Untersuchungen Uber das Blut der Ascidien.

I1l. Mitteilung.

Von
M. Henze.

(Ans der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.)
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1913))

In zwei friheren Mitteilungenl) habe ich Uber das Vor-
kommen einer organischen Vanadiumverbindung in den Blut-
zellen von Phallusia mamillata berichtet und gleichzeitig auf
die stark saure Reaktion im Innern dieser Zellen hingewiesen,
die durch die Anwesenheit freier Schwefelsdure bedingt ist.

Unterdessen ist es gelungen, auch bei einigen anderen,
haufiger im neapoletanischen Golfe vorkommenden Ascidien
dieses seltene Element nachzuweisen, und zwar auf makro-
chemischem Wege. AuRer bei Phallusia, wo der Nachweis
infolge hinreichender Blutmengen leicht zu fuhren ist,2) findet
sich Vanadium bei folgenden Ascidien: Ascidia mentula, A.
fumigata, Ciona intestinalis, Diazona violacea. Fur Gynthia
papillosa wage ich es nicht mit Sicherheit zu behaupten. Es
fehlen hier scheinbar auch die charakteristischen Blutzellen,
von denen unten die Rede sein wird. Damit erhalt das Vanad-
vorkommen eine allgemeinere Bedeutung und bleibt nicht als
ein besonderes Kuriosum auf Phallusia beschrankt.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Ascidienblutes
begegnet man sehr verschieden aussehenden Formelementen.

") Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 494 und Bd. 79, S. 215.

*) Die Angaben uber den qualitativen Nachweis des Vanadiums
linden sich in der ersten Mitteilung. Handelt es sich um sehr minime Blut-
mengen, wie z. B. bei Diazona, so mu man sich beim makrochemischen
Nachweis daraut beschréanken, das Vanadium in der Weise nachzuweisen,
dal man das ganze Tier verascht. Am besten benutzt man dann die
Farbreaktion, welche Vanadverbindungen mit Pyrogallol und anderen
Phenolen in schwach essigsaurer Losung liefern (cf. erste Mitteilung).
Natlrlich mufR die zu untersuchende FlUssigkeit eisenfrei sein, da Eisen-
salze mit Phenolen &hnliche Farbenreaktionen geben. Eine Reihe der-
artiger komplexen Eisen-Phenolverbindungen, in denen das Eisen maskiert
ist, sind in letzter Zeit von R. F. Weinland und K. Binder studiert
worden (Erste Mitteilung in Berl. B., Bd. 45, S. 148). Mdglicherweise
handelt es sich bei Vanadsalzen' um analoge komplexe Verbindungen.
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Es finden sich nicht nur Differenzen hinsichtlich der Gestalt
der Blutzellen bei den soeben angefiihrten Arten, sondern auch
das Blut ein und derselben Art fihrt verschiedene Zellen. So
sind z. B. im Blute von Phallusia zum mindesten zwei Haupt-
typen von Blutzellen zu unterscheiden. Ich habe vergeblich
in der zoologischen Literatur nach genaueren Angaben gesucht.
Was dartber zu finden ist, befriedigt nicht. Im Hinblick auf
das interessante VanadVVorkommen dirfte sich eine eingehendere
histologische und physiologische Untersuchung gewil3 lohnen,
die ich kompetenteren Beobachtern lberlassen muf3. Die fol-
genden Notizen sind vielleicht geeignet, einige Anhaltspunkte
zu geben.

Wie soeben erwahnt, erkennt man im Blute von Phallusia
mamillata mindestens zwei deutlich voneinander abweichende
Zellformen. Ob zwischen diesen auch Ubergangsformen exi-
stieren, vermag ich nicht zu entscheiden. Das eine sind runde
oder elliptische Zellen von gréRerem Durchmesser; die andere
Art der Zellen durfte man am besten als «Maulbeerformen»
bezeichnen. Sie scheinen aus einzelnen Granula zusammen-
gesetzt.  lhre Struktur wird noch deutlicher, wenn man
eine Spur Ammoniak unter das Deckglas flieBen 1alRt oder den
Bluttropfen einen Augenblick tber eine offene Ammoniakflasche
hélt. Die Maulbeere 16st sich dabei gleichsam in die Einzelnen
Beeren auf und farbt sich bald grinlich-braun beim volligen
Zerfall. Diese maulbeerformigen Zellen lassen sich im Blute
aller obenerwahnten vanadfiihrenden Ascidien wiedererkennen
und haben in frischem Blute meist eine leichte, grinliche
Farbung. Bei Ascidia fumigata sind sie intensiv grtnlich-gelb,
so dall das Blut selbst diesen Farbton aufweist.

Die maulbeerarligen Blutzellen—am typischsten und leich-
testen zu erkennen sind sie bei Phallusia m. — verdienen insofern
besonderes Interesse, als sie ohne Zweifel die Trager der
VanadVerbindung wie auch der freien Schwefelsdure sind.

Bisher ist es nicht gelungen, die zwei erwadhnten Zell-
typen mechanisch voneinander zu trennen, um eine gesonderte
makrochemische Untersuchung zuerméglichen. Im nachstehenden
glaube ich jedoch die eben geduRerte Ansicht mit Hilfe mikro-
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chemischer Reaktionen begrinden zu kénnen. Zu diesem Zwecke
sei daran erinnert, dal} bei der Hdmolyse der abzentrifugierten
Blutkdrperchen des Phallusiablutes durch destilliertes Wasser
eine stark sauer reagierende, braune Flussigkeit erhalten wird,
die die VanadVerbindung in genuiner Form enthdlt. Diese
friher (cf. zweite Mitteilung) kurzweg als «braune Ldsung»
bezeichnete Flissigkeit ist auRerordentlich unbestandig, da alle
oxydierend wirkenden Substanzen die VanadVerbindung unter
Farbenénderung und Denaturierung in eine hohere Oxydations-
stufe Uberfiihren. Diese Eigenschaft der Vanadverbindung lait
sich nun dazu benutzen, sie in der Zelle mikrochemisch nach-
zuweisen. Mit den sonstigen Oxydationsmitteln gelingt dies
nicht oder nicht sicher; zum Teil wohl, weil dieselben nicht
in die Zelle eindringen, zum Teil aber auch, weil ein UberschuR
des oxydierenden Agens wieder Entfarbung der Vanadverbindung
bedingt und eine genaue Dosierung wohl kaum angangig ist.

Dagegen eignet sich vorzuglich die Osmiumsdure zum
mikrochemischen Nachweis. Wie prompt die genuine Vanad-
verbindung damit reagiert, zeigt sich beim Zutropfen einer
etwa einprozentigen Osmiumsaurelésung zu der «braunen LO-
sung». Es tritt momentan eine wechselseitige Umsetzung ein
unter gleichzeitiger Abscheidung schwarzer, niederer Oxydations-
stulen des Osmiums. L&BRt man nun zu einem frischen, unter
dem Deckglas befindlichen Blutpraparat vorsichtig Osmiumséure
zuflieRen, so beobachtet man im selben Moment eine tief-
schwarze Farbung samtlicher maulbeerformiger Blutzellen.
Besonders hervorzuheben ist diese momentan eintretende
Schwaérzung. Die anderen, runden Blutzellen bleiben dagegen
ungeféarbt oder werden hochstens allmahlich etwas grau, wohl
infolge ihres Gehalts an Fetten oder fettdhnlichen Substanzen.

Hierbei ware zu erwahnen, daB auch Jodlosung (J, JK-
Ldsung) zur Charakterisierung der Maulbeerzellen benutzt werden
kann. Sie werden dadurch sehr schnell tiefdunkel gefarbt, doch
nehmen auch die runden Zellen ziemlich bald Jod auf, so daf
die Unterschiede unsicher werden. Die Anwendung von Os-
miumsaure ist entschieden vorzuziehen.

Mit Hilfe in die Zellen eindringender Indikatoren laf3t sich
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weiter feststellen, in welchen der geformten Elemente die freie
Schwefelsdure lokalisiert ist. Es sind dies wiederum die niaul-
beerférmigen Vanadzellen, wie dies schon aus friher an-
gedeuteten chemischen Griinden zu erwarten war. Figt man in
Meerwasser gelostes Neutralrot zu einem frischen Blutpréaparat,
so farben sich die Maulbeerzellen intensiv violettrot. Die anderen
Zellen nehmen dagegen einen gelbbraunlichen Farbton an, wie
er fur die nahezu neutrale Reaktion des Seewassers charakte-
ristisch ist.

Noch schonere Resultate erhalt man mit Methylrot.l) Der
Indikator farbt das Seewasser resp. das Blutplasma gelb; wahrend
er, in die Maulbeerzellen eingedrungen, sofort in tiefrot umschlagt.
Auf diese Weise sind dieselben aufs schérfste von .den runden
Zellen zu unterscheiden, die nicht oder kaum geféarbt werden,
da der Indikator in sie Uberhaupt nicht einzudringjen scheint.

Ohne Zweifel wird das Vanadvorkommen noch bei vielen
anderen Ascidien konstatiert werden. In erster Linie durften
jene Arten in Frage kommen, bei denen Gber Farbenénderungen,
speziell beim Verletzen oder Absterben, in blaugrin oder blau-
schwarz berichtet worden ist, und wofir zum Teil Spekulationen
uber Melanose oder reduzierende Fermente geltend gemacht
worden sind. Sie werden durch die leichte Veranderlichkeit
von VanadVerbindungen ihre Erklarung finden. — DaR nebenbei
auch Allgemeinfarbungen der Tiere infolge besonderer Pigmente
Vorkommen koénnen, ist selbstverstandlich nicht ausgeschlossen.
Ich erwéhne dies in Anbetracht einer soeben erschienenen Arbeit
von Herdmann Uber Diazona violacea.2) Diazona violacea aus
dem Golf von Neapel ist frisch gedredscht so gut wie farblos,
hdchstens konnte man eine Andeutung einer graugrinlichen
Farbung gelten lassen. Das Tier halt sich speziell im Sommer
sehr schlecht im Aquarium und schon nach kurzem Aufenthalt

) Methylrot oder p-Dimethylamino-azo-benzol-ortho-carbonsdure
wurde von S. Palitzsch zur Messung der Wasserstoffionenkonzentration
vorgeschlagen. Der Mel3bereich des Indikators liegt zwischen pjj = 1,2
bis pH = 6.3. cf. Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 131 (1913).

*) W. H. Herdmann, Diazona violacea in Spolia Runiana Linnean’
Sue. Journ. (Zoology), Vol. 32, May 1913.
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beginnen die Tiere griinlich zu werden und besonders die In-
gestionsolfnungen nehmen die charakteristische blaugriine Farbe
der verénderten VanadVerbindung an. Die Farbung kann bei
den geringen Blutmengen der kleinen Tiere selbstverstéandlich
nicht so intensiv sein, wie es z. B. der Fall ist bei absterbenden
Phallusien. Wie eingangs gezeigt, gehort Diazona zu den vanad-
fuhrenden Ascidien. Bei tier von Herd mann beschriebenen
Varietat: Diazona-hebridica-violacea soll Gberdies auch ein
alkoholl6sliches griines Pigment Vorkommen, wofiir er den
Namen «Synthetin» einflhrt.

Im Anhang sei noch auf die stark rotgelb geférbten
Pigmentzellen des Blutes von Ascidia mentula hingewiesen, die
sich namentlich in den feineren Blutkapillaren anhdufen und
die rote Farbung der Tiere bedingen. Diese Zellen scheinen
wie aus Schollen zusammengesetzt und erinnern auferlich an
die Maulbeerzellen, doch werden sie weder von Osmiumsaure
noch von Methylrot gefarbt. Neben ihnen finden sich im Blute
die typischen Maulbeerzellen und die runden Zellen.

Das Pigment der roten Zellen ist auf3erordentlich bestandig
und hat vor allem keinen Lipoidcharakter, da es absolut un-
I6slich ist in allen organischen Solventien, ebensowenig auch
in Wasser. Verdinnte Alkalien machen die Farbung etwas
dunkler, verdiinnte Sduren bedingen eine Farbenanderung in
hellgelb. Durch langere Einwirkung verdinnter Suren scheint
das Pigment langsam in LOosung zu gehen und durch Alkalien
wenigstens teilweise ~ieder geféllt zu werden. Manches schien
daflir zu sprechen, dal3 die eigentimlichen Pigmentzellen Um-
wandlungsformen der Vanadzellen seien und um dies zu be-
weisen, wurde versucht, dieselben von den anderen Form-
elementen zu trennen, was jedoch nicht gelang. Es wurden
dann stark mit Pigmentzellen beladene Gewebe langere Zeit
mit destilliertem Wasser gewaschen, um dadurch die Vanad-
zellen zu hamolvsieren und die Vanadverbindungen zu entfernen.
Die so behandelten Gewebe geben noch deutlich Vanadreaktion
beim Veraschen. Trotzdem ist dieses positive Resultat nicht
einwandsfrei genug und die Natur des roten Pigments bleibt
somit vor der Hand noch ungeklart.



