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und K. Hul tz sch:  Zur Kenntnis der Induktionsmittel in der Em- 

bryonal-Entwicklung . 
[Vorlauf. Mitteil.; aus d. Chem. u. d. 2001. Institut d. Universitiit Freiburg i. Br.] 

Das Zentralnervensystem des Amphibien-Keims empfangt den 
Anreiz zu seiner Entwicklung aus dem ektodermalen Material von den 
Gewebeteilen, die unmittelbar unter ihm liegen. Diese vermogen auch nach 
Transplantation unter das Ektoderm irgend einer anderen Keimregion die 
Bildung einer Medullarplatte hervorzurufen, zu ,,induzieren". Die Differen- 
zierung von Ektoderm zu Nervengewebe lafit sich nicht nur durch Unter- 
lagerung mit lebenden ,,Induktoren" experimentell herbeifuhren, sondern 
auch mit solchen, die in verschiedener Weise geschadigtl) oder abgetotet 
waren2). Nach Abtotung induzieren sogar Keimbezirke, die lebend ohne 
Wirkung sinda). Die Induktion der Medullarplatte wird also durch stoffliche 
Einflusse bewirkt . 

Die Fahigkeit, Neural-Induktionen hervorzurufen, kommt nicht allein 
dem embryonalen Gewebe von Amphibien zu. Die verschiedensten Organe 
verschiedener, auch ausgewachsener Tiere, wie z. B. Gehirn und Netzhaut 
von Triton und vom Hiihnchen, Leber von Kalb und Schwein, besitzen sie 
ebenfalls 3 6).  

Einige Versuche zur Kennzeichnung der wirksamen Faktoren sind schon 
veroffentlicht wordena)'), von uns zuletzt vor anderthalb Jahren*). Da sich 
die Indukt ion  von Medullarplatten sowohl mit ather-loslichen Frak- 
tionen, wie auch mit gereinigten Fraktionen von Nucleinsauren und mit 
reiner M us kel - A deny 1s Bur e erzielen liel3, wurde damals geschlossen, 
, ,daB die Bildung der Medullarplatte durch verschiedene Stoffe induziert 
werden kann. Die Frage, ob diese Stoffe bei der Determination der Neural- 
organe in der normalen Entwicklung sich iiberhaupt leitend beteiligen, kann 
noch nicht beantwortet werden. Da sie zell-eigen sind, ist die Moglichkeit 
ihrer Mitwirkung gegeben. Doch geniigt die blofie Tatsache ihrer Wirksamkeit 
nicht zur Entscheidung. Es mu13 damit gerechnet werden, da13 auch andere, 
normalerweise unbeteiligte, vielleicht sogar zell-fremde Stoffe, im Experiment 
die Stoffwechsel-Vorgange der Ektodermzellen in die Bahn einzulenken 
vermogen, welche zum Neuralgewebe fuhrt." 

Wir teilen im folgenden kurz die Ergebnisse unserer weiteren Arbeit 
mit. Jede einzelne der untersuchten Substanz-Fraktionen wurde in min- 
destens 20-30, zuweilen in iiber 100 Operationen gepriift, meistens mit 
Amblystoma-Keimen. Im ganzen sind iiber 5000 Operationen ausgefiihrt 
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worden. ,,Wirksam" oder ,,induzierend" wird eine Fraktion genannt, wenn 
in mehreren Fallen die Bildung von eindeutig erkennbaren Medullarplatten 
beobachtet wurde 9). 

Ather-losliche Anteile: Aus den ersten Versuchenvon H. Spemann, 
F. G. Fischer und E. Wehmeiere) zur Analyse der wirksamen Substanzen 
ging hervor, daI3 die Induktionswirkung von Keimteilen auch nach Extraktion 
mit organischen Losungsmitteln voll erhalten bleibt. C. H. Waddington, 
J. Needham und D. M. Needham') gewannen aus Triton-Keimen, die durch 
Verreiben mit wasser-freiem Natriumsulfat zerkleinert und getrocknet waren, 
durch Extraktion mit Ather und Petrolather sehr schwach wirksame Ausziige 
(von 430 Operationen nur 5 deutliche Induktionen) lo). Sie folgerten daraus: 
. . .,,that in the Amphibia this agent is a definite chemical substance, cer- 
tainly soluble in ether, and probably of a lipoidal nature". 

Wir fanden, da13 sich aus Amphibien-Keimen mit Alkohol, Aceton oder 
k h e r  gut wirksame Ausziige darstellen lassen. Auch aus Schweine-Leber 
und anderen Organen wurden mit organischen Losungsmitteln zuweilen, 
jedoch nicht immer, Extrakte erhalten, die induzierend wirktens). 

Unsere seitherigen Versuche sprechen dafiir, daI3 die Induktions-Wirkung 
der mit organischen Fliissigkeiten bereiteten Ausziige nicht auf eine bestimmte 
Substanz, sondern auf darin enthaltene S auren zuriickzufiihren ist. 

Induzierende Ausziige aus Amphibien-Keimen z. B., werden unwirksam, 
wenn man ihre atherische Losung mit Wasser ausschiittelt; dem Riickstand 
aus der waI3rigen Schicht kommt schwache Wirksamkeit zu. Unwirksam 
sind auch die Lipoid-Ausziige aus Leber oder andern Organen, wenn man 
durch Ausschutteln mit Natriumbicarbonat-Losung die Sauren entfernt hat. 
Glykogen-Praparate, durch alkalische Hydrolyse aus Leber dargestellt, ent- 
halten induzierende Beimengungen, die bei den iiblichen Reinigungen und 
auch bei langdauernden Extraktionen mit organischen Losungsmitteln sich 
nicht entfernen lieoen. Das hatte zur irrtiimlichen Vermutung gefiihrt, daI3 
Glykogen selbst induzieren konne4). Die wirksamen Stoffe konnen aber 
durch langdauernde Dialyse oder Elektro-dialyse entfernt werden*) und sind 
dann im Adenwasser nachweisbar; nach dem Ansauern der Glykogen- 
Praparate sind sie ather-loslich. 

Gereinigte Fett- und Phosphatid-Fraktionen, nach bekannten Vor- 
schriften aus verschiedenen Organen hergestellt, induzieren nicht. Die Frak- 
tionen des ,,Unverseifbaren", durch alkalische Hydrolyse von Amphibien- 
Xeimen, tierischen Organen oder von Lipoid-Ausziigen und Olen tierischer 
Herkunft erhalten und zur Implantation in einer Agar-Gallerte emulgiert 
oder an geronnenes Eiklar adsorbiert, zeigen keine Induktions-Wirkung ; 
iiber 100 Operationen mit gutem Keim-Material waren negativ. 

Einige wenige Neural-Induktionen wurden mit Praparaten erhalten, 
die nicht vollig von den Sauren befreit waren; nach der Reinigung wurden 
auch sie unwirksam. 

Wahrscheinlich sind die von I,. G. Barthll)  mit einem unreinen und 
autoxydierten R e p  halin-Praparat erzielten Induktionen auf die Anwesenheit 
f reier Saure zuriickzufiihren. 
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C. H. Waddington, J .Needham, W. W. Nowinski, D. M. Needham 
und R. Lemberg findenlz), da13 die Fraktion des ,,Unverseifbaren" aus 
Kalbs-Leber induziert, daB die wirksame Substanz sich mit Digitonin fallen 
lafit und d a m  anscheinend in der Restlosung nicht mehr nachweisbar ist. 
Sie halten es fur wahrscheinlich, ,, . . . that the naturally occurring evocator 
belongs to some group of sterol-like compounds." 

Durch Verseifung der an und fur sich unwirksamen Fette und Phos- 
phatide verschiedener Herkunft, z. B. von Lebertran, Eierol, Schweine- 
Schmalz, werden stets induzierende Saure-Fraktionen erhalten. Auch die 
Sauren aus mehreren Olen pflanzlicher Abstammung, die gepriift wurden, 
sind wirksam. Die Implantate mit fliissigen Saure-Fraktionen (die freien 
Sauren werden 5-proz. in einer Agar-Gallerte fein emulgiert) rufen in etwa 
60 yo der gelungenen Operationen eindeutige Neural-Induktionen hervor. 
Im ganzen wurden iiber 500 positive Falle beobachtet. 

Die induzierende Wirkung der Sauren bleibt unvermindert nach Ent- 
fernung der Neutralteile durch Ausathern ihrer alkalischen Losung oder 
durch Digitonin-Fallung, nach fraktionierter Destillation und nach vielfacher 
Umkrystallisation ihrer Sake aus organischen 1;osungsmitteln. 

Sie ist nicht auf eine bestimmte, besondere Saure zuriickzufiihren. Ol- 
s a ur  e, welche aus lifters umkrystallisierter Dioxy-stearinsaure dargestellt 
war, und Linolensaure,  die aus ihrem mehrfach umgelosten Bromid re- 
generiert wurde, induzierten ebenfalls. Gleich wirksam war eine aus Ricinol- 
saure dargestellte Octadecen-(12)-saure-(1). Vollig gesichert wird die 
Wirksamkeit von Sauren durch Neural-Induktionen, die mit einem Praparat 
synthet ischer  Olsaure erzielt wurden (aus Sebacinsaure und Octylalkohol 
dargestellt). Hier ist die Anwesenheit eines unbekannten ,,Induktionsstoffes" 
ausgeschlossen. 

Die Moglichkeit eher Saure-Wirkung war schon am Beginn unserer 
Versuche gepriift worden. Sie konnte aber erst nachgewiesen werden, nach- 
dem bestimmte, fur den Erfolg der Implantation erforderliche Bedingungen 
ermittelt waren. Die Fettsauren miissen z. B. fliissig sein. Feste Fettsauren, 
die zur anfanglichen Priifung herangezogen wurden, induzieren nicht ; ebenso- 
wenig daher die fliissigen Saure-Fraktionen nach der Hydnerung. Die feste 
Stearolsaure wirkt nicht, wohl aber daraus dargestellte Olsaure. Niedrige 
Fettsauren und verschiedene synthetische Sauren mit verzweigter Kette, die 
gepriift wurden, schadigen die Keime. Erfolglos waren bisher auch Versuche 
mit wasser-loslichen Sauren und mit verschiedenen anderen, sauer reagie- 
renden Substanzen. 

Ather-unlosliche Anteile: Wie erwahnt, hatten schon unsere aller- 
ersten Versuche gezeigt, da13 Gewebestiickchen aus Amphibien-Keim oder 
anderer Herkunft auch nach der Behandlung mit organischen I,osungsmitteln 
Medullarplatten zu induzieren vermogen. Ihre Wirksamkeit tritt nach der 
Entfettung sogar regelmiiBiger und ausgesprochener hervor. Die Induktionen 
werden nicht schwacher oder seltener, wenn man z. B. fein zerstuckelte 
Amphibien-Eier tagelang im Extraktor mit verschiedenen Losungsmitteln 
hintereinander auszieht*). J. Holtfreter ,  der auf Grund einer Versuchsreihe 
zunachst, wie die englischen Autoren, die Ather-Loslichkeit des ,,Induktions- 
stoffes" vertrat 5), findet nach Wiederholung unserer Extraktionsversuche 
ihre Ergebnisse bestatigt13). 

l*) Roux' Arch. 182, 225 [Dezember 19341. l*) Nature 134, 103 [Juli 19341. 
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Wirksame Ausziige aus entfetteten Amphibien-Keimen und aus tierischen 
Organen lassen sich in wa13rigem Medium erhalten, und zwar ist die Induktions- 
wirkung mit den Nucleoproteid-Fraktionen verkniipft. Nach den Ver- 
fahren, die zur Extraktion und Fallung dieser Fraktionen dienen, werden zum 
Teil sehr stark induzierende Praparate erhalten, am besten aus Organen, welche 
grooere Mengen von Kemsubstanzen enthalten, wie aus der Thymus- und 
Pankreas-Driise und aus Leber. Die Wirksamkeit dieser Praparate vermindert 
sich nicht, wenn sie mehrfach umgefallt oder lang andauernd dialysiert oder 
mit verschiedenen organischen Fliissigkeiten, auch nach vorherigem An- 
sauem und in der Hitze, ausgezogen werden. 

Mit Nucleinsauren aus Thymus und aus Pankreas sind ebenfalls in 
vielen Fallen Induktionen erzielt worden. 

Sowohl Keim- und Organ-Stiickchen, wie die Nucleoproteid-Fraktionen 
induzieren nur, wenn sie in Substanz, nicht aber, wenn sie in einer Agar-Agar- 
oder Gelatine-Gallerte eingebettet implantiert werden. Sehr wahrscheinlich 
werden die wirksamen Stoffe erst durch die Einwirkung der Fermente des 
Wirtskeims auf das Implantat gebildet. Die Vermutung ist naheliegend, 
da13 es die aus den Nudein-Substanzen freiwerdenden, sauer wirkenden 
Nucleotide sind. Dal3 sie es sein konnen, geht aus den Neural-Induktionen 
hervor, die von reiner Muskel- Adenylsaure hervorgebracht wurden*). 
Mit andern Mono-nudeotiden aus tierischen Nucleinsauren und aus denen 
der Hefe wurden keine positiven Ergebnisse erhalten, vielleicht infolge ihrer 
zu grol3en Loslichkeit in Wasser. Sogar bei der am schwersten loslichen 
Muskel-Adenylsaure lassen sich neben Versuchsreihen mit Induktionen auch 
vollig negative Reihen beobachten. 

Die Moglichkeit, d& die Induktionswirkung der ather-unloslichen 
Fraktionen auch auf andersartige Stoffe zuriickzufiihren ist, steht selbst- 
verstandlich noch offen. 

Aus den erzielten Ergebnissen lat sich schlieaen, da13 der Induktions- 
Reiz, der von toten Implantaten ausgeiibt wird, ein Saure-Reiz sein kann. 
Es ist &her zu priifen, inwiefern die Wirksamkeit lebender Induktoren 
sich ebenfalls darauf zuriickfiihren la&. 

Wir danken der Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft, 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und Hrn. Prof. 
H. Horlein,  1.-G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, fur die Unter- 
stiitzung unserer Arbeit. 




