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I

Es ist eine bekannte Tatsache, dass Seewasser nach der Be-
fruchtung oder Aktivierung bei Echinodermeiern in den Perivitellin-
raum aufgesaugt wird, und dann die Abhebung der Befruchtungs-
membran in Erscheinung tritt. Nach den Untersuchungen von
Lioeb (’08), Robertson (’12), Hobson (’27), Runstrém (’28) u. a.
wird im allgemeinen angenommen, dass der kolloidosmotische Druck
an dem Ei diese Wasserabsorption veranlisst.

Wenn das Salamanderei mit Wasser in Berithrung kommt,
absorbiert es allméhlich auch Wasser, u'nabhﬁ,ngig von der Befruch-
tung, und infolgedessen hebt sich die es umhiillende Eikapsel ab.
Hierbei ist die Menge des wirklich in das Ei selbst eingedrungenen
Wassers gegen die des aufgenommenen Wassers sehr klein, so dass
sich der grossere Teil des absorbierten Wassers in Kapselfliissigkeit
verwandelt.V

Aber bis jetzt ist der Mechanismus der Wasserabsorption an den
Uroderen-Eiern niemals behandelt worden. Seit 1937 ist der Ver-
fasser an Eiern vom Salamander (Hynobius retardatus)? auf dieses
Problem eingegangen und zu der Schlussfolgerung gelangt, dass die
Wasserabsorption infolge des kolloidosmotischen Druckes der Kapsel-
fliissigkeit vor sich geht. Dariiber mochte er im folgenden niher
berichten.

*) Contribution No. 146 from the Zoological Institute, Faculty of Science,
Hokkaido Imperial University, Sapporo.

1) Uber die physikochemischen Eigenschaften der Kapselfiiissigkeit des Eies
liegen einige Angaben bei Megalobatrachus maximus (Tomita und Fujiwara ’33)
und bei Hynobius noburosus (Takamatsu ’35) vor, aber sie sind sehr kurz und
skizzenhaft. Neuerdings ist von Richards (’40) die Kapselfliissigkeit des Eies von
Ambrystome punctatum physikochemisch und auch chemisch niher untersucht
worden.
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Die folgenden Experimente wurden hauptsidchlich an befruchte-
ten Eiern® von Hynobius retardafus angestellt, die nach der Ablage
9-11 Stunden lang schon in Wasser gelegen hatten. Deshalb haben
die Eier schon vor dem Versuch Wasser in verschiedenem Grad auf-
genommen, also die nachherige Aufnahmefihigkeit fiir Wasser ist
nach dem Eisack verschieden. Daher wurden in den Versuchen nur
die Eier, die demselben Weibchen entstammten, zur Untersuchung
herangezogen.

Nun wurde jedes Ei mit der Kapsel zusammen getrennt ab-
geschnitten und dann wurde die an der Oberfliche der Husseren
Eikapsel anhaftende Gallert vorsichtig mit Nadel und Messer so
weit wie moglich abgeschnitten.¥® Wird ein solches gallertfreies
Ei in Wasser eingetaucht, so nimmt es allmihlich Wasser auf, und
der Kapselraum, der zwischen der Eikapsel und dem Chorion liegt,

G.

a.EK Schematische Darstellung eines

~EK Hynobius-Eies. G. -:.-Gallert, 4.E.

KA K. ....dussere Eikapsel, iEXK. --
--innere Eikapsel, K.R. ---.der mit
der Kapselflussigkeit ausgefiillte

g- Kapselraum, C.--..Chorion, E.--..

: Ei.

2) Die Eikapsel des Eies von Hynobius retardatus besteht aus doppel-
schichtig kugelizg weichen Membranen, und die dichte Gallertmasse haftet an
der Oberfliche der Husseren Kapsel, an welcher nach Innen zu mit diinnerer
Gallertsschicht die innere Kapsel fest klebt. An den reifenden Eiern im Oviduet
oder an den Eiern gleich nach der Ablage, die noch nicht Wasser aufgenommen
haben, liegt die Eikapsel locker an der Oberfliche des Chorions an, und der Raum
zwischen beiden (Kapselraum) ist mit granulreicher diinner Garellt vollgestopft.
Wenn das Ei in Wasser eingetaucht wird, absorbiert es Wasser, der Kapselraum
vergrossert sich allmélich und von der Oberfliche des Chorions hebt sich die
Eikapsel ab.

3) Da nur sehr schwer schwangere Tiere zu bekommen sind, hat der Ver-
fasser hauptsichlich befruchtete Eier zu den Experimenten verwandt, die jeden -
morgen aus einem freien Tiimpel gesammelt worden waren. Uberdies ist in der
Umgebung von Sapporo, die Frist, wihrend der man solche Eier in geniigender
Menge sammeln kann, nur auf ungefihr 2 Wochen in der Mitte April beschrénkt,
so dass die Experimente iiber mehrere Legeperioden durchgefiihrt werden
mussten. Deshalb ist es unvermeidlich, dass die Ergebnisse eventuell von einander
abweichen.

4) Hier bedeutet “Ei” nicht nur das Ei selbst, sonderen das Ei, das mit der
Kapsel umhiillt ist.
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Abb, 1 Die Variation des Gewichts der Eier aus demselben Eisack nach
48 Stuneen in Leitungswasser. @ ----Gewicht der Eier in mg nach 48 Stunden ;
QO ----Eigewicht gegen initiales Gewicht in Prozenten; - --..Initiales Eige-
wicht in mg, Zahlen auf der Abszisse zeigen die Einummer vom frejen Ende
des Eiscks.

vergrossert sich, dementsprechend nimmt das Eigewicht Schritt um
Schritt zu. Die Wasserabsorption dieses garelltfreien Eies gelangt
in den meisten Féllen in 80-90 Stunden ins Gleichgewicht. Unter
natiirlichen Bedingungen, unter denen die Eier in der dichten
‘Gallertmasse eingeschlossen sind und des weiteren die Garelltmasse
noch mit einem grossen Eisack umhiillt ist, sind selbstverstindlich
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noch meherere Stunden bis zur Erreichung des Gleichgewichts nitig.
Aber in den folgenden Experimenten wurde meistens der Grad der
Wasserabsorption nach 48 Stunden bestimmt.

Noch unter den Eieren aus demselben Eisack, mit anderen
Worten unter den Eiern, die vor dem Versuche unter denselben
Bedingungen gestanden hatten, wird deutlich ein gewisse Variation
in dem Grad der Wasserabsorption®™ beobachtet. In Abb. 1 und
Tabelle 1 ist ein Beispiel aus den Versuchen gegeben. Wie in dem
Ergebnis klar wird, zeigt das Ei, dessen Gewicht urspriinglich
grosser ist, nicht immer einen héheren Grad der Wasseraufnahme
oder grosseres Gewicht. Verursacht ist ein Teil dieser Variation,
ohne Zweifel, durch die unvollstindige Beseitigung der Gallert, die
an der Oberfliche der dusseren Kapsel klebt, und weiter dadurch,
dass die Menge des absorbierten Wassers schon am Anfang des

Tabelle 1

A. Eigewicht in demselben Eisack. (Tem. 10.5°C +0.5)

Gew. nach 48 St. in Leitungswasser

in mg | in 9 gegen init, Gew.

N
Ei Nr. Init. Gew. in mg i

o . 46.8+0.67 4353662 | 929+18.5

B. Relative Werte der Eikapsel und der Kapselflussigkeit
. gegen Gesamteigewicht.

Ei Nr. ’ Gesamteigewicht Kapselgewicht ’ Gewicht der Kapselftussigkeit

23 l 100.0 11.34.0.41 \ 86.510.43

Versuches je nach dem Ei verschieden war. Aber der grossere
Teil dieser Variation der Wasserabsorption beruht hauptsiichlich
auf den individuellen Unterschieden. Das Gewicht der Eikapsel
selbst nimmt infolge ihrer Quellung zu, der grossere Teil des zu-
sidtzlichen Gewichts des Eies ist aber auf die Vermehrung der
Kapselfliissigkeit zuriickzufiihren.

5) Der Grad der Wasserabsorption wird durch die prozentige Gewichts-
zunahme, bezogen auf das initiale Eigewicht, dargestellt.
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Bei den Eiern, die nur ein wenig Wasser aufgenommen haben
(am Anfang des Experimentes), in Gesamtgewicht 56 mg (Durch-
schnittswerte von 5 Bestimmungen) betrigt das Gewicht der Eikapsel
18.5 mg, das des Eies 9.0 mg und das der Kapselfliissigkeit 28.5 mg
und dagegen bei den Eiern, die 48 Stunden Wasser aufgenommen
haben, betrigt das Gesamtgewicht 435.3 mg, das der Eikapsel 49.2
mg, das des Eies 9.5 mg, das der Kapselfiiissigkeit 376.5 mg, d. h.
bei diesen Eiern nimmt die Kapselfliissigkeit 86.5% vom Gesamt-
gewicht ein.

III

Die Wasserabsorption des Eies wird durch Salzlosung (physiolo-
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Abb. 2 Die Wasserabsorption der Eier in der Salzlssung (physiolo-
gisch #quilibrierte Salzlosung). Die Wasserabsorption wird durch die
prozentige Gewichtszunahme, bezogen auf das initialeEigewicht, darge-
stellt. Die Eier liess man 48 Stunden lang in den Salzlésungen Wasser
aufnehmen.
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gisch #quilibrierte Salzldsung = p. 4. S.9) wie bei der Lachseiern
stark beeinflusst. Man liess die Eier in verschiedenen Konzentra-
tionen von p.d.S. (1/5-1/320 M) 48 Stunden Wasser aufnehmen.
In diesem Versuche, .dessen Ergebnis in der beigefiigten Abb. 2
dargestellt ist, wurden in jeder Konzentration je 5 Eier von dem-
selben Weibchen gemessen. Wie aus der Abb. 2 klar wird, ist die
individuelle Variabilitat ziemlich gross, aber der Grad der Wasser-
absorption steigt deutlich mit abnehmender Konzentration an. Diese
Beobachtung hat der Verfasser an Eiern von verschiedenen Stim-
men oft gemacht, und in jedem Falle trat immer das gleiche Er-
gebnis auf.

Im Gegensatz zu der wesentliche Wirkung der Elektrolytlosung,
zeigt der Grad der Wasserabsorption bei Saccharoselésung in allen
Konzentrationen beinahe gleiche Werte (Tabelle 2). Nimlich die

Tabelle 2

Wasserabsorption der Eier in .der Saccharoselosung. Die Wasserabsorption
wird durch die pozentige Gewichtszunahme, bezogen auf das
initiale Eigewicht, dargestellt. (Temp. 10.5°C+0.6)

Konz. in M. ‘ Ei Nr. Grad der Wasserabsorption (%)

15 ' 9 2193+ 96.5

1/10 . 9 2194+ 107.4

1/20 i 10 2227+ 64.6

1/40 8 ' 2116+ 70.1

1/80 9 2128+ 54.9
1/160 ‘ 10 22544 84.7
1/320 | 8 2140+ 79.4

'

Konzentrationsdnderung der Saccharoselosung iibt keinen Einfluss
auf die Wasserabsorption aus. Daraus unterliegt es keinem Zweifel,
dass die Saccharose-Molekule durch die Eikapsel ungehindert per-
meiern und sich die Saccharose nicht direkt an dem Mechanismus

6) Die physiologisch dquilibrierte Salzlésung enthilt die Salze in demselben
Verhiltnis wie in der Ringerschen Lésung. Von 1 M NaCl-Losung 100 Teile,
1 M KCl-Lésung 2.4 Teile und 2/83 M CaCl-Losung 2.5 Teile wird die Stamm-
18sung zusammengesetzt, die mit 1 M NaC€l-Lésung praktisch isotonisch ist. Nach
Bediirfnis wurde die Stammlésung mit redestilliertem Wasser verdiinnt und durch
Hinzufiigung einiger Mengen von 0.1 M NaHCO:-Lisung wurde pH um 7.0
reguliert.
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der Wasserabsorption beteiligt. In diesem Falle ist der absolute
Grad der Wasseraufnahme sehr viel hther als der in der Salzlosung
oder im Leitungswasser.

v

Wie oben erwihnt, wird in der Salzlosung die Wasserabsorption
von der Konzentration deutlich beeinflusst, wobei der osmotische
Druck der Salzlosung abhingig von ihrer Konzentration verschieden
ist. Um festzustellen, ob die Wirkung der Konzentration nur auf
Unterschiede des osmotischen Druckes der Salzldsungen beruht oder
nicht, miissen wir zuerst die Permeabilitit der Eikapsel fiir die
verschiedenen Salze messen. Da das Ei, das Wasser bis zur
Sittigung aufgenommen hat, in der konzentrierten .4.S. sein
Gewicht nicht mehr #ndert (Tabelle 4), worauf spiter wieder
zurilickzukommen sein wird, ist vorausgesetzt, dass die Eikapsel fiir
die Salze auch hohere Permeabilitidt hat.

Die Richtigkeit dieser Voraussetztung wurde klar bewiesen
durch das folgende Experiment. Man brachte die Eier, die im
Leitungswasser schon gesittigt waren, in Salzlésung und bestimmte
dann nach bestimmter Zeitdauer den Ionengehalt sowohl in der
Kapselfliissigkeit als auch in der Losung quantitativ. Die betnutzten
Salzlosungen waren 1/10 M NaCl, 1/10 M CaCl,- und 1/10 M
Na,SO4-Lisungen,

Am Anfang wurden die Kation und die Anion der Kapselfliissig-
keit der Eier, die schon im Leitungswasser bis zur Sittigung
Wasser aufgenommen hatten, und die der Lidsung (obengenannten
Salzlosungen) bestimmt. Dann wurden 10-12 Eier aus demselben
Eisack mit redest. Wasser gut gewaschen, danach in 200-240 cc
Salzlosung eingetaucht. Nach je 1, 2, 3 und 5 Stunden wurde die
Kapselfliissigkeit von 2-3 Eiern gesammelt, und die Konzentration
der Kationen und Anionen bestimmt.” Gleichzeitig wurden auch
immer die.Ionen der Salzlésung bestimmt.

7) Die Bestimmungsmethode ist folgende.

Na’ wird als Natriumpyroantimonat ausgefillt, und dann das Antimon im
Niederschlag jodmetrisch bestimmt.

Ca™ wird zverst als Oxalat ausgefillt, mit verdiinter Schwefelsiure wieder
aufgélost, und iiberschiissige Kaliumpermanganatlésung hinzugefiigt, dann der
Uberschuss von KMnO, jodmetrisch bestimmt.

Cl’ wird in gewOhnlicher Weise mit Silberchloridldsung titriert.

S0.” wird mit iiberschiissiger Bariumchloridlésung geféllt und der BaCl.-
Uberschuss unter Verwendung von Na-Rodizonat als Indikator zuriicktitriert.
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Die analytischen Resultate sind in Tabelle 3. ‘A susammenge-
fasst. In allen Salzlésungen stimmte die Konzentration der Kationen
(Na® und Ca™) und der Anionen (Cl’ und SO.’) der Kapselfliissig-

Tabelle 3

Permeabilitit der Kapsel fir die Ionen.

A.
Na. in mg per cc Cl in mg per cc
Tem Zeitdaver| Das dusser.
: in St. Med. im dusser. |in d. Kapsel-| im #usser. [in d. Kapsel-
Med. fliss. Med. fliss.
_ono M/10 NaCl- .
19-20°C 0 1s. 0.09 , 0-03
1 vy 2.25 2.10 3.37 ] 3.06
2 » 2.28 2.36 3.37 3.35
3 ’ 2.27 2.27 3.42 3.39
5 » 2.23 2.23 3.40 3.35
Ca in mg per cc Cl in mg per cc
im &usser. |in d. Kapsel-| im usser. |in d. Kepsel-
Med. fluss. Med. fliss.
900 M/10 CaCl,-
19-20°C 0 Lis. 2 0.04 0.02
1 ’s 3.54 3.10 6.48 5.66
2 . 3.63 3.45 6.48 6.18
5 vy 3.54 3.54 6.42 6.42
Na in mg per cc SO, in mg per cc
im dusser. [in d. Kapsel-{ im 4usser. [in d. Kapsel-
Med. fluss. Med. fliss.
18-19°0C| o | M/AONaSO, 0.07 0.38
1 . 473 417 9.36 7.94
2 . 472 4.54 9.87 9.22
5 4.69 4.68 9.56 9.56

,”
-

Die Werte sind Durchschnitte von den drei Bestimmungen.
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B.
Zeitdauer Init. &usser. Anionen u. Kationen in mg per cc
Temp. in St. Med :
. : im dusger. Med. | In d. Kapselfliiss.
- o | 045—5—1;1g Na e 0.52 mg Na «
18-22°C 15 M0 NaCl-
08. 0.83 mg Cl 0.85 mg Cl
M/10 QaClg— 1.16 mg Ca 1.33 mg Ca
” ' Los. 1.88 mg Cl 1.88 mg Cl
M/10 N2,S0,- 0.65 mg Na 0.68 mg Na
’ Laos. 1.57 mg SO, 1.50 mg SO,

Die Werte sind Durchschnitte von den drei Bestimmungen.

keit mit der des Milieus wenigstens nach 5 Stunden fast vollkommen
tiberein. Diese Tatsache zeigt deutlich, dass die Ionen fast un-
gehindert durch die Eikapsel hinein diffundieren. Dass die Ionen
mit gleicher Leichtigkeit auch in der entgegengesetzten Richtung,
d.h. vom innen nach aussen, die Eikapsel durchdringen konnen,
wurde durch das folgende Experiment klar bewiesen. Man liess in
200 cc redest. Wasser 10 Eier eintauchen, die zuvor in 200 cc Salz-
losung 6 Stunden lang eingetaucht worden waren, und nach 15
Stunden wurden die Ionen in der Kapselfliissigkeit und im Milieu
quantitativ bestimmt. Wie das Ergebnis in Tabelle 3 B zeigt, ist
nach 15 Stunden die Konzentration der Ionen der Kapselfliissigkeit
fast gleich mit der im Milieu.

Die Permeabilitit der Eikapsel fiir die Farbstoffe Congorot
(sauer), Congorubin (sauer) und Methylenblau (basisch) wurde
auch studiert. Alle diese Farbstoffe permeiern auch leicht durch die
Eikapsel.

Aus den oben beschriebenen Tatsachen kénnen wir uns vor-
stellen, dass die Eikapsel eine ziemlich grobmaschige Membran ist
und das Wasser nicht infolge der osmotischen Druckdifferenz
zwischen der Kapselfliissigkeit und dem Milien in den Kapselraum
hinein diffundiert.

\'%

Obgleich die Eier, die schon bis zur Aquilibrierung Wasser
aufgenommen haben, in die konzentrierte p. 4. S. (1/5 M) eingetaucht
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wurden, fand noch nach 50 Stunden kaum eine Veridnderung an
dem Eigewicht statt. Dagegen wurde beim Eintauchen in diinne
Albuminlosung (Serumalbumin) eine deutliche Erniedrigung des
Eigewichts beobachtet (Tabelle 4), und die Eikapsel dieser Eier

Tabelle 4

Der Einfluss der Salz- und der Albuminlésungen auf das Gewicht der Eier,
die bis zum Maximum Wasser aufgenommen haben. (Temp. 18-15°C)

Ei Nr. Med. Init. Gewicht in g ] Gewicht nach 50 St. in g
10 1/56 p. a@. S. 1.924-0.038 ] 1.861+0.036
10 Alb, Los. 1.93+0.015 } 1.08-+0.009

schrumpfte zusammen. Das ist natiirlich nur in dem Falle méglich,
dass die Eikapsel fiir Protein ein hfhere Impermeabilitit hat. In
diesem Falle wird der Kapselfliissigkeit Wasser durch den hheren
kolloidosmotischen Druck der Albuminlosung entzogen. Infolge-
dessen muss eine Gewichtsabnahme des Eies in dieser Albuminlésung
stattfinden. Nach dieser Annahme ist die oben erwihnte Tatsache
selbstverstindlich. Daraus ist vorauszusehen, dass die Kapselfliissig-
keit eine nicht diffundierbare osmotisch aktive, kolloidale Substanz,
vielleicht Protein, enthilt,

Sodann hat der Verfassern einige Proteinreaktionen an der
Kapselfliissigkeit unternommen. Als Farbreaktion wurden Xantho-
protein-, Biuret-, Sulphur- und Molischreaktionen ausgefiihrt. In
dem Resultat gaben alle Reaktionen deutlich positive Ergebnisse.
Je frischer die Eier sind, desto deutlicher tritt diese Farbreaktion
auf. Weiterhin wurden die Fallungsreaktionen parallel gepriift.
Bleiacetat und Ammonsulfat riefen Niederschlag in der Kapsel-
flisssigkeit hervor. Und durch Hinzufligung einer grossen Menge
von Athylalkohol trat die Fallung auf. Weiter entstand auf Zusatz
von Essigsidure eine Triibung, die beim Uberschuss der Essigsdure
wieder geldst wurde.

Aus diesen Resultaten der Proteinreaktionen geht ohne Zweifel
das Vorhandensein von Protein in der Kapselfliissigkeit hervor.

Neulich hat Richards (40) durch qualitative Priifung bewiesen,
dass das in der Kapselfliissigkeit des Eies von Ambrystoma punc-
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tatum enthaltene Protein, Musin ist. Aber durch meine einfache
Priifung wird die Art des Proteins nicht bestimmt. Jedoch daraus,
dass -das Protein in der Kapselfliissigkeit des Hynobius-Eies in der
Kilte durch Essigsiure ausgefillt wird und beim Uberschuss der
Essigsdure der Niederschlag lsslich ist, ist wenigstens zu vermuten,
dass das Protein ein Glycoproteide ist.

VI

Wie in dem letzten Paragraph klar ersichtlich ist, nimmt das
Ei Wasser auf, trotzdem die Eikapsel eine hohere Permeabilitidt fir
die Krystalloide hat, und zwar ist an den Eiern, die schon bis zur
Sittigung Wasser aufgenommen haben, die Eikapsel ziemlich straft
gespannt. Wird ein Loch kiinstlich in eine solche gespannte Eikapsel
gebohrt, so fliesst die Kapselfliissigkeit schnell durch das Loch aus,
und dabei schrumpft die Kapsel infolge ihrer Elastizitit zusammen.

Daraus geht schon hervor, dass die Eikapsel gegen ihre Elasti-
zitdt, durch eine Kraft vom Innen erweitert wird, und dass an dem
mit Wasser gesittigten Ei die Elastizitit der Kapsel und die innere
Kraft einander das Gleichgewicht halten. Aus der obigen Tatsache,
ndmlich, dass Protein in der Kapselfliissigkeit enthalten ist, das
nicht imstande ist, durch die Kapsel zu diffundieren, wurde voraus-
gesehen, dass Wasser von der osmotischen Kraft der Kapselfliissig-
keit, die auf die Proteine hauptsichlich zuriickzufiihren ist, aus der
dusseren Umgebung aufgesaugt wird. Wenn das der Fall ist, muss
zwischen dem Grad der Wasserabsorption und der Grisse - des
kolloidosmotischen Druckes der Kapselfliissigkeit eine Beziehung
bestehen.

Darum hat der Verfasser direkt untersucht, wie der kolloidos-
motische Druck der Kapselfliissigkeit von den in obigen Experimenten
gebrauchten Lisungen beeinflusst wird.

Fiir die Bestimmung des kolloidosmotischen Druckes wurde die
erste Methode von Krogh und Nakazawa angewandt, in welcher die
Kollodiummembran als Diaphragma benutzt wird.®

8) Wenn die Eikapsel als Diaphragma im Osmometer benutzt werden konnte,
so wire das ideal. Das ist aber unmédglich, da sie zu zart ist. Natiirlich ist die
Eigenschaft der Eikapsel von der der Kollodiummembran verschieden. Aber die
benutzte Kollodiumtasche und die Eikapsel haben das Gemeinsame, dass beide
Membranen fiir Krystalloide und Wasser sehr durchlassig sind und nur Protein
durch sie nicht permeiern kann. Deshalb sind wir sicher, dass wenigstens in
Bezug auf die kolloidgeldsten Stoffe die beiden Membranen als Diaphragmen ganz
gleich wirken.
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Das Osmometer ist sehr einfach gebaut. Es besteht aus einer
Glaskapillare (170 mm lang, ca. 4 mm &dusserer Durchmesser, 0.5
mm lichte Weite), einer Kollodiumtasche (reagenzglasférmig),
einem kleinen Reagenzglas, dessen Durchmesser ein wenig grosser
als der der Kollodiumtasche ist, und einem Schutzreagenzglas. Bei
der Bestimmung wird die Kollodiumtasche mit der Kapselfliissigkeit
ganz ausgefiillt und mit dem unteren Ende der Kapillarrohre durch
einen kurzen Gummischlauch verbunden, wodurch die Kapselfliissig-
keit in der Kapillare aufsteigt. Die Kollodiumtasche wird dann
vollig in die Losung (p.d.S. oder Saccharose-Losung) eingetaucht,
die in das kleine Reagenzlas gefiillt ist, wobei die Kapillarrohre in
einer bestimmter Lage am Schutzreagenzglas durch einen Gummi-
propf senkrecht gehalten wird. Gleich nach dieser Behandlung wird
der Gummischlauch am oberen Ende der Kapillarrdhre mit einer
Kiemme fest geschlossen und dann wird das Osmometer in das
Wasserbad (bei Zimmertemperatur 18-16°C) eingehiingt. Nach
bestimmter Zeitdauer wird das obere FEnde der Kapillarrshre durch
einen dicken Gummischlauch mit dem Wassermanometer verbunden,
und die Klemme wird gedffnet. Nach fjffnung der Klemme reguliert
man vorsichtig das Manometer, damit der Meniskus in der Kapillare
an der urspriinglichen Stelle stationir bleibt. Die Ablesung der
Bewegung des Meniskus wird mit Hilfe eines Mikroskops vorgenom-
men. Dann konnen wir den kolloidosmotischen Druck folgender-
massen berechnen. '

Manometer-Wert in mm + (Linge der Wassersdule in der
Kapillare in mm - Kapillaritdt in mm) = kolloidosmotischer Druck
in mm H.O.

Die Kollodiumtasche wird nach der Krogh’schen Methode aus
8% Kollodiumldsung in einem Gemisch, das aus Alkohol und Ather
zu gleichen Teilen hergestellt ist, gemacht.” Die Trocknungsdauer
bei der Herstellung war genau 5 Minuten unter 15.5°C.

Fir die gebrauchbare Kollodiumtasche sind die folgenden
Bedingungen absolut nétig: Wasser und Krystalloide permeiern
ungehindert durch die Membran, aber fiir Proteine in der Kapsel-
fliissigkeit ist sie ganz impermeabel. Bei der von uns gebrauchten

9) Uber die Technik der Herstellung der Kollodiumtasche gab mir Herr Dr.
F. Nakazawa, von der Universitit zu Sendai, erschtpfende Auskunft. Hier
méchte ich meinen persénlichen Dank fiir seine Freundlichkeit ausdriicken.
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Kollodiumtasche waren diese Bedingungen praktisch erfiillt. Die
Bestimmung der Undurchlissigkeit fiir Protein wurde derart durch-
gefiihrt, dass die Kollodiumtasche mit der frischen Kapselfliissigkeit
ganz gefiillt und am unteren Ende der Glaskapillare mit einem
Gummischlauch verbunden wird und dann unter 400 mm Wasser-
druck fiir 90 Minuten in dest. Wasser stehen gelassen wird.
Danach werden die Proteinreaktionen der Innenfliissigkeit (Kapsel-
ﬂiissigkeit)‘ und die der Aussenfliissigkeit (dest. Wasser) gepriift.
Die Permeabilitit fiir Salze wurde folgendermassen duchgefiihrt.
Man tauchte eine Kollodiumtasche, die mit redest. Wasser ausgefiillt
und dann mit dem unteren Ende der Kapillare durch einen kurzen
Gummischlauch verbunden worden war, in die Salzldsung ein. Und
nach einigen Stunden wurde die Salzkonzentration der inneneren
Fliissigkeit bestimmt. Damit sich weiter in derselben Zeitdauer das
Gleichgewicht einstellt, muss man die Wasgerpermeabilitit der
Kollodiumtasche auf einem bestimmten Grad festhalten. Immer
wurden die Kollodiumtaschen unter den gleichen dusseren Bedingun-
gen pripariert, ihre Wasserpermeabilitit aber zeigte eine ziemliche
Variation. Daher wurden die geeigneten Taschen unter vielen
ausgewihlt. Die Wasserpermeabilitit wird durch diejenige Zeit
(in Minuten) bestimmt, die 100 cc Wasser brauchen, um durch 100
qgem Filterfliche bei 1 Atm Druckdifferenz zu filtrieren. In dieser
Untersuchung wurden nur Kollodiumtaschen mit Minutenzahlen von
ca. 40 gebraucht. Das Gleichgewicht wird gewshnlich in 6-7 Stunden
erreicht, aber in praktischen Bestimmungen wurde der Druckwert
nach 20 Stunden genommen. )

Die Kollodiumtasche ist so klein, dass wir fiir eine Bestimmung
ca. 0.25 cc Innenfliissigkeit (Kapselfliissigkeit) und etwa 0.1-0.12 cc
Aussenfliissigkeit benstigen. Die Menge der Kapselfiiissigkeit, die
von einem frischen Ei aufgenommen werden kann, betridgt nur 0.02-
0.03 ec, so dass, um eine geniigende Menge fiir eine Reihe von
Bestimmungen zu bekommen, die Kapselfliissigkeit von vielen Eiern
gesammelt werden muss. Zum Vergleich der Werte untereindnder,
wurde wenigstens fiir eine Reihe von Experimenten immer dasselbe
Gemisch von Kapselfliissigkeit benutzt. Infolgedessen kdnnen wir
individuelle Unterschiede nicht finden.

In Tabelle 5 werden die Werte des kolloidosmotischen Druckes
der Kapselfliissigkeit unter verschiedenen Bedingungen zusammen-
gestellt. Bei der Salzldsung wird er deutlich grésser mit abnehmen-
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Tabelle 5.

Der Einfluss der Salz- und der Saccharoselosung auf den kolloidosmotischen
Druck der Kapselflissigkeit. (Temp. 18-16°C)

A. gegen p. d. S.

I KOMM | /5 ‘ 1/20 1/80 1/320
o inM, | 1 i
. Ser. \ J }
I T I
o ! |
g 1 217 | 287 423 623
Eg I ©o237 | 301 428 559
= m i }
% 111 C157 1 190 266 356
Rz |
e - T S Ty 1
v D.S. 204 259 374 | 513
. § 1 i
B. gegen Saccharoselosung®
S— e ——
Konz. in M. L1 120 | 180 1/320
K.0.D. in mm L 958 216 | 266 | 283
Wasser 202 267 29 | 266
D. S. 275 271 982 . 975

der Konzentration, wobei der Wert in jeder Serie noch in derselben
Konzentration verschieden ist (A in Tabelle). Diese Verschiedenheit
nach der Serie beruht darauf, dass das gebrauchte Gemisch von
Kapselfllissigkeit in jeder Serie von den Eiern eines anderen
Weibchens stammt. Dagegen, in dem Falle, in welchem die Sac-
charoseldsung als Aussenfliissigkeit verwandt wurde, wurde der
kolloidosmotische Druck keiner Verinderung unterworfen. Also,
von der physiologisch #quilibrierten Salzldsung und von der Sac-
charoseldsung wird der kolloidosmotische Druck in derselben Weise
wie die Wasserabsorption des Eies beeinflusst. Nimlich es ergibt

10) Der Unterschied der Werte des kolloidosmotischen Druckes bei Saccha-
rose-Lisung gegen die bei p. é. S. beruht darauf, dass die Kapselfliissigkeit vor
der Messung mit redest. Wasser zweifach verdiinnt worden ist.
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sich, dass der Grad der Wasserabsorption immer in Proportion zu
der Grosse des kolloidosmotischen Druckes der XKapselfliissigkeit
steht,

Vil

Die Eikapsel des Hynobius-Eies hat eine hohe Permeabilitidt
fiir Wasser und auch fiir Krystalloide, dennoch ist die Kapsel des -
Eies, das eine geniigende Menge von Wasser aufgenommen hat,
ziemlich gespannt. Wird ein solches Ei in konzentrierte Salzlsung
eingetaucht, so tritt kaum eine Verinderung im Gewicht ein, aber
in der Albuminlosung nimmt das Gewicht deutlich ab. Das
lasst sich darauf zuriickfithren, dass durch den hoéheren kolloidos-
motischen Druck der Albuminldsung Wasser der Kapselfliissigkeit
abgezogen wird, da die Kapsel fiir Protein ganz impermeabel ist.
Durch diese Tatsachen wird der Gedanke nahe gelegt, dass in der
Kapselfliissigkeit eine durch die Kapsel nicht diffundierbare osmotisch
aktive Substanz vorhanden ist, und infolgedessen die Kapselfliissig-
keit einen gewissen auf dieser Substanz beruhenden kolloidosmoti-
schen Druck besitzt, und weiter, dass Wasser durch den kolloidos-
motischen Druck in den Kapselraum hinein diffundiert. Diese
Ansicht wird durch das folgende klar bewiesen. Einerseits iibt die
Salzlosung auf die Wasserabsorption des Eies mit steigender
Konzentration eine deutlich hemmende Wirkung aus, jedoch erfihrt
die Wasserabsorption durch die Saccharoseldosung keine Beeinflus-
sung. Andrerseits erniedrigt sich der kolloidosmotische Druck der
Kapselfiiissigkeit solcher Eier in der Salzlésung mit steigender
Konzentration, dagegen erscheint bei der Saccharoseldosung in allen
Konzentration immer fast der gleiche Druckwert. Nimlich der
kolloidosmotische Druck der Kapselfliissigkeit und die Wasserabsorp-
tion des Eies werden durch Salz- und Saccharoselosungen in ganz
gleicher Weise parallel beeinflusst. In anderen Worten ist der
Grad der Wasserabsorption abhingig von der Grosse des kollpid-
osmotischen Druckes der Kapselfliissigkeit. Aus diesen Tatsachen
wird der Schluss gezogen, dass die Wasserabsorption eine Folge von
der kolloidosmotischen Kraft der Kapselfliissigkeit ist. Bis die
Elastizitit der Kapsel dieser osmotischen Kraft das Gleichgewicht
hilt, wird von dieser Kraft Wasser von der Umgebung durch die
Eikapsel in den Kapselraum aufgesaugt.
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Nach meiner einfachen Untersuchung ist die Eigenschaft der
kolloidalen Substanz in der Kapselfliissigkeit, auf der der kolloid-
osmotische Druck beruht, noch unbekannt. Die Substanz ist jedoch
vermutlich eine Art Protein (vielleicht Proteide).

Andrerseits sind iiber die Abhebung der Befruchtungsmembran
des Seeigeleies viele Untersuchungen schon gemacht worden (Loeb
’08, Robertson ’12, Hobson ’27 und Runstrom 28 u.a.). Aus diesen
Ergebnissen ist festgestellt worden, dass in dem Perivitellinraum
eine osmotisch aktive, kolloidale Substanz vorhanden ist, infolge-
dessen Wasser von der Umgebung durch den %kolloidosmotischen
Druck aufgenommen wird und dann die Membranabhebung von der
Eioberfliche folgt. Auch an dem Fischei (Oryzias) ist von
Yamamoto (’39b) bewiesen worden, dass das Chorion (Eimembran)
auch durch denselben Mechanismus abgehoben wird. Uber den Ort
im Ei, von dem diese kolloidale Substanz in den Perivitellinraum
geliefert wird, wird jetzt noch diskutiert, doch stimmt man allgemein
darin iiberein, dass diese Kolloide erst nach der Befruchtung oder
Aktivierung des Eies in den Perivitellinraum geliefert oder frei
gemacht werden.

An den oben erwdhnten Eiern findet gleich nach der Befruchtung
oder Aktivierung eine Anderung am Eicortex statt, und dieser
Anderung folgt gleich die Membranabhebung (Runstrom ’28, Moser
’39a, ’39b, ’40 und Yamamoto ’39a). Jedoch ist es noch ganz unklar,
ob an dem Hynobius-Ei diese Verinderung an dem Eicortex nach
der Befruchtung auftritt oder nicht. Aber das unbefruchtete Ei
absorbiert Wasser ganz dhnlich wie das befruchtete. Wegen dieser
Tatsache ist zu bedenken, dass die Abhebung der Kapsel von der
Verinderung an dem Eicortex ganz unabhingig ist. Zwischen dem
Chorion und der Kapsel des Oviducteies von Hynobius gibt es eine
granulreiche diinne Gallert, aber wenn das Ei Wasser absorbiert,
losst sich diese Gallert allmihlich auf und wird schliesslich unsicht-
bar. Deshalb wird die osmotisch aktive, kolloidale Substanz nach
der Befruchtung oder Aktivierung vom Ei selbst im Kapselraum
nicht erst frei gemacht, sondern muss schon vor der Ablage vielleicht
im Gallertszustande in dem Kapselraum vorhanden sein. Also in
dieser Beziehung ist das Hynobius-Ei deutlich von den Eiern von
Seeigel und Oryzias verschieden.

Die physiologisch &quilibrierte Salzlosung hat deutlich eine
hemmende Wirkung bei grisserer Konzentration auf die Wasser-
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absorption des Eies, welches hoch nicht Wasser genug aufgesaugt
hat, aber keine Wirkung auf den Wassergehalt des Eies, das bis zum
Maximum Wasser schon aufgenommenen hat., Doch muss die Er-
klirung dieser Erscheinung auch jetzt noch der weiteren Unter-
suchung iiberlassen bleiben.

Zusammenfassung

An den Eiern von Hynobius retardatus wurde der Mechanismus
der Wasserabsorption studiert.

Das Hynobius-Ei ist mit einer weichen elastischen Kapsel um-
hiillt. Kommt das Ei mit Wasser in Beriihrung, so wird Wasser
durch die Kapsel in den Kapselraum (Raum zwischen dem Chorion
und der Eikapsel) allmihlich aufgesaugt, und das hat die Kapsel-
abhebung zur Folge. Die Kapsel des Eies, das bis zum Maximum
Wasser schon aufgenommen hat, wird durch den inneren Wasser-
druck ziemlich gespannt.

Diese Eikapsel ist sehr durchlissig fiir Wasser und Krystalloide
aber fiir Protein nicht. Ausserdem ist in dem Kapselraum eine
osmotisch aktive, kolloidale Substanz (Protein) vorhanden. Daraus
ist der Schluss zu ziehen, dass Wasser vom kolloidosmotischen
Druck auf rein osmotischem Wege absorbiert wird. Das wird durch
die Tatsache noch klarer bewiesen, dass der Grad der Wasserabsorp-
tion und die Grdsse des kolloidosmotischen Druckes beide durch
physiologisch #quilibrierte Salz- und Saccharoselésungen ganz
parallel beeinflusst werden. Némlich der Grad der Wasserabsorption
steht immer in Proportion zu der Grosse .des kolloidosmotischen
Druckes der Kapselfliissigkeit.

Das osmotisch aktive Kolloid wird nach der Befruchtung in den
Kapselraum nicht erst frei gemacht, sondern muss schon vor der
Ablage vielleicht im Gallertszustande im Kapselraum vorhanden sein.
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