erst naeh deren 
Denaturierung in Fettl6sungsmitteln aufnehmen l~13t 1. 

Das Sperma der Bachforelle (Salmo [ario) verh~tlt 
sich in Wasser und Fruchtwasser hinsichtlich Aktivi- 
t~itsgrad und Bewegungsdauer gleich dem yon SaImo 
irideus. Diese Wirkung dtirfte auch bier auf dem von 
S6~ENSE,n und STENE 2 festgestelIten Gehalt der Eier 
an Astaxanthin beruhen. Weiter deutet das Vorkom- 
men dieses Farbstoffes in den Eiern des Hummers 3 
und der Seespinne 4 darauf hin, dab es hier ebenfalls 
am Beffuchtungsvorgang teilnimmt. Beim FiuBneun- 
auge (Lampetra fluviatilis), dessen Spermien in Wasser 
etwa ffinfmal l~tnger als die yon S. irideus beweglich 
sind, beobachteten SCItARTAU und MONTALENTI ~, dab 
die am animalen Eipol in Leitungswasser entstehende 

I 3I. HART~IANN, Graf F. MEOEM, R. KOHN und H.-J.  BIELIG, 
Naturwiss. 3g, 25 (1947); Z. Naturforseh. 2b, 330 (1947}. 

N. A. S6RENSEN und J. SrE~E, Kongr. norske rid.  Selsk. Skr. 
1938, Nr. 9 (1939}, 

a R. KUHN und N. A. SbRENSEN, Bet. dtsch. Chem. Ges. 71, 1879 
(1938). 

4 R. KUHN, E. LEDERER und A. DEUTSCH, Z. physiol. Chem. 22,0, 
229 (1933). 

5 0 .  SCHARTAU und G. ]~IONTALENTI, Biol. Zbl. 61, 473 (1941). 
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Tabdle V 
Chemotaktische Wirkung von Carotinoiden auf die Spermien der Regenbogenforelle (Kapillarversuche) 

(nach HARTMANN, ~IEDEM, I~UItN und BIELIa, [Vgl. Note 1, Tab. IV[) 
Spermien in Fruehtwasser, Farbstoffe in abgekochtem Fruchtwasser kolloidal gelSst und in einseitig offenen Kapillaren eingeschlossen. 

Kapillare I Kapitlare II 

F r u c h t w a s s e r  F r u c h t w a s s e r  
a b g e k o c h t  a b g e k o c h t  

A s t a x a n t h i n  F r u c h t w a s s e r  
60 y je  1 c m  3 a b g e k o c h t  

f l -Caro t in  F r u c h t w a s s e r  
120 ? je  1 c m  3 a b g e k o c h t  

L u t e i n  F r u c h t w a s s e r  
115 ? je  1 c m  3 a b g e k o c h t  

"cder Versuch 3-4mal  wiederholt 

Beobachtung 

Gle i chm~Big  wen ige  S p e r m i e n  in  I u n d  I I .  

S p e r m i e m n e n g e  I : I I  ~ 5 : 1; A n h / i u f u n g  b e s o n d e r s  a m  gesch lo s senen  
E n d e  Yon I.  I n  de r  U m g e b u n g  de r  M i i n d u n g  y o n  I Anh~ tu fung  u n d  
A k t i v i e r u n g  d e r  S p e r m i e n .  

S p e r m i e n m e n g e  I : I I  ~ 3 : 1, s o n s t  wie A s t a x a n t h i n .  

K e i n  U n t e r s c h i e d  im S p e r m i e n g e h a l t  z w i s c h e n  I u n d  I I .  

A s t a x a n t h i n  f l -Caro t in  S p e r m i e n m e n g e  I : I I  ~ 1,5 : I ; i n  b e i d e n  FAllen A n s a m m l u n g  u n d  
60 Y je  1 c m  3 120 Y je  I c m  3 A k t i v i e r u n g  de r  S p e r m i e n  a n  d e r  K a p i l l a r m t i n d u n g .  

A s t a x a n t h i n  L u t e i n  S p e r m i e n m e n g e  I : I I  ~, 5 : 1 ;  s t g r k s t e  A n h / i u f u n g  a m  g e s c h l o s s e n e n  
60 ? je  1 cm 2 115 y je  1 c m  3 E n d e  y o n  I u n d  I I .  

~ t r i i b e  Flocke~> d ie  S p e r m i e n  b e s o n d e r s  s t a r k  a n l o c k t  

u n d  d a b  d iese  in  i h r e r  U m g e b u n g  e r h 6 h t  b e w e g l i c h  

w e r d e n .  D a  d ie  E i e r  ge lb  g e f ~ r b t  s i nd ,  b e r u h t e n  a u c h  

h i e r  d ie  G i - W i r k u n g e n  w a h r s c h e i n l i c h  a u f  e i n e m  E i -  

f a r b s t o f f ,  d e r  in  d e r  <~Floeke,> b e v o r z u g t  a u s t r i t t .  

U b e r  die  G y n o g a m o n - I - F a k t o r e n  i m  E i s e k r e t w a s s e r  

z a h l r e i c h e r  w e i t e r e r  T ie re ,  u n d  z w a r  aus sch l i eB l i ch  

W i r b e l l o s e r  ( T a b .  VI ) ,  i s t  u n s e r e s  W i s s e n s  b i s  h e u t e  

n i c h t s  b e k a n n t .  D ie  v o n  MEDEM t a u s g e f i i h r t e  A n a l y s e  

d e r  G i - W i r k u n g e n  be i  m a r i n e n  S c h n e c k e n  u n d  M u s c h e l n  

h a t  geze ig t ,  d a b  d iese  i m  E i s e k r e t w a s s e r  ve rmi l3 t  w e r -  

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

Tabelle VI 
Vorkommen yon Gynogamon-I-'Wirkungen im Eisekretwasser verschiedener WirbeIIoser 

Polychiiten 

Echinodermen 

Mo~usken 

Nereis limbata 
PIatynereis megalops 

Arbacia punctulata 
Arbacia pustulosa 
Echinus microtuberculatus 
Paracentrotus lividus 
Echinocardium cordatum 
Echinarachnius parma 
Echinometra subangularis 
Strongylocentrotus purpuratus 
A sterias [orbesii 
Asterias ochracea 
Leptasterias aequalis 
Stichopus regalis 

Katharina tunicata 
Ischnochiton magdaIenensis 
MopaIia muscosa 
Haliotis cracherodii 
Haliotis tuberculata 
Fissurella nubecula 
Megathura crenulata 

LILLIE (1913)1; SA~IPSON (1922) 2 
J u s t  (1915) 3 

LILLIE (1912)4; SAMPSON (1922)2; FRANK (1939) 5 
HARTMANN u n d  SCHARTAU (1939) ~ 
DE MEYER (1911)~; HARTMANN u n d  SCHARTAU (1939) 6 
JUST (1929)s;  HARTMANN u n d  SCltARTAU (1939) 6 
HARTMANN u n d  SCHARTAU (1939) 8 
JUST (1915) 3 
SOUTHWICK (1939) 9 
SAMPSON (1922) ~; TYLER (1940) 10 
SAMPSON (1922) 2 
SAMPSON (1922) 2 
SAMPSON (1922) 2 
HARTMANN u n d  SCHARTAU (1939) 

SAMPSON (1922) 2 
SA~IPSON (1922) ~ 
SA~II'SO~ (1922) o 
SAMPSON (1922) ~ 
3{EDEM (1942) lx 
MEDEM (1942) i t  
TYI-ER (1940) l° 

1 F. R. LILLIE, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913). 
2 M. M. SAMPSON, Biol. Bull. 43, 267 (1922). 
3 E. E. JUST, Biol. Bull. 28. 93 (1915). 
4 F. R. LILLIE, Science (N.Y.) 36, 527 (1912). 

J. A. FRANK, Biol. Bull. 76, 190 (1939). 
8 M. HARTMAN~ und O. SCHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 

T j .  DE hIEYER, Arch. Biol. 26, 65 (1911). 
8 t~. E. JUST, Biol. Bull. 57, 326 (1929). 
9 W. E. SOUTHWICK, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939). 

l0 A.TVLER, Proc.Nat.Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, 249 
(1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940). 

11 Graf F. MEDEM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945). 
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Tabelle V I I  
Vorkommen yon Gynogamon I-Faktoren bei marinen Schneeken und Museheln 

[ExPERIENI'IA VOL. V/l] 

Tierart Eifarbe Gi-Wirkung 

Fissurel la nubecula hel lgr i in  A k t i v a t i o n  der  Spernf ien  in E i sek re twasse r .  
Haliot is  tuberculata blaugrf in  C h e m o t a k t i s c h e  An lockung  d u r c h  i n t a k t e  Eier ,  
Patella coerulea t i e fo l ivgr i in  n i c h t  d u r c h  leere Eiht i l len.  

Pecten varius 
Solen ensis 
Tapes aureus 

b r a u n r o t  ( P e c t e n o x a n t h i n  ?) 
s c h w a c h  b r a u n g e l b  
s c h w a c h  b r a u n g e l b  

K e i n e  A k t i v i e r u n g  im E i sek re twasse r ,  wohl  abe r  
a m  Ei  se lbst .  C h e m o t a k t i s c h e  A n l o c k u n g  d u r c h  
i n t a k t e  E ie r  u n d  leere Eihf i l len,  n i c h t  d u t c h  
E i inha l t .  

Echinus  microluberculatus < 

Stichopus regalis (Holothur ie)  

+ 
, ,  ), Arbacia pustulosa 

Sphaerechinus granularis 

Echinocardium cordatum 

). Paracentrotus l ividus 

Haliol is  tuberculata ( Patella coeruIea ~- Fissurella nubecula 

Venus  gallina ~- Tapes aureus 

/ H~ 
0 0 OH IVa, Spinochrom A 
l i p  . R =  - -0  H 

I 'q IVb ,  S p i n o c h r o m  P1 
O O R = - - H  
\ H " *  

H 
O O O Va,  Sp inon  A 

HO--( --,, .~{ ~ --d--CH~ 

H O y y - - R  Vb, Spinochrom P 
o o  R =  - - H  

\ H " "  

den kann, am intakten Ei indessen auftri t t  (Tab. VII). 
In neuester Zeit hat derselbe Autor 1 ein Tier mit innerer 
Befruchtung untersucht, n~imlich die Wollhandkrabbe 
(Eriocheir sinensis). Bereits CArlO 2 haite 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 Einflu/3 der dunkelbraunen Ova- 
rialfliissigkeit zuriickzufiihren, die zusammen mit den 
Eiern dutch den Ovidukt zu dem im Receptaculum 
seminis unbeweglich lagernden Sperma gelangt. In  vitro 
beginnt die Bewegung frfihestens zwei Minuten nach 
Einbringen der Spermien in die Ovarialfltissigkeit und 
h~ilt etwa 15 Minuten lang an. Diese Beobachtungen 
sind hier insofern yon Interesse, als BIELIG 3 ermittelt 
hat, dab die reifen, leuchtendvioletten Eier yon Erio- 
cheir ein Gemisch von sauren und neutralen epi- 
und hypophasischen Carotinoiden in symplexer Bin- 
dung an Proteine enthalten. 

1 Graf F. MEDEM, unveriSffentlicht. 
G. CANO, Mitt. Zool. Slat. Neapel 9, 503 (1889). 

a H.-J. BIELIC,, unver~Sffentlicht. 

Ober die Artspezi/it~t der G~-Wirkung liegen Beob- 
achtungen yon HARTMANN und SCHARTAU 1 bei einigen 
Seeigeln und yon MEDEM 2 bei marinen Schnecken und 
Muscheln vor. Soweit die Versuche der Einwirkung 
yon Eiern oder Eisekretw/issern auf artfremde Sper- 
mien positiv verliefen, sind sie in der folgenden T3ber- 
sicht vereinigt (Wirkung des G1-Komplexes in Pfeil- 
richtungl, u) : 

TYLER a fand, dab die kristallisierten Stachel[arbsto/[e 
yon Strongylocentrotus purpuratus im Gegensatz zu 
dessen Eisekretwasser nicht Gi-wirksam sind. Nach 
MusAio und MINCI-IILLI 4 enthalten die Stacheln yon S. 
purpuratus kein Echinochrom, indessen zwei ihlu ver- 
wandte, als Ca-Salze gebundene Spinochrome P und 
PI. KUHN und WALLENFELS 5 geben dem Spinochrom 
A in den Schalen yon A. pustulosa die Formel IVa. 

1 M. HARTMANN und O. SCHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 
Graf F. M~I)EM, Biol.Zbl. 62, 431 (1942); ZooL Jb. 61, 1 (1945). 

a A. TYLER, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 523 (1939). 
a L. Mvsmo und M. MINCHILLI, Boll. sei. Fac. chim. ind. Bologna 

3, 113 (1942). 
5 R. Kvlm und K. WALLENF~LS, Ber. dtseh. Chem. Ges. 74, 1594 

(1941). 



[15. I. 1949] H.-J.  BIELIG und Graf F..~[EDEM: Wirkstoffe der tierischen Befruehtung I t) 

Das Spinochrom A, das in Form seines violetten Ca- 
Salzes best~tndig ist, geht, sobald diese Bindung w~ih- 
rend der Aufarbeitung dureh SRure gespalten wird, 
unter der dehydrierenden Wirkung des Luftsauerstof- 
fes in das kristallisiert erhaltene Spinon A (Va) fiber. 
In Antehnung an diese Befunde schreiben die beiden 
italienischen Forscher dem Spinochrom PI  die Kon- 
stitution IVb, dem Spinochrom P die Formel Vb zu. 
Das Spinon A konnte noch nicht auf G1-Wirkungen 
hin gepriift werden. 

Das Androgamon I 

Der aktivierende Faktor  des Gynogamou-I-Kom- 
plexes hat als Gegenspieler einen von den Spermien 
abgegebencn Wirkstoff, den man daher Androgamon 
I genannt hat. Wie n~mlich HARTMANN, SCHARTAU und 
WALLE'NFELS 1 zuerst beobachteten, wird die aktivie- 
rende Wirkung des Eisekretwassers von Arbacia pustu- 
losa auf arteigene Spermien herabgesetzt oder v611ig 
aufgehoben, sowohl dureh Spermaliquor als auch durch 
Filtrate von abgekochtem bzw. gefrorenem und dann 
aufgetautem Sperma. DaB es sich hier tats~chlich um 
einen Antagonismus zwischen dem aktivicrenden Prin- 
zip und eineln Spermawirkstoff handelt, geht eindeutig 
aus dem gleichartigen Verhalten yon Echinochrom A 
hervor: I cm 3 Spermaliquor yon A. pustulosa vermag 
noch die spermienaktiviercnde Wirkung yon 5 - 10- ~ g 
kristallisiertem Echinochrom A zu verhindern. 

Eine Methode zur Abtrennung des A~ aus Sperma 
verdankt man KUHN und WaLLENFELSL Die A vhaltige 
Fraktion liiB sich aus sehonend getrocknetem Sperma 
mit Methanol extrahieren und findet sich angereichert 
in dessen Abdampfriickstand wieder. Solche Ausziige 
aus A.-pust~dosa-Sperma l~ih mten die Bewegung der art- 
eigenen Spermien noch bis zu einer Verdfinnung yon 
1 : 8000. Die 1/ihmende Wirkung derartiger Extrakte  lieB 
sich durch Echinochrom A aufheben. Es handelt sieh 
hier um dieselbe Wirkung auf die Spermien, die unab- 
h~tngig voneinander bereits SOUTHWlCK ~ beiEchinometra 
subangularis und HARTMANN und Mitarbeiter 4 bei A. 
pustulosa mit unextrahiertem Spe~ma festgestellt hat- 
ten ~. Aus diesen Arbeiten geht welter hervor, dab die 
AFWirkung reversibel ist und dab der Wirkstoff von 
den Spermien an den Liquor abgegeben wird. Unbe- 
weglich gewordene Spermatozoen von E. subangularis 
werden n~imlieh dureh Zusatz yon Seewasser, was einer 

1 M. HART.MANN, O. SCHARTAU und K. WALLENFEL$, Biol. Zbl. 
ao, 398 (1940). 

2 M. HARTMANN, O. SCHARTAU, R. KUHN und K. WALLENFELS, 
Naturwiss. ,°8, 144 (1940). 

a W. E. SOUTHWICK, Biol. I3uU. 77, 1-17, 157 (1939). 
4 ~I. HARTMANN~ O, SCIIARTAU und K. V~TALLENFELS~ Biol, Zbl. 

60, 398 (1940). 
Der vielfach benutzte Ausdruck ~(Spermaextrakte), fiir Filtrate 

yon abgekochtem oder gefrorenem und aufgetautem Sperma gibt zur 
Verwechslung mi t  den Methmmlextrakten aus Sperma Anlag und 
wird deshalb in diesem Aufsatz nicht gebraucht.  Wir vermeiden auch 
den Begriff ,,Trockensperma~ ffir unverdiinntes Sperma, well hier 
eine Verwechshmg mit  getrocknetem Sperma naheliegt. 

Herabsetzung der Konzentration an 1/ihmender Sub- 
stanz entspricht, wieder beweglieh; ein Vorgang, der 
sieh mehrmals wiederholen liil3t. Es ist wichtig, mit ge- 
reinigten Ai-Pr~iparaten zu arbeiten und sich v o n d e r  
antagonistischen Wirkung gegentiber dem aktivieren- 
den Gi-Faktor zu fiberzeugen, wie aus den Versuehen 
bei Salmo irideus hervorgeht 1. 

Das mit Methanol extrahierte Rohandrogamon I der 
Regenbogenforelle, welches 0,5% des freien Spermas 
ausmacht, wirkt noch in einer Verdfinnung yon I : 1000 
Spermien l~ihmend. Die Grenzkonzentration, in der 
totaler Antagonismus zum GvKomplex bei S. irideus 
besteht, liegt bei 2,4 • 10 -4 g Astaxanthin auf 1 g Roh- 
androgamon I. Diese antagonistisehe Wirkung zum A l 
unterscheidet das Astaxanthin vom fl-Carotin der Fo- 
relleneier, welches zwar die Spermien aktiviert und an- 
loekt, den L~ihmungsstoff aber nicht unwirksam zu 
machen vermag. Nur dem Astaxanthin kommen also 
alle drei Wirkungen des Gt-Komplexes zu. Die Auslg- 
sung der Spermienbewegung bei Forellen durch Ver- 
dfinnung des Spermas mit Wasser ist allein kein sicherer 
Test auf Androgamon I. Nach SCHLENK und KAIIMANN 2 

sind nSmlich die Forellenspermien auch in (~kiinstli- 
ctlem~, d.h. rein anorganischem, Avfreiem Liquor un- 
beweglich und die AuslSsung ihrer Bewegung durch Ver- 
diinnung beruht hier einzig auf der ]~,nderung des Gleich- 
gewichtes an Kaliumionen zwischen Liquor und Sper- 
matozoenschw~inzen. 

Im Sperma weiterer Tiere wurde At-Wirkung gefun- 
den bei: 

Echim)dermen : F.chinus esculentus (RUNNSTROM und Mit- 
a r b e i t e r ,  1944)  3 

Strongylocentrotus droebachiensis (](UNN- 
srR6.~ und Mitarbeiter, 1944) ~ 

,31olhtske~: Hatiotis tubercuIata (MEDE-~L 1942) ~ 
Patella coerulea (MEDEM, 1942) 4 
Fissurella nubecula (MF. DEM, 1942)4 
Pecten varius (MEDEM, 1942) 4 
Soleu ensis (MEDEI~I, 1942) 4 
Ostrea edulis (MEDEM, 1942) 4 

Tunicaten: Ciona intestinalis (MEDEM, 1942)* 
Cyclostomen: Lampreta[luviatilis (SCHARTAt" und MON- 

TALENTI, 1941) 5 
Teleosteer: Salmo [ayio (HARTMANN u n d  M i t a r b e i -  

t e r ,  1947) 6 
Salmo salar (RUNNSTR6M tHld M i t a r b e i -  

ter, 1944) ~ 
Amphibien: Rana temporaria (MEDEM, unver6ffent- 

licht) 

Bei Echinocardium cordatum und Psammechinus mi- 
liaris ist die Anwesenheit von At zweifelhaftL Row- 

! ~1. HARTMANN, Graf F. MEDEM, R. t(UttN und H,-J. BH:LIG, 
Naturwiss. 34, 25 (1947}; Z. Naturfor~ch. °b, 3130 (1947). 

2 W. SCI1LENK jr. und H. KAHMANN, Biochem.Z. 295, 283 (1938L 
:~ J. RUNNSTROM, S. LINOVALL und A.TISELIUS, Nature (London) 

153, 285 (1944). 
4 F .G:a i  MEDEM, Biol.Zbl. 62,431(1942);Zooi.  Jb. 61, 1 (19451. 
5 0 .  SCItARTAU und G. I~[ONTALENT1, Biol. Zbl. 61, 473 (1941). 

M. HARTMANN, Graf F. MEOEM, R. KOHN und H.-J, BtELIG, 
Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (I947). 

J.  Rt~STR~,.'a, S. LINI)VALI. und A.T1sr.~ws, Nature (l.ondon) 
153, 2~5 (19.t4). 

2* 
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LANDS 1 gibt neuerdings an, dab verdiinntes Kaninchen- 
sperma, dem ein arteigenes Spermafiltrat zugeftigt 
wurde, in seiner Befruchtungsf~ihigkeit beeintr/ichtigt 
wird. Es ist zu vermuten, dab auch diese Wirkung in 
erster Linie auf der Anwesenheit eines A I beruht und 
nicht, wie der Autor meint, allein der im Samen ent- 
haltenen Hyaluronidase (Faktor des AH-Komplexes ) 
zuzuschreiben ist. 

In den bisher gepriiften F/illen erwies sich das AI als 
weder art-, noch gattungs-, noch ordnungsspezifisch, 
wie aus folgender Ubersicht hervorgeht Wirkung des 
A I in Pfeilrichtung ~, a, 4 5) : 

durch das Eisekretwasser yon Arbacia Hand in Hand 
mit deren Aktivierung und Chemotaxis. Diese Wirkun- 
gen des Eisekretwassers kommen nach HART~ANN, 
SCHARTAU, K U H N  u n d  WALLENFELS 1, 2 dem vom Ei ab- 
gegebenen tern~tren Symplex, Echinochrom-...-Tr:tger- 
...-Hilfstr/iger zu. Bet der Dialyse dieses Symplexes 
gegen destilliertes Wasser bleibt der Hil/striiger, der, 
wie frtiher erw/ihnt, ausschliel31ich der Gallerthiille ent- 
stammt, in LSsung, w~hrend der Farbstof.f als binSrer 
Symplex ausf/illt. Die farblose LSsung des HilfstrXgers 
vermag die Spermien nicht mehr zu aktivieren, hat da- 
gegen noch die volle Agglutinationswirkung des ter- 

A rbacia pus tu losa  

Paracengrotus lividus 

Strongylocenlrotus  droeb. 

E c h i n u s  esculentus 

___>. 

As ter ias  glacial is  

Pa te l la  coerulea 

Salmo salar 

-->- Ciona intestinalis 

{ 2  SoZen crisis 
Peclen varius 

L_>. Ostrea edulis 

P s a m m e c h i n u s  mi l ia r i s  .~ Salrno i r ideus  

~ber  die bet der geringen Spezi/itdt besonders inter- 
essante chemische Natur  eines A1-Faktors ist bisher 
nichts bekannt. Das Rohandrogamon I im Riickstand 
Yon Methanolausziigen aus gefroren getrocknetem See- 
igelsperma wird weder durch 30minntiges Kochen mit 
Wasser 3 noch durch ebenso tanges Erhitzen mit n/HC1 
auf 100 o2 in seiner Wirkung beeintr~tchti~t. Ai-Oxyd 
oder -Hydroxyd adsorbieren das A i stark aus w~tsseri- 
get LSsung ~. 

Das Gynogamon I[  

Die Wirkung, die man heute dem Gynogamon II zu- 
schreibt, n~mlich die Agglutination der Spermien dutch 
Eisekrete, ist viel diskutiert worden, seit LILLIE e ihr 
in seiner Fertilizintheorie die malggebliche Rolle bet der 
Befruchtung zuerkannte. Ihre tats~chliche Stellung 
innerhalb des Befruchtungsgeschehens lie[3 sich indes- 
sen erst klarer beurteilen, nachdem HARTMANN und 
Mitarbeiter 7,s das Agglutinin genannte Prinzip der Eier 
erstmals beim Seeigel Arbacia pustulosa yon Wirkun- 
gen des GvKomplexes abzutrennen vermochten. 

Nach LILLIE 9 geht die Agglutination der Spermien 

nS.ren Symplexes. Der Hilfstr~ger ist also bet A. pustu 
losa das G I i-wirksame Agglutinin und in seinen Wirkun- 
gen identisch mit dem Fertilizin LILLIES. Bei der Ver- 
diinnung des Eisekretwassers yon Arbacia nimmt die 
Wirkung des Agglutinins rascher ab als die des Gyno- 
gamons I;  durch zweisttindiges Erhitzen auf 95 o wird 
sic v611ig zerstSrt (Tab. VIII). Aus seiner L6sung f/illt 

Tabelle V I I I  
Vergleich yon Speanienagglut inat ion und -aktivation i~ nat ivem 
und erhitztem Eisekretwasser yon Arbacia pustulosa (naeh HART- 

MA~'N und SCUARTAU s, abge/indert) 
Agglutinationsstfirke 0 -  IV ; Aktivationsgrade 0 - 3 .  Eisekretwasser: 
StammlSsung 1 Teit Eier  auf 5 Teile Seewasser. Erhitzungsdauer:  

2 Stunden 950 

Natives Eisekretwasser Erhitztes Eisekretwasser 
Verdtinnungs- 

grad 

1 : 1 0 0  
1 : 1 0 0 0  
1 : 1 0 0 0 0  
1 : 3 0 0 0 0  
1 : 5 0 0 0 0  

Agglu- Aktivat ion 
tination 

IV 3 
III 3 
lI  3 

I 3 
0 3 

Agglu- Aktivat ion 
tination 

0 3 

0 3 
0 3 
0 2 
0 l 

I 1. W. ROWLANDS, Nature {London} 184, 332 (1944). 
2 j .  RUNNSTRSM, S. I.INDVALL und A. T1 -.'ELWS, Nature (London) 

t53, ~85 (1944). 
3 M. HARTMANN, O..qCHARTAU und K. WALLEreFECS, Biol. Zbl. 

a0, 898 (1940). 
4 F. GraI MEDEM, BioI. Zbl. 6 °, 43I (1942); Zool. Jb. 6I, 1 (19t5). 
5 I~L HARTMANN, Graf F. Mm)E~I, R. Kut i s  und H.-J. BIELIC, 

Natutaviss. 34, 25 {1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 {1947). 
F. R. LILLIE; Science (N,Y.) 88, 524 (t913). 

7 M, I-IARTMANN, O. SCHARTAU, R. KUHN und K. ~,VALLENFELS, 
Naturwiss. ~°7, 433 (1939); 28, 1.I4 (1940), 

8 M. HARTMANN und O. SEHARTAU, Biol, ZbL 59, 571 (1939). 
9 F. R. I.XLLIE, J. Exp. Zool. 14, 515 (lq13). 

der Hilfstr/iger mittels Ammonsulfat, anderen Sulfaten 
oder n/100 Salzs~ture aus. Die F~illung enth~lt 8,5% 
Stickstoff und hat den Charakter einer S~iure vom 
J~quivalentgewicht etwa 500. Aus dem mit verdi]nnter 
Salzs:iure gewonnenen Hydrolysat  l:il3t sich mit Phos- 

1 M. HARVMAN~¢, O. SCIIARTAU, R. KL*HX lind K. WALLENFEL.q, 
Naturwiss. 27, 433 (1939); 28, 144 (1940). 

R. KtmN und K. WALLENFELS, Bet. dtsch. Chem. Ges. 73, 45S 
(1940). 

'q .~,I. HARTMANN und O. SCtIARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 
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Tabelle I X  

Agglutinationsgrade der Spermien der Regenbogenforelle unter  der Einwirkung yon Rohagglutinin 
Stammlt~sung: 9,6 nag Rohagglutinin je 1 ern ~ l%iges  Natriumchlorid Verdimnung mit  Wasser. Agglutinationsgrade (subjektiv): I - I V  

(nach HART,MANN, :~[EDEM, KI'HN 1111d BIEI.IG 1) 

Konzentration an Roh- 
agglutinin (g je em a) Beobachtete Agglutinationsstufen der Spermien 

9,6 • 10-a Grad  IV. St~irkste Agglut inat ion.  Sperma s o f o r t ,  geronnen ~ ; v611ig bewegungslos; z.T. 
an der Sonde haftend.  Streifen und Haufen schon makroskopisch erkennbar .  

2 ,4.  10 "~ 

4,8 • 10": 

4,8" 10 -9 

4,8 • 10 -x0 

Grad  h i .  S tarke  Agglut inat ion.  Sofort  beginnende Ausbi ldung ausgedehnter  dicker  
Netze (Eisblumenmuster) .  Spermien z.T. in den Netzen noch bis zu 30 Sekunden 
zi t ternd.  Die Netzbi ldung n immt  bis zu 1 Minute dauernd  zu, wobei die Netzftiden 
schrumpfen und reii3en. 

Grad  I I .  Mit te ls tarke  Agglut inat ion.  Nach 20 Sekunden beginnende Ausbi ldung di inner  
Netze, die bis zu 90 Sekunden anh/ilt .  Die Netze schrumpfen und reiBen. -- Vor 
Beginn der Agglu t ina t ion  entfa l ten die Spermien eine ungehemmte,  freie Akt iv i t / i t  
Akt iv i t / t t sgrad  2). Nach Beginn der  Agglut ina t ion  bewegen sie sich innerhalb  und 
aul3erhalb der Netze noch bis zu l Minute an Ort. 

Grad  I. Schwache Agglut inat ion.  2 5 - 3 0  Sekunden nach Einbr ingen des Spermas be- 
ginnende Bildung yon Agglutinationsft tden.  Vor Beginn der  Agglut ina t ion  sind die 
Spermien voll  ak f iv  (Akt iv i tg t sgrad  2); z.T. I indet  lose Zusammentagerung (Ad- 
h~tsion) s ta t t ,  Das Ende  der  Spermienbewegung f~llt mi t  der  vollen Ausbi ldung der  
Agglutinationsf~tden zusammen (1 Minute).  

Keine Agglut inat ion.  Verhal ten  der Spermien wie in Wasser :  Aktivit~itsgrad 1 - 2 ;  20 
Sekunden.  Mit Ver langsamung der Bewegung beginnt  lose Zusammenlagerung (Ad- 
hiision) der  Spermatozoen,  aus der sich diese bei Beri ihrung wieder 16sen. Gesamt-  
bewegungsdauer  : 35-- 40 Sekunden. 

phorwolf ramst iure  eine s t icks toff re iche Base abschei-  
den,  wobei  ein aminos t tureha l t iges  F i l t r a t  zurfick- 
b le ib t  2. Das  Agglu t in in  aus  den Eihfi l len von Strongylo- 
centrotus purpuratus  verhtt l t  sich nach  TYLER und  F o x  a 
~ihnlich. Es  wi rd  durch  p ro teo ly t i sche  F e r m e n t e  in-  
ak t iv ie r t .  

I n  einer  bemerkenswer t en  A r b e i t  beschre ib t  POPA 4 
die mikroskop i sch  e rkennbaren  Ver~nderungen,  welche 
die Spermien  yon  Arbacia im Verlaufe  der  Agg lu t ina -  
t ion e r fahren :  1. b i lde t  sich un te r  dem Einflul3 des Ei-  
sekre twassers  an der  Spi tze  des Spermakopfes  ffir eine 
Minute  eine Mikropyle  aus,  durch  die eine klebr ige  Sub-  
s tanz  Ms F locke  a u s t r i t t  (mit  diesen F locken  ha f ten  
die noch  bewegl ichen Spermien  ane inande r  [reversible 
Phase  der  Agglu t ina t ion] )  ; 2. 16st sich die z y t o p l a s m a -  
tische, l ipophi le ,  den Ke rn  umgebende  Htil le allmtth- 
lich ab  und  httuft sich als <(Lateralk6rper~) a m  Kopf  des 
Res t spe rmiums  an. In  dieser i r revers ib len  Phase  de rAg-  
g lu t ina t ion  werden die Spermien  unbewegl ich (Abb. 1). 

Bei Salmo irideus 5 is t  der  Tr~iger der  Agglu t ina t ions -  
wirkung im Gegensa tz  zu Arbacia nich t  in de r  Eihtil le,  

1 Vgl. Note 1, Tab. IV. 
2 R. Kum~ und K. WALLENFELS, Ber. dtsch. Chem. Ges. 73, 45g 

(1940). 
3 A. TYLER and S. "W. Fox, Science (N.Y.) 90, 516 (1939). 
4 G. T. PoPA, Biol. Bull. 5% °38 (1927). 
5 M. HARTMANN, Graf F. MEDEM, R. KUH~ und H.-J. BIE1.IC,, 

Naturwiss. ,?4, '25 (1947); Z. Naturforsch. °b, ,q30 (1947). 

. /  
\ 
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Abb. 1. Ver&nderungen yon Arbaciaspennlen bei der Agglutinatioa 
(nach POPA1). 

a Bewegliches Spennium mit Mikropyle und Flocke. 
b Irreversibel unbewegliches Spermium mit Lateralk(irper. 

sondern  im Ei innern  en tha l ten ,  Das Agglu t in in  wi rd  
yon do r t  an das  F ruc h tw a s se r  abgegeben.  Wi ih rend  
na t ives  F ruch twasse r  die A k t i v i t ~ t  de r  Fore l l ensper -  
mien  e rh6ht  und  ihre Bewegungsdauer  erhebl ich  ver-  
1/ingert, t r i t t  in v e r d i i n n t e m  F r u c h t w a s s e r  s ta rke ,  i r-  
revers ib le  Agglu t ina t ion  der  Spe rma tozoen  ein. 1%iges  
Na-Chlor id  ve rh inde r t  diese Koagu la t ion ,  Durch  zwei- 

a G . T .  POPA, Biol. Bul l . .  52, ~.~4 (19'27). 
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minutiges Kochen des Fruchtwassers wird die Gu-Wir- 
kung vernichtet. 

KUHN und BIELIG 1 haben das Forellenagglutinin aus 
der wSsserigen Eifliissigkeit dutch wiederholtes Urn- 
fallen zun~ichst mit Wasser, dann mit 30% igem Azeton 
und LSsen in l~oigem Na-Chlorid angereichert und 
durch Dialyse gegen Wasser abgeschieden. 7500 (= 350 g) 
Eier ergaben 56 g Rohagglutinin in Lamellen, d.h. 47% 
des Eitrockengewichts. Das Regenbogenforellenagglu- 
tinin hat die Eigenschaften eines EiweiBk6rpers yon 
Globulinnatur. Es ist thermolabiler als der Arbacia- 
hilfstr~tger, unlSslich in Wasser, aber 16slich in ver- 
dfinnten SalzlSsungen und in verdfinnten S~turen und 
Laugen. Halbs~ittigung mit Ammonsulfat schl~gt das 
GII nieder. Die LSsung in l~/oigem Na-Chlorid reagiert 
mit nukleinsaurem Natrium und mit Agar-Agar unter 
F~illung. In seiner elementaren Zusammensetzung und 
seinem Gehalt an gebundenem Zucker und Phospha- 
tiden fihnelt es den Ichthulineu, die aus vielen Fisch- 
eiern erhalten worden sind ~. Das Trockenpr~iparat wird 
zunehmend schwerer 15slich. Die schwerl6sliche Form 
entspricht einem Globulan 3. Das Rohagglutinin wirkt 
noch in einer Verdiinnung yon 1:5 Milliarden auf die 
Spermatozoen der Regenbogenforelle. Die einzelnen 
Stufen der Agglutination bei abnehmender Konzen- 
tration des Wirkstoffes zeigt Tab. IX. Niehtdialysier- 
tes Rohagglutinin, das BIELIG und MEDEM ¢ 1948 aus 
den Eiern zweij/thriger Regenbogenforellen bereiteten, 
wirkte mehr als 1000real schw~icher agglutinierend auf 
die Spermien gleichaltriger M~tnnchen als das im Vor- 
jahre dargestellte, eben beschriebene Pr~tparat aus den 
Eiern vierj~hriger Tiere. Die Agghltination des Eiin- 
haltes war indessen beidmalig annfihernd dieselbe. Nach 
Untersuchungen v o n  BERGOLD, BIELIG und ~{EDEM 5 

mittels der Ultrazentrifuge besteht das Rohagglutinin 
aus zwei Komponenten mit $20 = 3,4 und = 7,3. Bei 
Annahme yon Sph~roproteiden entspricht dies Mole- 
kulargewichten von ~35000  jnd ~70000.  Nach 10mi- 
nutigem Kochen der LSsung 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 6 unterscheidet sich hinsichtlich der 
Agglutination dadurch von Salmo irideus, dab zwar 
der verdfinnte Eiinhalt, nicht abet das Eisekretwasser 
die Spermien zusammenballt. Ahnlich finder bei den 
Muscheln Pecten varius und Solen ensis Agglutination 
nur direkt an den intakten Eiern s tat tL Beim Fluff- 
neunauge s folgen Aktivierung und Agglutinierung der 

1 Vgl. Note 6 von S. 21. 
o Vgl. die Ubersicht bei J. NEEDUAM, Chemical Embryologie 1, 

323 (1933). 
a Vgl. C. T. Md~ER, Z. physiol. Chem. 40, 429 (1904). 
a H.-J. BXELm und F. Graf .'~IEDEM, unverSffentlicht. 
5 G. BERGOLD, H.-J. BIELIG und GraI F.),IEDEM, unver6ffentlicht. 
6 M. HARTMANN, F. Graf .MEDE,~t, R. KUHN und H.-J. BIELIG, 

Naturwiss. 34, 25 (1947); Z. Naturforsch. Zb, 330 (1947) 
7 F. Graf MED~:M, Biol. Zbl. 62, 431 (1942) ; Zool. Jb. 61, 1 (1945). 
80..~CIIARTAL* und G. ~'IONTALENTI, Biol. Zbl. 61, 473 (1941). 

Spermien durch Eisekretwasser zeitlich aufeinander. 
Die Spermien verkleben bei der Agglutination nicht 
wie bei S. irideus unter Ausbildung yon Netzen, son- 
dern lagern sich strahlenf6rmig mit den Schw~inzen an 
zentral geballtes Sperma an. 

Eingehend untersucht haben TYLER und Mitarbeiter 1 
das Gynogamon II  der Schnecke Megathura crenulata 
Dieses hochmolekulare Agglutinin, welches Eiweil3- 
reaktionen gibt, wird durch Dialyse, A.dsorption an 
Ca-Karbonat und F/illung des Seewassereluats mit 
Ammonsulfat gereinigt. Von den bisher beschriebenen 
Agglutininen unterscheidet sich das Megathuraagghl- 
tinin durch seine aul3erordentliche Thermostabilit/it. 
24stfindiges Kochen bei PH 3 inaktiviert nut  zu 50}"o. 
Das Agglutinin ist in destilliertem Wasser instabil und 
wird durch proteolytische Fermente zerstSrt. 

Hinsichtlich der Erforschung der Gii-Wirkstoffe bei 
Sfiugetieren verdient eine Arbeit yon POPA 2 besondere 
Erw/ihnung, die die agglutinierende Wirkung yon 
Follikel/liissigkeit auf S/iugetierspermien beschreibt. 
In tier zellfreien Fltissigkeit GRAAYscher Follikel yon 
Kuh, Schaf und Schwein werden arteigene, aus Hoden, 
Nebenhoden oder Samenblasen gewonnene Spermien 
1 - 2 0  Minuten nach dem Einbringen zu durchscheinen-. 
den, brSckligen Coagula zusammengeballt. Das Agglu- 
tinin, welches wahrscheinlich vom Ei abgegeben wird, 
wird durch Erhitzen auf 56 o inaktiviert. Eine Agglu- 
tination findet auch an gekochtem Sperma start, fehlt 
aber im Spermaliquor. Sie soll in einer Reaktion zwi- 
schen den Lipoiden der .Spermienoberfl~tche und dem 
Agglutinin der Follikelflfissigkeit bestehen. Andere li- 
poidhaltige Gewebe, z.B. Gehirn, Schilddriise und Sub- 
kutanfett,  geben die als (~Lipogelreaktion~ bezeichnete 
Umsetzung n~imlich ebenso wie reines Kephalin, wSh- 
rend Eieralbumin nicht reagiert. 

Die folgende Zusammenstellung gibt eine l)bersicht 
fiber weitere Tierarten, bei denen Agglutination art- 
eigener Spermien im Eisekretwasser oder am Ei selbst 
beobachtet wurde, tiber deren agglutinierendes Prinzip 
aber nichts Genaueres bekannt ist. 

Polychiite~2: Nereis limbata (LILLIE, 1913, JUST, 1915, 
SAMPSON, 1922, POPA, 1927a,4, s.G) 

Platynereis  megalops (JUST, 19154) 
Echinodermen: A rbacia punctulata (LILLIE, 191 3 ; 

SAMPSON, 1922a, ~) 
Echinarachnius parma (JUST, 19197) 
Echinus microtuberculatus (JusT, 1929 s) 
Strongylocentrotus purpuratus (TYLER 

und Fox, 19399) 

1 A, TYLER, Proc. Nat.Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, 249 
(1940); Biol. Bull. 7S, 159 (1940). - A. TVLE~ and S. W. Fox, Science 
(N.Y.) 90, 516 (1939). 

2 G. T. POPA, Biol. Bull 52, 2°3 (1927). 
3 F.R.LILLIE, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913). 
4 E. E. JusT, Biol. Bull. 28, 93 (1915). 
5 M. M. SAMeSON, Biol. Bull. 43, 267 (1922). 
s G.T. POPA, Biol. Bull. 52, 238 (1927). 
7 E. E. JUST, Biol. Bull. 36, 11 (1919). 
8 E. E. JUST, Biol. Bull. 57, 326 (1929). 
9 A. TVLER and S. XV. Fox, Science (N.Y.) .90, 51(~ (1939). 
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Mollusken: 

Tun ica te~  : 

Strongylocentrotus /ranciscanus (LOEB, 
1914 x, LILLIE, 19212, SAMPSON, 1922 a) 

Echinus esculentus (CHARTER, 19324~ 
Paracentrotus lividus (JUST, 1929, HART- 

MANN und ~Iitarbeiter, 1939 ~ °) 
Echinometra subangularis (SOUTHV¢ICK, 

1939) 7 

Katharina tunicata (SAMPSON, 1922) s 
Solen ensis (MEDEM, 1942)9 
Pecten varius (MEDEM, 1942) ~ 

Ciona intestinalis (FucHs, 1914) x° 

Entsprechend ihren physikalisch-chemischen Unter- 
schieden wirken die Agglutinine verschiedener Tier- 
arten spezifisch. Es sind indessen einige Fiille bekannt- 
geworden, in denen eine Reaktion zwischen dem GII 
einer Art und den Spermien einer anderen Art statt- 
findet. LiLLIE 11 unterscheidet diese Agglutination art- 
fremder Spermien als Heteroagglutination von der Iso- 
agglutination arteigener Spermatozoen. Die folgende 
0bersicht enth~ilt Beispiele derartiger Heteroagglu- 
tinationen (Wirkung des G H in Pfeilrichtunga, 12 13) : 

Der Mechanismus der Agglutination der Spermien 
durch Gynogamon II iihnelt der serologischen Reak- 
tion yon Antigen und Antik6rper. Der Agglutininreak- 
tion entspricht die Pr~izipitinreaktion. Hierher geh6rt 
die Beobachtung v o n  TYLER I, dab hitzeinaktiviertes 
Arbaciaagglutinin die arteigenen Spermien zwar nicht 
mehr zusammenballt, mit diesen aber noch reagiert. 
Man erkennt das daran, dab eine sp&tere Zugabe von 
nativem Agglutinin nun ebenfalls keine Agglutination 
mehr bewirkt. Der genannte Autor erklSrt diesen Ef- 
fekt mit einem durch Hitze bewirkten Obergang des 
normalen, multivalenten Agglutinins in ein univalentes 
Agglutinin. In diesem Zusammenhang sei welter die 
Heteroagglutination von Spermien dutch K6rperfliis- 
sigkeiten erwiihnt. Eine solche erleiden zum Beispiel 
die Spermien yon Nereis limbata und Echinarachnius 
parma durch das Blut yon Arbacia punctulata 2 und die 
Spermatozoen vieler Wirbelloser und Wirbeltiere durch 
das Serum des Hummers Panuliris interruplus 3. Nach 
TYLER und SCHEER 4 kommt die letztere Wirkung einer 

Platynereis megalops 

Nereis Iimbata -~-- 

Chiton apicuIata " ~ J - -  

Echinarach~,ius parma 

t 
A rbacia punctulata 

A stropecten aurantiacus - -  .~. Arbacia pustulosa 

K a t h a r i n a  tun ica ta  1 
--~- lrongytocentrotus purpuratus 

--~ Strongylocentrotus /ranciscanus 

Salmo irideus - ~ - -  Gallus  domes t icus  

Rind 

S c h a f  

Ziege 

Widder < Schwein 

Meerschweinchen 

Opossum 

I j .  LOEB, J. Exp. Zool. 17, 123 (1914). 
F. R. LILLIIi:, Biol. Bull. 40, 1 (1921). 

a M.M. SAMPSOn', Biol. Bull. 57, 326 (1929). 
a G. S. Cm~RTEa, J. Exp. Biol, 9, 053 (1932). 

E.E.  JusT,  Biol. Bull. 43, 267 (1922). 
g M. HARTMANN, O. SCIIARTAU ulld Ix:. WALLENFLL~, Biol. Zbl. 

60 398 (1940}. 
? W. E. SOUTHWICK, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939). 
s M. M. SA.~tPSO~, Biol. Bull. 43, 267 (1922). 
9 Graf F. MErESt, Biol.ZbL 6'2, 431 (1942) ; Zool. Jb. 61, 1 (1945). 

lo H. M. FucHs, Arch. Entwicklungsmechanik 40, 157 (1914). 
11 F. R. LILLIE, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913). 
12 F. R. LILLIE, Science (N.Y.) 38, 524 (1913). - hi. HART.MANN, 

O. SCHARTAU und K. WALLENVELS, Biol, Zbl. 60, 398 (1940).-G.T. 
DOPA, Biol. Bull. 5Z, 223 (1927). - E.E. JUST, Biol. Bull. 36, I l (1.019). 

xa H.-J. B]ELm und F. Graf 5'IEoE~t, unveri)tfentlicht. 

bet der Elektrophorese langsam wandernden, nicht 
h/imozyaninartigen Proteinkomponente zu. Ferner 
zeigten CHAMBERS und Mitarbeiter 5, dab man durch 
Einspritzen yon Stierspermaausziigen in Kaninchen 
ein spezifisches Antiserum erhlilt, das die Stierspermien 
agglutiniert. Die Spermien der Regenbogenforelle wur- 

I A. TYLER, Biol. Bull. 81, 190 (1941), 
" F. R. L]LLIE, Science (N.Y.) 3a, 5'24 (1913), - E.E.  Jus r ,  Biol. 

Bull. 36, 11 (1919). 
a A. TYLER und C. B. METz, J. Exp. Zool, loo, 37¢7 (1945). 
4 A. TYLER und B. T. SCVlEER, Biol, Bull. 89, 193 (19.t5). 
5 G. Hr'~L~, W. HEm.E und L, A. CHA,~mERS, J. Exp. Med. 6s, 

335 (1938). 
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den durch Rinderserum und dutch Serumalbulnin 
(Hammel) zur Agglutination gebracht 1. Von ROSEN- 
THAL 2 wurde sehlieBlich eine agglutinierende Wirkung 
beschrieben, die aus Faeces isolierte StAmme yon 
Escherichia coli auf menschliche und Rattenspermien 
austiben. Vielleicht geht auch die yon KATO ~ beobach- 
tete Agglutination verschiedener SAugetierspermien 
durch Vaginalsekrete auf die Anwesenheit soleher sehr 
thermolabiler Bakterienagglutinine zuriick. 

Der A ndrogamon-II-Komplex 

Der Faktor, den ~IARTMANN, SCHARTAU und WAL- 
LENFELS 4 bei Arbacia pustulosa ursprtinglich Andro- 
gamon II nannten, findet sich in der Nukleoproteid- 
fraktion, die zurfickbleibt, wenn man aus schonend ge- 
trocknetem Sperma die Avhaltige Fraktion mit Me- 
thanol herausl6st. Die AHFraktion vermag folgende 
Wirkungen zu entfalten: 1. eine antagonistische Wir- 
kung gegeniiber dem Gynogamon II (Isoagglutinin); 
2. eine Aufl6sung der Eihtille; 3. eine F~tllung der Ei- 
hiille, die auch die Ursache einer h~iufiger beobachteten, 
irreversiblen Agglutination der Eier sein dfirfte. 

Eine abschw~tchende Wirkung von nativem Seeigel- 
sperma auf die Agglutination durch Eisekretwasser 
war bereits DE MEYER 5 und LILLIE 6 bekannt.  Einge- 
bend studiert wurde dieses Phiinomen bei Wirbellosen 
indessen erst von FRANK ~ (Arbacia punctulata), SOUTH- 
WICK s (Echinometra subangularis), TYLER 9 (Megathura 
crenulata) und vor allem yon HAI~MA~N, SCHARTAU 
und \VALLENFELS 10 (Arbacia pustulosa). Nach diesen 
Arbeiten verm6gen auch filtrierte Kochs~fte und See- 
wasserausziige aus gefrorenem Sperma das in den je- 
weiligen Eisekretwassern enthaltene Agglutinin un- 
wirksam zu machen. 

Soweit bisher geprfift, sind die Gii-antagonistische 
und die f~tllende oder 16sende VVirkung primfir verge- 
sellschaftet. Dies gilt ffir das Sperma des Seeigels A- 
pustulosa ~°, der Schnecken Megathura crenulata ~, Halio. 
tis tuberculata, Fissurella nubecula, der Muschel Pecten 
varius m u n d  der Forelle Salmo irideus ~. Das Sperma 
der Bachforelle ~ u. des FluBneunauges la wurde bisher 

1 H.-J. BIELIG und Graf F. I~,IFDEM, unverSffentlicht. 
L. ROSENTHAL, J. Bacteriol. 45, 545 (1943). 
K. KATO, Mere. Faculty Sci. Tiahoku Imp. Univ. 19, 1 (1936). 
K. W;tLtmNFELS, (3sterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/'20 (1940}. 

5 j .  DE MEYER, Arch. Biol. ~6, 65 (1911). 
6 F. R. LILME, J. Exp. Zool. 14, 515 (1913). 
; J. A. FRANK, Biol. Bull. 76, 190 (1939). 

W. E. SO~JTHWmK, Biol. Bull. 77, 147, 157 (1939). 
A.TVLER, Proc. Nat. Acad. Sei. (U.S.A.) 25, 817 (19891; 26, °49 

(1940); Biol. Bull. 7s, 159 (1940). 
lo M. I-IARTMANN, O. SCHAarAU und K. WALLENFELS, Biol. Zbl. 

60, 398 (1940). 
t l  Graf F. MEDEM, Biol. Zbl. 62, 431 (1942); Zool. Jb. 61, 1 (1945). 
12 1~[. HARTMANN, Graf F. MED~.~r, R. KUHN und H.-J. BIELm, 

Naturwiss. 31, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b 350 (1947). 
13 j .  RUNNSTR(JM, S. LINDVALL urtd A.TIsELIVS, Nature (London) 

153, 285 (19-I4). -- O. SCI/ARTAI" und G. 3~ON'I'ALI':NTI, Biol. Zbl. ~;l. 
.17 (1941). 

nur auf die Glt-antagonistische Wirkung hin unter- 
sucht und diese best~itigt gefunden. 

Die f~tllende und die 16sende Wirkung auf die Eihiille 
k6nnen gemeinsam im Sperlnaauszug gefunden werden 
oder dieser enthiilt, soweit bekannt,  nur die eine oder 
die andere Wirkung. 

Es wurden beobachtet : a) f~tllende Wirkung und Ei- 
agglutination gleichzeitig bei Echinocardium cordatum, 
Psammechinus miliaris, Strongylocentrotus droebachien- 
sis und Echinus esculentusl; b) nur Eiagglutination bei 
A rbacia p unctulata 2 und Strongylocentrotus purpuratus 3 ; 
c) nur die 16sende Wirkung auf die Gallerthtillen bei 
Arbacia pustulosa, Paracentrotus lividus, Echinus micro- 
tuberculatus 4, Megathura crenulata, Haliotis cracherodii ~ , 
H. tuberculata, Fissurella nubecula, Pecten varius6; d) 
nur die ffillende Wirkung auf die Eihfillen bei Salmo 
irideus ~. 

1940 land TYLER 5 bei Megathura crenulata, dab 
durch zweiminutiges Erhitzen von kaltbereiteten Sper- 
maauszfigen auf 60 ° die eihtillenl6sende Wirkung zer- 
st6rt wird, w~ihrend die Anti-Grt-Wirkung erhalten 
bleibt. MONRO¥ und RtJFFO s zeigten spfiter, dab sich 
aus dem Sperma von Arbacia pustulosa (syn.A.lixula) 
ein eihtillenl6sendes Prinzip abtrennen I~13t, das nun 
umgekehrt das Eiagglutinin nicht mehr inaktiviert. 
Dieser Stoff erwies sich als ein mucinspaltendes, visko- 
siffitserniedrigendes Ferment,  eine Hyaluronidase. Er  
unterscheidet sich dutch seine Thermolabilitiit - ffinf- 
minutiges Erhitzen auf 100 ° inaktiviert total - yon 
einem ebenfalls gallertl6senden Faktor,  den WALLEN- 
FEES ° schon 1940 aus getrocknetem, methanolextra- 
hiertem Sperma angereichert hatte,  der abet auch 
durch ftinfstiindige Einwirkung von 98 o in seiner Wir- 
kung nicht beeintrAchtigt wird. In diesem Zusammen- 
hang ist von Bedeutung, dag ~{cCLEAN und HALE 1° 
auch Azoproteine sowie Askorbins~ure und deren Oxy- 
dationsprodukte befiihigt gefunden haben, ~hnlich vis- 
kosit~itserniedrigend zu wirken wie Hyaluronidase, und 
zwar ohne reduzierende Gruppen aus Hyaluronsliure 
freizulegen. 

Wir haben es nach dem Gesagten also in den Sperma- 
ausztigen mit verschiedenen Stoffen zu tun, die die eine 
oder die andere der ursprtinglich dem Ai~ zugeschrie- 
benen Wirkungen entfalten (AH-Komplex). TYLER n 
nimmt an, dab die GH-antagonistische Wirkung und 
die gallerthiillenl6sende Wirkung im Sperma von Mega- 

l Vgt. Note 1:3, l. Kol. 
g j. a .  FRANK, Biol. Bull. 76, lq0 (1'$39). 

A. TYLER, Proc. Nat. Acad. Sci, (U. S. A.) ~5, 317 (1939); ='6, 
9A9 (1940); Biol. Bull. 78, 159 {1940). 

4 ~'1. HARTMANN, O. SCHARTAU und K. "~VALLENFELS, Biol. Zbl. 
ao, 398 (1940). 

5 A.TvLER, x6, 249 (1910); Biol. Bull. 78, 159 (1940). 
6 F. GraI MnDEM, Biol.Zbl. 62, 431 (1942) ; Zool. Jb. 61, 1 (1945). 
7 "~[. HARTMANN, Graf F..XIEDE~t, R. Kun~: und H.-J. BIELIG, 

Naturwiss. 31, 25 (1947); Z. Naturforsch. 2b, 330 (1947). 
s A. MONROV und A. R u w o ,  Nature (London) 159, 603 (19.17). 
o K. WALLENFELS, Osterr. Chem.-Ztg. Nr. 19/20 (1940). 

I0 D. 31CCLEAN mid C. V. HALE, Biochem. J. 36, 159 (19.tl). 
11 A. TVI.ER, 5'6, o.t9 (19t0); Biol. Bull. 7.% 159 (1940). 
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thura crenulata entsprechend den Anschauungen der 
Immunchemie wie thermostabiler Antik6rper und ther- 
molabiles Agens zum Komplement  vereinigt sind. 

Es seien im folgenden die Methoden beschrieben, die 
zur Anreicherung der eihfillelbsenden Wirkung des A n- 
Komplexes yon WALLENFELS 1 thermostabiler  A n-Fak-  
tor) und yon MONROY und Ru~vo ~ (thermolabiler 111- 
Faktor) benutzt  wurden. 

WALLENFELS ~ fitllt die natronalkalisehe L6sung der 
durch Hitze nicht koagulierbaren Nukleoproteidfraktion 
yon At-freiem Arbaciasperma, fraktioniert mit  Phos- 
phorwolframstture. Die ersten Ftillungen enthalten die 
gesamte Wirksamkeit .  Beim Zerlegen mit  Baryt  geht das 
A i~ in die wtisserige L6sung. Es ist nieht dialysierbar und 
wird nicht yon Essigstiure oder Methanol gef/~llt. Von 
dem Trockenpr/iparat,  einem farblosen, 9% Stickstoff 
enthaltendem Lack 16sen 0,5 mg in 1 em ~ Seewasser 
bzw. damit  isotonischem Na-Chlorid die Gallerthfille 
eines Eies von A. pustulosa in 30 Sekunden vollst~ndig 
auf (Tab. X). L6ste man dieselbe Menge in 1 cm s mit  
Seewasser isotonisehem Ca-Chlorid, so betrug die Auf- 
16sungszeit ffir die Eigallerte 3 Minuten. Cu-2-Chlorid 
und K-Cyanid hemmen die Wirkung des thermostabilen 
A H-Faktors nicht. 

Tabelle X 
LSsung der Eigallerte von Arbacia pustulosa durch arteigenen gerei- 
nigten eihiillenl6senden thermostabilen Ai i -Faktor*  (naeh HART- 

MANN, SCHARTAU und WALLENFELS 3, abge/indert). 

A l l -Faktor  
je cm ~ See- Einwirkungszeit  und Effekt 

wasser 

5. 10 -~ 
1 • 10 -4 

2,5" 10 -~ 
5 • 10 -~ 

Eigallerte in 30--40 Sekunden total gel6st 
Eigallerte in etwa 5 5'Iinuten total geltist 
Eigallerte nicht mehr gel6st, aber gelockert 
Kein Untersebied mehr zu Seewasser allein 

* Reinigungsstufen vgI. im Text. 

II .  MONROY und Rurl~O 2 verwenden die von CLAUDE 
und DURAN-REYNALS 4 angegebene Technik zur Ex-  
traktion der Hyaluronidase aus Stierhoden. Das homo- 
genisierte Sperma von A. pustutosa oder Sphaerechinus 
granularis wird mit  n/10 Essigs~ure ausgezogen, der 
Ext rakt  mit  Azeton gefttllt und die Ftillung im Vakuum 
getroeknet. Naeh Aufschl~tmmen in 0,85%igem Na- 
Chlorid werden 60}/0 des Trockenprttparates als unl6s- 
licher Niederschlag abzentrifugiert. Die L6sung, wel- 
che 15 mg Trockensubstanz je 10 crn 3 enthtflt, 15st die 
Eihfillen unbefruchteter,  arteigener Eier unter  vorher- 
gehender Quellung, in 10 bis 15 Min. auf. Diese Wir- 
kung ist fund 60mal geringer als die des gereinigten 
thermostabilen Faktors  yon WALLENFELSL Indessen 
ist die angewandte FS.11ung mit Azeton nach Befunden 

1 I'~. ~VALLENFELS, 0sterr .  Chem.-Ztg. Nr. 19120 (1940). 
A. MONROY und A. RUFFO, Nature (London) 159, 603 (1947). 

3 M. HARTMANN, O. SCtIARTAU, R. KUHN und K, WALLENFELS. 
60, 398 (1940). 

4 A. CLAUDE und F. DURAN-REYNALS, J. Exp. Med. 6a, 661 (i937). 

yon FAVILLI und BERGAMINI 1 nicht gfinstig, da sie die 
Extrakt ion des Ferments  aus dem Trockenpulver er- 
schwert. Die Arbaciahyaluronidase wird weder durch 
Dialyse noch durch arteigenes Eisekretwasser inakti- 
viert. 

Den Ausgangspunkt fflr die beschriebene Untersu- 
chung auf Hyaluronidase bei Arbacia bildete die 1942 
y o n  MCCLEAN u n d  ROWLANDS 2 gefundene Beziehung 
dieses Ferments  zum Befruchtungsvorgang bei Siiuge- 
tieren a. Angereicherte Auszfige aus S~tugetiersperma 
oder -hoden sind danach befiihigt, die das S~ugerei 
nach der Ovulation in der Tube umgebenden FoUikel- 
zellen abzul6sen und so den Spermien den Weg zum Ei 
freizugeben. Diese Reaktion wird durch homologes oder 
heterologes Blutserum gehemmt ~, was nach HAAS 5 auf 
der Anwesenheit eines Antiinvasins I im Plasma be- 
ruht, das Hyaluronidase verschiedenster Herkunff  zer- 
stSrt. Die Wirkung der Sera folgender Individuen 
n immt gegeniiber Stierhodenhyaluronidase in der Rei- 
henfolge Ratte,  Kficken, Kaninchen, Pferd, Limulus, 
Mensch, Kuh ab 6. 

Die Darstellung mehr als 10000fach angereicherter 
Hyaluronidasepdiparate aus Stierhoden beschreibt 
HAHN "2 nach Vorarbeiten yon MORGAN und McCLEAN 8, 
MADINAVEITIA 9 und FAVILLI und BERGAMINI 1°. 

Hodentrockenpulver wird mit n/10 Essigs~ure extra- 
hiert, einer fraktionierten Ammonsulfatfiillung unter- 
worfen, wobei das Ferment bei 70%iger S~ittigung nie- 
dergeschlagen wird. Dutch Zusatz yon Cu-Sulfat, Halb- 
siittigung mit Na-Chlorid und fraktionierte Pb-Azetat- 
fAllung werden weitere unwirksame Proteine abgetrennt. 
Nach dieser Stufe sind etwa 80 % der AktivitXt erhalten 
und noch ann~hernd 3.5% der urspriinglichen Stick- 
stoffmenge. Die fraktionierte NH 4- und Pb-Fiillung wet- 
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 yon $20= 
4,60 gegenfiber 4,29 der aktiven Komponente. 

Das Pr~parat  ist noch in einer Verdfinnung von 1:10 ~ 
mucolytisch wirksam, die Hydrolyse yon Hyaluron-  
saute indessen nicht mehr vollst~ndig, woraus auf be- 
gleitende Enzyme in den Rohpr~iparaten geschlossen 
wird. 

Der isoelektrische Punkt  liegt bei PH 5,7; das pa-Op-  
t imum bei 5,5. Zunehmende Ionensfiirke vermindert  

1 F. FAVILLI und M. BERGS.MINI, Biochem. Z. 313, 243 (1(,)42). 
2 D. I'~ICCLEAN und I. W. R ~WLANDS, Nature (London) 150, 6°7, 

(194~), 
3 Vgl. die ZusammeMassung fiber Hyalumnidase (Mucinase. 

Spreading Factor) bei F. Dt;RAN-REVNALS, Ann. Rev. Bioehem. 
13, 34 (1944}. 

4 D. McCLEAN, J. Pathol. Bacteriol. 54, ~84 (1942). - E. FEKETE 
und F. DURAN-REY~'ALS, Prom Soc. Exp. Biol. Med. 5'2, 119 (1943). - 
S. L. LEONARD und R. KURZROK, Endocrinol. 37, 171 (1945). 

E. HAAS, J. biol. Chem. 163, 63, S9, 101 (1946). 
6 S. L. LEONARD und R. KURZROK, Endoerinol. 39, 85 (1946). 
7 L. HAHN, Ark. Kemi Mineral, Geol. 19.4, n:r  35 (19.14); Bio- 

chem. Z. 315, 83 (1943). 
8 W. T. J. ~[ORGAN und D, McCLEAN,. J. Chem. Soc. Ind. 51, 

912 (193"2). 
9 j..~IADINAVEITIA, Biochern, J. 35, 447 (19,11). 

lo F. FAWLLI und M. BERG,~,mXL Biochem. Z. 313, ~43 (194~}. 
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die Aktivitftt des EnzymsL Askorbins~iure und Dicou- 
marin hemmen die Hyaluronidase mit 10 mg% um 25 
bzw. 35 %; phosphoryliertes Hesperidin und Gernlanin 
mit I rag% zu 65 bzw. 75% ~. Ein Antagonist des 
Spreading-Faktors ist ferner Heparin 3, das nach 
SWYER 4 mit 6,6 mg% die Wirkung des Ferments total 
aufhebt. Salizyls~iure ist in vitro unwirksam, Azetyl- 
salizyls~iure wirkt schwach hemmend ~. 

Als Substrat  zur Bestimmung tier Aktivit~it der 
Hyaluronidase wird im allgemeinen Hyalurons~iure an- 
gewandt. Es sind Darstellungen reiner Pr~iparate aus 
Glask6rper ~, Nabelschnur ~ und Placenta ~ beschrieben. 

Zur Ermittlung des Hyaluronidasegehaltes wurden 
zahlreiche Methoden beschrieben: 

1. Die Messung des Spreading-Effekts in der Haut  
yon Kaninchen und Meerschweinehen s. 

2. Die Bestimmung der viskosit~tserniedrigenden 
Wirktmg auf Hyalurons~ture% 1 viskosit~ttsreduzierende 
Einheit (VRU) ist diejenige Konzentration an Enzym 
in 0,5 cm a L6sung, die die Viskosit~it yon 2,5 em a einer 
L6sung aus 4 Vol. 0,2%igem K-Hyaluronat  und 1 Vol. 
l-Mol-Zitratpuffer vom PH 4,6 bei 34 ° nach 20 Min. 
Einwirkung auf die Httlfte des Kontrollansatzes mit 
hitzeinaktiviertem Enzym herabsetzt. Nach der Ab- 
wandlung der Methode durch SWYER und EMMENS ~ ist 
l Hyaluronidaseeinheit -- 53,5 VRU. 

3. Der MCP-Test, der die F~thigkeit der Hyaluro- 
nidase benutzt, die durch Essigsgure hervorgerufene 
Mucinballung in einem Substrat aus Hyalurons~iure 
und Serumalbumin zu verhindern ~°. 

4. Die Bestimmung der reduzierenden Substanzen 
(N-Azetyl-glueosamin, Glukurons/iure), die unter Wir- 
kung des Ferments ausHyaluronstture gebildet werden ~ ~. 

5. Eine Methode zur Bestimmung der Triibungsab- 
nahme, die Hyaluronidase auf mit Essigs~ture gef~tllte 
Hyaluronsiture in Gegenwart von Serumalbumin be- 
wirkt ~'°. 2 TRU (Turbidity Reducing Unit) = 1 VRU. 

6. Die Standardisierung im Ratteneiertest ~3. 1 Rat- 

1 A. DORFMAN lind 5L. L. OXT, J. biol. Chem. 172, 367 (19-1~). 
2 j .  5[. BEILER und G. J. 5IARTIN, J. biol. Chem. 171, 507 (19,17); 

/7t ,  31 (1948). 
3 K. MEYI~:R, Physiol. Rev. 27, :135 (19t7). 
I G. I. M. SWYER, Biochem. J. 42, 08 (1948). 
5 C. W. SEASTON~:, J. Exp. Meal. 70, 361 (1939). - G. BLIK und 

O. SNELL~NN, Ark. Kemi Mineral  Geol: I9A, Nr. '221 (1945). 
D. McCLEAN, Biochcm. J. 37, 169 (1943). - Z. HADIDIAN und 

N. V. PmI~, Biochem. J. 4g, 260 (1948). 
7 j .  MAI)ISAVEITIA und 5I. STACEY, Biochem..I .  38, 413 (1944). 
8 j .  MADINAVEITIA, Biochem. J. 22, 347 (1939). - J. HUMPIIREY, 

Biochem. J. 37, 177 (1943). 
9 D. McCLEAN und C. V. HnLE, Biochem. J. 35, 159 (19~,1). - 

E. Haas,  J. biol. Chem. 163, 63 (1946). - G. I. M. SWYER und C. ~,V. 
EMMENS, Biochem. J. ¢1, 29 (1947). 

Io D. MeCLEAN, Biochem. J. 37, 169 (1943), 
11 K. MEYER, G. L. HOBBY, E. CI~AFVEE und M. H. DAWSON, J.  

Exp. Med. 71, 137 (1940). - J, H. Ht:MPmaEY, Biochem. J. 40, 4.1'2 
(1946). 

I2 E. H. KAss und C. V. SEnSTO~E, J. Exp. Med. 79, 319 (1944). - 
A. DORF~AN und N, L OTT, J.  biol. Chem. 172, 367 (1948), 

~a S. L. L~OSnRD, P. L. Pn~L.~L~n und R. KuazRog, Endocrinol. 
39, 261 (1946). 

Ova-Einheit ist die Menge an Enzym in 0,2 cm a Ringer- 
L6sung, die die Foltikelzellen yon 50% der vorliegen- 
den Eier in ~/1 bis 1 Stunde abl6st. 

Zur Bestimmung der Hyaluronidase im Sperma eig- 
nen sich vor allem die Methoden 2,5 und 6. Es wurde 
gefunden, dab eine direkte Beziehung zwischen Fer- 
mentgehalt und Spermiendichte bei Kaninehen, Stier, 
Mensch und Eber  besteht. 100 Millionen Spermatozoen 
je 1 cm 3 Samen dieser [ndividuen enthalten 1070, bzw. 
375, bzw. 2t,  bzw. 11 VRUL Ein Rattenhoden enth~lt 
etwa 5 VRU 2. 75% der Hyaluronidase im Kaninchen- 
sperma ist an die Spermatozoen gebunden, der Rest 
im Spermaliquor gel6st 3. 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 3. Man- 
ner mit Azoospermie fassen das Enzym im Sperma 
ebenso vermissen 4 wie Kaninchenhoden in der Pr~i- 
pubertfit und bei KryptorchismusL Der Gehalt an 
Hyalnronidase im Hundesperma ist gering und unab- 
hangig yon der Spermiendichte, der des Hahnspermas 
gleieh 0L In Hoden zahlreicher Reptilien fand SWYER ~ 
ebenfalls keine Hyaluronidase. Dies ist hinsichtlich des 
Befruchtungsvorganges insofern von Bedeutung, als, 
soweit bisher bekannt, bei V6geln und Reptilien die 
Eier nicht yon Follikelzellen umgeben sind. 

RUNNSTR6M und Mitarbeiter 6 haben den An-Faktor,  
der auf die Eihtillensubstanz bei den oben angegebenen 
Seeigeln ftillend wirkt, auf folgende \Veise angerei- 
chert: Echinocardhtmsperma wird fief gefroren in Va- 
kuum getrocknet, mit Methanol extrahiert, in Seewas- 
ser suspendiert 5 Minuten auf 900 erhitzt, Ungel6stes 
abzentrifugiert und die L6sung der Elektrophorese un- 
terworfen. Die wirksame Fraktion wandert einheitlich 
zur Anode, ist thermostabil, nicht dialysierbar, aber 
fiillbar mit Ammonsulfat. Das Molgewicht liegt bei 
10 000. Nach diesen Eigenschaften, der UV-Absorption 
bei 260 m/~ ulld der positiven Kohlehydratreaktion 
scheint es sich um ein Nukleoproteid zu handeln. Try- 
psin vernichtet die fiillende Wirkung. 

HARTMANN, ~IEDEM, K U H N  u n d  B I E L t G  7 berichteten, 
dab das gereinigte Gynogamon II aus Forelleneiern 
durch Nukleinsfiure gef~itlt wird. BIELIG und MEDEM 8 
konnten neuerdings ferner feststellen, dab Thymo- und 
Hefenukleins/ture die agglutinierende LTirkung des G u 
auf die Spermien der RegenbogenforeUe aufheben. Sie 
fanden unter der Annahme, dab das Molekulargewicht 

1 G. 1.1M. SwvER, Biochem. J. 41, .109 (1947). 
a Vgl. Note yon 1. Koloilne 
a G. I. M. SWYER, Biochcm. J. 41, .113 (1947), 
4 C. A. JO~2L urtd E. EICHENBERGYR, Schweiz. recd. %Vschr. :17, 

6Ol (1945). 
5 G. I. M. SWY~R, Naturc (London) 160, 433 (1947}. 
s j .  RU,nNSTI~6I% S. LI~DVALL und A. T~SEL~US, Nature (London) 

153, 285 (1944). - J. RUNNSTR6M, A. TISELIUS und E. VASSEUR, 
Ark. Kemi Mineral. Geol. 15A, n : r  16 (194'2). 

7 M. HARTMANN, F. Graf Mez)E~t, R. KUH• und H.-J. BI~Lm, 
Z. Naturforsch, 2b, 330 (1947). 

8 H.-J. BIELT~ und F. Graf 3[t':DE-~L unverSffentlieht, 
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des Forellenagglutinins bei 35000 liegt (vgl. S. 30). 
dab 1 Mol Thymonukleinsfiure vom Molekulargewicht 
etwa 1 Million auf 1 Mol Agglutinin genfigt, um die 
Agglutination der arteigenen Spermien gerade noch 
total zu hemmen. Dagegen sind 2000 Mole Hefenuklein- 
s~iure vom Molekulargewicht etwa 20000 ffir denselben 
Effekt n6tig. Es ist nach diesen Befunden anzunehmen, 
dab bei der beobachteten GH-inaktivierenden Wirkung 

A rbacia pustulosa 

SMmo saint  

I 

GI t " ~" 

i 
Fissurella nubecula 

(;l 

des An-Komplexes (vgl. Abb. 2) aus den Spermien 
stammende Desoxyribonukleins/iure im Spiele sein 
wird und dab zwischen dieser Wirkung und dem fitl- 
lenden Effekt auf die agglutininhaltige Eihfille kein 
grundlegender Unterschied besteht. 

i 0,7, 

~a5 

e. 

03 

J 

I 

70 ?..0 30 t,O 
Zeit (Srdn.) 

Abb. 2. F~lende Wirkung yon ifitlendem Aii-Faktor auf die (;ailert- 
hfillen der Eier der Regenbogenforelle (nach HARTMA~N, MI'.'nEM, 

KVHN und B]ELm 1. 
In 10 cm a Rohandrogamon-II-L6sung in 1%igem NaCI (entsprechend 
l g methanolextrahiertem, getrocknetem Sperma) sind ;~0 mg im 
Achatm6rser pulverisicrte, gewaschene und gctrocknete Gallert- 
hfillen suspendiert (0bcrschichtung mit Toluo|). Tfiibungsmessmlg 
mit dem lichtelektrisehen Kolorimeter. Extinktion der Roh-AII- 
L6sung allein =0,~2. Die anfiingliche Abnahme der Trfibung ist auf 
die Quellung der troekenen Gallerthfillen zurfickzuffihren. Die dann 

einsetzende Trfibungszunahme beruht auf der Wirkung A II.  

Nach den Untersuchungen v o n  HARTMANN und Mit- 
arbeitern" ist die antagonistische Wirkung desA H-Kom- 
plexes zum GII ebensowenig art-, gattungs- und ord- 
nungsspezifisch wie die spermienl~hmende \Virkung des 
A I. Nicht so ausschlieBlich trifff dies ffir die 16sende 
Wirkung auf die Eihfillen zu. So beeinfiuBt zum Bei- 

I M. HAR'rMANN, F. Graf M~.DEM, R. KOH~ mM H.-J. BII~L,Z. 
Naturforsch. 2b, 350 (1947). 

2 ~I. HARTMANN, O. SCHARTA~; und K. "~VALI.ENFELSI Biol. Zbl, 
60. 389 (1940). 

spiel das Sperma von Haliotis tuberculata die Gallert- 
hfillen der Eier yon Patella coerulea nicht, obwohl es 
diese befruchtete 1. Entsprechendes gilt wechselseitig ffir 
Megathura eremdata und Haliotis cracherodii 2. Die bis- 
her gefundenen Spezifitiitsbeziehungen des AH-Kom- 
plexes zeigt folgende 13bersieht (Wirkung in Pfeilrich- 
tung; Ah Aufhebung der GIi-Wirkung , G[ F~illung des 
Gallerthfillenproteins, Gl Aufl6sung der Gallerthfille ~) : 

Asterias glacialis 

Paracentrotus lividus 

Echinus  microtuberculaO~s 

Echinocardium cordat,tm 

Psammechinus miliaris 

Strongytocentrotus dvoeb. 

Echinus esculentl(s 

- -  ),- Patella coerulea 

Auch (tie Hyaluronidase der S/iugetierspermien wirkt 
nicht immer spezifisch. Es werden zum Beispiel die Fol- 
likelzellen der Ratte vom Ei abgel6st durch Ferment- 
prfiparate aus Stierhoden, Schaftestikeln und Kanin- 
chensperma 4. Andererseits vermag die Mucinase aus 
Stierhoden die Eigallerten yon Arbacia pustulosa und 
Sphaerechinus granularis nicht zu 16sen~:. 

Zum AbschluB der Besprechung der einzelnen Ga- 
mone sei hier nochmals eine Gegenfiberstellung ihrer 
chemisehen Charakterisierung und biologischen Wir- 
kung bei den beiden bisher am vollst/indigsten unter- 
suchten Tieren gebracht, einem Wirbellosen (Arbacia 
pustulosa syn. Arbacia lixula) und einem Wirbeltier 
( Salmo irideus). 

Weitere in Zusammenha~g mit der Be]ruchtung gebrachte 
Sto//e 

Es ist bereits darauf hingewiesen worden, dab beim 
Studium der Befruchtungsvorgfinge fiber die Leistun- 
gender bisher beschriebenen Gamone hinaus noch Wir- 
kungen entdeckt worden sind, die auf die Amvesenheit 
weiterer Befruchtungsstoffe hindeuten, 

Im Zuge seiner ausgedehnten Untersuchungen gab 
bereits LILLIE 7 an, dal3 in den Eiern yon Arbacia 15ultc. 

I F. Graf M~DI~, Biol.Zbl. a:/, .till (lt~42); Zool. jb .  61, 1 (19,15). 
A.TYLER, Proe.Nat.Acad. Sci. (U.S.A.) 25, 317 (1939); 26, o.19 

(1940); Biol. Bull. 78, 159 (1940). 
8 31. HARTMANN, O. SCHAR1-.4.U und K. WALLEm.ELS, Biol. Zbf. 

60, 1398 (1940). - Graf F..~IEoEM, BioLZbL 62, 431 (1942) ; ZooL Jb. 
61, 1 (1945). - J.  RV~NSTR6,,I, S. LINDVALL und A.TlsELIUS, Nature 
(London) 153, °85 (1944). 

4 D. MCCLEAN und J. W. ROWLAND$, Nature (London) 150, 6'27 
(194~).- E. FEKET~; und F. DURAN-REY.~ALS, Proe. Soc. Exp. Biol. 
Med. 52, 119 (1943). 

5 j ,  RUNNSTROM, L. MONN,~ und L. BROMANN, Ark. Zool. 35A, 
n : r  3 (1943). 

e A, MONROY und A. RUFVO, Nature (London) 159, 603 (1947). 
7 F. R. LILLIE, J. F, xp. Zool. 16, 523 (19141. 
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Tabell¢ X I 
Vergleich der Befruchtungsstoffe yon A rbacic~ pustulosa und Salmo irideus 

,EXPERIENIIA VOL, \'/11 

.4 rbacia >uslulosa 1, 2 Salmo irideus 3 

Gamoue Chemische Chemische 
Charakterisierung Biologische Wirkung Charakterisierung Biologisehe \Virkung 

Gyno- 
gamon-I-  
Komplex 

Gyno- t 

agmon I I  1 

Andro- 
gamon I 

Androga- 
mon-II -  

Komplex 

Echinochrom A (sym- 
plexgebunden), Naph- 
thochinon/arbsto/] CL~HIo 
O7, Stop. 220 °. Chinon 
yon 1,3,4, 5, 6, 7,8-Hepta- 
oxy - 2-~ithylnaphthatin 

1. Aktivierung der Sper- 
mien bis 1 : 2 , 5 -  109 
(krist. Farbstoff);  bis 
1 : 3 .10  a~ (tern~rer Sym- 
plex) 
2, Cbemotaxis der Sper- 
mien im Kapitlarver- 
such 
3. Antagonist  zu ,4i 

J 

Agglutinin (Hilfstr~ger) I 1. Agglutiniert die Sper- 
aus Gallerthiille, fehlt I mien bis 1 : 5 .106  
im Eiinhalt, 15slich im I 2. Antagonist  des 16sen- 
Wasser, IXltbar mit NH 4- t den A n-Faktors  
Sulfat und n/100 HCI, ' 
nicht dialysabel, ther- 
molabil 

Rtickstand des Metha- 
nolauszugesausgetrock- 
netem Sperma (Roh- 
AI), thermostabil  

1. SpermienI/ihmend bis 
1 : 8 .  10 3 
2. Aufhebung der GI- 
Wirkung:  5 - 10 -v g 
Echinochrom A durch 
1 cm 3 Spermaliquor 

a) Thermostabiler Fak- a) Gereinigtes Pr~parat  
tor 4:Unl6slichinMetha- gallerthtillel6send his 

A staxanthin (ira El61 ge- 
15st), Carotinoid C4oHs. ., 
O 4, Smp.216°5, 5"-Dioxy- 
4, 4'-diketo-fl-carotin 

Agglutiniu aus Eiinhalt.  
Unl6slich in XVasser, 15s- 
lich in verdiinnten Salz- 
15sungen, S/iuren und 
Laugen;  f~illbar mit 
NH4-Sulfat und mit 
Nukleins~ure, Globulin- 
natur.  Sehr thermolabil 

Rfickstand des Metha- 
nolauszugesausgetrock- 
netem Sperma (Roh- 
AI), thermostabil  

Roh-A H-Komplex. Un- 
15slich in Methanol, ther- 

1. Aktivierung der Sper- 
mien bis ~ 1 : 1 . 1 0 ~  
(krist. kotloider Farb- 
stoff) 
2. Chemotaxis der Sper- 
mien im Kapillarver- 
such (60 7 je cm a) 
3. Antagonist  zu A I 

1. Agglutiniert die Sper- 
mien bis 1 : 5 • 109 
2. Antagonist  des f~ilten- 
den AivFak tors  

1, SpermienlXhmend bis 
1 : 1 .  103 
2. Aufhebung der GI- 
Wirkungvon 2,4,10-*g 
Astaxanthin durch 1 g 
Roh-A I 

i. Keine 15sende, aber 
f5llende Wirkung auf 

nol, 16slich in 1%igem 
NaC1, ftillbar mit Phos- 
phorwolframsAure, ther- 
mostabil 5 Stunden bei 
980. 
b) Thermolabiler Fak- 
tor 5 : Hyaluronidase. 

1:9.102 
Rohpr/iparat hebt GII- 
Wirkung auf. 
b) Eihiillel6send mit 
1 : 1,5 • 108 in 10-15 Min. 
Kein Antagonist  des G u 

mostabil in siedendem 
Methanol 

die Gallerthiillen 
2. Aufhebung der GII- 
Wirkung yon 1 • 10 --~ g: 
Rohagglutinin durch i g 
rohen A ii-Komplex 

tulata neben dem Fertilizin ein diesem antagonist isch 
wirkendes Anti[ertilizin vorkommt.  TYLER 6 fand eine 
entsprechende Wirkung  in Ex t r ak t en  aus tiefgefrore- 
nen, hiillefreien Eiern von Strongytocentrolus purpura- 
tus. Durch  solche Eiausziige wird die Gu-V¢irkung yon 
Eisekretwasser aufgehoben, wobei es sogar zu Ftillun- 
gen kommen  kann.  DaB hier eine echte Pr/izipitinreak- 
t ion vorliegt, ergibt sich auch daraus,  dab das Anti-  
fertilizin bei in takten Eiern eine Agglutinat ion unter  
Ausbi ldung einer befruchtungshindernden PrXzipitin- 

I .M. HART*tA,X~ und O. SCHARTAU, Biol. Zbl. 59, 571 (1939). 
2 ~l, HARTMANN, O, SCttARTAU uIld I{. WALLENFEL~, ]~ioL Zbt. 

60, 398 (1940). 
a M. HAaTMa~, Graf F. MEDE~L. R. KUH~ und H.-J. BmLm, 

Z. Naturforscb. °-b, 330 (1948). 
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membran  hervorruft ,  was RUNNSTR(iM 1 schon frfiher 
bei Arbacia punctulata festgestellt hat te .  Diese Eiagglu-  
t inat ion wird durch einen fJberschng an Eisekretwasser  
verhindert .  Nach  ihrer Ubere insf immung in Thermo-  
labilit~tt, Verhal ten bei der Dialyse, F~iltungsreaktionen 
und  Inakt iv ierung durch proteolytische E n z y m e  Nilt  
TYLER 2 das Antifertilizin der Eier und  das GiI-hem- 
mende Prinzip des Androgamon- I I -Komplexes  der 
Spermien bei Arbacia fiir identisch. In  neuerer Zeit 
l and  dieser Autor  '~ welter, dab mit  gereinigtem Anti- 
fertilizin aus den Eiern des Seeigels Lytechinm pictus 
und  des Gephyreen Urechis caupo immunisierte  Ka-  
ninchen mult ivalente  Antik6rper  bilden. Letztere  gehen 
bei Pho tooxydaf ion  in eine nicht  mehr  pr~izipitierende, 

l j .  RUNNSTROM, Biol. Bull. 6.q, 345 (t935). 
2 A. TYLER und K. O'MELvENY, Bio]. Bull. 81, 364 (1941). 
3 A. TVL~.R, Proc. Soc. Exp. BioL Med. az, 197 (1946). 
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univalente Form fiber, die die Befruchtungsf/ihigkeit 
der Spermien sehr stark herabsetzt, ohne deren Aktivi- 
t~tt zu beeinflussen. Bei der Regenbogenforelle beob- 
achteten schliel31ich HARTMANN, MEDEIVI, KUHN und 
BIELIG ~, dab die agglutinierende Wirkung des Eiinhaltes 
sehr viel schw~icher ist als die einer entsprechenden 
Menge gereinigten Agglutinins, was ebenfalls auf die 
Anwesenheit eines Gn-Hemmstoffes im Ei hinweist. 
Da die G~-hemmende Wirkung des Spermas yon S. 
irideus wahrscheinlieh auf seinem Gehalt an Nuklein- 
s~ure beruht (vgl. S. 26 Kol. 2 unt.), wird das Antifertili- 
zin in der Nukleoproteidfraktion des Eies zu suchen sein. 

Der Methanolauszug aus dem Sperma von EcMnus 
esculentus und anderen Seeigdn enth~lt, vergesellschaf- 
tet mit dem A~, einen Faktor, der die Oberflfche der 
Eier spezifisch beeinflu/3t, und den RUt~NSTRO~t und 
Mitarbeiter ~ Am nennen. Unbefruchtete, hfillenfreie 
Seeigeleier, die in hypertonischem Seewasser mit runz- 
liger OberflSche reversibel schrumpfen, tun dies in 
Gegenwart von Am mit glatter Oberfl~iche. Die Wir- 
kung dieses <~Androgamons~> wird auf eine Verflfissigung 
der Kortikalschieht (Perivitellinmembran) der Eier zu- 
riickgeffihrt ~. Der A m-Wirkslo]] ist dialysabel, schwach 
thermolabil und empfindlich gegen die Einwirkung pro- 
teolytischer Enzyme. Er wird yon Al-Oxyd und A1- 
Hydroxyd nicht adsorbiert, was seine chromatogra- 
phische Trennung vom A~ erm6glicht. Die Ai- und 
Am-haltigen L6sungen sollen ferner die fftllende Wir- 
kung des A~-Komplexes hemmen. 

Eine antagonistische Wirkung zum A t wurde yon 
.~[EDEM 4 in den Spermatophoren der Auster festgestellt. 

WOODAnD a gibt an, dab die nicht befruchtenden, 
apyrenen Spermien der StiBwasserschnecke Goniobasis 
laqueata das Beweglichwerden der eupyrenen Spermien 
bewirken. Sie rufen weiter Spermaagglutination her- 
vor. Eine schwache Agglutination der arteigenen Sper- 
mien wurde auch in verdt~nnten, A~-haltigen Methanol- 
ausziigen aus dem Sperma der Regenbogenforelle be- 
obachtet n. 

Prostatasekret yon Bombyx mori erh6ht die Beweg- 
lichkeit der arteigenen Spermien so, dab diese die Bursa 
copulatrix verlassen k6nnenL 

CORNMAN N 8 findet merkwfirdigerweise eine spermien- 
aktivierende Wirkung im Wasserdampfdestillat des 
~Echinochromsymplexes*~ der Eier yon Arbacia punc- 
lulata. 

Nach LILLIV: und J~ST ~ geben geschlechtsreife Nerds- 

1 M. HARI'MANN, Graf  F. MLDEM, R. Kultx und H.-J .  1.~IeLm, 
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S. OM~ma, Jap.  J. Genetics 16, 63 (1940). 

,a j .  CORN.~ANN, Biol. Bull. 80, ol)2 (19-ll). 
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weibchen einen Faktor an Seewasser ab, der die MSnn- 
chen zur Spermaabgabe veranlaBt. DEFRETIN 1 erzielte 
denselben Effekt mit Extrakten aus ganzen Tieren. 

Die Ovarialfliissigkeit relier und unreifer Eierst6cke 
der \Vollhandkrabbe 16st die reifen Spermatophoren 
aug, wobei die Spermien im ersten Falle beweglich wer- 
den, im zweiten nicht ~. 

13ber die Faktoren, die die A usbitdung der B4ruch- 
tungsmembrm, bei Seeigcleiern bedingen, ist unseres 
Wissens noch nichts Sicheres bekannt. Die normale 
Entstehung dieser Membran ist naeh CHAMBV-nS ~ von 
osmotischen Phfi.nomenen unabh~tngig. Da sich die 
Farbe der Eioberfl~tche nach dem Eindringen des Sper- 
makopfes ~tndert, und da die fertige Befrnchtungsmem- 
bran im Gegensatz zur entstehenden yon Kalium- 
chlorid und Harnstoff nicht mehr gd6st wird, nimmt 
man an, dab ihre Ausbildung mit Anderungen in der 
Lipoidstruktur der Kortikalsehicht einhergeht und auf 
der Umwandlung yon Sph~tro- in Linearproteide be- 
ruht 4. 

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, dal3 KL'HL a mit- 
tels des Zeitrafferfilmes erstmals zeigen konnte, dab bei 
Psammechinus miliaris sich der weibliche Vorkern zur 
Versehmelzung auf den in das Ei eingedrungenen miinn- 
lichen Vorkern zubewegt. Sicher sind auch hier noch 
unbekannte physiko-chemische Wirkungen im Spiel. 

Bedeutung tier Gamone /iir den Be/ruchhmgsvorgmag 

Die Erkenntnisse, die vor allem im letzten Jahrzehnt 
gesammelt und in dem vorliegenden Bericht zusam- 
mengestellt sind, lassen neue Einblieke in das Wesen 
des Befruchtungsvorganges zu. Wenn sie auch bisher 
nicht zur Aufstellung einer allgemeinen <~Theorie~ der 
Befruchtung geffihrt haben, so zeigen sie doch den Weg, 
in weleher Weise die Anschauungen der 51teren For- 
scher, vor allem Lu.LIEs Fertilizintheorie, abzu~ndern 
und dem heutigen Stande der Forsehung nach zu er- 
g'anzen sind. Hinweise in dieser Richtung verdanken 
wir vor allem HARTMANN 6 u n d  TYLER 7. 

Der Gynogamon-I-Komplex loekt die Spermien che- 
motaktisch an und erh6ht deren Bewegtichkeit in Ei- 
nithe durch Aufhebung ihrer A t-Wirkung. Die L~thmung 
der Spermienbewegung durch das AndrogamoJ~ I kann 
als Schutz gegen vorzeitigen Energieverbrauch der 
Spermien aufgefaBt werden, wodurch diese lttnger be- 
fruchtungsf/ihig bteiben. Aus Versuchen am Seeigel A r- 
bacia folgt namlieh, dab Eier, die in Gegenwart yon 
zus{itzlichem A~ arteigen oder kreuzbefruehtet werden, 
wesentlieh in der Entwieklung gegenfiber normal be- 
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fruchteten Eiern zurtickbleiben. Durch gleichzeitig zu- 
gegebenes Echinochrom A wird diese befruch*ungs- 
hemmende Wirkung aufgehobenL 

Unterschiedlich beurteilt wurde bisher die Rolle des 
Gynogamons II.  W~ihrend LILLIE dem Agglutinin (Fer- 
tilizin) die entscheidende Bedeutung fiir die Befruch- 
tung zuschrieb, wurde dieser Substanz v o n  LOEB e und 
anderen Forschern 3 ein allgemeingfiltiger Einflug 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 GII zu einem 
Faktor  des Ali-Komplexes hat sich das Gynogamon I I  
auch in allen bisher untersuchten FAllen nachweisen 
lassen, wo seine agglutinierende Wirkung vermiBt 
wurde. Sieht man v o n d e r  experimentellen, unphysio- 
logisch starken Agglutination ab, so kann man in An- 
lehnung an LILLIE das Gynogamon I I  als einen Faktor  
ansehen, der sowohl die El- wie die Spermienoberfl~tche 
beeinfluBt. Um die Eioberfl/iche bildet sich anscheinend 
ein Gi1-Antifertilizinkomptex aus, der dutch Reaktion 
mit dem antagonistisehen An-Fak tor  der Spermien 
diese in Ein{the hfilt (reversible Agglutination). Die 
Masse der so fixierten Spermien macht  schiieglich die 
Hauptmenge des Agglutinins in gleicher Weise welter 
unwirksam und bewirkt durch das 16sende AivPrinzi  p 
die Auflockerung der Eihiille, so dab schlieBlich einem 
Spermium der Eintr i t t  in das Ei getingt. \Vie sehr es 
auf das richtige Verh{iltnis yon Gli und An-Komplex 
ankommt,  geht u. a, aus einem Versuch von HARTMANN 

und Mitarbeitern I hervor. Wiihrend normal in See- 
wasser befruchtete Arbaciaeier eine Befruchtungsrate 
von 100% ergaben, sank diese nach einstfindigem 
Aufenthalt  in einer LSsung des thermostabilen, eihiille- 
16senden AH-Faktors (0,3 mg je 1 cm a Seewasser) auf 
50% und bei zweisttindigem Aufenthalt  auf 0%. Bei 
Arbacia spielt das Gli noeh insofern eine besondere 
Rolle, als es als Hilfstr~iger im t e rn~ en  Symptex erst 
dessen GvWirkung erm6glicht. Eine irreversible Hereto- 
agglutination wird schlieBlich als Schutz gegen Kreuz- 
befruchtung aufgefal3t. Zum Beispiel werden Arbacia- 
eier in Paracentrotuseisekretwasser dutch Paracentrotus- 
sperma zu weniger ats 1% beffuchtet.  Wiischt man in- 
dessen das Gll aus den Arbaciaeiern aus, so steigt naeh 

1 M. HARTMANN, O. bCIIAllTAU trod 1(, ~VALLENI, ELS, Biol. Zbl. 
60, 398 (1940). 

2 j .  LOEB, J. Exp. Zool. 17, 1~3 (I914); Am. Nat. ¢9, 278 (1915). 
3 i .  DALCQ, Les bases physiologiques de la ff;coudation (Presses 

Univ., Paris tg~S). - H.-J. }~LSTER,Verh. Dtsch. zool. Ges. 1936, 168. 

Zusatz von Eisekretwasser von Paracentrotus (Gi-Kom- 
plex und GII ) die Befruchtungsziffer auf 20% 1 ~ 

Es ist nach dem Gesagten verstltndlich, dab nur 
morphologisch und physiologisch reife Gameten voll 
wirksame Gamone abgeben. Eine abgeschwiichte oder 
ausbleibende Gamonwirkung bei unreifen oder fiber- 
reifen Eiern und Spermien ist daher immer wieder Ge- 
genstand der Beobachtung gewesenl, a. (~Bei den Ga- 
monen .. .  handelt es sich (eben) um ein rein abgestimm- 
±es System, und der Erfolg der Befruchtungen, der sich 
in hohen Entwicklungsziffern kundgibt,  h{tngt yon den 
gfinsfigen Konzentrationsverh~tltnissen und vom men- 
genm~il3igen Zusammenspiel der miinnlichen und weib- 
lichen Gamone ab,) (HARTMANN~t). 

S1~gmary  

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. KUHN (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 I I  in the case of Salmo irideus, some sea- 
urchin eggs, and daiegathura crenulata. 

(5) Additional substances brought into connection 
with fertilization (antifertilizin of the eggs, androgamon 
I I I ,  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. 
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