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BIOAOTIKH XHMEIA. — Beitriage zur Natur der Proteine von Seetie-
ren. | Mitteilung. Biochemische Untersuchungen iiber die rote Hi-
weissfaden der Actinie Adamsia, von Anast. A. Christomanos*.
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Die in Symbiose mit den Eisiedlerkrebsen lebenden Actinien, und zwar
der Art Adamsia Rondeleti, welehe im Euboesischen Meerbusen in einer
Tiefe von iiber 15 Meter zu finden sind (Fig. 1), produzieren wenn gereitzt,
ein fadenartiges Sekret, welches
in der Mehrzahl der Fille eine
rosarote bis violettrote Farbe be-
sitzt. Dieses Sekret wird haupt-
sdchlich aus der Schlundéffnung
herausgespritzt, aber auch aus
zahlreichen Offnungen, welche
nahe der Dbasalen Anhaftung-
scheibe des Actinienkorpers sich
befinden, ausgestossen. Nicht alle
Actinien  produzieren gefirbte
Fiaden. Manche produzieren weiss-
gelbliche Faden. Das Verhiltnis
rot zu weiss war, bei den von
mir aufgefischten Aectinien, gleich
4598

Die biologische Bedentung

Fig. 1. - Actinie Adamsia auf einen Schnecken-

. - = 5 ; gehaiise.
dieser Faden ldsst sich dahin-

gehend zusammenfassen, dass man in ihnen Fang-und Nesselwerkzeuge er-
blickt, durch die die Aectinie! ibre Nahrung fingt bzw. lihmt®. Es sei darauf
aufmercksam gemacht, dass die Angelkoder welche von den Actinien ver-
schluckt werden, vollkommen mit diesen Fiden iiberdeckt sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, einesteils das Studium der Na-

“ANAET. A. XPHETOMANOX : SopBoAxi gig TAv peAérnvy tiig QUCENS TOV TROTEIVAV ThV
garxaciav tohav. "Avaroivacis A'. Biognuixai gpevveat nepl OV EpLBPLV MPOTEIVIRAV RAWGTOV TOV
sntiviov Adamsia.

\ W. Kiikenthal, Hand. der Zoolog. Bd. 1 S. 770-824. Berlin 1923-1925.
* Ch. Richet, Compt. rend soc. Biol. Vol. 55 Paris 1903.
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tur des rotvioletten Farbstoffes der Actinienfiden, anderenteils die Hrfor-
gschung der Zusammensetzung des Fibrinartigen Biweisskorpers ans welchen
die Faden aufgebaut sind.

BEs ist seit dem Altertum bekannt, dass die Meeresschnecke Murex
Brandaris in ihrver Hypobranchialdriise eine farblose Farbstoftvorstuffe un-
bekannter Zusammensetzung fiihrt. Diese Vorstuffe wandelt sich bei Belichtung
in einen rotvioletten Farbstoff um. Nach Friedlinder' ist dieser Farbstofl

der Murex Brandaris als 6-6" Dibromindigo identifiziert worden.
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Iis ist ebenfalls bekannt dass auch andere Meeresschnecken in ihver
Hypobranchialdriise dhnliche violettrote Farbstoffe von mehr oder weniger
unbekannter Zusammensetzung fithren. Im Murex 7runculus soll sich noch
ein anderer, dem 6-6" Dibromindigo verwandter Farbstoff von mehr rotvio-
lettter Farbe vorfinden, welcher nach Friedlinder als ein N-N" Dimethylde-
rivat des ersteren aufgefasst wurde. Diese Hypothese hat sich analytisch
nicht beweisen lassen ®.

Analysen des Farbstoffes der Schnecken Purpura Aperta ond Purpura
Lapillus’ haben es sehr wahrscheinlich gemacht, dass es sich bei ihnen um
einen vom 6-6" Dibromindigo verschiedenen, aber ihmverwandten Koérper han-
delt. Ndhere Angaben werden nicht gemacht. Es liegen aunch keine dies-
beziigliche Spectroskopische Untersuchungen vor. Was den roten bis rot-
violetten Actinienfidenfarbstoff anbetrifft, und die Natur der Proteine dieser

Faden, haben wir keine entsprechende Literaturangaben finden koénnen.

METHO® DI K

Fiir unsere Versuche wurden die rotvioletten IFiden einer Anzahl von

Actinien gesammelt, und in Chloroformhaltigen destilliertem Wasser bei ca

! Ber. der. Deut. Chem. Gesel. 1909, S. 765.

? Murexr trunculus, Purpura haemostoma, Purpura aperta. aus Mexico, und Purpura
lapillus aus der Felsenkiiste des Atlantischen Ozeans.

* Berichte der Deut. Chem. Gesell. 1909, S. 765.

* P. Friedlinder, Ber. der Deut. Chem. Gessell. 1922, S. 1655.
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3°-5° anfbewahrt. Nach Verlauf einiger Tage geht der Farbstoff in Losung,
und es hiterbleiben, nach zwei bis dreimahlige Wasserauslangung, die nun-
mehr zusammengeballte weisse entfirbte Faden zurviick.

Der Farbstoff ist dabei mit einem BEiweisskorper von albuminartigen
Character verbunden, der mit ihm gleichzeitig in Losung geht.

Wir konnten vorlaiifig die Verbindung Farbstoff, Eiweiss nicht trennen,
da wie spiater ausgefiihrt werden wird, jeder Versuch der Trennung des
Albumins bzw. Pseudoglobulins vom Farbstoff, mit einer Entfirbung bzw.
Zersetzung des letzteren einherging.

Die wisserige Losung des Farbstoffes wird nun scharf zentrifugiert,
filtriert, und das klare Filtrat mit der viervachen Menge 96, Alkohol bei
5° versetzt. Nach ca 30 Minuten bildet sich ein rotvioletter Niederschlag
von flockiger Konsistenz. Br wird durch Zentrifugieren getrennt, in wenig
desstilliertem Wasser aufgeldsst, und wieder mit Alkohol gefilit. Der resul-
tierende Niederschlag wird zentrifugiert.

Nun wird der Niederschlag in einige em.® destilliertem Wasser aufge-
16sst, und die klare homogene Losung im Vacuumexcicator eingestellt.
Nach der vollkommenen Trocknung der Lésung im Vacuum, hinterbleibt
ein amorpher gelblichweisser Riickstand, welcher in der freien Luft des
Laboratoriums innerhalb weniger Minuten, sofort nach Zusetzen von einigen
Tropfen Wasser, die rolviolette Farbe annimt, um bei erneuerter Trocknung
wieder in gelb umzuschlagen. Dieses kann beliebig oft wiederholt' werden,
und weisst darauf hin, dass die Farbinderung mit der Hydratation bzw. mit
einer infolge Wasserannahme erfolgenden Umlagerung einer Doppelbindung
in Verbindung steht.

Es ist verfriiht eine Beziehung zwischen dieser Erscheinung und der
Bildung der rotviolleten Farbe der Actinienfiden auns einer farblosen Vor-
stuffe, in der lebenden Actinie finden zu wollen. Jadenfalls ist kein derartig
gefarbtes Sekret in den Zellen der Actinie, nach unseren mikroskopischen
['ntersuchungen gefunden worden.

Die rotviollete wisserige Losung des Farbstoffes, die iiber Monate im
Hisschranck aufbewahrt werden kann®, zeigt mit U. V. bestrahlt eine inten-

! Die Immoniumbasen der Triphenylmethanfarbstoffe zeigen bei Wasserzusatz
oder Entziehung, dhnliche Farbidnderungen, wobei nur auf die dussere Ahnlichkeit
angewiesen werden soll.

* Nach Jingeren Aufbewabhren ist der Farbstoff cinmal durch Alkohol gefillt
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sive blaue Fluorescenz, und weisst ein characteristisches Absorptionspectrum
im sichtbaren Licht auf, indem ein breites dunckles Absorptionsband Dei
5500 f&, und ein viel schwiicheres, in verdiinnten Loésungen kaum sichtbares,
bei ca. 4500 A erscheinen (Fig. 2). Die genauere Analyse im Spectrographi-

schen Photometer er-

D gab ein Maximum bei

5550, und drei kleinerc
bei 4650, 4500 und
4350, (Fig. 3).

Die von Fried-

linder' angegebene Da-

ten der Absorptions-

pectern fiir 6-6" Dibro-
mindigo namlich ein

Fig. 2. - 1. Absorptionspectrum des Actinienfarbstoffes. Absorptionsband  be-

IT. Absorptionspectrum des erhitzten Actinienfarbstoffes. : .
ginnend bei 5960 und

bei 5650 endent, mit einem Maximum kei-5850, und fiir das N-N" Dimethyl-
derivat mit einem Maximum bei 6380, sind vollkommen verschieden von

denen des Actinienfarbstoffes.

[T B B a0 W

Fig. 3. - Spectrophotometrische Absoptionskurve des Actinienfarbstoffes.

nicht meler in destilliertem H,O 16sslich. Ebenso verhilt er sich bei der Electrodialyse.
bei der der Farbstoff mit dem Eiweiss zum grossten Teil ausfillt.
! Der Farbstoff enhdlt kein Fe und ist nicht CO empfindlich.
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Versetzt man die rotviolette Farbstofflosung mit einem Tropfen einer
5°/, HOL oder eciner ebensolcher H,SO, Lésung, so tritt unter Triibung in-
folge Eiweissaussfillung, eine sofortige vollkommene Entfirbung ein.

Durch verdiinnte Alkalien z. B. 1°/, NaOH oder KOH schlagt die
Farbe in Gelb um. Die Gelbfirbung ist bei concentrierten Lésungen stark
ausgesprochen. Dagegen wird der rotviolette Farbstoff selbst von cone. NH,
Losungen nicht verdandert.

Nihere Untersuchungen ergaben, dass die wisserige Losung des Farb-
stoffes erst bei ph 2,97 (in einen Citrat/HOI/NaOH Puffergemisch nach
Sorensen) eine starke Entfirbung zeigt, die bei ph. 1,92 vollstindig wird.

Anderenteils ist der vote Farbstoff noch bei ph 12,36 vollkommen
bestdndig, und schldgt bei hinzusetzen von '/, n. NaOH (ph. 12,93) ins
Gelbliche um, unter gleichzeitigen bemerkbar werdenden Trimethylaminén-
lichen Geruch.

Wird eine wisserige oder eine NH, Losung des Farbstoffes in ein ko-
chendes Wasserbad eingetaucht, so tritt wie beim Alkalizusatz an Stelle der
rotvioletten Farbe, eine intensive Gelbe auf, gleichzeitig macht sich wieder
der Trimethylamingeruch bemerkbar. Eiweiss fillt dabei flockig aus.

Die nach Alkalisierung oder Erhitzen des Farbstoffes crzeugte gelbe
Lésungen zeigen eine vollstindige Anderung des Absorptionspectrums indem
das Band 5550 gintzlich verschwindet, und eine starke Absorption vom
Violett bis fast zum Griin erscheint, (Fig. 2 unteres Spectrum I1).

Es wurden weiterhin orientierende Versuche mittels der Papierchroma-
tographie zur Bestimmurg der FEiweissnatur des mit dem Farbstoff gebun-
denen Proteins, sowie zur Feststellung der Aminosidurezusammensetzung der
vom Farbstoff ausgelaugten Actinienfiden durchgefiihrt.

Zin diesem Zwecke wurde Filtrierpapier Whatman No 4 verwandt.
Als erster Auslauf wurde Phenol/ Wasser mit NH, und KCN gebraucht.
Die zweite Dimension wurde mit einem Gemisch von Pyridin/Amylalkohol

Wasser auslaufen, gelassen').

' Wir konnten die von KEdman empfohlene Pyridinmischung (Expos. Annuels
Biochim. Medic. Onziéme Ser. 1950) nicht als gebranchsfihig betrachten, da nach dem
von IThm angegebenen Mengeverhiltnissen stets eine Entmischung eintratt. Wir ge-
brauchten mit ausgezeichneten Resultaten folgende Mischung: Pyridin 80, n- Amylal-
kohol 70, Aethylalkohol 35, und Wasser 60 Teile. Diese Liésung ist in gut schliessen-
den Flaschen lange haltbar,und weisst ein ziemlich gutes Auflésungsvermogen fiir die

Aminosduren.
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Das Chromatogramm der wisserigen Farbstofflosung zeigt das Vorhan-

densein von Peptiden und einzelnen

Aminosduren unter denen die (Gluta-

minsidure quantitativ, nach der Intensitit der Ninhydrinreaction zu urteilen,

vorangeht.

Nach Hydrolyse des IFarbstoffeiweisskomplexes mit der fiinfachen Menge

Fig. 4.~ Hydrolysat des Albuminfarbstoff-

komplexes.

cone. HClI imgeschlossenen
Rohr auf 100°, und nach
vollstindiger Abdampfung
der Siure, zeigten die mit
diesen Hydrolysat angefer-
tigten Chromatogramme das
Vorhandensein, in quantita-
tiv absteigender Folge, die
folgenden Aminoséiuren (Fig.
4). Asparaginsidure, Gluta-
minsdure, Tryptophan, Leu-
cin, Glykokoll. Valin, Tyro-
sin, Threonin, Alanin, Lysin,

Arginin.

Das nach Versetzen der roten wisserigen Farbstofflosung mit C,H,OH

(siehe oben) entstehendes farbloses alkoholisches Filtrat zeigte chromatogra-

Fig. 5.~ Alkoholiseher Extract des Actinienfarbstoffes.

phisch in quantitativ absteigender Reihenfolge, folgende Aminosiduren (Fig.

5) Asparaginsiure, Glutaminsdure, Leuein, Valin, Arginin, Lysin, Histidin,
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Serin, Glykokoll, Alanin,
Tyrosin, und Petramethylam-
moniumhydroxyd oder Te-
tramin genannt, welches als
Curareartig wirckendes Gift
bekannt ist, und von Acker-
man zuerst aus den Actinien
Be-

fund ist insofern interessant

isoliert wurde. Dieser
da dadurch die Anwesenheit
dieses Actiniengiftes chro-

matographisch  festgestellt

W ,
urde 1. Tryptophan
Das Tydrolysat der Gt
& < 3. Valin
vom Farbstoft ausgelaugter i
= 5 Prolin
6. Arginin

Actinienfiaden ergab chroma-

tographisch folgenden Aminosiurengehalt :

Jysteinsdure, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Glykokoll,

Alanin, Histidin, Threonin, Serin,
ptophan (Fig. 6), Hydroxylysin, und
eine nicht indentifizierte Aminosinre.
Was den Ort der Bildung dieses
Fibrinartigen Fadensekretes anbe-
langt, so sind wir geneigt diejenigen
Zellen des hohen cylindrischen Kpi-
thels die sich an dem basalen BEnde
des Actinienkérpers befinden, als
die specifische Productionszellen an-
zunehmen (Fig. 7).
Fig. 7. - B=Bindegewebeartiger Schlauch
mantel der Actinie.
R = Sekretionsrohre mit Fadensek ret.
a, a', m = Eizellen.
¢,-¢’ = Drilsengewebe.
d = Bindegewebsfortsites.

Ideeler Liéngschnitt durch einen
Actinienkorper.

Liysin,

e P oy

Arginin,

449

Ay em if

i
5

‘;z’z S

r

Fig. 0. - Hydrolysat der Proteinsubstanz der roten

Actinienfiden,

7. Lysin 13. Nicht feststellbar
8. Histidin 14. Hydroxylysin ?
a. Alanin 15. Glutaminsaiire
10. Threonin 10, Asparaginsaiire
11, Serin 17. Cysteinsaiire

12. Glykokoll 18, Tetramin

Valin, Leuecin,

Prolin, Try-

Tyrosin,
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Wir haben mikrophotographisch festtellen konnen, das bestimmte Teile
dieses Epithels, mit Himatoxylin/BEosin Firbung, bzw. nach (viemsa, sich

stark firbende Granula enthalten (Fig. 8), welche wahrscheinlich die Vorstuffe

Fig. 8. - Sekretionszellen enthaltend dunckel gefarbte Granula. (Fadensekret ?).

der Proteine des Actinienfadens darstellen. Das sich auf diesem Wege bil-
dende Sekret wird dureh Zusammenziehung des Actinienkorpers aus den

zwisclien den Zellen sich befindende Lmmina, und zwar durch Offnungen am

Fig. 0. - Lingschnitt des Actinienschlauches gefiillt mit Sekret.

Schlauchartigem Korper der Actinien nach aussen ausgepresst (Fig. 9).
In Anbetracht des ziemlich einfachen Koérperbaus der Aectinien miissen

diese von Richet beschriebene Nessel bzw. Curareartige Wirkung tragende
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Actinienfiden eine nicht zu iibersehende biologische Bedeutung besitzen,
zumal ihre rote Farbe in einer Meerestiefe von ca. 15-30 Meter sehr gut

wahrnehmbar ist.

ZUSSAMMENFASSUNG.— Der mit einem Albumin verbundene rotviolette
Actinienfarbstoff zeigte bei der Spectrophotometrische Absorptionsanalyse
ein intensives breites Absorptionsband neben der Linie D mit einen Maxi-
mum bei 5550 und drei kleinere bei 4650, 4500, 4350. Es kann sich nicht
um ein 6-6" Dibromidigo handeln. Durch Trocknung der wisserigen Farb-
stofflosung entsteht ein gelblichweisses Pulver, welches bei Wasserzusatz
sofort die rote Farbe wieder aufnimmt. Dieser Vorgang kann beliebig oft
wiederholt werden. Durch Erhitzen der Farbstofflosung wird diese zersetzt,
es tritt eine Verdnderung des Spectrums ein, und es fillt Eiweiss aus. Die
chromatographische Papieranalyse ergab, dass der Farbstoff an einen Albu-
min bzw. Pseundoglobulin gebunden ist, (I16sslich in destilliertem Wasser)
das vorwiegend grosse Glutaminsdure und Asparaginsiuremengen neben an-
deren Aminosiduren enthilt.

Weiterhin wurde festgestellt, dass das Eiweiss der Actinienfiden aus
mindenstens 17 Aminosiuren aufgebaut ist. Es sei auf die quantitativ hohe
Mengen von COysteinsdure, Asparaginsinre und Glutaminsdure hingewiesen.

Im alkoholischen Extract des Farbstoffes, wurde chromatographisch

Tetramethylammoniumhydroxyd festgestellt®.
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* Wir mochten hier unseren herzlichen Danck Herrn C. Alexopoulos und Frl.
Buthymiou aussprechen, fiir die Uberlassung des Spectrophotometers und Hilfeleisstung
bei den diesbeziiglichen Messungen.
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BIOAOTIKH XHMEIA. — Beitrage zur Kenntnis der Natur der Proteine
von Seetieren, Mitteilung Il. Vorliufige Bemerkungen zur Auto-
lyse der Muskelproteine von Pagellus Erythrinus, von Anast.

A. Christomanos*. "Averowvoddn 110 tod %. [ewoy. Touxeipoylov.

Im Verlauf einer grosseren, nicht abgeschlossener Untersuchung, haben
autolytische Versuche in CO, Atmosphire mit Muskel des Pagellus Ery-
thrinus und Fractionierung des Autolysates mittels Trichloressigsiure und
Phosphorwolframsaiivre in verschiedenen Zeitabstdnden, bestimte Gesetzmis-

sigkeiten des gegenseitigen Vehiltnisses dieser Fractionen ergeben.

METHGODIIK

Die Versuche wurden so ausgefiihrt dass 2-3 gm. des zu autolysieren-
den Muskelfleisches, in ein Citrat/ HCl Puffergemich in Chloroformwasser,
(unter Beibehaltung aller aseptischen Kautelen), von ph 4,5 und bei 37°-38°
eingestellt wurden.

Am Anfang des Versuches wurde chemisch reines CO, hindurchgeschickt,
und auf einen Druck von 30-40 mm. Hg. reguliert.

Gleich am Anfang des Versuches, und in verschiedenen Zeitabstinden
dannach, wurden dem Autolysat Proben entnommen.

Die Proben, ca. 2-3 em’, warden srharf centrifugiert und das Centri-
fugat durch Filterpapier Schleicher und Schiill No 602 filtriert.

Im klaren Filtrat wird der Gesamt N-Gehalt nach Kjeldahl bestimmt.

* ANAXT. A. XPHETOMANOX : XupBoAai eig tnv perétnv tig picews 1OV Mpateiviv Bax-
Azaoiav oav. "Avaxroivacic B'. MpdSponct nxpxtnprcels nepl Tig adroddcens Thv PUTrAV TpaTEl-
vév tod Pagellus Erythrinus, Mbgivi,



