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ABSTRACT: Metabolism during embryonic and early post-embryonic development. The
embryonic development of the snail Lymnaea stagnalis may be divided into three main stages:
(a) cleavage and gastrulation, (5) larvae and (c) older embryos with beating hearts. During
these three stages the following were measured: respiration by means of a Cartesian diver
apparatus, embryo dry weight by means of a quartz fiber balance, and activity of f-galac-
tosidase (enzymatically with o-Nitrophenyl-§-D-galactopyranoside as substrate). During
stages & and ¢ a two-phase exponential increase occurs in respiration, in dry weight and in
the activity of f-galactosidase. Change of phases coincides with the beginning of heart beats.
The increase of enzyme activity is explained by assuming a hormonal regulation of the
activity of the genes responsible for enzyme synthesis. During stage « only respiration rises
exponentially; activity of f§-galactosidase is not demonstrable.

EINLEITUNG

Die Entwicklung der Metazoen vom Fi zum Organismus ist ein Geschehen, das
immer wieder das Interesse der Biologen beanspruchen wird, da es eine Fille unge-
loster Probleme birgt. Neben dem augenfilligen Gestaltwandel und der morphologi-
schen Differenzierung stehen Fragen nach einer ,chemischen Entwicklung® des heran-
wachsenden Lebewesens. Bevorzugte Objekte fiir derartige Untersuchungen waren vor
allem die Embryonen von Echinodermen, Amphibien und Hiihnern.

Dieses Symposium hat sich zur Aufgabe gestellr, die quantifizierenden Bedingun-
gen des Stoffwechsels zu erbrtern. Wenn wir nach derartigen Bedingungen bei Ent-
widklungsvorgingen suchen, so ist von vornherein klar, daf hier der Stoffwechsel
gerade durch seine Verinderung imponiert. Es kann sich also nicht nur darum han-
deln, festzustellen, wie groff der Stoffwechsel wihrend eines Entwidklungsstadiums ist,
sondern vielmehr auch darum, ob seine beobachtbare Verinderung Geserzmifligkeiten
aufweist. Hieraus kdnnten Riickschliisse auf ein Wirken endogener Parameter gewon-
nen werden. Dieser Frage sind wir bei den Lungenschnecken Lymnaea stagnalis und
Helix pomatia nachgegangen.
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ERGEBNISSE

Eine dieser verinderlichen Groflen ist der Sauerstoff-Verbrauch, der Aussagen
iiber den Energiebedarf wihrend der Entwicklung gestattet. Wihrend der Furchung
und Keimblitterbildung beobachtet man bei der Schlammschnecke Lymnaea stagnalis
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Abb. 1: Sauerstoff-Verbrauch (®), Trodkengewicht (©) und A-Galaktosidase-Gehalt (A) der
Embryonen von Lymnaea stagnalis wihrend der Entwidklung im Ei. Galakrogengehalt des
Eies mit Embryo (A)

einen kontinuierlichen Anstieg der Atmung (HorsTMann 1958) (Abb. 1). Eine wih-
rend der Furchungsteilungen gesteigerte Respiration, wie sie von ZEUTHEN (19503, b)
bei Urechis und Psammechinus gefunden wurde, war bei der Schlammschnecke nicht
feststellbar. Desgleichen kommt es bei der Gastrulation nicht zur Ausbildung eines
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Plateaus in der Atmungskurve wie bei Amphibien (Turr 1953). Das Trockengewicht
der Embryonen bleibt wihrend der Furchung konstant, steigt nach der Gastrulation
geringfiigig, dann nach Ausbildung der Trochophora-Larve stark an. Zu dieser Zeit
erfolgt auch eine weitere Steigerung der Rate des Sauerstoff-Verbrauches. Es beginnt
nun eine neue Phase der Entwidklung, die mit dem Ubergang der Veliger-Larve in die
sich allmihlich ausformende endgiiltige Schneckengestalt beendet wird. Der Anfang
dieser neuen — nunmehr dritten — Entwicklungsphase wird durch das Einsetzen der
Herztitigkeit gekennzeichnet. Die Zuwachsrate des Sauerstoff-Verbrauches ist jetzt
gegeniiber dem vorherigen Entwicklungsabschnitt verringert.

Die Biochemie der Lungenschnecken zeigt nun eine Besonderheit: Die Eikapsel-
fliissigkeit, welche den Embryo umgibt und die er vom Gastrula-Stadium an fort-
schreitend in sich aufnimmt, enthilt ein spezifisches Polysaccharid, das Galaktogen
genannt wird (May 1931, 1932, 1934), da es ausschliefflich aus Galaktose-Einheiten
aufgebaut ist. Glykogen fehlt dagegen véllig. Dieses Polysaccharid haben wir ein-
gehend bei der Weinbergschnecke untersucht. Es hat ein Molekulargewicht von etwa
4 Millionen. Der Abbau erfolgt durch Spaltung mit dem Ferment §-Galaktosidase.
Die freigesetzte Galaktose wird in der von LeLomr (1951) bei der Hefe entdeckten
Reaktionsfolge durch eine Kinase phosphoryliert, an Uridindiphosphat gebunden und
zu Glukose epimerisiert. Bei der Weinbergschnecke erfolgt dieser Abbau erst, nachdem
die jungen Schnecken geschliipft sind. Bei der Schlammschnecke beginnt dagegen der
Abbau bereits wihrend der Larvenentwicklung (Horsrmann 1956). Wir haben nun
die Aktivitit des abbauenden Fermentes, der §-Galaktosidase, bei der Lymnaea ver-
folgt (HorsTMANN 1964). Zur Zeit der Furchung und Keimblitterbildung ist keine
Aktivitit meflbar. Erst mit Beginn des Trochophora-Stadiums steigt die Aktivitit an
und erreicht im Laufe der weiteren Entwidklung erhebliche Werte (Abb. 1).

Die wihrend der Embryonalentwicklung beobachtete Zunahme von Sauerstoff-
Verbrauch, Trockengewicht und g-Galaktosidase-Aktivitit kdnnen wir als Auswir-
kungen des Wachstums anschen. Derartige Prozesse verlaufen hiufig nach der Ex-
ponentialfunktion x = aeky, d. h. der in der Zeiteinheit zu beobachtende Zuwachs ist
proportional dem jeweils vorhandenen Bestande (vgl. ATras 1938, Mooc 1944, BoELL
1955). Wollen wir priifen, ob diese Beziehung auch fiir unsere Werte gilt, so miissen
wir die Logarithmen der Meflwerte gegen die Zeit auftragen. Solange der Wert von k
in der Gleichung unverdndert ist, ordnen sich die Werte in einer Geraden an. Ande-
rungen der Konstanten fithren zu Knicken in der Geraden.

Man erkennt in der Abbildung 2, daff die Kurve des Sauerstoff-Verbrauches bei
dieser semilogarithmischen Darstellung aus 3 geraden Teilstiicken zusammengesetzt
ist. Die einzelnen Abschnitte entsprechen den Entwicklungsphasen der Furchung und
Keimblitterbildung, der Larvenstadien und dem dlteren Embryo nach Beginn der
Herztitigkeit. Ahnliche Beziehungen gelten auch fiir das Trockengewicht. Ein exponen-
tielles Wachstum kann jedoch nur fiir die beiden letzten Phasen der Entwicklung fest-
gestellt werden. Am letzten Tag vor dem Schliipfen weicht der Wert von der Geraden
ab, vermutlich weil die Embryonen nicht mehr geniigend Nahrung in dem fast leer-
gefressenen Ei finden. Vergleicht man die Kurve der §-Galaktosidase mit diesen Be-
funden, so findet man iiberraschenderweise ebenfalls eine Zweigliederung der Kurve,
nimlich eine schnelle exponentielle Vermehrung des Enzyms wihrend der Larven-
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Abb. 2: Semilogarithmische Darstellung des Sauerstoff-Verbrauches (®), des Trockengewichts
{©) und des B-Galaktosidasegehalts (A) der Embryonen von Lymnaea stagnalis. Abszisse:
Alter der Embryonen

stadien und ein langsameres, aber ebenfalls exponentielles Wachstum nach Beginn der
Herztitigkeit.

Vor die Aufgabe gestellt, diese Beobachtungen zu deuten, miissen wir unsere
Aufmerksamkeit auf zwei Phinomene richten, ndmlich auf das exponentielle Wachs-
tum innerhalb eines Entwicklungsabschnittes und auf die Anderung dieser Zuwachsrate
beim Ubergang in eine neue Entwicklungsphase.
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Betrachten wir zunichst den Sauerstoff-Verbrauch. Die aerobe Glykolyse ist nach
unseren Untersuchungen wihrend der Embryonalentwicklung der Schlammschnedke
chne grofle Bedeutung (Horstmann 1960). Wir diirfen daher annehmen, daf} der
Energiebedarf der Embryonen in den drei Entwicklungsphasen von der oxydativen
Phosphorylierung gedeckt werden mufl. Der Durchsatz durch die Atmungskette wird
von der jeweils anfallenden Konzentration an ADP geregelt werden, denn eine Limi-
tierung der Atmung durch unzureichende Konzentrationen der Atmungsfermente ist
wenig wahrscheinlich, Ein exponentieller Anstieg der Atmung wiirde danach bedeuten,
dafl der in der Zeiteinheit erfolgende Zuwachs des Energiebedarfs der Embryonen
proportional ist der Grofle des Energiebedarfs in dem jeweiligen gerade verflossenen
Zeitabschnitt.

Dieser Bedarf wird weitgehend von den Syntheseleistungen der Embryonen be-
ansprucht werden. Lokalisieren wir diese Leistungen im stoffwechsel-aktiven Cyto-
plasma, so bedeutet dies, dafl seine Aktivitit proportional dem jeweiligen Bestande
zunimmt, wobei nicht notwendigerweise an einen entsprechenden Volumen- oder
Massenzuwachs dieses Cytoplasmas gedacht werden mufl. Es kénnte sich auch um eine
Differenzierung der Mitochondrien und Mikrosomen handeln, wie sie von STRITT-
MATTER (1963) bei Hithnerembryonen gefunden wurde.

Eine exponentielle Vermehrung der §-Galaktosidase wire gegeben, wenn die
Syntheserate des Enzyms von der bereits vorhandenen Enzymmenge abhingig ist.
Derartige autokatalytische Synthesen wurden bei mehreren Enzymen der Hefe (Spie-
GELMAN 1951) und bei der §-Galaktosidase von Escherichia coli (Conn & HorisaTa
1959) beobachtet. Zur Deutung wurde von Monop & Jacos (1962) ein Riidkkoppe-
lungsmodell vorgeschlagen, nach welchem das Enzym auf den Induktor oder das Sub-
strat so einwirkt, dafl das entstehende Produkt die Bildung des Repressors hemmt,
womit die Synthese gefordert wird (Abb. 3). Es wire vorstellbar, daf die beim Abbau
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B-Galaktosidase
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Abb. 3: Schema fiir eine autokatalytische Synthese der §-Galaktosidase

des Galaktogens entstehende Galaktose oder eines threr Folgeprodukte in diesem
Sinne wirkt. Das Enzym wiirde damit mittelbar zum Induktor seiner eigenen Synthese.

Diese Deutung kann jedoch nicht die Anderung der Syntheserate beim Ubergang
zur nichsten Entwicklungsphase erkliren. Hier spielen vermutlich dem zelleigenen
System {ibergeordnete Steuervorginge eine Rolle. Ankniipfungspunkte fiir diese Vor-
stellungen liefern die Beobachtungen an den polytinen Riesenchromosomen aus den
Speicheldriisen der Dipteren. Diese besitzen aufgelockerte und aufgeblihte Bereiche,
sog. Puffs und Balbiani-Ringe, welche sich als Orte einer intensiven Synthese von
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Ribonucleinsiure erwiesen haben (vgl. Begrmann 1963). Das Verteilungsmuster der
Puffs ist nicht nur fiir die einzelnen Organe, sondern auch fiir die verschiedenen Ent-
wicklungsphasen der Dipteren spezifisch. Es ist ferner durch Stoffe beeinfluffbar, die
von auflen auf den Kern einwirken. So beobachtete KroEGER (1960) gesetzmiflige
Abwandlungen des Puffspektrums in isolierten Speicheldriisenkernen von Drosophila,
wenn er diese in homogenisiertem Fi-Cytoplasma inkubierte. Eier verschiedener Ent-
wicklungsstadien erzeugten dabei verschiedene Puffspektren. Weiterhin konnten Cre-
veEr & Karison (1960) zeigen, dafl das Hiutungshormon Ecdyson bei Chironomus
2 bestimmte Puffs induziert. Gréfle und Bestindigkeit der Puffs waren von der Hor-
monkonzentration abhingig.

Mbglicherweise ist daher die phasenabhingige Anderung der Syntheserate der
B-Galaktosidase, die wir bei der Lymnaea becbachten kdnnen, auf eine hormonale
Steuerung der verantwortlichen Genorte zuriickzufiihren. Die zeitliche Ubereinstim-
mung von Phaseninderung und Einsetzen der Herztitigkeit spricht dafiir, daf das
wirksame Agens mit der pulsierenden Himolymphe vom Ort seiner Entstehung an
die einzelnen Zellen des Embryos gelangen kann. Diese Deutungen erwarten jedoch
noch die experimentelle Uberpriifung.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Bei Embryonen von Lymnaea stagnalis wurden Sauerstoffverbrauch, Trockenge-
wicht und Aktivitit der f-Galaktosidase gemessen, und zwar wihrend der Fur-
chung und Keimblitterbildung (), bei den Larven (&) und bei dlteren Embryonen
nach Beginn der Herzt4tigkeit (c).

2. Jede dieser Mefigroflen zeigte wihrend der Entwicklungsabschnitte 5 und ¢ einen
zweiphasigen exponentiellen Anstieg, wobei die Phaseninderung mit dem Einset-
zen der Herztdtigkeit erfolgte.

3. Im Entwidslungsabschnitt a stieg nur der Sauerstoffverbrauch exponentiell an. Eine
B-Galaktosidase konnte zu dieser Zeit noch nicht gefunden werden.

4, Die mit dem Einsetzen des Herzschlages erfolgende Anderung der Syntheserate der
B-Galaktosidase wird als hormonale Steuerung der Genaktivitit gedeutet.
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Diskussion im Anschluf an den Vortrag HORSTMANN

KriiGer: Es ist ungewdhnlich, bei der mathematischen Darstellung des zeitlichen Ablaufes des
Wachstums die Zeit in den Exponenten zu setzen: Y = aekt. Man kann auf diese Weise hoch-
stens kiirzere Perioden mathematisch erfassen. Im iibrigen stellen Ihre Untersuchungen einen
sehr wichtigen Beitrag zur mathematischen Analyse des embryonalen Wachstums dar, fiir das
uns bis heute nur sehr wenige Unterlagen zur Verfiigung stehen.

Horstmann: Die von mir verwendete Formel hat eine gewisse Tradition bei der Beschreibung
von Wachstumsvorgingen wihrend der Entwicklung (AtrLas 1938, Mooc 1944, BoeLr 1955).
Eine mathematische Analyse habe ich hiermit nicht beabsichtigt. Es trifft zu, daf} die Formel
bei unverdndertem Wert von k nur kiirzere Perioden der Entwicklung zu erfassen gestattet,
Auffillig ist nur, dafl diese Perioden bei der Lymnaea zeitlich genau mit morphologisch defi-
nierten Entwicklungsabschnitten tibereinstimmen. Die gesamte Wachstumsperiode eines Organis-
mus, der in der Entwicklung und Differenzierung begriffen ist, mit einer einzigen Formel be-
schreiben zu wollen, scheint mir ohne Zwang nicht méglich zu sein.



