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IX.PHYSIOLOGISCHE GRADIENTEN UND PROTOPLASMAHYSTERESIS.
Von
Prof. Dr. VLap, ROZICKA..
(Eingegangen am 5. July 1927.)

Die langjihrige Arbeit des amerikanischen Biologen CHILD ermég-
lichte in der letzten Zeit das Verstiindnis vieler allgemein-biologischer
Erscheinungen von fundamentaler Bedeutung durch das detaillierte
Studium der sogenannten physiologischen Gradienten, welche in lebenden
Korpern festzustellen sind.. Als ich vor Jahren die Entwicklungsmecha-
nik. des Zentralnervensystems mit Hilfe einer neuen Methode (Arch. f.
Hyg. 1912) zu studieren begann, wurde ich zu einer analogen Konzeption
gefithrt. AuBerc Umstinde haben mich dann aber von diesem Thema
weggefithrt. Doch konnte ich analog wie CHILD erkennen, dall diese
Gradienten die grundlegenden Faktoren bei der Lokalisation und. Diffe-
renzierung der Teile des in Entwicklung befindlichen Embryos abgeben.
Die quantitativen Gradienten physiologischer Zustinde, d. h. die Rich-
tungen.in lebenden Koérpern, in welchen Abstufungen verschiedener Zu-
stinde und Geschehen verlaufen, bilden den einfachsten und allgemein-
sten Ausdruck von funktionellen und morphologischen Achsen, welchen
eine 80 groBle Bedeutung bei morphogenetischen Vorgiingen zugeschrieben
wird, weil sie denselben eine bestimmte Ordnung der Polaritit und
Symmetrie vorschreiben. AuBerdem spielen sie aber auch in der Syste-
matik und viclen allgemeinen Fragen eine wichtige Rolle, z. B. in der
Frage des biologischen Individuums, in der Frage seiner Einheitlichkeit
und Ordnung,. fiir deren Behandlung das Studium der Gradienten von
héchster Bedeutung ist, indem es die naturwissenschaftliche Losung der-
selben cigentlich erst ermoglicht. Gelingt es ja durch Anderung der
Gradienten sowohl die Individualisation als die ontogenetische und
restitutionale Morphogenese und viele Funktionen zu beherrschen und
zu modifizieren. Die Gradienten bilden die Basis der Dominanz und
Subordination der Kérperteile und Korperebenen. ‘
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Die Gradienten haben, wie CHILD feststellen konnte, ihren Ursprung
in der Wirkung von AuBlenfaktoren auf ein reaktionsfahiges Protoplasma
von bestimmter Konstitution. Die Form des Gradienten, seinen Abfall,
den Umstand ob er voriibergehend oder dauernd ist, ob er auf die Nach-
kommenschaft tibergeht, weiterhin den Charakter der im Verlaufe des
Gradienten zustande kommenden Differenzierungen, bestimmst die spezi-
fische Konstitution des Protoplasmas.

Die Gradienten wirken somit als ordnende und determinierende Fak-
toren. Sie dienen als Ausgangspunkt der geordneten Entwicklung.

Bei dieser aullerordentlichen Bedeutung der Gradienten fiir die all-
gemeine Biologie erscheint es sehr bemerkenswert, dal bis jetzt keine
allgemeine Basis eruiert wurde, welche die stoffliche Grundlage fiir alle
die verschiedenen Gradienten, denen man an bestimmten Stellen des
Organismus begegnen kann, abzugeben imstande wire. Die Moglichkeit,
an die Losung dieser Frage heranzutreten, eréffnete sich mir im Verlaufe
meiner nunmehr bereits 18 Jahre wihrender Versuche und Studien iiber
die Protoplasmahysteresis. Als erstes wahle ich ein Objekt, dessen
Hauptachsengradiente von verschiedenen Seiten her vielseitiger Unter-

suchung unterworfen worden ist, ndmlich den gewohnlichen Regenwurm
 (Lumbricus terr. L.).

Den Arbeiten verschiedener amerikanischer Autoren gemaf3 kann bei
segmentierten Tieren, insbesondere bei oligochiten und polychiten -
Anneliden festgestellt werden, daf3 das hintere Kérperende sekundir zu
einem Gebiete hoheren Stoffwechsels wird, und zwar infolge des be-
schrinkten Bereiches der Dominanz des Apikalendes. Die Langsachse
des Regenwurmes stellt somit zwei in entgegengesetztem Sinne ver-
laufende- Gradienten, deren Basalenden in der mittleren Region des
Korpers zusammentreffen, und deren Apikalenden einerseits durch die
Kopi-, andererseits durch die Schwanzregion dargestellt werden. Der
Treffpunkt der basalen Teile der beiden Gradienten liegt nicht genau in
der Mitte des Korpers, sondern dem Schwanzende niher. Da diese
Gradienten, CHILD gemiB, als Gradienten der Stoffwechselintensitiat auf-
zufassen sind, stellt die Kopfregion den Bezirk des hochsten Stoff.
wechsels in diesem Gradient vor. Das Schwanzende, welches den Gipfel
des zweiten Gradienten bildet, stellt regelmiBig ein Gebiet von etwas
geringerer Stoffwechselintensitit dar. Doch ist dessen Stoffwechsel
immerhin hoch. Die mittleren Korperregionen weisen den niedrigsten
Stoffwechsel auf. Manchmal stehen jedoch die Verhaltnisse so, dal} ge-
schlossen werden muf, daf3 dem Schwanzende ein hoherer Stoffwechsel
zukommt als dem Kopfende, was fiir die eventuellen Regenerations-
prozesse von Bedeutung ist.

Damit steht in Ubereinstimmung, daB beide Gradienten nicht gleleh
lang sind, sondern daB der apikale (oder eventuell der Schwanz-) Gradient
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. langer ist als der andere; der Bereich der Dominanz hiingt nimlich von

der Intensitét des Stoffwechsels in den Gipfelenden der Gradienten ab.

Moreax und Divox (Journ. of Exper. Zool. I, 1904) zeigten mit Hilfe

des Galvanometers, daB in der Lingsachse des Regenwurmes zwei elek-

trische Gradienten verlaufen, deren Gipfelenden (in der Kopf- und

Schwanzregion) sich als negativ erweisen, wihrend die Mittelenden posi-
tiv sind.

Nach GaLiGHER und Hymax (Journ. of Exper. Zool. 34, 1921) ent-
sprechen diese elektrischen Gradienten der Anneliden Gradienten der
Empfindlichkeit, der Firbung und Reduktionsfihigkeit, und zwar so,
daf die Orte der hochsten Empfindlichkeit, der stirksten Farbung und
Reduktion galvanometrisch elektro-negativ sind in bezug auf die Stellen
der geringeren Empfindlichkeit, der schwicheren Farbung und kleineren
Reduktionsfahigkeit.

Diese Ubereinstimmung mit der Vorstellung eines Gradienten des
Stoffwechsels ist sicherlich bedeutsam.

Trotzdem ersteht vor uns die Frage, ob es nicht mdoglich ist, die
materielle Grundlage dieser physiologischen Gradienten festzustellen,
ob es nicht moglich ist, dieselben durch einen Zustand des Proto-
plasmas, in welchem sie entstanden sind und in dem sie wirken, zu
charakterisieren.

Bedenken wir den Zusammenhang, in welchem sich die Stoffwechsel-
vorginge mit den Anderungen des Dispersitiitszustandes der Biokolloide
befinden und welcher durch unsere Arbeiten iiber die Protoplasma.
hysteresis aufgedeckt wurde, bedenken wir weiterhin, wie groB3-die Reihe
derjenigen Lebensvorginge ist, die als hysteretische bezeichnet werden
miissen, so drangt sich ganz natiirlich die Frage auf, ob die Protoplasma.-
hysterese nicht auch eine Rolle spielt bei der Etablierung und Fixation
der Stoffwechselgradienten und dadurch bei den grundlegenden Prozessen
der Morphogenese und Individualisation.

Um diese Frage zu losen, habe ich unter Mitarbeit der Herren Hru-
crOVSKY, SvoBopA und VEINAR eine Reihe von Bestimmungen der
Protoplasmahysterese zum Teile mit Hilfe der Alkohol{Ausflockungs-)
methode, zum Teil mit Hilfe der pH-Bestimmung in verschiedenen Ab-
teilen des Regenwurmkérpers ausgefiihrt. In bestimmten Fallen wurde
auch die Viskositiat und die Oberflichenspannung der gewonnenen Lo-
sungen festgestellt.

In dem ersten Versuche wurden die Tiere in drei gleich lange Teile,

" den Kopf-, Schwanz- und Mittelteil geteilt. Dieselben wurden mit Glas-
scherben verrieben, der gewonnene Brei mit dem 1l0fachen Volumen
destillierten Wassers ausgelaugt, filtriert und 5 cm des Filtrates mit 7 cm
destillierten Wassers verdiinnt. Die letztere kolloide Lsung wurde dann
zu den Messungen verwendet. In diesem Versuche wurden gleichzeitig
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20 Tiere verarbeitet, so dafl die gewonnenen Zahlen Durchschnittswerte
sind:

Kopfteil Mittelteil Schwanzteil
pH . . .62 5,8 6
Alkohol . . 0,25 cem - 0,45 cem 0,4 ccm

Spéter wurde die Methode aus verschiedenen Griinden, inshesondere
aus dem Grunde, um zu eruieren, wie weit der Bereich des einzelnen
Gradienten reicht, vervollkommnet, indem die Tiere nun-in finf Teile
geteilt wurden, welche zerrieben, zehnfach mit Wasser verdiinnt und
nach 24stiindigem Aufenthalt im Eiskasten filtriert wurden. Das Filtrat
zeigte eine verschieden intensive Triibung, und zwar, wenn wir die Teile,
in welche der Korper aufgeteilt: wurde, mit fortlaufenden rémischen
Zahlen bezeichnen, die stirkste, in 1L gleich hinter I der Kopfregion,
dann absteigend von ITI bis V, die schwichste in I, dem eigentlichen
Kopfteil. Lalt man diese Losungen zwei Tage stehen, so kommt es zu
einer spontanen Ausflockung in derselben Ordnung, so dafl die Losung T1
vollstandig koaguliert, die Losung I stirker getriibt ist als frither. Ganz
analoge Verhiiltnisse traten bei den Filtraten der Versuchsserie V1 in
Erscheinung. -

Die Alkoholreaktion wurde in der Weise ausgefiihrt, daf zu 5 cem der
Kolloidlssung 1 cem 96%igen Alkohols hinzugefiigt und der Fortschritt
der Ausflockung beobachtet wurde.

Solche Messungen wurden im ganzen an 205 Tieren in sechs Serien
ausgefithrt. Die erhaltenen Resultate sind also wiederum Durchschnitts-

werte. Serie I. 20 Tiere.
I IL TII. 1v. V.
pH . .61 58 5,5 6,0 6,1

Die Alkoholreaktion nicht ausgefiihrt.

Serie II. 20 Tiere

I 1I. IIT. Iv. V.
pH . . 63 5,9 5,45 5,7 5,9

Die Alkoholprobe nicht ausgefiihrt.
Serie III. 15 Tiere.

I 11. I1I. IV. V.
pH . . 62 5,9 5,7 5,4 5,8
Alkohol + +++++ ++++ ++ + ++

In diesem Versuche fiel der _Kopfteil etwas langer aus, so daf} er
technisch nicht ganz tadellos ist.

Serie IV. 30 Tiere.
L II. II1, IV, V.
pH ... 7,0 6,6 6,2 6,7 6,9
Alkohol + ++++ +H+++ ++
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Serie V. 50 Tiere.

L 1L 111, Iv, V.
pH .. 71 66 6,3 6,7 6,9
Alkohol + ++++ +++++ 4+ ++

Die Alkoholreaktion verlief in diesem Falle nachfolgend. Nach
24ét1‘indi_gem Stehen im Probierrdhrehen koagulierte IIT vollstindig, in
I1 bildeten sich grobe Flocken, die rasch sedimentierten, in IV feinere,
in V kaum merkliche Flocken, I war gleichmiBig stark getriibt.

Serie VI. 70 Tiere.
1 1L 111, Iv. V.

PH . ..o 7,2 6,5 6,2 6,6 7,0
Alkohol . . . . . . . .. Iva VI V2 Ivz V2
Die nativen Tribungen . . III V2 Ivz IV 1112

Die Werte der Alkoholreaktion entsprechen den Graden auf der
Skala des von PaToCkA konstruierten indirekten Nephelometers, welche
die Intensitit der Triibung objektiv festhalten. Die Skala steigt von
I—VI. Mit derselben Methode wurde der Grad der nativen Tritbungen in
den von den einzelnen Kérperteilen gewonnenen Filtraten der ggewonnenen
Kolloidlgsungen bestimmt. Vergleichen wir diese Zahlen, so bemerken
wir, daf sie einander vollkommen entsprechen und daher ein gutes Bild
von dem kolloiden Zustande im Korper des Regenwurmes geben.

Ubersehen wir die gewonnenen Resultate, so ersehen wir vor allem,
dafB der pH-Gradient, den wir als einen Gradient der chemischen Reaktion
der Korpergewebe auffassen konnen, tatsichlich die Existenz zweier
Gradienten im Korper des Regenwurmes andeutet, welche entgegen-
gesetzt gerichteten Gradienten des Stoffwechsels entsprechen. Den
héchsten pH-Werten begegnet man némlich an den beiden Korperenden,
an welchen sich die Gipfel der Gradienten, also die Stellen des intensiv-
sten Stoffwechsels befinden sollen, wihrend die niedrigsten pH-Werte
an den mit dem niedrigsten Stoffwechsel ausgestatteten Stellen der mitt-
leren Korperregionen zu konstatieren sind.

Die Messung der Stabilitét der Korperkolloide mittels der Alkohol-
methode fithrt zu einem analogen Resultate. Auch diese Methode de-
monstriert das Dasein zweier entgegengesetzt verlaufender Gradienten
im Regenwurmkdérper, deren Gipfel an den beiden Kérperenden liegen.
An diesen Stellen ist dieser Reaktion gemil} die Kolloidlgsung von dem
isoélektrischen Punkt am meisten entfernt, wihrend sie ihm in den mitt-
leren Kdérperregionen am néchsten ist. Dieser Verlauf der beiden Gra-
dienten entspricht, soweit unsere diesfélligen Erfahrungen reichen, voll-
sténdig der Vorstellung von Stoffwechselgradienten.

Vergleichen wir den pH-Gradient mit dem Gradient der Stabilitit
der Korperkolloide, so zeigt sich deutlich ihr entgegengesetzter Verlauf,
Derselbe ist uns nicht neu. Wir begegneten demselben schon bei meinen
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Untersuchungen iiber das Verhalten des pH und der Protoplasma-
hysterese bei alten und bei verjiingten Tieren (Dtsch. med. Wochenschr.
48, 1922), bei den Versuchen BERGAUERs mit Hyperthyreoidismus (Arch.
f. mikroskop. Anat. u. Entwicklungsmech. 101, 1924) und auch bei den
Versuchen SvoBopas mit Hungerung (ibid.). BErGAUER hat die Ver-
mutung ausgesprochen, daB es sich hierbei um den Ausdruck von Dissi-
milationsvorgingen handelt, deren Vorwiegen an Stellen hoher Stoff-
wechselintensitit begreiflich ist. Aufler den angefiihrten Umstinden be-
zeugen den intensiven Stoffwechsel auch noch andere durch verschiedene
amerikanische Autoren an den Anneliden festgestellte Momente, als da
sind : der gesteigerte Sauerstoffverbrauch an diesen Orten (CaTLD, HYMAN
und GALIGHER u. a., die intensivere Reaktion derselben auf die Wirkung
verschiedener Gifte (Die Schule CHILDs), ihre galvanometrische Nega-
tivitat (MoreaxN und DmMox), die ich bestdtigen kann. Unseren Be-
funden gemdf handelt es sich um Orte einer héheren Dispersion der
Kolloide, denn wir haben an ihnen, wie die obigen Resultate zeigen, eine
hohere Stabilitét nachgewiesen. Das alles stimmt vollstindig iiberein.
Zu erkldren wire nur, warum der pH einen entgegengesetzten Verlauf
aufweist und wie die galvonometrisch eruierte Elektronegativitiit der
Gradientengipfel mit der positiven Ladung ihrer Kolloide zusammen-
hingt. Dariiber belehren uns weitere im Laufe befindliche Versuche.

Von den angefiihrten Ergebnissen scheint mir derzeit das auf Grund
der Bestimmungen der Kolloidstabilitit gewonnene das wichtigste zu
gein. Zeigt es ja doch, daB die Stabilitédt der Kolloide an den Gipfeln der
Gradienten grofler ist, als an deren Basis. Das bedeutet niamlich, daB
sich dieKolloide an den Gipfeln der Gradienten in einem Zustande héherer
Dispersitit befinden als in den mittleren Koérperregionen. Dieser Um-
stand ist in voller Ubereinstimmung mit der Behauptung CrILDs, daB
es sich um Gradienten der Stoffwechselintensitiat handelt.

Da jedoch die héhere Dispersitit zugleich auch einem niederen Grade
der Protoplasmahysteresis, die niedere Dispersitit aber umgekehrt einem
hoheren Grade derselben entspricht, so ist klar, dall die beiden Gra-
dienten des Regenwurmkorpers nicht nur Stoffwechselgradienten dar-
stellen, sondern auch Gradienten der Protoplasmahysterese.

Ahnlich verhalten sich auch andere Gradienten anderer Organismen.
So ist z. B. in der Lingsachse von Dixippus morosus gleichfalls eine Gra-
diente der Kolloidstabilitit zu konstatieren.

15 Stiick Dixippus von MittelgréBe wurden einzeln in je drei gleiche
Teile zerschnitten. Dieselben wurden zu einem Brei verrieben und 24
Stunden lang mit Wasser extrahiert, und zwar so, daf} auf je 1 g Dizippus-
Substanz 10 g Wasser kamen. Die Extrakte wurden filtriert und mit
der gleichen Menge Alkohol zur Ausflockung gebracht. Die gewonnenen
Triibungen aus der Substanz des Kopfteiles entsprachen dem Grade IV,
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desindirekten Nephelometers von PAToCE4, des Mittelteiles dem GradeV,
des indirekten Nephelometers von PaTo0KA, des Hinterteiles dem Grade
VI, des indirekten Nephelometers von PaTolka. Nachdem die niedrigeren
Grade des Nephelometers den héheren Graden der Kolloiddispersion ent-
sprechen, so ist klar, daB hier ein Gradient vorliegt, welcher seinen Gipfel
im Kopfteile besitzt, was den Forderungen CHiLDs vollkommen ent-
spricht. Der mit der hdchsten Stoffwechselintensitit ausgestattete
Gipfel des Langsachsengradienten des Dizippus-Korpers weist auch die
grofite Dispersitit auf. Dieser Gradient ist also auch als Hysterese-
gradient aufzufassen, dessen niedrigste Grade im Kopfteil, dessen hochste
im Hinterkorper zu verzeichnen sind, Wahrend die niedrigeren Grade
homogen erschienen, wies die Triitbung aus der Hinterkérpersubstanz
schon eine feine Flockung auf.

Auch am Pflanzenkérper vermag man das Vorhandensein eines mit
der Léngsachse des Stammes kongruenten Gradients der Protoplasma-
hysterese aufzuzeigen. Man zerlegt die Hauptachse einer in Bliite be-
findlichen Pflanze von Rheum offic. in einige Teile, die wir mit den Buch-
staben A—G bezeichnen wollen und von welchen A von dem an die
Wurzeln angrenzenden basalen Teil des Stengels, G aber aus der Region
unterhalb der Infloreszenz abstammt, bereitet aus den einzelnen Teilen
durch Zerreibung mit Seesand einen Brei, verdiinnt mit dem fiinfmaligen
Gewicht destillierten Wassers. Von diesem Brei nimmt man 2 ccm und
fiigt 1 ccm Alkohol zu (in der Kontrolle 1 cem destilliertes Wasser), um
die Ausflockung zu bewirken. Die Triibungen werden einesteils mit der
indirekten Nephelometrie PaTo0KAS, andererseits mit Hilfe der freilich
viel exakteren Tyndallmetrie auf ihre quantitativen Unterschiede unter-
sucht. Wir erhielten die folgenden Resultate.

Abtell Skala, von PATOSEA Tyundallmeter
Probe mit Alkohol | probg ohne Alkohol | mit Alkohol
B 1v 15,5 17,6
D I 14,56 16
E I 9 10
¥ v 15 16
. I 14,5 14,5

Besonders die durch Tyndallmetrie gewonnenen Resultate sind iiber-
zeugend, indem sie durch den Abfall der Werte in der Richtung von der
Basis zum Gipfel die Existenz des Hysteresegradienten genau in dem von
CH1LD gedolmetschten Sinne nachweisen. Wichtig ist, da die Tyndall-
metrie den analogen Verlauf des Gradienten auch fiir die natiirlichen
nicht mit Alkohol behandelten Gewebslosungen aufzeigt. Der Gradient
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reicht nicht bis knapp unter die Infloreszenz, sondern sein, der niedrigsten
Hysterese entsprechender Punkt, liegt in unserem Falle etwa 8 cm unter
der ersten Bliitenverzweigung. Die Tatsache, daf3 der Gradient nicht bis
zum Aullersten Gipfel des Stengels reicht, diirfte wohl mit den physio-
logischen Umstinden der Bliitenentwicklung in Zusammenhang zu
bringen sein. Leider hatte ich keine Gelegenheit, den Verhéaltnissen der
Hysteresegradienten bei einem geeigneten Pflanzenmaterial nachzu-
gehen. Immerhin diirfte aus den obigen Angaben hervorgehen, daf} sich
die Pflanzengradienten &hnlich verhalten wie die tierischen, indem sie
an der Basis des Pflanzenstengels der niedrigsten, an seinem Gipfel der
hdchsten Stabilitat der Kolloide, d. h. auch der analogen Dispersitét
derselben entsprechen, und sich somit den von CHiLp abgeleiteten Stoff-
wechselgradienten analog verhalten.

Auf Grund der angefiihrten Tatsachen erscheint der Schlul} berech-
tigt, dall die hysteretischen Vorginge die allgemeine Grundlage der physio-
logischen Gradienten abgeben.

Durch diese Feststellung erhsht sich wiederum die Bedeutung der
hysteretlschen Prozesse, wie aus den eingangs dieser Abhandlung iiber die
Bedeutung der physiologischen Gradienten fiir eine ganze Reihe funda-
mentaler allgemein-biologischer Probleme angefiihrten Worten zur Ge-
niige erhellt.



