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Die Ernéhrungsphysiologie der Protozoen bot, seitdem man ihre
Verwandtschaft mit der der hoher organisierten Tiere erkannt hatte,
eine Reihe reizvoller Probleme, die vor allem ihrer Zuginglichkeit
wegen der berechtigten Hoffnung Raum gaben, von dieser Seite her
in das funktionelle Getriebe des Zellorganismus, des Protoplasmas
schlechthin, tieferen Einblick zu gewinnen.

Sobald die Forschung auf biologischem Gebiete die essentiellen
Grunderkenntnisse iiber Analogie und Homologie aller Organisation
gewonnen hatte und auf die Welt des Subvisibeln anzuwenden be-
gann, war die Briicke zu einer rationellen Kategorisierung der
vordem apokryphen und unzugénglichen Erscheinungen geschlagen.

P
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EnrENBERG, STEIN und E~eeELMany sind die ersten Kolonisatoren
jenes grofen Gebietes und haben in umfassendem Stile Erkenntnisse
und Erfahrungen iiber die Tiergruppe der KEinzeller gesammelt.
Viele der von ihnen beobachteten Dinge erfuhren freilich eine
falsche Deutung, wie es heute unter Beriicksichtigung des damals
gegebenen Riistzeuges in materieller und gedanklicher Hinsicht
nicht weiter wundernehmen kann. Andererseits haben sich aber auch
viele der seinerzeit gebildeten Urteile fast vollinhaltlich iiber den
Zeitraum von mehr als einem halben Jahrhundert als richtig be-
wahrt. Dies gilt vielleicht in erster Linie fiir die Bewertung von
Zellgebilden, deren funktioneller Organcharakter sowohl durch ihre
Beschaffenheit unmittelbar, als auch aus den sie betreffenden Wand-
lungen einzusehen war.

Gemafl unserem Programme sei darauf verwiesen, daB die
Nahrungsvakuolen der Protozoen schon damals als ephemere
M i gen bezeichnet wurden. FEin ebenso treffender wie humoristischer
Terminus. Das Schicksal der in den Zellkérper aufgenommenen
Nahrungspartikel wurde mit Hilfe der Vitalfirbung schon ver-
héltnisméBig frith beobachtet und beschrieben (Horer, ENGELMANN),
und die Zahl der weiterhin in dieser Richtung angestellten Unter-
suchungen ist bis zu der klassischen Arbeit NIRENSTEIN’S (1905),
die dem Problem auch im heutigen Sinne gerecht zu werden wubBte,
sehr grofB.

Die Entwicklung der Lehre von den Fermenten seit BucENER'S
bahnbrechenden Entdeckungen hat es nun mit sich gebracht, das
Zellgeschehen, insbhesondere dessen erndhrungsphysiologische Seite
ganz unter Gesichtspunkten zu betrachten, welche auf die Auf-
findung von spezifischen Biokatalysatoren abzielten (GREENWOOD,
MerscenigoFF, HOBER). Als dann in jiingster Zeit die py als Mensur
fiir den Verlauf von fermentativen Prozessen in Schwung kam und
die hierfiir geeigneten Farbstoffindikatoren gefunden waren, erwies
sich fiir weitere erfolgreiche Detailstudien bei den Protisten (BozLER)
in dieser Hinsicht der Weg geebnet. Als endgiiltiges Resultat
dieser Untersuchungen kann unter anderen mit ziemlicher Sicher-
heit die Produktion einer freien Mineralsiure von nicht unerheb-
licher Konzentration (Karmus, 1931 gibt eine solche bis py 3,4—1,4!
bei Paramaecium an) angefiihrt werden. Uber den Zeitpunkt, in
welchem die Verdauung der Nahrungselemente wihrend deren
Aufenthalt im Zellkorper erfolgt, gehen hingegen die Meinungen
noch auseinander. Die Anwesenheit von Fermenten (Oxydasen)
ist zwar schon fiir die Nahrungsvakuolen wahrscheinlich gemacht
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worden (Rosgin u. LEvinsonw), die kurz nach ihrer Bildung unter-
sucht wurden. Die eigentliche Aufspaltung der Nahrungsstoffe
aber, vor allem der Eiweifsubstanzen, scheint erst bei spiter
eintretender alkalischer Reaktion stattzufinden. Ein weiteres
Riickgreifen auf diese Fragen scheint mir iiberfliissig, da dieselben
grundsétzlich schon von NIressTEIN (I ¢.) und von METALNIKOFF
bearbeitet worden sind.

Hingegen blieben meines Wissens bei der Durcharbeitung dieses
Gebietes eine Reihe von Gesichtspunkten unberiicksichtigt, die ihres
allgemein-biologischen Charakters wegen einiges Interesse
verdienen.

DieBeziehungen zwischen Milieunfaktoren und den
Verdauungsprozessen bei den Protozoen stehen hier-
unter an erster Stelle.

Es reprisentiert einen augenfilligen Unterschied, ob wir danach
fragen, was fiir Nahrung eine Lowe bevorzugt und welche Bakterien
ein Paramaeciwm aus seiner Umgebung auswihlt. KEs ist nicht
meine Absicht, das Gewicht dieser Antithese auf die Frage der
Nahrungswahl in analytischem Sinne — welche Perzeptoren des
Nahrungsaufnehmenden und welche Eigenschaften des Beutetieres
mafgebend sind — zu verlegen. Dieses Problem stand schon auf
dem Forschungsprogramm (Bozrer (1924)). Vielmehr erblicke ich
den Angelpunkt der Angelegenheit in dem Unterschied, welchen
die Nahrungsumwelt des Léwen und die des Para-
maectums in sich schlieBt.

DieNahrungsquellen der Protozoen bilden die den
Liebensraum ihres Milieus erfiillenden Bakterien. Diese
bedeuten also fiir ihre Vertilger nicht nur die Beute, sondern auch
einen Faktor, dessen WirkungsiuBerungen mit der Produktion von
Stoffwechselendprodukten gegeben sind. Wie schon die
Titelcharakteristik dieser Arbeit hervorhebt, soll es ihre besondere
Aufgabe sein, die Wechselbeziehungen zwischen bak-
teriellen Abbauprodukten, welche durch den Begriff ,Toxin*
ndher umrissen werden, und den Féhigkeiten der Paraméi-
cien, sich denselben anzupassen, des niheren zu erértern. Da
es sich hier vor allem um die Futterbakterien handeln wird, scheint
mir der Ausdruck ,Anpassung“ durchaus gerechtfertigt und heischt
als Mafistab seiner Geltung unmittelbar die aus dieser An -
passung herausgebildeten Verdauungsprozesse.

Wie ich im Verlaufe der Untersuchungen darzutun hoffe, wird
sich die Brauchbarkeit eines solchen Betrachtungsmodus erweisen
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und soll gleichzeitig zeigen, daB es von Wichtigkeit ist, auch in
der Biologie neben der Frage ,Wie“ die Frage ,Warum“ gelten
zu lassen. Bei einer kritischen Grundeinstellung kann dies gar
nicht zu abwegigen Introspektionen fithren. Ich mochte sogar be-
haupten, dafl die Frage , Warum*, bewuflt gestellt, einem Einschleichen
transzendentaler Deuteleien wirksam entgegensteht.

I

Schon im einleitenden Abschnitt warde hervorgehoben, da8 das
Verdauungsproblem bei den Protozoen mehr als ein bloBes Fragen
hinsichtlich der verschiedenen moglichen Verdauungsformen schlecht-
hin ist. Da lebende Nahrung — im speziellen Falle Bakterien —
aufgenommen wird, baben wir es mit weit verwickelteren Vorgéingen
zu tun als mit dem einfachen T¢ten lebender Substanz und einem
fermentativen Aufschliefien ihrer Bausteine.

Die Nahrungsquellen der hier besprochenen Protozoenform haben
nicht nur als Baustoff- und Energielieferanten fiir dieselbe Be-
deutung, sondern sind Umweltsfaktoren in mannigfaltigstem
Sinn. Die Vertilger der Bakterien stehen in engster Abhingigkeit
von deren Stoffwechselprodukten und miissen innerhalb der in der
Natur realisierten Milieucharaktere weitgehend an diese angepaBt
sein. Ein Angepaftsein an bakterielle Stoffwechsel-
produkte bedeutet aber nichts anderes als Immunitidt. Und
eine solche miissen wir daher den bakterienfressenden Protozoen
wohl zusprechen, wenngleich hier dieser Begriff einen anderen Um-
fang hat als in der serobiologischen ldeologie. Das, was hier eine
an die Substratbeschaffenheit des Protoplasmas gebundene Eigen-
schaft ist, wird dort in eigene Sekrete — die Lymphe und das
Serum — des vielzelligen Organismus verlegt, und nur im Falle der
Leucocyten treten uns beide Modalititen in Gestalt der Phago-
cytose entgegen. In der Tat ist das Vorhandensein von spezifisch
auf die Leucocyten wirksamen Reizkorpern bakteriellen Ursprungs,
z. B. der Bakteriotropine und Opsonine, ein Grund mehr,
zwischen Verdauung und antigenen Fihigkeiten Be-
ziehungen herzustellen und berechtigt, ganz besonders bei dem in
Rede stehenden Problem, diesen Standpunkt einzunehmen.

Als Haupt- und Kardinalfrage werden wir demnach
formulieren miissen:

Sind die bei der Verdauung von Paramaecium sich
abspielenden Vorgéinge durch die Stoffwechselend-
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produkte seiner Futtertiere, also Milieubakterien
beeinflufibar?

Das Wie dieser BeeinfluBbarkeit macht noch einige Er-
wigungen theoretischer Art notwendig, die wir in Kiirze vornehmen
wollen.

Unseren Vorstellungen gemif muB also das Plasma der Para-
micien Stoffe bilden und enthalten, welche die stindig einwirken-
den Toxine der Futterbakterien zu binden vermdgen und sie als
solche unwirksam machen. Die Toxine zerfallen nun prin-
zipiell in zwei Gruppen, von welchen die eine als Ectotoxin
und milieuerfiillender Repréisentant der stindigen Ein-
flufnahme auf die Zellen dem Endotoxin gegeniiberzustellen
sein wird, dessen Wirkung nur intravakuoldr beim Auf-
schlufl der dasselbe inkludierenden Bakterienprotoplasten
zur AuBerung kommen kann.

Es ist nun anzunehmen, da die Abwehrstoffe der Para-
micienzelle gegen Ecto- und Endotoxin seiner Futter-
bakterien im Entoplasma engstens beieinanderliegen, da Existenz
und Erndhrung im biologischen Sinne hier dasselbe bedeuten. Falls
nun der postulierte Konnex dieser antitoxischen Féhigkeiten zu den
Verdauungsvorgingen besteht, ist es wahrscheinlich, daf die der
Verdauung dienenden Zellderivate, vor allem die acidophile
Granula (NIRENSTEIN), in ihrer Wirksamkeit von den Toxinen be-
troffen werden. Es gilt daher zu untersuchen:

1. Ob und inwieweit die acidophilen Granula von
den Bakterientoxinen gebunden werden.

2. In welcher Weise die acidophilen Granula ihre
antibakteriellen Eigenschaften an den in die Nah-
rungsvakuole eingeschlossenen Bakterienzur Geltung
kommen lassen.

Beziiglich des Verhaltens zur physiologischen Ténung der Para-
mécienzelle und der verschiedenen sonstigen Eigenschaften der acido-
philen Granula muf auf die Arbeit NirensTeN’S (I. ¢.) und eigene
Veroffentlichungen hieriiber (Forrner, 1926 u. 1928 a) verwiesen
werden.

Die Sichtbarmachung der acidophilen Granula im Entoplasma
intra vitam erfolgt am besten mit stark verdiinnter Neutralrotlésung.
Die Granula besitzen offenbar farbstoffspeichernde Fiahigkeiten (A vi-
dititen) und verleihen dem Entoplasma des mit Farbstoff behan-
delten Tieres unter normalen Umsténden den bekannten, diffus-
kirschroten Farbton. Um vorwegzunehmen, in welcher Weise
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sich die Wirkung von Bakterientoxinen auf die Paramicienzelle bei
oberflichlicher Betrachtung am augenfilligsten dubert, sei gesagt,
daB sich Paramécien, die mit Bakterientoxinen vorbe-
handelt wurden, nicht mit Neutralrot fidrben lassen,
besser gesagt, nicht jene erwihnte diffuse Firbung annehmen. Fiir
ein Eindringen des Farbstoffes legen gewisse sich firbende Ein-
schliisse (z. B. Olkiigelchen) Zeugnis ab.

Auch beziiglich des Gesamtverlaufes der Verdauung mochte ich
auf die genannten Arbeiten verweisen, da eine abermalige Bespre-
chung dieser Dinge den Raum- und Stoffverhiltnissen unangemessen
erscheint.

In Abschnitt ITI kommen ohnehin fiir das Vorliegende wesent-
liche Einzelheiten zur Sprache, so daf die Klarheit meiner Aus-
fithrungen dieser Unterlassung wegen nicht zu leiden braucht.

IL

Es war naturgem#dB von grofer Wichtigkeit, das zur Unter-
suchung gelangende Material in bezug auf seine WirkungsiuBerungen
und seine BeeinfluBbarkeit so gleichmé&Big als moglich zu halten.
Um dies zu erreichen, mufiten in erster Linie Kriterien gefunden
werden, die einen halbwegs quantitativen Vergleich jener Eigen-
schaften zulieBen, auf die es ankam.

Aus der Formulierung der gestellten Kernfrage geht hervor,
daf vor allem darauf geachtet werden muBte, die der Wirkungs-
priifung unterworfenen Bakterienextrakte aus dem Bakteriengemisch
zu gewinnen, mit welchen die zu den Versuchen herangezogenen
Paramicien gefiittert wurden. Dies machte aber wiederum erforder-
lich — besonders im Hinblick auf die ungestorte Fortsetzung der
Versuche — das Zuchtmaterial, sowohl der Bakterien als auch der
Paramécien, in seiner Herkunft und Zusammensetzung dem Voran-
gegangenen anzugleichen. Eine wesentliche Vereinfachung der Technik
hitte es bedeutet, die Paramicien einfach mit der Reinkultur irgend-
eines seiner bevorzugten Futterbakterien (meist Gram-negative Formen)
zu fittern, aber die diesbeziiglichen Erfahrungen anderer Autoren
(PaiLes) sprachen zu sehr dagegen. Ferner multe beriicksichtigt
werden, auf welchem Néhrboden die Futterbakterien geziichtet wurden,
da sich herausstellte, da dieser Umstand nicht gleichgiiltig fiir die
untersuchten Phinomene war (vgl. weiter unten).

Unter Fortlassung der umfangreichen Versuche mag eine knappe
Beschreibung der zu dieser Untersuchung in Anwendung gelangten
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Methoden gegeben werden, da die Giiltigkeit der aufgedeckten Be-
ziehungen wohl z. T. strikte an die durch sie gewihrleisteten Vor-
aussetzungen gebunden sind.

Die geziichteten Futterbakterienkulturen mufiten einen
doppelten Zweck erfiillen:

1. Als Nahrungsquelle fiir die Paramécien,

2. Als Ausgangsmaterial fiir die Bakterientoxine.

Und zwar muften, wie schon erwihnt, fiir beide Punkte jeweils
dieselben Ausgangskulturen verwendet werden. Dies ge-
schah auf folgendem Wege.

Auf 0,025 proz. fettfreier Fleischwasser-Peptonlosung
aa wurden reine Stimme von Bacillus proteus und Bacterium
coli geimpft, die von ebenfalls fliissigen N&hrboden herstammten.
In diese Kulturen kamen gewaschene Paramicien (Parpart) und
fanden ein ihnen zusagendes Milieu vor, so daf sich ihre Teilungs-
rate bei einer Temperatur von 18—25° C in normalen Werten be-
wegte. Eine bakterielle Ubervolkerung dieser Normalkultur muBte
strengstens vermieden werden, um kontrollierbare Wechselwirkungen
zwischen den von Paramaecium gebildeten Stoffwechselprodukten
einerseits und den der Bakterien andererseits auszuschalten. Zu
diesem Behufe wurden tédglich orientierende Zé&hlungen der Para-
méicien sowie der Bakterien vorgenommen, die zu dem KErgebnis
fiihrten, daB ein Uberimpfen in frische Kulturfliissigkeit ca. jeden
fiinften Tag notwendig war.

Das Weiterziehen der Kulturen wurde so bewerkstelligt,
daB von eigens hierzu bestimmten Bakterienstammkulturen ausgehend
zunichst eine bestimmte Anzahl Osen derselben auf die
0,025 proz. Fleischwasser-Peptonlésung verimpft wurde und nach einer
empirisch erprobten Zeitspanne dann ein konstantes Volumen der
auffrischungsbediirftigen Paramécienkultur hinzugefiigt wurde. Diese
Menge war im Vergleich zum neuen Kulturquantum als verschwindend
zu bewerten, so da nicht zu befiirchten stand, nennenswerte Massen
von Stoffwechselendprodukten mitzuziehen. AuBerdem mufte sich
ein derartiger Fehler ja beim jedesmaligen Weiterimpfen gleich-
bleiben und daher summarisch kompensieren. Damit war das Be-
dirfnis nach einem verldBlichen Versuchsmaterial hinsichtlich der
Paramicien befriedigt.

Zur Gewinnung von Massenkulturen des Futterbakterien-
gemisches erwies sich folgende Methode als endgiiltig brauchbar.
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Nachdem ein Versuch mit einer 3 proz. Losung des Fleisch-
wasser-Peptongemisches fehlgeschlagen war, und zwar der elektiven
Uberwucherung von Bacillus proteus wegen, wurde das Bakterien-
gemisch (aus denParamécienkulturen entnommen!) auf
einer bproz Peptonlésung gezogen. Die mengenrelative Gleich-
gewichtslage der beiden kommensalen Bakterienformen Bacillus pro-
teus- Bacterium coli blieb bisins bakteriolytische Involutions-
stadium leidlich gut erhalten, so daf diese Bedingung als erfiillt
betrachtet werden durfte.

Das Bakterienwachstum wurde bei Zimmertemperatur bis zu
maximaler Dichte (Kontrollzihlungen) getrieben und die Kulturen
dann verarbeitet.

Programmgemi muBten drei verschiedene Wege zur Gewinnung
der verschiedenen Toxine eingeschlagen werden:

1. Reines Ectotoxin = Toxin A?).

2. Reines Endotoxin = Toxin B.

3. Das native Gemisch beider Toxine = Toxin (AB).

Die Isolierung von Toxin A war verhiltnisméfig einfach. Die
eine maximale Populationsdichte aufweisende Kultur (Erstauf-
tretenvonInvolutionsformen!) wurde einerfraktionierten
Filtration unterworfen. Dies geschah aus zweierlei Griinden:
1. Um eine Beimengung von Toxin B zu vermeiden, die dann leicht
zuwege kommt, wenn der bei sofortiger Verwendung feinstporiger
Filter erforderliche Filterdruck zu einer Lésion der Bakterienproto-
plasten fiithrt und 2. um ein Abtéten der Kultur, sei es durch Hitze
oder Toluol iiberhaupt zu umgehen. Als Filter kamen verschieden-
porige Qualititen von PasTEUR-CHaAMBERLAND’Schen Biskuitpor-
zellanfiltern und solchen nach NorRDMEYER-BERKEFELD zum Gebrauch.

Das Filtrat wurde unter sterilen Kautelen in Einzelportionen
von ca. 0,5 ccm in Ampullen aus ScrHOTT-Geriteglas eingeschmolzen,
nachdem es vorher unter Durchleiten von reinem Stickstoff 1—2 Stunden
bei einer Temperatur von 45° C gestanden hatte. Sterilisation
bei Siedetemperatur und die Einwirkung von Sauerstoff
vertrigt Toxin A unter Beibehaltung seiner vollen Wirksamkeit
nur kurze Zeit und dann nicht immer gleichmifiig. Dieser Umstand
ist immerhin ein Hinweis darauf, daf wir es mit einem echten Ecto-
toxin zu tun haben. Das Toxin A wird ferner nach etwa 2-monatiger
Aufbewahrung (im Licht) fast unwirksam; im Dunkeln hilt es sich
die doppelte Zeit, produziert dann aber einige Nebenwirkungen, die

1) Rein bezieht sich auf die Singularitit von A oder B.
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an frischem Filtrat nie beobachtet werden konnten. Ich mochte
bemerken, daf dies nicht etwa auf eine infolge mangelhafter Sterili-
sation zurilickgehende nachtrigliche Veridnderung der Toxine bzw.
Toxoide zuriickzufithren ist, da Plattenimpfproben nach be-
liebigen Intervallen negativ ausfielen.

Als sebr stérend erwies sich ein leider nur schwer auszuschal-
tender Begleitstoff: Der Schwefelwasserstoff. Seine Bildung
ist bei Anwendung von Pepton als Kulturmedium nicht zu unter-
driicken. Es wurden deshalb, aufler der Stickstoffspiilung, noch
andere Methoden erprobt, um ihn zu beseitigen. Die Fillung mit
Bleisalzen hatte zwar den gewiinschten Krfolg, aber schien mir zu
unsicher und bedenklich, obwohl sich kein geldstes Blei in den so
behandelten Filtraten analytisch nachweisen lieB. Ubrigens war der
Wirkungseffekt der gleiche, wenn statt der Bleisalze Tierkohle oder
Gur in frisch ausgeglithtem Zustand in die Filterkerzen eingetragen
wurden. Der Wirkungsstandard der Toxinlésungen sinkt dann aber
um etliches, weshalb die Methode der Stickstoffspiilung beibehalten
wurde.

Ferner wurde auch versucht, die Bakterien auf einem S-freien
Néihrboden zu ziichten. In Auwendung kamen Losungsgemische von
Asparagin-Leucin, aber mit wenig Erfolg. Das Filtrat zeigte
zwar eben noch die charakteristische Reaktion, war aber aus diesem
Grunde zur Aufstellung einer Reaktionsnorm ungeeignet. Dieser
Befund deckt sich iibrigens mit den Resultaten von UscmINsky, der
fand, daf die Ectotoxinbildung auf eiweilfreien Substraten ganz
allgemein eine schwichere ist.

Die Darstellung von reinem Toxin B war etwas umstind-
licher. Die Bakterienprotoplasten mufiten mdoglichst griindlich auf-
geschlossen werden, um der Extraktion des Endotoxins keinen allzu
groBen Widerstand entgegenzusetzen. Auf den Weg der Glycerin-
oder Salzplasmolyse mufite verzichtet werden, da diese Zusatzstoffe
sich nachtraglich nur schwer hitten entfernen lassen. Deshalb wurde
einmechanisches AufschlieBen angewendet. Zu diesem Zwecke
wurden die dichten Bakterienflocken in den Kulturen unter mehr-
maligem griindlichen Waschen auf engmaschigen Straminnetzen ge-
sammelt und mit der entsprechenden Menge Quarzsand versetzt.
Das Gemisch erfuhr hierauf in einer Reibschale eine lingerdauernde
kréiftige Bearbeitung und wurde schlieflich unter nicht zu hohem
Drucke in der Buchnerpresse entsiftet.

Auch der so gewonnene Extrakt erwies sich als thermolabil,
wenngleich stabiler als das Toxin A. Er konnte bei 80°C ohne
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Wirkungseinbufe pasteurisiert werden und blieb in Ampullen
zu 0,0 ccm-Dosen steril. Seine Haltbarkeit habe ich nicht néber
untersucht, da er naturgemif nur in kleinen Mengen zur Verfiigung
stand. Toxin B war frei von H,S-Verunreinigungen.

Wie schon bemerkt, konnte Toxin (A B) nicht durch einfaches
Mischen seiner beiden Anteile in irgendeinem Verh&ltnis hergestellt
werden; es hitte sich so niemals die natiirliche Relation von A
und B reduzieren lassen. Daher wurde die ganze Bakterienkultur
nach Vermahlen mit einer kleinen Menge Quarzsand, grobem Dekan-
tieren und Filtrieren in einer geeigneten Kugelmiihle einige Stunden
lang durchgearbeitet. Die erhaltene milchigtriibe, &duBerst wider-
wirtig riechende Fliissigkeit wurde, wie bei Toxin A, einer Filtra-
tion durch feinporige Kerzen unterworfen, mit sterilem Stickstoff
durchspiilt und in der beschriebenen Weise in Ampullen abgefiillt.

Stichproben in kiirzeren und lidngeren Intervallen (1—4 Wochen)
ergaben ein geniigendes Konstantbleiben des Wirkungsstandard, der
an frisch hergestellten Mischextrakten kontrolliert wurde.

Nun noch einige Bemerkungen iiber die Art und Weigse, auf
welche die Wirkungsprifung der Toxine, bzw. Toxinge-
mische erfolgte.

MaBgebend fiir die Wirksamkeit des Toxingemisches Toxin (AB)
sowie des Toxin (A) war das Behinderungsvermdgen des
Eintrittes der Vitalfdrbung von Paramaecium in Neu-
tralrotlosung 1:10000. Beziiglich der wesentlichen Einzelheiten
des Manifestwerdens dieser Firbung verweise ich auf Abschnitt ITI
dieser Arbeit. Der Test bestand darin, daf nach einer
Kontrollfdrbung der Kulturparaméicien solche durch
10 Min. in unverdiinntes Toxin (A—(AB)) kamen, und
dann in die Farbstofflosung iibertragen wurden. Das
Ausbleiben derdiffusenentoplasmatischen Anfdrbung
wurde als Brauchbarkeitsmerkmal des Toxins an-
gesehen.

Bei Toxin B mufite von einer derartigen Standardisierung ab-
gesehen werden. Wie sich in III. und VI. zeigen wird, war sie be-
ziiglich des in dieser Arbeit behandelten Fragenkomplexes zu ent-
behren. DaB sie aber fiir weitere Untersuchungen in dieser Rich-
tung Interesse verdient, sei damit nicht geleugnet.

Natiirlich wurden mit den sterilen Nidhrboden (5 Proz. Fleisch-
wasser-Pepton) die entsprechenden Blindversuche angestellt,
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um nicht etwa adsorptive Retentionsphinomene ihrerseits hinsicht-
lich des Testfarbstoffes auBer acht zu lassen. Sie verliefen alle
negativ, so dal von dieser Seite ans wohl keine Fehlresultate zu
erwarten waren.

Zum SchluBe wurden noch einige Proben beziiglich der Unschéd-
lichkeit des verwendeten Vitalfarbstoffes Neutralrot auf die Para-
micien innerhalb der erforderlichen Grenze angestellt. Bei den
unter IIl. erlduterten Inanitionsversuchen standen die Tiere nicht
die gesamte Versuchszeit unter Farbstoffwirkung, sondern wurden
derselben nur in Kinzelfillen zur Feststellung des Digestionsver-
laufes bzw. dessen phasischer Beschaffenheit ausgesetzt. Was sonst
an allgemeiner Versuchstechnik in Betracht kam, wird bei der Er-
liuterung des einschligigen Falles Erwihnung finden.

I11.

Um ein Bild dariiber zu gewinnen, in welcher Weise die am
Verdauungsvorgang beteiligten Zellelemente von Paramaecium un-
mittelbar auf die Stoffwechselendprodukte der Futterbakterien rea-
gieren, wurden zunéchst allgemein orientierende Versuche
mit Toxin (AB) angestellt.

Die unter den beschriebenen Kautelen gehaltenen Paraméicien
(I1.) kamen in einem Tropfen der Original-Kulturfliissigkeit
auf den Objekttriger. Zu diesem waren ana aequales partes Toxin
(AB) und das dasselbe produzierende Bakteriengemisch hinzu-
gefiigt (IL). Die Beobachtung ergab nun folgendes.

Nachdem die Individuen ihr Verhalten dem neuen Milieu an-
gepaft hatten, das heftige Hin- und Herschwimmen aufgehért und
in einen normalen kompensatorischen Ortswechsel iibergegangen war,
begann bei zahlreichen Tieren das ,Schlucken“. Ich verstehe dar-
unter das mit meist schwachen Halbdrehungen des Korpers um
seine Lingsachse verbundene plétzlich einsetzende Abschniiren von
einer oder oft einer ganzen Kette von Nahrungsvakuolen, die unter
wirbelnder, seltener rutschender Bewegung in das entoperistomeale
Plasma hineingerissen werden. Dabei geraten die im hinteren
Korperabschnitt etwa schon vorhandenen Konkrementballen und
Nahrungsinklude in eine ungerichtete riickende Verlagerung, die
stark geddmpft zu sein scheint, da sich die Bewegungswelle nicht
weiter fortpflanzt. Nach erfolgtem ,Schlucken®, das nur sehr selten
zusammenhéngend linger als 2—3 Sekunden dauert, wechseln die
Paramicien fast immer den Weideplatz. Hiufig treten sie lingere
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Reisen an, die den Anschein haben, als stiinden sie unter dem Ein-
fluf irgendeines endogenen Reizzustandes, ja wéren durch ihn
hervorgerufen. Andererseits haben aber diese Individuen auch die
Tendenz, leicht thigmotaktisch zu werden. Diesem Umstand ist es
zu verdanken, wenn man die, sich nach der Nahrungsaufnahme
intrazelluldr abspielenden Prozesse, besonders leicht und konsequent
beobachten kann.

Es zeigt sich nun, daB die in Toxin (A B)-haltiger Kultur-
fliissigkeit gebildeten Nahrungsvakuolen sich in ihren Wandlungen
wesentlich von den normalen Analogen unterscheiden. Nachdem sie
sich vollig abgekugelt haben, tritt meistens eine Ruheperiode in
ihrer cyclotischen Fortbewegung ein. Die von ihnen eingeschlossenen
Bakterien erfiilllen den zu Gebote stehenden Raum unter Beibehal-
tung der Beweglichkeit mit Ausnahme einer schmalen Rand-
zone (wohl ein PorsevinLe’scher Raum). Die Vakuolenmembran
erleidet im Gegensatz zu derjenigen normaler Tiere keine Verdnde-
rung bzw. Verdickung (vgl. Fortyer 1926). Unter nichtexperimen-
tellen Bedingungen tritt nun beildufig nach 10 Minuten ein Um-
schlag des Nahrungsvakuoleninhaltes zur sauren Reaktion ein. Hand
in Hand damit verkleinert sich das Volumen der Vakuole und die
von ihr eingeschlossenen Bakterien werden immobilisiert. Unmittel-
bar auf die Immobilisierung folgt nun ein Vorgang, der mir fiir die
Art des Absterbens der Futterbakterien von groBem diagnostischem
Interesse scheint.

Simultanmitdem Sanerwerdenund Schrumpfen des
Vakuoleninhaltes beginnen die nnbeweglich gewor-
denen Bakterien miteinander zu verkleben. Taf. 2
Fig. a—f zeigt die aufeinander folgenden typischen Phasen dieses
Prozesses. Vergleicht man das Phinomen mit den bei der Serum-
wirkung auf Bakterien sich ergebenden Bildern, so erweckt es un-
mittelbar den Eindruck der A gglutination. Besonders auffillig ist
hierbei, daB abgetotete und eventuell gefirbte Hefezellen bei Verfiitte-
rung unter sonst gleichen Umsténden einer solchen nicht unterworfen
sind, sondern vielmehr in #uferst losem Zusammenhang bleiben, wie
man sich leicht durch Zerquetschen des Paramaeciums iiberzeugen
kann. Dasselbe Resultat ergibt sich nun auch bei den mit Toxin
(AB) behandelten Tieren. Hieraus muf geschlossen werden, daf
der Vorgang des Verklebens von besonderen Wechsel-
beziehungen des aufgenommenen Futterobjektes und der



Stoffwechselendprodukte der Futterbakterien bei Protozoen. 31

produzierten Sekrete abhingig ist. Verfolgt man das Schicksal
der unter Toxin (AB)-Verfiitterung gebildeten Nahrungsvakuolen
eingehender, so werden die Voraussetzungen fiir diese Erscheinungen
manifest.

Die Zeitspanne, innerhalb welcher sich der gesamte Verdauungs-
prozeB bei Paramaecium abwickelt, ist aufer von der Temperatur
von einer Reihe individueller Faktoren bedingt. Im Intervall von
18—22° C betrigt sie 2—4 Stunden und ist im allgemeinen bei der
gleichen Individuallinie konstant. Am Ende der Verdauungsperiode
haben sich die Nahrungsvakuolen unter Verdichtung durch Fliissig-
keitsabgabe an das Entoplasma zu Fécesballen konzentriert, deren
Zusammensetzung je nach Qualitit der Nahrung eine wechselnde
ist. Bei reinem Bakterienfutter residuieren hauptsichlich 61- oder
fettartige Tropfchen, die oft von einer kompakten Hiille umschlossen
sind. Vor der AusstoBung durch den Cytoprokt vereinigen sich
diese Konkremente h#ufig zn umfangreicheren zusammenhéingenden
L~Kotplatten®, die mit ruckweisen Bewegungen ausgeschieden werden.
Dieser Vorgang ist deshalb selten beobachtbar, da er sich mit
groBer Schnelligkeit und fast nur bei gleichzeitiger Bewegung des
Tieres abspielt.

Es zeigte sich, daf bei den mit Bakteriensuspen-
sion-Toxin (AB) gefiitterten Individuen eine Verdau-
ung der aufgenommenen Bakterien iiberhaupt nicht
eintritt.

Das Schicksal der Nahrungsvakuole ist von ihrer Bildung bis
zu ihrer Ausscheidung auflerordentlich einférmig. Der Umschlag in
der ersten Phase des Verdauungsprozesses zur saueren Reaktion ist
nur angedeutet, manchmal unterbleibt er ganz. Von einer Fliissig-
keitsreduktion ist bis auf geringfiigige Schwankungen die sich viel-
leicht aus der Deformierung der Nahrungsvakuole erkldren, nichts
zu bemerken. Die Bakterien bleiben beweglich und erfilllen bis auf
jene Randdistanz den freien Raum der Vakuolenblase, ohne Riick-
sicht darauf, an welcher Stelle des Protoplasten sich diese auch
befindet. Auffallend ist ferner, daf im perinukleéren Abschnitt der
Cyklosebahn ihre Wanderungsgeschwindigkeit keine Anderung er-
fabrt, daB es zu keinen Stauungen im vorderen Ende des Korpers
kommt, und daB ihre Ausscheidung &hnlich der einer pulsierenden
Vakuole verliuft.

Die Dauer des Aufenthaltes einer solchen nicht verdauenden
Nahrungsvakuole im Zellkérper ist kiirzer als normalerweise. Da
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das Durchlaufen der Cyclosebahn die regulire Zeit in Anspruch
nimmt, ist dies darauf zuriickzufiihren, daf die Zeit fiir die vollige
,Trocknung“ des Vakuoleninhaltes in Fortfall kommt. Mitunter ist
aber auch die Phase alkalischer Reaktion der normalen Verdauung
nicht beobachtbar und in diesem Falle kann gelegentlich die Cyclose
ginzlich unterbleiben. Das Individuum hat aber dann gewdhnlich
nur 2—3 Nahrungsvakuolen ,geschluckt“ und zeigt durch lebhaftes
Hin- und Herschwimmen eine offenbar bis zu einem gewissen Grade
mangelnde Milieueinstellung.

Um die beschriebenen Vorginge einer genauen Analyse zu
unterwerfen, wurden die Paraméicien mit Beibehaltung des Ver-
suchsmodus zusétzlich mit stark verdiinnten Neutralrotlosungen
(1:10000 bis 1:20000) behandelt.

Wie seinerzeit (FORTNER, 1928 a) gezeigt werden konnte, firben
sich im Entoplasma einer normalen Paramicienzelle auber gewissen Ol-
und Fetteinschliissen die sog. acidophilen Granula. Morpholo-
gisch kaum einem bestimmten Typus von Zellderivaten zuzuordnen,
bedingen diese Granula die diffuse Rotfirbung des Entoplasmas.
Schon frithere Autoren verwiesen auf den ungleichen Ausfall dieser
Féirbung unter scheinbar véllig homologen Bedingungen; eine befrie-
digende Erklirung wurde nie abgegeben. Uber den Relativgehalt
des Plasmas an acidophilen Granula im Zusammenhang mit duferen
und inneren Stoffwechselbedingungen habe ich anderenorts berichtet
(ForTNER, 1928 a). Allein auch daraus ging nicht durchsichtig genug
hervor, warum besonders die Individuen bakteriell iibervélkerter
Paramicienkulturen sich mit Neutralrot fast nicht firben lassen.
Dafl Permeabilititsfragen hierbei eine Rolle spielen konnten, und
zwar im Sinne einer Permeationsbehinderung durch den Ectosark,
kommt dadurch in Fortfall, daB sich jene Fett- und Oleinschliisse,
sowie andeutungsweise auch die perinukleire Zone, tingieren. Es
muf also offenbarder Gehaltdes Plasmas anfarbstoff-
speichernden Anteilen, eben den acidophilen Granula,
eine Einbubfie erlitten haben.

Bringen wir diese Tatsache mit den Ergebnissen der Toxin (AB)-
Fiitterung in Zusammenhang, so ergibt sich zunichst als Arbeits-
hypothese folgendes:

Die acidophilen Granula werden durch das Toxin
(AB) in der Weise gebunden, daB sie sowohl ihre ver-
dauenden Eigenschaften als auch die Fihigkeit der
Farbstoffspeicherung verlieren.



Stoffwechselendprodukte der Futterbakterien bei Protozoen. 33

Wenn wir nun unter diesem Gesichtspunkt die experimentelle
Fragestellung formulieren, dann ergeben sich folgende n#her zu
untersuchende Teilprobleme *).

A. 1. Worin dulern sich die verdauenden Féihig-
keiten der acidophilen Granula.

2. Auf welchem Wege gelangt das Toxin (AB) in
den Zellkorper.

3. Wird es daselbst gespeichert oder ausge-
schieden.

Uber die Art und Weise, in welcher die acidophilen Granula
am Verdauungsvorgang beteiligt sind, haben zusammenfassend andere
Autoren (NIRENsTEIN, 1905 und Prowazek, 1898) schon berichtet.
Nach der von mir beobachteten Pseudoagglutination gewinnt nun
die Frage einen Sinn, ob es moglich ist, differenzialdiagnostisch zu
entscheiden, wodurch die in die Nahrungsvakuole ein-
geschlossenen Bakterien eigentlich getétet werden:
Durch den Eintritt der sauern Reaktion oder durch die Substanz,
welche die Agglutination der Bakterien herbeifiihrt.

Wie schon gesagt wurde, tritt bei den mit Toxin (AB)-Bakterien-
suspension gefiitterten Paramicien weder T6tung noch Verdauung
der gefressenen Nahrungsbakterien ein. Hingegen kann man, be-
sonders bei Herabsetzung der Toxin (AB)-Dosen, den Eintritt der
sauern Reaktion feststellen, ohne dafB hierdurch eine Agglutination
des Vakuoleninhaltes erfolgen wiirde. Die Bakterien verlieren zwar
ihre Beweglichkeit, was aber noch kein Grund zu der Annahme
ihres Absterbens ist. Denn bekanntermafBen hat die Geifiel- und
Cilienbewegung eine bestimmte py des umgebenden Mediums zur
Voraussetzung. Diese, die Bewegung lihmende pg muf aber noch
nicht die sonstigen trophischen Funktionen des Bakterienprotoplasten
aufheben. Die Immobilisierung der Bakterien erfolgt also wohl
unter dem EinfluB des Sauerwerdens der Vakuole, aber das Ver-
kleben derselben unterbleibt bei gleichzeitiger Gegenwart von
Toxin (AB).

Dadurch wird es wahrscheinlich, daB die eigent-
liche Totung der Nahrungsbakterien nicht durch die
Sidure,sondern durcheinen mitdenacidophilen Granula
in Zusammenhang stehenden Stoff bewirkt wird.

1) Der Ubersichtlichkeit halber wurden diese in drei Gruppen A, B und C zu
je drei weiteren Einzelfragen zerlegt.
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXXI. 3
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Aus diesem Grunde und auch vor allem deshalb,
weil derdie Bakterien agglutinierende Anteilder aci-
dophilen Granula durch bakterielle Stoffwechselend-
produkte (Toxin (AB)) unwirksam gemacht wird, méchte
ich fiir die acidophilen Granula die passendere Be-
zeichnung toxophile Granula?!) vorschlagen.

Die bis zur Ausscheidung fortgesetzte Beobachtung einer unter
verdiinnter Toxin (AB)-Wirkung stehenden Nahrungsvakuole recht-
fertigt nun vollends den Schluf, daf nicht die Sdurewirkung,
sondern jener toxophile Anteilder toxophilen Granula
(Tx) die T6tung und Auflésung (Bakteriolyse) der Bak-
terien besorgt. Die nach dem Eintritt der sauern Phase im-
mobilisierten Bakterien gewinnen in der zweiten Phase
des Verdauungsvorganges, in der bekanntermafien die alkalische
Reaktion die saure ablost, ihre volle Beweglichkeit wieder. Dies
kann als Beweis dafiir angesehen werden, dafl den Verhiltnissen tatsich-
lich der gemutmafte Tatsachenbestand zugrunde liegt. Auch die oben
angefithrten Versuche mit Hefezellen sind hierfiir eine weitere Stiitze.

Um dariiber entscheiden zu konnen, auf welchem Wege das
Toxin (AB) in den Protoplasten der Paraméicienzelle
gelangt, wurden folgende Experimente angestellt. A priori scheint
es recht plausibel anzunehmen, daf das in Wirkung tretende Toxin
(AB) einfach mit den cytopharyngeal eingestrudelten Bakterien in
die Nahrungsvakuole aufgenommen wird und nun dortselbst die in
der ersten Phase des Verdauungsprozesses eindringende Ty bindet,
so daB diese fiir die Agglutination und Cytolyse ausgeschaltet werden.
Folgende Uberlegung macht aber diese Annahme einigermafen un-
wahrscheinlich.

Beim Eindringen der Ty in die Nahrungsvakuole handelt es
sich offenbar um einen Gleichgewichtsvorgang (ForTNER, 1926), dessen
Verlauf darauf abzielt, die im Plasma stets vorhandene Ty (FORTINER,
1928 a) in die Ts-freien Nahrungsvakuolen hineinzubringen. Dieser
Prozefl kommt nicht eher in Ruhelage, als bis eine Sittigung der Nah-
rungsvakuolen bzw. deren Membran (ForINER, 1926) an Ty einge-
treten ist. Diese Séttigung wird aber durch das innerhalb der Nah-
rungsvakuole wirkende Toxin (AB) aufgehoben und es miifite a conto

) Die Bezeichnung ,toxophile Granula“ liegt fiir gewisse Strukturelemente
der Leucocyten schon in der Literatur vor (Samri). Ich méchte darauf hinweisen,
daB der hier angewandte Terminus einen vollig anderen Begriffsinhalt umspannt,
als der in der Hamatologie gebrauchte, der mehr den Charakter einer ,Bezeichnung“
besitzt.
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dessen sofort ein weiteres Nachdringen von Ty aus dem Entoplasma
erfolgen. Dies ist nun aber anscheinend nicht der Fall.

Zunichst kamen solche mit Toxin (AB)-Bakteriensuspension und
Neutralrotlosung gleichzeitig behandelten Individuen zur Unter-
suchung. Wie schon eingangs erwihnt, firbt sich bei in Toxin (AB)
befindlichen Paraméicien mit Ausnahme von gewissen ergastischen
Zelleinschliissen {iiberhaupt nichts. Das ist ein direkter Hinweis
darauf, daB die Tx im gesamten Entoplasma vom Toxin (AB). ge-
bunden wurde, aber auch darauf, daB letzteres durch Diffusion
durch die freie Oberfldche des Protoplasten in denselben
gelangt. Es lag mir nun daran, auch ohne Zuhilfenahme der Vital-
firbung diesen Tatbestand zu erweisen. Zu diesem Behufe brachte
ich Paramécien zuerst in Toxin (AB) und belief sie darin solange,
bis ich annehmen konnte, daf simtliche Ty derselben inaktiviert
waren. Darauf wurden die Individuen in Toxin (AB)-freie normale
Futterbakteriensuspension iibertragen und nun beobachtet, ob die
typischen Verdauungsphasen nach der Bildung von Nahrungsvakuolen
an denselben bemerkbar wiirden.

Es ergab sich, daf die nach der Ubertragung in
Toxin (AB)-freies Kultursubotral entstandenen Nah-
rungsvakuolen sich analog denjenigen verhielten, die
unter der simultanen Mitwirkung von Toxin (AB) ge-
bildet worden waren.

Daraus geht hervor, daf nicht allein die durch die Nahrungs-
aufnahme unmittelbar invakuolierte Toxin (AB)-Menge den Verlauf
der reguliren Verdauung sistiert, sondern daf hierfiir vor allem die
generelle Tx-Bindung durch das in das Entoplasma des Individuums
auf dem Wege der Diffusion gelangte Toxin (AB) verantwortlich zu
machen ist. Daf es darin wirklich eine Inaktivierung der Ty be-
wirkt, erhellt sich aus den Tatsachen der Neutralrotfdrbung. Weiter-
hin auch daraus, daB das durch die Inaktivierung entstandene Bin-
dungsprodukt offenbar nicht dauernd im Zellkérper verbleibt, sondern
ausgeschieden wird.

Hailt man némlich Paramicien entsprechend lange nach deren
Ubertragung in reines Kulturmedium unter Kontrolle, so 148t sich
beobachten, daBl die darin zunéichst verdauwungsunfiahigen
Nahrungsvakunolen nacheiner gewissen Zeit ihre Fdhig-
keit zur Verdauung wiedererlangen, und dal dann .deren
weiterer Verlauf ein durchaus normaler ist.

Da sich an dieses Ergebnis besonderes Interesse beziiglich der

Entstehung der Ty kniipft, soll weiter unten, an dasselbe anschliefend,
3*
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noch eingehend der damit zusammenhingende Fragenkomplex be-
handelt werden. Wenn wir die bisherigen Erfahrungen in bezug
auf die gestellten Fragen noch einmal iiberblicken, 148t sich iiber
die Bedeutung der Ty und des Toxin (AB) folgendes aussagen:

A. ad 1. Die bakteriolytischen Féhigkeiten der
toxophilen Granula 4ufern sich in einer nach der An-
sduerung der Nahrungsvakuole einsetzenden Agglu-
tination und teilweisen Auflésung deraufgenommenen
Bakterien, womit auch die Bezeichnung toxophile
Granula gerechfertigt wird.

ad 2. Das Toxin (AB) gelangt sowohl auf dem Wege
der Nahrungsaufnahme unmittelbar mit der einge-
strudelten Vakuole als auch durch Diffusion in den
Protoplasten von Paramaecium.

ad 3. Nachdem das Toxin (AB) dieT; gebunden hat,
wird es auf dem Wege des intermedidiren Abbaus aus
dem Stoffwechselgetriebe entfernt und die Zelle er-
fahrt hinsichtlich ihrer gestérten Funktionstiichtig-
keit eine restitutio ad integrum.

Durch diese Feststellungen werden folgende Fragen experimen-
tell zugénglich:

B.1. Wo werden die toxophilen Granula im Zell-
korper gebildet.

2. Was ist das Schicksal der toxophilen Granula.

3. Wie lange bediirfen die toxophilen Granula zu
ihrer Genese.

Die mit Toxin (AB) 1—2 Stunden lang behandelten Paramicien
wurden in reines Kulturwasser | Neutralrotlgsung 1: 15000 aa iiber-
tragen. Wie zu erwarten war, blieb das Entoplasma der Individuen
bis auf die obgenannten Kinschliisse ungefirbt; die Ty war voll-
kommen vernichtet.

Nach einer etwa 20 Minuten dauernden Erholung der Tiere im
Toxin (AB)-freien Milieu trat in der unmittelbaren Umgebung
des Macronucleus eine zarte, gegen das iibrige Entoplasma
scharf abgegrenzte sanerrot gefidrbte Zone auf (vgl Texfig. 1 a).
Diese Zone liegt dem Ma zu Beginn ihres Erscheinens wie eine
lose Kalotte auf, steht in keinem unmittelbaren Zusammenhang mit
der Kernmasse selbst und wird durch vorbeitreibende Nahrungs-
vakuolen nicht verzogen. Man gewinnt iiberhaupt den Eindruck,
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daf das Entoplasma ein in sich versteiftes, elastisch-starres Medium
ist, dessen bewegliche Anteile topographisch auferordentlich scharf
gegen seine unbeweglichen, elastisch-stationdren abgegrenzt sind.
Nach weiteren 30 Minuten hat die perinukleér ge-
firbte Zone an Breite und Tiefe gewonnen. Ihre Volums-
zunahme ist aber nicht mehr isotopisch gleichmifBig, sondern er-
streckt sich besonders in den entoperistomealen Plasmabereich. Auf
Textfig. 1b ist ein mit dem Zeichenapparat gewonnenes UmriBbild
dieses Stadiums wiedergegeben. Nach 1 Stunde erfiillen die Ty be-
reits das ganze Hinterende des Tieres ziemlich homogen. Merk-

a b ¢ d

Fig. 1. a—d zeigt die Genese der toxophilen Granula bei mit Toxin (AB) ent-
granulierten Tieren. Das Stadium a ist etwa 1%, Stunden vor Stadium d. Die Ab-
bildung ist stark schematisiert, aber den relativen Proportionen getreu wiedergegeben.

wiirdig ist, daf das Vorderende zunicht vollig freibleibt, d. h. die
dort befindliche Ty nicht von der Ausbreitung der perinukleiren
Zone herrithren, sondern auf dem Wege der Cyclose offenbar von
den Nahrungsballen aus dem hinteren Korperabschnitt hingefithrt
werden. Die Ausbreitung der T ist also eine vollig unsymmetrische.

Die Zeitspanne, innerhalb welcher das gesamte Entoplasma von
Paramaecium iber den Normalgehalt an T; verfiigt, ist relativ
schwankend. Quantitative Messungen wurden nicht ausgefiihrt, da
diese auf Grund einer hierzu besonders geeigneten Methode einer
spiteren Arbeit vorbehalten bleiben. Vergleicht man jedoch die
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diffuse Firbungsintensitit einer normalen Zelle mit derjenigen der
zu beurteilenden, so 148t sich ein zunichst geniigendes Urteil iiber
»Schon normal“ oder ,noch nicht normal“ abgeben.

Nimmt man dieses Kriterium zu Hilfe, so ergibt sich fiir die
Dauer der Wiederherstellung des Normalgehaltes des
Entoplasmas an T; eine Zeit von 2—8 Stunden.

Wie bemerkt, ist die Ausbreitung der neugebildeten Ty inner-
halb des Protoplasten nicht gleichférmig, sondern ausgesprochen
gegen den riickwirtigen Abschnitt der Zelle verschoben. Fiir eine
homogene Verteilung sorgt dann die Cyclose, bei welcher durch die
von ihr mitgefithrten Nahrungskorper eine Art Durchmengung der
vorderen und hinteren Entoplasmapartien zustande kommt.

Hieraus lassen sich auch zwanglos die relativ grofen Unter-
schiede beziiglich des Eintritts einer gleichmifBigen Verteilung der
T; im Protoplasten erkliren, da dann der momentane Ernidhrungs-
zustand, d. h. die Zahl der vorhandenen Nahrungsvakuolen, eine
erhebliche Rolle spielt.

Uber das Schicksal der toxophilen Granula habe ich anderenorts
(ForTNER, 1928a) Vermutungen ausgesprochen, die auch diesmal
wieder bestitigt werden konnten. Beobachtet man ndmlich Hunger-
tiere, so sieht man, daf der Gehalt ihres Plasmas an Ty fortschreitend
abnimmt, um noch vor dem Eintritt extremer Inanitionsphinomene,
wie Vakuolisierung usw., einen .konstanten verschwindenden Wert
zu erreichen. Auch hier sind ‘die individuellen Schwankungen in
bezug auf die Dauer dieses Vorganges ziemlich groB, woraus ge-
schlossen werden mufl, daf ebenso wie bei der Restitution, auch die
Reduktion der Einflunahme des vorangehenden Ernihrungszustandes
unterworfen ist.

DieT; verschwinden aus dem Entoplasma der Indi-
viduen, ohne dafl Aussagen dariiber moglich wéren,
in welcher Weise dieser ProzeB im Detail verliduft.
Wahrscheinlich ist, daB eine intermediire Aufspaltung der Ty er-
folgt und die dabei resultierenden Triimmer erneut zu einer Resyn-
these der Ty unter Mitwirkung von Kernsekreten verwendet werden.
Ich mochte hier nur darauf hinweisen, daB auch die Klirung dieser
Frage bis zu einem gewissen Grade experimentell zugénglich ist.
Werden nidmlich Normal- und Hungerparamécien mit Toxin (AB)
behandelt, so mufB sich aus der fiir beide Fille ungleichen Resti-
tutionsgeschwindigkeit zum Normalgehalt des Entoplasmas an T
die Rolle ergeben, welche die toxingebundenen Ty bei der Resynthese
derselben spielen.
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Kurz resiimiert kann folgendes zu den unter B gestellten Fragen
bemerkt werden:

B. ad 1. Die toxophilen Granula werden in der un-
mittelbaren Umgebung des Macronucleus gebildet.
Ihr erstbeobachtbares Auftreten ist perinukleédr in
Gestalt einer zarten Hiille, die in einem gewissen Ab-
stand von der Kernmasse diese umschlieft.

ad 2. Uber das Vergehen der Ty konnen keine un-
mittelbaren Angaben gemacht werden. Doch hat es
den Anschein, als ob die Ty auch im normalen Tier
unter normalen Bedingungen einer kontinuierlichen
Resorption unterworfen wiren.

ad 3. Zu der endgiiltigen Wiederherstellung des
Normalgehaltes des Entoplasmas an Ty bedarf es einer
Zeitspanne von 2—8 Stunden. Der relativ grofe Spiel-
raum kann durch wechselnde erndhrungsphysiolo-
gische Voraussetzungen motiviert werden.

Es eriibrigen sich nun noch Versuche unter folgendermafien ab-
gednderten Bedingungen:

C. 1. Fihrt die Behandlung der Paramécien mit
Toxin (AB) bei entsprechender Dauer zur Inanition.

2. LaBt sich eine im Gang befindliche Verdauung
durch Toxin (AB):-Einwirkung unterbrechen.

3. Von welchem Einfluff ist die Toxinkonzentra-
tion auf die untersuchten Phinomene.

Die bisher gewonnene Kasuistik 148t bereits eine Teilbeant-
wortung der unter C gestellten Fragen zu. Zusitzlich ergab sich
unter erginzenden Versuchbedingungen folgendes.

Wie unter A erdrtert wurde, bindet das Toxin (AB) die im Zell-
leib von Paramaecium vorhandenen toxophilen Granula mit der Kon-
sequenz, daf sowohl ihr Farbstoffspeicherungsvermogen — die Sicht-
barkeit also — als auch ihre agglutinierenden und lytischen Fihig-
keiten verloren gehen. Ob diese Art der Inaktivierung mit einer
effektiven Vernichtung der korpuskularen Kigenschaften der Ty
parallel 1iuft, konnte mit den zur Anwendung gelangten Versuchs-
methoden nicht eruiert werden. Doch méchte ich immerhin be-
zweifeln, daB eine solche totale Vernichtung Hand in Hand mit
dem Verschwinden der Ty geht. Vielmehr bin ich geneigt anzu-
nehmen, daf es sich hier um Vorgéinge handelt, die eine gewisse
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Ahnlichkeit mit der Toxin-Antitoxinbindung haben. Als
Ambozeptoren wiirden dann jene Anteile der T; figurieren, die deren
Neutralrotanfirbbarkeit bedingen. Da aber die Toxophilie jener
haptophoren Gruppen grofer ist als die Neigung zur Farbstoff-
speicherung, so wird bei simultaner Wirkungskonkurrenz von Toxin-
farbstoff dieses bevorzugt und der Tinktionseffekt bleibt aus.

Nun wire jener Farbstoff-Toxin-bindenden haptophoren Gruppe
der Ty auch die Fihigkeit, die Futterbakterien zu agglu-
tinieren, zuzuschreiben, und zwar miiite konsequenterweise der
ectotoxische Anteil des Toxin (AB) (=Toxin A) nur die
Agglutination, nicht aber die Bakteriolyse verhindern.

Anders ist es mit jenem bakteriolytischen (,verdauenden) An-
teil der Ty bestellt. KEs 148t sich denken, da bei der Toxin (AB)-
Ty-Koppelung dieser Anteil gar keine Inaktivierung erfihrt, aber
trotzdem nicht wirksam werden kann, da die in der Agglutination
bestehende Vorbereitungswirkung — d. h. Tétung des Bakterien-
materials — ausbleibt. Andererseits kann man sich aber auch
folgende Vorstellung bilden. Das im Toxin (AB)-Gemisch
enthaltene Entotoxin (= Toxin B) muBl zwar bakterio-
lytische Fahigkeiten besitzen, nicht aber aggluti-
nieren. Da Endotoxine gegeniiber Ectotoxinen erfahrungsgemis
(FRIEDBERGER-PFEIFFER, 1919) einen wesentlich geringeren Wirkungs-
grad besitzen, wire es denkbar, daB bei der nativen Relation von
Toxin A zu Toxin B in Toxin (AB), Toxin B aus diesem Grunde iiber-
haupt nicht wirksam wire. Weiter unten soll noch einmal auf
diese Frage zuriickgegriffen werden. Man kann dariiber zuniichst
denken, wie man will; sicher ist, daf die allfillige effektive Ver-
nichtung der T; auf die Beantwortung der gestellten Fragen keinen
wesentlichen Einfluf hat.

Es ist also (vgl. S. 34) a priori zu erwarten, daf bei linger
fortgesetzter Toxin (AB)-Behandlung die betreffenden
Paramicienzellen infolge ihrer Unfihigkeit, die aufgenommene
Nahrung zu verarbeiten, mit der Zeit in einen Inanitionszustand
geraten. Vorausgesetzt wire hierbei, dal das Toxin (AB) aufler
seiner antigenbindenden Wirkung in sonst keiner Weise schidigen-
den EinfluB auf die Individuen hitte.

Daher wurden zunichst einige orientierende Versuche in dieser
Richtung angestellt. Bei der originalen Toxinkonzentration ergaben
sich in relativ kurzer Zeit verschiedenartige Schidigungen der
Zelle, welche diese Versuchsmodifikation ausschlossen. Die Tiere
begannen innerhalb von 24 Stunden Deformititen aufzuweisen,
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wurden ataktisch und lagen schlieflich (nach spétestens 36 Stunden)
regungslos am Boden des Versuchsgefifes. In den meisten Fillen
liefen sich diese Anzeichen einer beginnenden Allgemeinschidigung
durch Ubertragen in ein normales Milieu riickgingig machen, aber
der zu erwartende Effekt der Inanition h#tte sich dann nicht in
unserem Sinne ableiten lassen.

Deshalb wurde die gegebene Ausgangskonzentration von Toxin
(AB) mit der doppelten Menge destillierten Wassers verdiinnt und
so ana partes dem Kulturvolumen zugesetzt.

Die Neutralrotkontrolle ergab eine Bindung der Ty auch bei
dieser Toxinkonzentration, so dal im weiteren Verlaufe mit den
gleichen Voraussetzungen wie bei den fritheren Experimenten ge-
rechnet werden konnte.

Um die Erndhrungsbedingungen beziiglich der Bakterienfutter-
dichte konstant zu halten, wurden die Tiere jeden Tag in eine
frische Mischung verdiinntes Toxin (AB)-Kulturwasser-Bakterien-
suspension iibertragen, die auf einen Konstantgehalt an den einzelnen
Komponenten gestellt war (vgl. Methodisches, S. 25).

AuBer dem Priméireffekt der Entgranulierung zeigten
die Versuchstiere keinerlei Schidigungsmerkmale. Wie
durch regelmifige Kontrolle festgestellt werden konnte, erfolgte
wihrend der gesamten Versuchsdauer keine Verdauung in den ge-
bildeten Nahrungsvakuolen.

Innerhalb der ersten 24 Stunden wurden ziemlich regelméifBig
Nahrungsvakuolen abgeschniirt; dann geschah das immer seltener,
bis schlieBlich die Nahrungsaufnahme vollkommen sistierte. Die
Individuen begannen allmihlich Symptome einer sich
einstellenden Inanition zu zeigen, diemitder Futtermangel-
Inanition vollig ibereinstimmte (vgl. WaLLENGREEN). Nur die den
Hungertieren sonst eigene Vergroferung des Macronucleus trat nicht
oder zumindest weniger auffallend in Erscheinung. Der Tod fand
gewdhnlich zwischen dem 15 und 20. Tag Versuchs-
dauer unter allgemeinen Zeichen energetischer und substantieller
Erschopfung statt. Das grobvakuolisierte Plasma bekam einen
eigentiimlich opaken Glanz, die Té#tigkeit der pulsierenden Vakuolen
war infolgedessen nicht mehr feststellbar und die gelegentlichen
Lokomotionsversuche verliefen ungerichtet und trige. In welchem
Zeitpunkt des Versuches die durch die so erzeugte Inanition ge-
setzten Schidigungen noch reversibel waren, konnte nicht genau
genug abgegrenzt werden, um iiber die, im Zusammenhang mit den
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Kernprozessen Hand in Hand gehenden Abweichungen von einer
normalen Inanition ein Urteil zu gewinnen.

Die zweite Frage betrifft die schon in die Nahrungs-
vakuolen eingedrungenen toxophilen Granula.

Wie festgestellt wurde (4,), gelangt das Toxin (AB) auBer durch
unmittelbare Invakuolisation auf dem Wege der Diffusion durch
freie Zelloberfliche in den Protoplasten. Um nun entscheiden zu
konnen, ob die in Gang befindliche Verdauung durch einsetzendes
Inwirkungtreten von Toxin (AB) beeinfluft werden kann, muBte
festgestellt werden, inwieweit das Toxin (AB) imstande ist, in die
Nahrungsvakuolen zu permeieren.

Es wurden also mit Nahrungsvakuolen reichlich beladene In-
dividuen in eine Mischung von aa Toxin (AB)-bakterienfreies Kultur-
wasser gebracht und mit Neutralrotlosung von oben angefiihrter
Konzentration behandelt.

Nun ergab sich, daf eine Beeinflussung der Verdauungsprozesse
innerhalb der Nahrungsvakuolen durch Toxin (AB) von dem Phasen-
zustand abhidngig war, in welchem sich dieselben gerade befanden.
Mit kurzen Worten: Nur die vor der ersten Phase stehen-
den Nahrungsvakuolen, also vor dem Einsetzen jeglicher Ver-
inderungen iberhaupt, waren einer Einwirkung durch das
Toxin (AB) zugénglich. Dies kam in der schon genugsam be-
kannten Art und Weise zum Ausdruck; ndmlich in einem Ausbleiben
der agglutinierenden und auflésenden Wirkungsiduferungen der T..
Alle iibrigen Nahrungsvakuolen, in welchen die Verdauung schon in
(Gang war, verhielten sich gegeniiber dem Toxin (AB) refraktér.
Wenn ich hier anfiihre, eine Verzogerung des Digestionsprozesses
in seiner Gesamtheit, besonders der ,Trockenphase“ beobachtet zu
haben, so fehlen mir die entsprechenden quantitativen Grundlagen,
um dies strickte behaupten zu konnen.

Zu den unter C genannten Fragen bleibt noch zu ermitteln
iibrig, welchen EinfluB die relative Toxin (AB)-Kon-
zentration auf die angefiihrten Vorginge iiberhaupt
nimmt. Das mit dem im methodischen Teil beschriebenen Her-
stellungsmodus gewonnene Toxin (AB) bezeichnen wir als Toxin
(AB) I schlechthin und wéahlen es fiir die folgenden Versuchs-
bedingungen als Ausgangskonzentration oder grofte
Konzentration, mit welcher iiberhaupt experimentiert werden
konnte. Die in folgender Tabelle angefiihrten Bruchwerte (nach
steigenden Potenzen der Nennerbasis zwei geordnet) beziehen sich
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auf die Verdiinnungsrelation von Toxin (AB) I zu dem fiir die Ver-
diinnung verwendeten filtrierten Kulturwasser in Volumteilen.

Tabelle 1.
Toxin (AB) I Sauere Reaktion Agglutination Gehalt;ge’srfx’lasmas
Y — (+) — o
Y + (=) — o
s + — o
s + — angedeutet
l/16 + - (+) »
1/82 + + (_) ”
You + + fast normal

— bedeutet Ausbleiben, + Eintreten der namhaft gemachten Reaktionsweise.
Der Gehalt des Plasmas an Tx war © nicht feststellbar.

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, duBert sich die Wirkung
des Toxin (AB) durchaus nicht homoform auf die einzelnen untersuchten
Reaktionsweisen der Zelle. Hervorgehoben muf werden, daf die
hier wiedergegebenen Feststellungen nur beildufig giiltig sind und
eine quantitative Durchkontrollierung der diesbeziiglichen. Verhilt-
nisse einer spéteren Verdffentlichung mit priziserer Methodik vor-
behalten bleiben. Dies fiihre ich hauptsichlich aus dem Grunde an,
da es scheint, daf bei weiterer Verdiinnung des Toxin (AB) wieder
ein Wirksamkeitsbereich auftritt, dessen Konsequenzen fiir die nor-
malen Kulturverhéltnisse Bedeutung haben konnte, abgesehen von
seinem theoretischen Interesse (ROBERTSON, PETERSEN).

Wir koénnen also in Erledigung der Fragengruppe C beifolgende
Aussagen formulieren:

C. ad 1. Wird eine, die Paramécienzelle nicht all-
gemein schidigende Konzentration von Toxin (AB) ge-
wadhlt, die aber noch hinlangte, ihren Verdauungs-
vorgang zu sistieren, so gehen nach 15—20 Tagen die
Versuchstiere an typischen Inanitionserscheinungen
zugrunde. Gegeniiber der Inanition, welche durch
effektiven Nahrungsentzug hervorgerufen wird, und
von einer VergréBerung des Macronucleus begleitet
ist, scheint sich der Ma unter den Toxin (AB)-Ver-
suchsbedingungen nicht zu veréindern.

ad 2. Eine schon in Gang befindliche intravakuo-
lére Verdauung kann durch Toxin (AB)-Einwirkung
nicht mehr beeinfluft werden. Nur bei den Nahrungs-
vakuolen, die noch nicht in die erste (saure) Phase ein-
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getreten sind, wird die Agglutination und somit die
Abtotung der Bakterien sistiert.

ad 3. Der EinfluB der relativen Toxin (AB)-Kon-
zentration differiert fiir die einzelnen Teilprozesse
der Verdaunung und den Ty;-Gehalt des Entoplasmas in
charakteristischer Weise. Die Agglutination wird
noch in verhéltnismid8ig hoher Verdiinnung gehemmt,
wihrend Sduerung und T;-Gehalt nur von gréBeren
Konzentrationen betroffen werden (vgl. Tabelle 1).

Bei allen Experimenten, iiber die im Vorangehenden berichtet
wurde, handelte es sich um die Wirkung eines Toxingemisches.
Das mit Toxin (AB) bezeichnete Substrat représentiert eine natiir-
liche Kombination von Ende- und Ectotoxinen der Futterbakterien.
Ob nun das wirksame Prinzip von Toxin (AB) im Endo-
oder Ectotoxin oder in beiden zu suchen ist, konnten die
Versuche aus diesem Grunde nicht entscheiden.

Obwohl es nicht in meiner Absicht liegt, den vorliegenden in
sich geschlossenen Fragenkomplex durch eine systematische Unter-
suchung in dieser Richtung zu erweitern, so mogen doch noch
einige allgemeine Orientierungsversuche beziiglich des aufgezeigten
Problems angefithrt werden.

Warum es von vornherein wahrscheinlicher ist, das den
bakteriolysierenden Anteil der Ty bindende toxische
Prinzipim Endotoxin zu vermuten, dariiber mag unter IV. (Dis-
kussion der Ergebnisse) noch einiges gesagt sein (vgl. iibrigens
diesen Abschnitt S. 40). Hier ist lediglich der Tatbestand von
Interesse. Uber die Gewinnung von Toxin B (= Endotoxin) ist
unter 1I. bereits berichtet worden.

Werden die Paramicien unter sonst gleichen Versuchsbedingungen
(vgl. eingangs I1.) statt mit dem Toxingemisch (Toxin (AB)) nur mit
Toxin A behandelt, so fillt zunichst auf, daf der Eintritt der
sauern Reaktion der Nahrungsvakuolen in keiner
Weise beeintrdchtigt ist. Die Bakterien werden immobilisiert
und bilden einen losen Ballen, der aber jedwedes Anzeichen einer
Agglutination vermissen 148t. Die Cyclose verliuft un-
gestort und auch der Umschlag zur alkalischen Reaktion ist deutlich
ausgepriagt. Die Bakterien erlangen in dieser ihre Be-
weglichkeit nicht wieder und scheinen sich zu regel-
losen Tropfchen umzubilden. Die entoplasmatische Ent-
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firbung des Tieres ist nicht so auffallend wie bei der Toxin (AB)-
Einwirkung, doch immerhin noch so gro8, daf eine Differenz gegen-
iiber den mit Toxin (AB) behandelten Individuen wohl auffillt,
wenn beide Versuche unmittelbar nebeneinander zur Anschauung
gelangen.

Bei alleiniger Einwirkung von Toxin B zeigt sich keine Spur
einer diffusen Farbung des Entoplasmas. Die erste Phase der Ver-
dauung verliuft ohne den geringsten Farbumschlag. Dagegen
werden die Bakterien mehr oder weniger vollkommen
agglutiniert und erlangen, wie auch bei einseitiger Toxin A-
Wirkung, ihre Beweglichkeit nicht wieder. Verdauung erfolgt
nicht.

Es wird Sache der theoretischen Uberlegungen sein, dieses ver-
schiedenartige Verhalten von Toxin A und Toxin B,
deren Auswirkungen auch summiert nicht den Toxin (AB)-
Effekt geben, auf seine Ursachen und Konsequenzen hin zu
priifen. Um biindige Schliisse daraus zu ziehen, ist die Zahl der
in dieser Hinsicht angestellten Versuche zu gering.

IV.

In Sichtung der fiir die vorliegenden Probleme essentiellen Er-
gebnisse der experimentellen Bearbeitung sollen nur solche Tatsachen
einer eingehenderen Diskussion unterworfen werden, die sich mit
geniigender Sicherheit haben erweisen lassen. Wie aus der Hin-
leitung und der Problemstellung (I1.) ersehen werden kann, haben
sich sowohl die experimentellen als auch die einzelnen theoretischen
Fragen aus einer allgemein biologischen Fragestellung
heraus gebildet und selbst die differenzialdiagnostischen Wege sind
diesem Grundsatz gefolgt. Es wird daher nicht notwendig sein, bei
einer beziehungsvollen Darstellung und Verkniipfung der Einzel-
tatsachen zu einer Gesamtheit andere als empirisch-biologische
Bindemittel zu verwerten.

Vorausgeschickt moégen einige allgemeine Bemerkungen iiber
Bakterienstoffwechselprodukte und den Begriff der Im-
munitdt werden. Da fiir unsere Fragen vor allem die Vor-
stellungen METscENIKOFF’S und Peerrrer’s zustindig sind, lege ich
diese dem Besprechenden zugrunde.

Die Bezeichnung der bakteriellen Stoffwechselprodukte als
Toxine (Toxoide im weitesten Sinne) rithrt von deren Wirkung
auf den Organismus her. Nachdem man n#mlich erkannt hatte, dab
auch ohne Anwesenheit lebender oder toter Keime durch
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Einverleibung dieser Korper die krankheitsspezifischen Symptome
einer Vergiftung (Intoxikation) hervorgerufen werden. Man
unterscheidet zwei grofe Gruppen von Toxinen: Die Ecto- und
Endotoxine (PrerrrER). Erstere sind die vom Bakterienorganis-
mus produzierten Stoffwechselprodukte, die in den Lebensraum des-
selben abgeschieden werden. Sie stehen alsdann in keinem Zu-
sammenhang mehr mit der produzierenden Zelle und konnen
infolgedessen unabbdngig von dieser ihre Wirkungen entfalten.
Die Endotoxine sind Stoffe, die mit der Lebenstitigkeit der
Bakterienzelle in anderer Weise in Verbindung stehen. Sie sind
keine Exkrete, werden also nicht abgesondert, sondern finden sich
im Entoplasma der Bakterienprotoplasten inkludiert
und konnen demnach nur nach einer Zerstorung desselben, einer
Bakteriolyse oder einem adiquaten Insult, zur Geltung kommen.
Man konnte sie daher in gewissem Sinne als Inkrete auffassen,
deren toxische Wirkung gegeniiber der der Exkrete, der Ecto-
toxine, im allgemeinen eine weitaus geringere ist.

Gegen beide Gruppen von bakteriellen Stoffen reagiert der
durch dieselben angegriffene lebende Organismus in ganz besonderer
Weise. Der Effekt dieser Reaktion, sofern er zu einer Aufhebung
der toxischen Eigenschaften jener Stoffe fithrt, bezeichnet
man als Immunitédt. KEs eriibrigt sich, die allbekannten Vor-
stellungen Enrrice’s und anderer in ihren vielfiltigen Variationen
und Modifikationen zu beriihren.

Als zur Produktion gelangende Schutzstoffe sind bekannt die
Antitoxine, die Bakterio- und Cytolysine, die Agglu-
tinine, die Opsonine, die Bakteriotropine und die
Prazipitine. Jeder derselben konnte in seinen Wirkungen und
seinem Verhalten mehr oder weniger scharf von den iibrigen ge-
sondert werden. Die Charakteristik dieser Kigenschaften muf ich
als bekannt voraussetzen und will gleich auf den uns speziell
interessierenden Modus: Antitoxin-, Bakteriolysin- und
Agglutininwirkung zuriickgreifen.

Wir haben im experimentellen Teil (II1.) unter Beantwortung
der Fragengruppe A die Ergebnisse hinsichtlich der Eigenschaften
der toxophilen Granula einerseits und das Verhalten der Paraméicien
gegeniiber den Bakterientoxinen andererseits zusammengeschlossen.
Wir sind dabei zu dem Schlusse gelangt, daB die toxophilen Granula
in der sauern Phase des Verdauungsvorganges in die Nahrungs-
vakuole gelangen und dort an der T6tung, Ballung und Auf-
losung der Futterbakterien integrierenden Anteil nehmen.
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Ob ibnen nebenbei auch verdauende, das ist abbauende
Fiahigkeiten zukommen, werden wir weiter unten untersuchen.
Ferner zeigte es sich, daf die bakteriellen Stoffwechselprodukte auf
dem Wege der Diffusion durch die freie Zelloberfliche der Para-
micienprotoplasten in deren Inneres gelangen und daf dieselben dort
nicht verweilen, sondern nach einer Koppelung mit den toxophilen
Granula mittelst intermedifrer Prozesse in exzernierbare Stoffe um-
gewandelt, zur Ausscheidung kommen.

Die Funktion der toxophilen Granula 148t sich
nach diesen Feststellungen zwanglos als die eines
Agglutinins und Bakteriolysins auffassen, ohne da8
eine spezifisch fermentative Komponente in Frage
kime.

Wie wir fernerhin sahen, ist diese Stellungnahme besonders
dadurch gerechtfertigt, als die toxophilen Granula mit einem
Teil ihrer Wirkungen offenbar auf die Endotoxine der
Futterbakterien gerichtet sein miissen, da sich diese erst bei einem
Aufschliefen der Bakterienprotoplasten innerhalb der Nahrungs-
vakuole dufern konnen. Es kann also gemil dem PPEIFFER’Schen
Phinomen die Annahme einer notwendig antitoxischen
Fihigkeit der toxophilen Granula fiberhaupt fort-
gelassen werden, ohne damit einer Erklarungsmoglichkeit fiir
die manifestwerdenden Vorgénge zu entraten. Die toxophile Granula
enthalten demnach Substanzen, die nicht einem notwendig voran-
gegangenen Immunisierungsprozef entstammen, und welche doch die
zu Nahrungszwecken aufgenommenen Bakterien toten wund der
fermentativen Aufspaltung ihrer Bausteine zufiihren, sie bzw. hier-
fiir geeignet machen.

In diesem Zusammenhange sei auf die METsCENIKOFFschen An-
schauungen iiber Phagoeytose verwiesen, die weitere Beziehungen
zu den so deutbaren elementaren Fihigkeiten des Organis-
mus, auf dem Umweg tiber eine Vorstufe — hier die
Agglutination und Bakteriolyse — aus stoffwechsel-
feindlichen Organismen Nahrungsquellen zu erschliefen,
herstellen.

Was die sauere Reaktion der Nahrungsvakuolen anlangt, wird
diese durch die einwirkenden Bakterientoxine, besonders bei groferer
Konzentration derselben, ebenfalls negativ beeinflufit, bzw. vollig
unterdriickt. Uber den Mechanismus der Bindung Ty — Toxin
(AB) sagt ‘diese Tatsache nur insofern etwas aus, als wir annehmen
milssen, daf die Fahigkeiten der Ty — also Farbstoff-
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speicherung und Toxinbindung — topisch eng bei-
einander liegen, bzw. einander unmittelbar beein-
flussen. Es sei nur an die Grundlagen der Enruicmschen
Chemotherapie erinnert, um solche Moglichkeiten (Aviditit — toxo-
phore und ergophore Eigenschaften der Perzeptoren) in Betracht zu
ziehen.

DaB eine Bindung der Tx durch das Toxin (AB) nicht nur inner-
halb der Nahrungsvakuolen erfolgt, sagt uns die Nichtfirbbarkeit
mit Toxin (AB) behandelter Paramécien. Sie demonstriert auch
gleichzeitiz den Weg, auf welchem das Toxin in den Zellorganismus
gelangt. Denn daf der Farbstoff tatsédchlich in die Zelle eindringt,
wird durch die sich firbenden anders gearteten entoplasmatischen
Einschliisse bewiesen, die die Vermutung hinfillig machen, daf etwa
Permeationsbehinderung des Farbstoffindikators die Ursache der
Ausfallserscheinung ist.

Was das Schicksal der toxinbeladenen toxophilen
Granula betrifft, so konnen trotz mangelnder unmittelbarer Er-
fahrung in dieser Hinsicht doch einige ziemlich naheliegende An-
nahmen gemacht werden. Entweder wird im intermedidiren Stoff-
wechsel die haptophore Gruppe der Ty samt den daran
héingenden Toxinanteilen abgetrennt und ausge-
schieden und der Rest unter Mitwirkung gewisser, vom
GroBkern abgegebener Stoffe einer Resynthese zu
aktivierter T unterworfen, oder es wird der ganze Toxiu (AB)-
T.-Komplex als Reststoff aufgespalten und abgebanut.
Vielleicht lassen sich speziell hieriiber in einer spiteren Unter-
suchung stricktere Angaben machen, da, wie schon bemerkt wurde,
ein hierzu geeigneter experimenteller Weg nicht unauffindbar er-
scheint.

Unter der Fragen- und Ergebnisgruppe B (IIL, S. 39) sind
speziell die bildungsphysiologischen Probleme der T,
behandelt worden. Innerhalb der in der Natur und im Kultur-
experiment von FParamaecium gegebenen bakteriellen Bedingungen
148t sich mit gewissen Schwankungen die T; immer im Entoplasma
der Individuen nachweisen. Wir haben eingangs (IIL.) erhoben, daf
eine befriedigende Erklirung dieser Schwankungen bisher nicht ge-
geben werden konnte. Wie ich an anderer Stelle gezeigt habe
(ForTNER, 1928 a), steht der Gehalt des Entoplasmas an Ty
in nachweislichem Zusammenhang mit Hunger, O,-Mangel,
Kernreorganisationsprozessen und der Entwicklungs-
phase (innerhalb des Teilungsintervalls) der Tiere. Ich habe dort,
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besonders was letztangefiihrte zwei Faktoren anlangt, auf meine
Anschauungen iiber Entwicklungsintoxikation (ForTNER, 1928 b) ver-
wiesen.

Doch diese Umsténde bedingen niemals — wenigstens innerhalb
der in Frage kommenden Grenzen — ein fast volliges Verschwinden
der Ty aus dem Entoplasma der Versuchstiere, wie es speziell in
bakteriell {ibervolkerten Kulturen oft nachweisbar ist.

Diese Schwankungen in der Firbbarkeit der Paramécien lassen
sich nun auf Grund unserer Krgebnisse zwangslos erkliren:

Der groBere oder geringere Gehalt einer Kultur
an bakteriellen Stoffwechselprodukten bedingt die
Menge gebundener Ty im Entoplasma der Individuen
und somit ihre grofere oder geringere Fihigkeit, den
Farbstoff zu speichern.

Diese Tatsache wird durch das Verhalten von Paraméicien aus
bakteriell iibervélkerten Aufgiissen besonders illustrativ erwiesen.

Die Bildung der toxophilen Granula erfolgt im
Entoplasma in unmittelbarer Umgebung des Grof-
kernes. Ohne die trophischen Beziehungen und Wechselwirkungen
desselben mit dem Protoplasma der Zelle einer Wiirdigung zu unter-
ziehen (ForTnER, 1933), erhellt aus den experimentellen Tatsachen,
daB der Ma auch hier in sekretorischer Hinsicht eine
kardinale Rolle spielt. Welcher Art die Stoffe sind, in deren An-
wesenheit erst im KEntoplasma die toxophile Granula gebildet
werden, entzieht sich zunichst vollig dem Urteil. Jedenfalls macht
sich beim Fortschreiten dieser Bildung ein Gradient geltend,
der die retronukleéire Region des Paramécienprotoplasten als
quasi nutritorische erscheinen 14Bt. Denn im entoperistomealen
Abschnitt der Zelle liegt auch die Bahn der kleinen Cyclose (NIREN-
sterN) und die Anlage des Cytoprokt. Uber die Phasen des
T.-Restitutionsvorganges vergleiche Textfig. 1. Inwieweit die In-
tensitit einer Neubildung der Ty mit dem durch die Entwicklungs-
momente verinderten allgemeinen Kerndynamismus zusammenh#ngt,
ist nicht untersucht worden.

Zur Tatsachengruppe C (IIL, S. 43) haben wir noch einige
wichtige Uberlegungen hinzuzufiigen. Ihr Aussageinhalt ad 1 be-
zieht sich auf die, durch konsequente Toxinbehandlung ‘der Inanition
verfallenen Paramicien. Wir haben an dieser Stelle erkannt, daf
die so produzierte Inanition zufolge der sistierten Féhigkeit, die
aufgenommene Nahrung zu verwerten, zum letalen Ausgang fiihrt.

Archiv fir Protistenkunde. Bd. LXXXI. ’ 4
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Die Tatsache, daB den Tieren keine andersgeartete letale
Schidigung als die erwéhnte durch Dauereinwirkung der bakteriellen
Stoffwechselprodukte zugefiigt wird, rechtfertigt die in diesem Ab-
schnitt unter Behandlung von A gezogene Konsequenz: Dafl ndm-
lich die Wirkung der bakteriellen Stoffe gar keine
spezifisch toxische ist, sondern sich nur auf die Bin-
dung mit Agglutininen und Bakteriolysinen — dem
PrerirreER’schen Phinomen gemidB — erstreckt. Dafir
spricht weiterhin der in Tabelle 1 wiedergegebene Schidigungs-
grad der einzelnen, der Gesamtwirkung subsummierten Teilprozesse.
Wie ersichtlich ist, wird die Agglutinationsfihigkeit der Ty hin-
sichtlich der Futterbakterien noch von einer Toxinkonzentration
betroffen, die fiir den Eintritt der sauern Phase sowie den sicht-
baren Gehalt des Plasmas an Ty nicht mehr absolut ausschlag-
gebend ist.

Der Wirkungsmechanismus der toxophilen Granula
1a8t sich wunter ZusammenschluB aller diesbeziiglich gemachten
experimentellen Erfahrungen folgendermafien darstellen:

Initialphase der Verdauung.

Immobilisierung . Saurer
Agglutination . . Ectoantitoxischer
Bakteriolyse . . Endoantitoxischer

der Futter-
bakterien

Anteil
der Ty

Fermentative Phase der Verdauung.

Durch einen bei der alkalischen Reaktion
in die Vakuole gelangenden Stoff.

Ferner unterscheidet sich der durch Toxinverabreichung hervor-
gerufene Inanitionszustand der Paramicien noch dadurch von einem
durch Nahrungsentzug erzeugtem, daf im Gegensatz zu letzterem
der Kern keine relative Vergroferung erfihrt (CHEIFEC).
Vielleicht ist dies mit der Ty-produzierenden Fihigkeit des Macro-
nucleus verkniipft, und zwar etwa in der Weise, daB die Toxin-
einwirkung durch die Bindung der T, diese Fihigkeiten des Ma
derart erschopft, daB es zu einer Reduktion seiner trophisch-
sezernierenden Masse kommt. Dafiir spricht auch, da im Falle
normalen Hungerns die Ty zwar auch beziiglich ihrer Menge im
Entoplasma eine Minderung erfihrt (Foriner), aber nicht infolge
eines stindig wirkenden Reizes nachproduziert werden muB. Denn
wahrscheinlich ist es so, daB die Inanition auch die T,-Vehikel-
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substanz angreift und im Normalfalle zu einer Verminderung der-
selben fiihrt.

Daf sich die Toxinwirkung nicht auf einen schon in Gang be-
findlichen Vakuolenproze8 erstreckt, gibt uns die Grundlage zu
einer zweifachen Folgerung.

Erstens ist damit bewiesen, daf die Ty Fermente
nur in unwesentlichen Mengen enthalten kann und da8
diese in der Hauptsache offenbar erst spiter in die Vakuole hinein-
gelangen. Denn sobald die T, die in die Vakuole auf-
genommenen Bakterien agglutiniert und aufgeldst
hat (besser: ,angelost* hat), ist ein Hinzukommen
weiterer Toxine belanglos und demgemiB das, was sich dann
abspielt, nicht mehr mit Toxin-Antitoxinbindung in
Zusammenhang zu bringen.

Daf die Toxine auch in die Nahrungsvakuole hineingelangen,
ergibt sich daraus, daB vor dem Eintritt der Agglutination und
Bakteriolyse in der fertigen Nahrungsvakuole durch Toxinbehandlung
ein solcher verhindert wird.

Wenn wir schlieflich unter Beriicksichtigung aller Tatsachen
das bearbeitete Gebiet zusammenfassend iiberblicken, so 148t sich
das mit knappen Worten unter Fortlassung aller Einzelerkenntnisse,
die in einer eigenen Zusammenfassung gewiirdigt werden, in folgen-
den Rahmen fassen:

Paramaecium besitzt die Féahigkeit, die Stoff-
wechselprodukte seiner ihm gleichzeitig als Nahrung
dienenden Milieubakterieninden in Betracht kommen-
den Konzentrationen unschéddlich zu machen. Dies
geschieht mit Hilfe von im Entoplasma unter der Mit-
wirkung des GroBkernes gebildeten Stoffen, dentoxo-
philen Granula, die anch an derInitialphase der Ver-
dauung der anfgenommenen Bakterien beteiligt sind.
Es kann der Vorverdauungsvorgang selbst als eine echte
Phagocytose METSCHENIKOFF) angesehen werden, deren
charakteristisches Hauptmerkmal in der Produktion
von agglutinierend und bakteriolytisch wirkenden
Substanzen besteht. Deren Einwirkung werden die
aufgenommenen Bakterien vor dem eigentlichen fer-
mentativen Abbau unterworfen, der nicht bei der

sauern Reaktion des Vakuoleninhaltes vor sich geht,
4*
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sondern erst in der alkalischen Periode des Cyclose-
verlaufes erfolgt und in der Hauptsache proteo-
lytisches Gepréige trégt. Von einer Immunitét der
Paramécien in des Begriffes herkommlichem Umfang
kann nicht gesprochen werden, da dieSpezifitit einer
solchen mangelt. Die Bakterientoxine, welche in
ihrem Gesamtverhalten die Paraméicienzelle nicht
toxisch beeinflussen, werden nur ihrer EinfluBnahme
auf die, zur Vorverdauung der gefressenen Bakterien
notigen Agglutinine und Bakteriolysine beraubt. Dies
erfolgtdurch die toxophilen Granula,dieselben Stoffe,
welche die Vorbereitung der Nahrung innerhalb der
Nahrungsvakuole zu deren Abbaubarkeit besorgen.

Hierdurch scheinen immunbiologische Beziehungen
zwischen ein- und vielzelligen Organismen im Sinne
einer Anpassung an milieubedingte Faktoren her-
gestellt zu sein.

Daf sich solche Beziehungen auch bei anderen Protistenformen
werden erweisen lassen, ist auf Grund einiger eigener Erfahrungen
orientierenden Charakters sehr wahrscheinlich. Die reizvolle Auf-
gabe weiterer Untersuchungen in dieser Richtung wird es sein,
festzustellen, ob Zusammenhéinge mit der Beschaffenheit des Biotops
hinsichtlich seiner bakteriellen Siedler und der heterotrophen KEin-
zeller desselben bestehen. Es ist wohl mdoglich, daB sich dann eine
Artspezifitit jenmer giftbindenden Plasmaabkommlinge herausstellt
und so einen kleinen Beitrag zur Vervollstindigung unserer noch
sehr liickenhaften Vorstellungen iiber das Milieu und dessen Kein-
struktur liefert.

Mit Absicht blieben eine Reihe von unmittelbar sich eréffnenden
Versuchswegen unbeschritten, da neue Erfahrungen und Beziehungen
immer eine, im Verh#ltnis hierzu, potenzierte Summe von experi-
menteller Beweiskraft erfordern.

Zusammenfassung.

I. Die 1. (sauere) Phase des intravakuoldren Ver-
danungsprozesses bei Paramaecium caudatumrepresen-
tiert eine Vorbereitung der aufgenommenen Bakterien
zum fermentativen Abbau
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II. Erst in der 2. (alkalischen) Phase findet eine
Verdauung, d. h. Umwandlunginléslicheundresorbier-
bare Stoffe, der aufgenommenen Bakterien statt.

III. Wird der regulére, d. h. vorbereitende Verlauf
der 1. Phase des intravakuoldren Verdauungsprozesses
gestort, so tritt keine fermentative Aufspaltung in
der 2. Phase ein.

A.

1. Die von den Nahrungsvakuolen umschlossenen Bakterien
werden nicht von der saueren Reaktion ihrer Sekrete
getotet, sondern voneinem, mit den toxophilen Granula
(= acidophile Granula) gekoppeltem Stoffe, der mit dem Ein-
tritt der saueren Phase in die Nahrungsvakuolen abgeschieden wird.

2. Das B1ld des Absterbens der in der Nahrungsvakuole
befindlichen Bakterien gleicht in seinen wesentlichen Ziigen dem
Vorgang einer Agglutination.

3. Erst nach dem vollstindigen Eindringen der toxo-
philen Granula in die Nahrungsvakuolen werden die Bak-
terien darin agglutiniert.

4. Wird mit den Bakterien gleichzeitig ein natives
Gemisch von Ento- und Ektotoxinen derselben (To-
xin (AB)) an die Paramicien verfiittert, so iiberleben die
Bakterien die sanere Phase der Verdauung und bleiben bei
entsprechender Toxin (AB)-Konzentration wihrend der ganzen
Dauer ihres Aufenthaltes in der Nahrungsvakuole am
Leben und werden lebend ausgeschieden.

5. Durch entsprechend langes Behandeln mit Toxin (AB) von
geeigneter Konzentration lassen sich an den Paramdicienzellen ty-
pische Inanitionserscheinungen hervorrufen, die mit deren
Unféahigkeit, die Nahrung auszuwerten, zu erkliren sind.

6. Die Nahrungsaufnahme selbst wird bei in verdiinntem Toxin
(AB) befindlichen Paramécien erst nach lingerer Einwirkungsdauer
desselben beeintrichtigt. Innerhalb einer kiirzeren Zeitspanne wer-
den Nahrungsvakuolen mit normalem Inhalt vom Cytopharynx ab-
geschniirt.

B.

1. Die im Entoplasma der Paramécienzelle diffus
verteilten toxophilen Granula werden durch Einwir-
kung von Toxin (AB) innerhalb eines Zeitraums von
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5 bis 10 Minuten ihrer Eigenschaft, Neutralrot zu
kumulieren, beraubt.

2. Der Nachweis dieser Tatsache erfolgt mit Hilfe hochver-
diinnter Neutralrotlésung, die von den Kontrolitieren ohne
Schidigung vertragen wird. Das Eindringen des Farb-
stoffes in die Zelle wird dadurch bewiesen, daB sich
wohl Fettkiigelchen und Oltrépfchen im Entoplasma
anfirben, nicht aber Granula.

3. Die Produktionsstidtten der toxophilen Granula
sind im Entoplasmabereich unmittelbar um den Kern
herum zu suchen (vgl Textfig. 1)

4. Kine entgranulierte Paramécienzelle bedarf einer
Zeitspanne von 2—8 Stunden, um ihr Entoplasma auf seinen
Normalgehalt an toxophilen Granula zu bringen.

b. Die Wirkung der toxophilen Granula von Para-
micium auf verschiedene Futterbakterien (gramnega-
tivel) scheint eine unspezifische zu sein.

Es besteht ein noch ndher zu priifender Unterschied
in der Wirkung von Ento- und Ektotoxinen der Futter-
bakterien auf die Bindung der toxophilen Granula.

C.

1. Der regulidre Verlauf der 2. (alkalischen) Phase
der intravakuoliren Verdauung wird unter dem Ein-
fluB von Toxin (AB) gestort.

2. Bei entsprechender Konzentration des Toxin (AB) unter-
bleibt der Eintritt der alkalischen Reaktion sowie die
damit Hand in Hand gehende Hofbildung.

3. Das vor der Ausscheidung der unverdaulichen Reste sich
unter Flissigkeitsrestrinktion bildende Ficeskonkrement ist
lockerer und wasserreicher als normalerweise.

4. Unter dem Einfluf von Toxin (AB) verbleiben ferner die
aufgenommenen Nahrungsstoffe nicht so lange im Zellkérper,
als dies beim KEintreten des Verdauungsprozesses der Fall ist.

5. Resorption irgendwelcher Anteile aus den unter.Toxin (AB)-
Einwirkung gebildeten Nahrungsvakuolen in das Entoplasma der
Paramicienzelle konnte niemals beobachtet werden. Ausgenommen
sind kleine Schwankungen vor dem Eintritt der Defikation.
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6. Die Cyclose selbst war in keinem Falle bei der
Futterbakterien-Toxin (AB)-Verfiitterung auffallend
gestort. Kleine UnregelmifBigkeiten derselben konnten mit dem
Allgemeinzustand des Zellindividuums in Zusammenhang gebracht
werden.
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Tafelerklirung.
Tafel 2.

Fig. 1a—f zeigt eine Nahrungsvakuole bei simultaner Toxin (AB)-Bakterien-
suspensionfiitterung; bei ¢ ist eine Andeutung der saueren Firbung eben wahr-
nehmbar; bei f haben sich einige Korperchen im Innern der Vakuole angefirbt;
die Bakterien sind farblos und nicht agglutiniert. (Apochr. Imm. 90, Comp. Oec. 10.)

Fig. 2a—f reprisentiert das Schicksal einer normalen Nahrungsvakuole in der
saueren Phase des Verdauungsvorganges. Die einzelnen Stadien (a—f) entsprechen
denjenigen der unter 1 abgebildeten Vakuolen. (Apochr. Imm. 90, Comp. Oc. 10.)
v a—0 zeigt die Agglutination und Bakteriolyse der in die Nahrungsvakuole
eingeschlossenen Futterbakterien bei stirkster VergroBerung. (Imm. 100, Periplanat.
Oc. 25.) « entspricht a (2), 8 etwa ¢ (2) und 6 dem Stadium e (2).
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