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79. Richard Kuhn und Kurt Wallenfels: Echinochrome als pros- 
thetische Gruppen hochmolekularer Symplexe in den Eiern von 

Arbacia pustulosa. 
[Aus (1. Iiistitut fiir Biologic :in1 I;niscr-~~ill ielm-Insti tut  fiir Mediaiii. 1:orschung IIeitlel- 

berg 11. nus d. Zoolog. Station Seape1.j 
(I<iiige#aiigeii R ~ I  3. April 1940.) 

Die Farhstoffe der Seeigel sind von Art zu Art (Arbacia, I'aracentrotus, 
Kchinus usw.) verschieden. Man weiW ferner, daW auch bei ein und demselben 
Seeigel in den einzelnen Organen (Gonaden, Mesenterium, Stacheln usw. ) 
gleichzeitig verschiedene, chemisch mitunter nahe verwandte Farbstoffe vor- 
kommen (Carotinoide, Naphthochinone) . Ini folgenden wird am Beispiel der 
Ovarien von Arbacia pustulosa gezeigt, da13 selbst in ein und demselben 
Organ einer bestimmten Art, ini Laufe  d e r  j ah resze i t l i chen  E n t w i c k -  
1 u n g ( Rei  f u n g ) b eme r ken  swe r t e l i n t e r  sc  hi  e d e festzustellen sind. 

Vollreife Alrbacia-Weibchen aus dem Golf von Neapel, die hfarz-April 3 939 
gefangen worden waren, lieferten Ech inoc  hroni  A, uber dessen Konstitution 
bereits berichtet wurdel). Die Ovarien der Ende November 1939 bis Xnfang 
Januar 1940 gesanimelten Tiere waren noch sehr klein. Sie befanden sich in1 
Zustande der beginnenden Reife und waren tief violettrot gefarbt. Aus 
solchen Ovarien lieW sich ntir sehr wenig Echinochroni A gewinnen, dafur 
fanden lvir darin 2 noch unhekannte Varhstoffe, die wir als Ech inochrom B 
iind Echinochroni  C bezeichnen. In1 Zustande fortgeschrittener Reife 
(Februar 1940) waren die Ovarien bereits griiBer und nicht niehr tief violettrot 
sondern schon braunrot. Sie enthielten die Farhstoffe €3 und C nicht iiiehr 
sondern nnr noch -4, \vie dann auch die vollreifen groBen Ovarien ini JIarz 
1940. Es hat sich gezeigt, daB alle 3 Echinochrome als prosthetische (hippen 
hochniolekularer Syniplese in  den Eiern \-on Xrhacia yorkonimen. 

1) Die  y ros the t i s chen  Farhs tof fe .  
Echinochrom A, B und C lassen sich aus den Ovarien nach Zusatz volr 

Salzsaiure mit .Jther ausschiitteln. Die Farbstoffe A und B konnen deni k h e r  
niit Natriumbicarbonatlosung entzogen werden. Echinochroni C hleiht 
selbst nach Ihrchschutteln niit n/,,-Natronlauge im :ither. Echinochroni 1% 
ist in warmem, niedrigsiedendem Benzin vie1 leichter liislich als Echinochrom A,  
wodurch es sich von dieseni trennen laat. 

Charakteristisch sind die P a r b e  (Absorptionsbanden) und die F luo -  
rescenz der in <kher  gelosten Farbstoffe: 

Parbe I3antle11 (nip) Fluorescenz 
A orangerot 531 -495 (ormge) 
€3 carminrot 559 519 -485 rosnviolett 
C violett 5SO 5.30 -49.2 (violett) 

Die bei 490-500 mp liegenden Absorptionsbanden sind sehr stark, aber 
unscharf. Bei Echinochrom C ist die violette Farbe, die der des Joddampfes 
gleichkommt, bei Echinochrom B die lebhafte rosaviolette Fluorescenz vor 
der Quarzlampe besonders auffallend. A fluoresciert in Ather nur schwach 
orange, in verd. Sodalosung aber stark griin (blaustichig). Das Fluorescenz- 
licht von B in verd. Sodalosung ist gelbstichig griin. 

I )  H. 5.2, 1407 [1939]. 
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Die in den Ovarien von je 500 Weibchen vorkommenden hlengen sind 
etwa : 5 000 mg Echinochrom A (vollreife, gro13e Ovarien), 10 mg Echinochrom B 
und 2 mg Echinochrom C (kleine Ovarien im Zustand beginnender Reife). 

2) Krys t a l l i s a t ion  von  Echinochroni  B. 
Die in der Zeit von Ende November 1939 bis Xnfang Januar 1940 in 

Neapel unter 500 ccm gesattigter Ammonsulfatlosung gesammelten Ovarien 
von etwa 500 .kbacia-Weibchen wurden wie folgt verarbeitet. Es wurde die 
Gesamtmenge (1 2) zentrifugiert und die klare tief violettrot gefarbte Ammon- 
sulfatlosung (etwa 600 ccm) rnit 2-n .Salzsaure (100 ccm) angesauert, wobei 
die Farbe unter Ausfallen eines voluminosen Niederschlages nach Hellrot 
umschlug. Nun wurde wiederholt rnit Ather ausgeschiittelt bis der Ather 
farblos blieb und das Gemisch von Echinochrom A und B dem dther mit 
gesattigter Katriumbicarbonatlosung entzogen. Im -3ther blieb Echino- 
chrom C rnit violetter Farbe zuruck. Der bicarbonatlosliche Anteil wurde 
nach dem Ansauern mit verd. Salzsaure wieder in Ather getrieben, dieser mit 
Wasser gewaschen, iiber Xatriumsulfat getrocknet und verdampft. Der rote, 
olige Riickstand wurde in wenig warmem Dioxan aufgenommen und durch 
vorsichtigen Zusatz von Wasser (Reiben mit den1 Glasstab) teilweise krystalli- 
siert erhalten. Xus Benzol: Benzin = 2 :  1 lieferte dieses Produkt 36 mg 
Echinochroni .I vom Schmp. 217O (Absorptionsbanden in bther: 531 und 
-495 mp). Der in der Mutterlauge verbliebene Farbstoff wurde mit NaHC0,- 
Losung ausgeschiittelt und nach dem Ansauern rnit verd. Salzsaure in Benzin 
(Sdp. 70--80°) aufgenommen. Die stark eingeengte Losung schied nach mehr- 
tagigeni Stehenlassen jm Eisschrank 1.5 rng Echinochroni B in carminroten, 
zu Drusen vereinigten Stabchen (Abbild. 1) ah. Schmp. 173-1750 (Kof l e r ) .  
Xbsorptionsbanden in .$ther: 559, 519 und -485 nip, in Chloroform: 559, 
522 und -490 mp, in n-Sodalosung: 2 breite Streifen uni 572 und 539 mi*. 

Abbild. 1. Echinochrom I3 aus Benzin. 

Eine weitere Menge Echinochrom B (2-3 mg) lie13 sich krystallisiert 
gewinnen aus dem nach Abzentrifugieren der Ammonsulfatlosung verbleibenden 
Riickstand der Bier. Die Art der Isolierung entsprach der eben beschriebenen. 
Auffallend war, daB dabei kein Echinochrom A angetroffen wurde. 

Methyl ie rung:  Eine Losung von Echinochrom B in Benzin wurde 
niit atherischer Diazomethanlosung versetzt. Nach 10 Min. ging beim Durch- 

30* 
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schutteln mit Natriumbicarbonatlosung kein E'arbstoff niehr in die untere 
Schicht. In 2-n .Natronlauge ging aber der gebildete Methylather rnit blau- 
violetter Farbe. Dieses Yerhalten entspricht ganz den Beobachtungen, die 
bei der Methylierung von Naphthopurpuriti, von Echinochrom A und anderen 
kernhydroxylierten Naphthazarinderivaten mit Diazoniethan zu niachen sind. 
Wir schlieoen daraus, daW auch Echinochroni €3 ein hydroxylierter A b -  
kommling  des  N a p h t h a z a r i n s  ist. 

Der Echinochrom-B-methylather fluoresciert in Ather lebhaft orange 
und zeigt in diesem 1,osnngsmittel .4l~sorptioiishatideii bei 538, 499 und 
-470 mp. 

3)  E i  ge nsc h a f t  e n d e r t e r n  a r e  n E c h  i no ch  r o in - S y ni ple se .  
Die Echinochrome ,4, B und C finden sich in den Eierti von -4rbacia 

nicht in freier Form sondern in Bindung an hochniolekulare Trager. 1)iese 
Symplexe sind binar und ternar gebaut nach den1 Schema : 

Echinochrom . . . Trager und Iichinochroni . . . Trager . . . Hilfstrager. 

Die Hauptmenge an Farbstoff befindet sich im Innern des reifen See- 
igeleies, wahrend die umgebende Gallerthiille nur sehr Ivenig Farbstoff ent- 
halt. Durch vorsichtiges Schiitteln und Stehenlassen niit Seewasser kann 
man die Gallerthiillen von den Eiern entfernen. 

Wenn man die Eier m i t  ihren Gallerthiillen in Kohlensaureschnee hartet, 
zerreibt und mit Seewasser extrahiert, so geht ein Farbstoff-Syniples in Losung, 
cler ternar gebaut ist : Echinochroni 

- E.inoc+tvmJ-~~mp/ex 
-% E&r&rom *c Symp/ex. 

hbbilcl 2 Atnrriotisulfat-I)aillungskiir~~~ii 
Abscissen: g (NH,)2S0,/100 ccm. Ortli- 
naten. in Liisung gehliebetier, durch 
Tannin fallbarer Stickstoff (mg S/ccm). 

Trager . . .Hilfstrager. iVenn man die 
Eier oh  n e Gallerthiillen zerreibt und 
estrahiert, so erhalt man Losungen 
des binaren Synplexes Echinochrom 
. . .Trager. Die Gallerthiille des Eies 
beladt das schon iiii Ei-Innern hoch- 
niolekular gebundene Echinochrom 
niit einem weiteren Trager, der dein 
entstehenden ternaren Syniples che- 
niisch auffallende und biologisch 
uichtige Eigenschaften verleiht. 

Lo s l ic  h ke i t u n d I: a1 1 ba r  kei t . 
Die ternaren Symplexe ron Echino- 
chrom A ,  B und C sind loslich 
in 4-proz. Na t r i u mchl o r i d lo  s un g 
bzw. Meereswasser. Bei der Dialyse 
solcher Losungen gegen 4-proz. Ka- 
triunichloridlosung wird Cellophan 
von den Farhstoffen nicht durch- 
drungen. Uurch Zusatz yon Aninio n- 
s u 1 f a t  lassen sich die ternaren Syni- 
plese von A, B und C aussalzen. Die 
Pallungen sind in 4-proz. KaCl-Losung 

wieder klar loslich. Als Beispiel fiir die Fallbarkeit durch Aninionsulfat seien 
2 Versuche angefiiht (Abbild. 2 ) .  So wie Ammonsnlfat eignen sich zur E'allung 
der Syiiplese ohne Denaturierung auch CdS04, ZnSO, und IIg SO,. 
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kleineren pH-Werten zu rasch 
abfallt. Die Hauptkomponente 
bleibt bei p~ 3 praktisch un- 
gelost, die Xebenkomponente 
findet man noch zn-ischen p~1 1.5 
und 3.0 in Losung. 

Beini 3 u f k o c h e n  der in 
Seewasser gelosten Syniplexe von 
.I und B 4 C bleiben dieldsungen 
vollkommen klar. -4uch bei 211- 
satz des doppelten Vol. Xlkohol 
tritt keine Fallung ein. Gibt man 
mafir. Tanninlosung nach A. 
Roche und 1:. ?tIarquet2) zu, so 
erhalt man X-haltige Fallungen, 
die allen Farbstoff enthalten. Die 
Tanninmethode von R o c h e - 
11 a r que  t diente zur Bestimmung 
der Ammonsulfat-Fallungskurve 
(Xbbild. 2 )  und der pH-I,oslich- 
keitskurve (Abbild. 3).  

i'bergieBt man den durch Ammonsulfat ausgefiillten ternaren Symplex 
niit Puf fer losungen  von verschiedeneni p,[, die 404 NaCl enthalten, so 
findet man, da13 die Loslichkeit zwischen plr 12 und 5 maximal ist und nach 

7 4 7 70 pH 

Abbild. 3 .  p ~ ~ - L ~ s l i c l i k e i t s k u ~ e  von Echino- 
chrom. . . Trager . . . Hilfstrager. Abscissen: PH, 
Ordinaten : in Losung gebliebener, durch Tannin 

fallbarer Stickstoff (mg N/ccm). 
Yon PH 1 bis pi1 .5: m/,,-Citrat-HCl, bis PH 8:  
jtt!,,-Pliosphat, pi[ 10.5: n/,,-Natriumcarbonat, 

PH 12.5:  tc,',,-SaOH. 

-1bbild. 4. .~bsorptions-Spektrunl ron Echinochrom 
A .  . . Trager . . . Hilfstrnger in 4-proz. SaC1-LAsung 
(gereinigt durch Pallungen niit rlnimonsulfat und 
Dialyse gegen 4-proz. SaCl-Losung). d = 0.121 cm. 

Der ternare A-Sym- 
plex enthalt -S.Oq/, N 
und 1 Mol. Echinochrom 
X in etwa 70000 g Sub- 
stanz. 

Noch in groBer ITer- 
diinnung geben die Lo- 
sungen des A- und B + C- 
Symplexes in 4-prOZ. 
NaC1-Lijsung mit Dode- 
cyl-dimethyl-benzyl-am- 
moniumbromid Fallun- 
gen, die den gesam- 
ten Farbstoff enthalten, 
aber in 4-proz. NaC1-I,o- 
sung nicht wieder loslich 
sind (Denaturierung, 
Abspaltung des Hilfs- 
tragers). 

F a r b e  und  R e d o s r e r h a l t e n :  Der Symplex Echinochrom -1.. . 
Trager . . .Hilfstrager in 4-proz. SaC1-Losung ist vie1 dunkler und braun- 
stichiger gefarbt als die freie Farbstoffkomponente und zeigt neben der 
Hauptbande (520 niF) unscharfe Xebenbanden bei 490 und 600 m p  (Abbild. 4). 

2, Bull Soc Chim biol 17, 1630 19353 und 19, 613 [1937]. 
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Der ternare A-Symples wird nach Zusatz von etwas KaHCO, durch 
Katriumhydrosulfit nur trage entfarbt, der B-Symplex sehr leicht und re- 
versibel. Auch das freie Echinochrom B wird durch Na,S,O, erheblich leichter 
als Echinochroni A zur bukostufe hydriert, aus der es sich beini Schiitteln mit 
Luft zuriickbildet. Das violette Echinochrom C konnten wir niit Natrium- 
hydrosulfit nicht entfarben, mohl aber durch Zn-Staub in Gegenwart von 
Pyridin und Essigsaureanhydrid. 

H a f t  f e s t igke i t  d e r p r 0s t h e  t i sc  he n G r u p p e  : Auch bei langdauernder 
Dialyse in Cellophanschlauchen gegen 4-proz. KaCl-Losung sind A- und 
(B  + C)-Symplex ganz bestandig und geben keinen Farbstoff an die AuBen- 
losung ab. Dialysiert man gegen n/,,,-Salzsaure, die 476 NaCl enthalt, so 
hellt sich die rote Farbe allmahlich auf und irn Laufe von 2-3 Tagen sind 
Echinochroni A und Echinochroni B viillig in die AuBenlosung (die ofters 
erneuert wird) getreten. Echinochrom C wird unter diesen Bedingungen nicht 
abgespalten, auch n~lO-HC1 reicht hierfiir nicht aus. Erst 2-n . Salzsaure 
setzt die C-Komponente in Freiheit. Die Haftfestigkeit der prosthetischen 
Gruppen ninimt in der Reihenfolge A+B+C zu. 

4) Abspa l tung  des  Hi l f s t ragers .  
Unterwirft man den durch hmmonsulfat-Fallung und Dialyse gegen 

4-proz. NaC1-Losung gereinigten A-Syniplex oder (B - C)-Syniples im 
Cellophanschlauch der Dia lyse  gegen des t .  Wasser  bis zur Entfernung 
aller C1'-Ionen (2-5 Tage, Eisschrank) , so ist eine hochst merkwiirdige Er- 
scheinung ZLI beobachten. Es  fallt praktisch aller Farhstoff in roten Flocken 
aus, wahrend in der iiberstehenden klaren Fliissigkeit ein nicht dialysierbarer 
hochmolekularer Stoff, der Hilfstrager, in Losung hleibt. Die Fallung ent- 
halt 7.5--8.0% N und hat die Eigenschaften eines denaturierten binaren 
Sympleses. Das Verhaltnis der Trockengewichte von h'iederschlag zu 
Losung nach der Dialyse gegen dest. Wasser ist yon der GrdBenordnung 
1 : 1. Der ausfallende Farbstoff-Symples ist nicht nur in dest. Wasser 
sondern auch in 4-proz. Nai'l-I,ii.jung unlbslich. I)er Hilfstrager lost sich 
sowohl in \Vasser wie in 4-proz. NaC1-1,ijsung. I)er Syniplex Echinochroiii 

Trager . . .Hilfstrager wird tlurch dest. IVasser zerlegt. Eine Unikehrung 
dieser Reaktion war hisher nicht iniiglich, d. h. : der ausgefallene P'arbstoff, 
den man init einer 1,ijsung des Hilfstragers iibergieWt, geht auch dann 
nicht niehr in Losung, wenn mail so vie1 Katriumchlorid zugibt, dalJ clie 
Ldsung wieder 4 yo davon enthalt. 

I)er H i l f s t r age r  ist der chetnischen Bearbeitung leichter zuganglich. 
13r la& sich durch (NH,),SO,. IIgSO,, CdSO,, ZnSO, 11. a .  aussalzen und durch 
Dialyse gegeti dest. Wasser reinigen. Er etithalt 8.0 ~ -X.5", S. Sehr charakte- 
ristisch ist seine Fallbarkeit durch n,',,,-Salzsaure. 

loo-HC1, 
nobei sich der Hilfstrager in nahezu farblosen 1:locken abscheidet. Die Substailz 
ist in verd. Natriumbicarbonatliisung erhe1)lich leichter liislicli nls in LVasser, 
was auf die Anwesenheit von Carlmsylgruppen hititleutet. Das .$clui\.aIent- 
gewicht eines Praparates betrug 475 (5.325 nig Sbst. : 1.12 ccni n ',,,-NaOH). 

Beim Erhitzen mit 20-proz. Salzsaure ini Iiohr auf 1 OOo (18 Stdn.) schieden 
sich N-haltige Flocken ah. I)as Filtrat gab positi\.e Sinhydrinreaktion. L.:s 
enthielt nur noch 6.627; N (3.00 nig Sbst.: 1.70 cciii / I ' , ~~-HCI ,  K je ldah l ) .  
Piach 1). I). v a n  S lyke  waren 4.80'10, d.  h.  etwa :3 ,  Amino-T\' (10.80 nig Sbst.: 

Znr Keinigung dialysieren 11 ir die 1,iisnng in dest. IVasser gegen 
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0.46 cciii K2 751 mm, 2 1 O ) .  h r c h  Zusatz von Phosphorwolframsawe lieW sich 
aus den1 Hydrolysat eine PI;-reiche Base abscheiden, die naher untersucht 
werden soll. 

5 )  I{ ig e n s c  h a f t e n des  b in  a re  n E c hi  n oc hr  o m - X -S y nip le s e s .  
.\us den von ihrer Gallerthiille befreiten reifen Eiern la& sich, wie er- 

\vahnt. ein Echinochrom-A-Symples in Losung bringen, der sich von deni 
eben heschriebenen ternaren E'arbstoff-Symples chemisch und biologisch 
wesentlich unterscheidet. Abweichend von dem bei der Dialyse des ternaren 
Synipleses gegen dest. Wasser ausfallenden Niederschlag, der ebenfalls nach 
Clem Schema Farbstoff Trager gebaut ist, ist der in dieseni Xbschnitt zu 
heschreibende binare Sy lex sowohl in dest.Wasser als auch in Seewasser los- 
lich. Eine solche 1,ijsung gibt auf Zusatz des gleichen Volumens Alkohol eine 
P'allung, die allen Farbstoff enthalt. Diese Fallung kann aber durch See- 
Ivasser nicht wieder in Losung gebracht werden. Man hat den Eindruck, dal', 
bei der Abspaltung des Hilfstragers aus dern ternaren Symples, ahnlich wie 
hier hei der Fallung des nativen binaren Symplexes durch Xlkohol, Dena- 
turierurig eintritt. 

Bei der Dialyse roher Losungen gegen Seewasser geht 
zunachst eine geringe Menge F'arbstof f durch das Cellophan, nach 2--3-maliger 
Erneuerung des Seewassers bleibt die AuBenlosung vollig farblos. I)er hoch- 
niolekular gebundene Farbstoff 1aBt sich ~~ 

nun durch Ammonsul fa t  aussalzen. Zur 
volligen Ausfallung geniigt eine Ammon- 
sulfat-Konzentration von 30-32 yo, die 25 
erheblich geringer ist als die beim ternaren 
Syrnples erforderliche. Die Ammonsulfat- 
Fallung ist in Meereswasser wieder klar 
liislich. Beim Aufkochen fallt kein Nieder- 
schlag, aus unbekannten Griinden sind die 
Losungen bei etwa ZOO jedoch meist wenig a 
halthar. Durch Zusatz des gleicheni'olumens 
-1lkohol wird der Farbstoff ganz ausgefallt. 

~~ 

F a r h e  und  Redosve rha l t en .  Der 
native binare Symplex ist rein rot gefarbt, 
sehr ahnlich dem ternaren. Ini Taschen- 
spektroskop sieht man eine nicht sehr 
scharfe Absorptionsbande bei 525mlp. I h c h  
~atriuiiihpdrosulfit tritt leicht Entfarhung Ahbild. 5 .  lichkurve znr colori- 
ein. Beim Schutteln tiiit 1,uft bildet sich metrischeii Restirnrnung \-on ISchiiio- 
der Farhstoff zuriick. chrom A.  Stufenphotometrr, 1,icht- 

~ : i ~ ~ ~ i ~ k ~ ~ ~ ~  verd.  1)ialY- filter S 47 (470 mp).  Jijsuws- 
mittel: itither, Stnmmlosung: 2.640 in:: 
kryst. Ikhinochrom A (Wimp.  Z O O )  
in 25 ccm, A,,scissen : mK 

100 ccm; Ordinaten: E. 

Fa l lba rke i t :  

siert man die binare Syniplesliisung gegen 
Seevxsser. das n ,,,-Schwefelsaure enthalt, 
so geht die Farlie alsbald in Hellrot uber 
und es wird etwas Echinochrom abgespal- 
ten, das die Menibran durchdringt. Dialysiert man nach vollstandigem Farh- 
unischlag wieder gegen Seewasser von pIr 8.4, so lcehrt die urspriingliche 
dunkelrote E'arbe wieder zuriick und es dialysiert kein lveiterer E'arbstoff. 
An .%ther gibt die binare Symplexliisung keine Spur Echinochrom ah. 
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Varbs to f  f geha l t :  Die Trockengewichtsbestimmung einer durch Am- 
nionsulfat-Fallungen und Dialyse gegen dest. \Vasser gereinigten Liisung des 
nativen binaren Sympleses ergah 2.940 mg/ccm. 25 ccni dieser Losung 
nurden mit n-Salzsaure gespalten und das Echinochroni -1 in Ather auf- 
genommen. Die .k.herlosung wurde mit Natriunibicarbonat ausgeschiittelt 
und der Farbstoff nach dem Ansanern wieder in Ather getrieben. 1)ie stufen- 
photometrische Bestimmung des Echinochromgehalts (Eichkurve vergl. 
-1bbild. 5) ergab, da13 25 ccm der urspriinglichen Symplexliisung (73.70 mg 
Trockengewicht) 0.565 mg Echinochrom gebunden enthielten. 1 Mol. Echino- 
chrom -4 (Mol.-Gew. 266) traf also auf 34700 g organische Substanz. Der 
hinare Symples hat somit etwa den doppelten Farhstoffgehalt (das halbe Mo1.- 
Gew.) des ternaren. 

6) Die  biologische \Virkung d e r  Symplese3 ) .  
Die 1,osung des biwiren Echinochroni -A-Symplexes  vermag See- 

igel-Sperniatozoen weder zu aktivieren noch zu agglutinieren. Der Farbstoff 
liegt hier in einer biologisch unwirksanien Bindungsform vor. I h r ch  Ein- 
wirkung von verd. Saure kann das Echinochroni daraus in  Freiheit gesetzt 
werden. Dieses wirkt dann noch in einer 1'erdiinnung von 1 : 2.5 ?tIilliarden 
auf Spernia aktivierend. 

Eine Losung des terniiren Ech inochrom-A-Sympleses  u-irkt auf die 
Spermatozoen so wie das Sekretwasser der intakten Eier. Viillig bewegungs- 
lose Spermien werden in lebhafte Bewegung gebracht u nd  agglutiniert . 
1-ersetzt man eine Losung des Hilf~tragers~)  mit etwas wirkungslosem, hi- 
narem Symples, so wirkt die Mischung nach kurzer Zeit ebenso wie normales 
Eisekretwasser aktivierend und agglutinierend. Die im binaren Komples 
verlorengegangene aktivierende Wirkung des freien Farhstoffs tritt also im 
ternaren Symples wieder zutage. 

Eine farbstoff-freieLosung des Hi l f s t r age r s ,  wie man sie durch Dialyse 
des ternaren Symplexes gegen dest. \Vasser erhalt , vermag bewegungslose 
Spermien nicht mehr zu aktivieren. Sie wirkt jedoch stark agglutinierend. 
Das Agglu t in in  (Pertilisin von 3'. R. 1,illie) i s t  o f fenbar  m i t  d e m  
aus  d e r  Gal le r th i i l l e  d e r  E i e r  s tan in ienden  Hi l f s t r age r  ident i sch .  

Die ini E i sek re twasse r  nachweisbare aktivierende Substanz, d. h. der 
Farbstoff, durchdringt auch bei vieltagiger Dialyse gegen Seewasser Cello- 
phan nicht. Es ist daher anzunehmen, daU aucb unter den in der Natur 
herrschenden Bedingungen nicht freies Echinochrom A, sondern hochniolekular 
gebundener Naphthochinonfarbstoff auf die Sperniatozoen wirkt. Das im 
Eiwasser-Symplex gebundene Echinochrom A kann Sperniatozoen noch in 
einer 1-erdunnung von 1 : 300 Milliarden aktivieren, ist also etwa 100-ma1 
wirksamer als der krystallisierte Farhstoff. 

Hrn. W. Schulz  haben wir fiir hervorragende Hilfe lxi A\nsfiihrung aller 
Yersuche zu danken, Hrn. Prof. I h .  11. Har tmar in  und Hrn. Dr. 0. S c h a r t a u  
sowie Hrn. Dr. R. 1)ohrn fiir die Beschaffnng tles Materials nus dein Golf 
\-on Neapel. 

3) Zusatz bci der Korrektur i ini  10 .  .Xpril 1040. 1)ie folgeiitleii Versuche sind 
tnit Hrn .  Prof. Dr. 31. H a r t m n n n  und Iirii. In-. 0. S c h a r t a n  ausgefuhrt \vorden, 
die daruber im ,,Biologischen Zcntrnlhlatt" nusfiihrlicher herichten werden. 

4) oder langere Zeit belichtetes Iiisekretwasser, tlns tlurch pli~Jti)rlicmischc Zer- 
st6riing rles Rchinochroms seine akti\-iercn(le IVirkiinX ciiigeliiUt lint. 




