
122 Br6ves communications - Brevi comutficazioni [EXI'ERIENTIA VOL. XV/3] 

Normal  Larvae Obtained from Dark Fragments  
of Centrifuged Ciona Eggs 

The  unfer t i l i zed  Asc id i an  eggs, if d e p r i v e d  of t h e i r  sur-  
r o u n d i n g  m e m b r a n e s ,  c a n  b e  b r oken ,  b y  a p p r o p r i a t e  
cen t r i fuga l  forces, i n to  two or  more  f r a g m e n t s  x-3, wh ich  
are  qu i t e  d i f fe ren t  in  t h e i r  morpho log ica l  a n d  chemica l  
s t ruc tu re .  W h e n  two  f r a g m e n t s  a re  o b t a i n e d  f rom t he  
same  egg, one is c lear  a n d  t h e  o t h e r  p i g m e n t e d ;  t h e  c lear  
f r a g m e n t  is sma l l e r  t h a n  t h e  d a r k  one. B o t h  t y p e s  of 
f r a g m e n t s  c an  be  fer t i l ized;  in  p rev ious  e x p e r i m e n t s  w i t h  
Ciona intestinalis eggs, on ly  t he  p i g m e n t e d  f r a g m e n t s  
were able  to  deve lopL  I n  Ascidia malaca, however ,  b o t h  
k inds  of f r a g m e n t s  deve loped  2, a l t h o u g h  l a rvae  were  n e v e r  
o b t a i n e d  f rom e i t h e r  t y p e  of f r a g m e n t s .  These  fac t s  were  
i n t e r p r e t e d  as r e su l t i ng  f rom t he  absence  (in Ciona) or 
presence  (in A. malaca) of c e r t a i n  s u b s t a n c e s  in  t h e  c lear  
or in  b o t h  f r a g m e n t s  respect ively '° ;  no  sugges t ions  how-  
ever  were m a d e  a b o u t  t he  n a t u r e  of such  subs t ances .  

I n  new  c e n t r i f u g a t i o n  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  v i rg in  eggs 
of Ciona, r e su l t s  were  o b t a i n e d  w h i c h  c a n  be  s u m m a r i z e d  
as follows : 

(1) The  c lear  f r agmen t s ,  if fer t i l ized,  do no t  deve lop  a t  
all;  t h e y  are  no t  e v e n  able  to  s egmen t ,  b u t  show a m e b o i d  
modi f ica t ions .  Th i s  a m e b o i d  a c t i v i t y  l as t s  for  some  
hours ,  t h e n  t he  i r a g m e n t s  r e a s s u m e  t h e i r  or ig ina l  spher i -  
cal shape  a n d  degene ra t e .  T h e y  n e v e r  e x t r u d e  po la r  
bodies,  c o n s e q u e n t l y  t h e y  do no t  possess  the  egg nuc leus  
a n d  m u s t  be hap lo id .  As t h e y  c o n t a i n  some l ipid globules,  
t h e y  c o r r e s p o n d  to  t he  c e n t r i p e t a l  p a r t  of t h e  egg. As  t h e  
eggs a s s u m e  d i f f e ren t  pos i t ions  in  t he  cen t r i fuge  tube ,  t h e y  
m a y  be cons ide red  as u n o r i e n t e d  f r agments .  

(2) The  d a r k  f r a g m e n t s ,  on  t h e  c o n t r a r y ,  if fer t i l ized,  
deve lop  in a n o r m a l  way.  Af t e r  t h e  p e n e t r a t i o n  of t h e  
sperm,  t h e y  c h a n g e  t h e i r  spher ica l  shape ,  as n o r m a l  eggs 
do, e x t r u d e  two  polocytes ,  s e g m e n t  typ ica l ly ,  ga s t ru l a t e ,  
and  f ina l ly  give r ise to  sma l l  b u t  c o m p l e t e l y n o r m a l  la rvae .  
The  l a rvae  h a v e  s t r a i g h t  tai ls ,  wh ich  are  morpho log ica l ly  
n o r m a l ;  t h e y  also possess ves icu la r  b r a i n s  w i t h  sensory  
spots ,  a n d  pa lps ;  t h e y  sw im r a p i d l y  a n d  no rma l ly .  Th i s  
r e su l t  was  n e v e r  r e ached  in  t h e  pas t ,  a n d  i t  g ives  a n o t h e r  
i nd ica t ion  t h a t  t h e  unfe r t i l i zed  egg of Asc id i an  m u s t  be  
cons idered  as a t o t i p o t e n t  or  r egu la t i ve  sys tem.  

(3) B y  m e a n s  of some h i s t o c h e m i c a l  reac t ions ,  t h e  na -  
t u r e  of t he  c o n t e n t  of t he  c lea r  a n d  t i le  d a r k  f r a g m e n t s  
was  inves t iga t ed .  T h e  N a d i  r e a c t i o n  a n d  t h e  v i t a l  s t a i n i n g  
w i t h  J a n u s  green  d e m o n s t r a t e  t h a t  t he  m i t o c h o n d r i a  a re  
a b s e n t  in the  c lear  f r a g m e n t s  a n d  p r e s e n t  in  t h e  d a r k  
ones. The  fac t  t h a t  t h e  m i t o c h o n d r i a  are p r e s e n t  on ly  in 
t he  p i g m e n t e d  f r a g m e n t s  w h i c h  deve lop  a n d  give r ise 
to  n o n n M  tadpoles ,  a n d  are  a b s e n t  in  t h e  c lear  f r a g m e n t s  
which  do  no t  deve lop  a t  all, sugges ts  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  
the  m i t o c h o n d r i a  h a v e  a n  i m p o r t a n t  role in  Asc id ian  de-  
v e l o p m e n t  a n d  morphogenes i s .  Such  a sugges t ion  fits in  
w i th  some earl ier  o b s e r v a t i o n s d - L  T he  m o r p h o g e n e t i c  
role of t he  m i t o c h o n d r i a  m i g h t  be  r e l a t ed  to  t h e  e n z y m e s  
w h i c h  are  p r e sen t  in  t h e i r  s t ruc tu re ,  a n d  w h i c h  a re  im-  
p l i ca ted  m a i n l y  in t h e  l i be ra t ion  a n d  u t i l i z a t i on  of t h e  
chemica l  energy.  

1 G. REVERBERI, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 18, 129 (1940). 
2 F. AL~AG~k, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 20, 179 (I946). 
a E. URBAm and L. URBA~I-MISTRUZZI, Pubbl. Staz. ZooL Napoli 

21, 69 (1947). 
4 G. REVER~ERI, in The Beginnings o/ Embryonic Development 

(Amer. Ass. Adv. Set. Publ. No. 48, Washington 1957), p. 319. 
s G. REV~RBEm, Acta embryol, morphoL exper. 1, 12 (1957). 
6 G. ORTOLANI, Acta embryol, morphol, exper. 1, °47 (t958). 
7 R. LA SmNA, Acta embryol, morphol, exper. 2, 66 (1958). 

(4) I f  t h e  m o r p h o g e n e t i c  role of t he  m i t o c h o n d r i a  is 
a d m i t t e d ,  one can  exp la in  w h y  b o t h  f r a g m e n t s  in  A.  ma-  
laca can  deve lop  2. I n  fac t  URBANI a n d  URBANI-I~IISTRUZZI a 
s h o w e d  t h a t  in  A.  malaca b o t h  f r a g m e n t s  r e su l t i ng  f rom 
t h e  c e n t r i f u g a t i o n  of t h e  egg show a pos i t ive  N a d i  reac-  
t ion,  t h a t  is b o t h  f r a g m e n t s  c o n t a i n  m i t o c h o n d r i a .  

G. REVERBERI a n d  R. LA SPINA 

Zoological Institute, University o] Palermo (Italy), No- 
vember 12, 1958. 

Riassunto 

Dei  due  f r a m m e n t i ,  j a l ino  e p i g m e n t a t o ,  o t t c n u t i  per  
cen t r i fugaz ione  da lFuovo  verg ine  di  Ciona intestinalis, 
solo il f r a m m e n t o  scuro  ~ capace  di sv i luppars i .  Da  esso 
p u b  ave r s i  u n a  l a r v a  c o m p l e t a m e n t e  no rma le .  Ques to  
r i su l t a to  6 sp iega to  a t t r i b u e n d o  u n  va lore  mor fogene t i co  
ai m i t o e o n d r i  che  sono p re sen t i  e s c l u s i v a m e n t e  nel  I r am-  
m e n t o  scuro.  

( 3 b e r  d i e  W i r k u n g  

von Elastase auf die Blutger innung 

Die v o n  BAL6 u n d  BANGA e n t d e c k t e  E l a s t a se  1 k a n n  
unseren heutigen Kenntnissen nach als ein eiweiI3spalten- 

des F e r m e n t  b e t r a c h t e t  werden ,  dessen  spezif isches Sub-  
s t r a t  das  E la s t i n ,  e in  Eiweiss  de r  e l a s t i s chen  Fasern ,  ist. 
Die E l a s t a se  is t  ke in  spezif isches E n z y m  u n d  b a u t  ausser  
E l a s t i n  a u c h  a n d e r e  E iwe i s sk6rpe r  ab :  d e n a t u r i e r t e s  H~i- 
moglob in ,  S e r u m - A l b u m i n ,  K a s e i n  u n d  gewisse s y n t h e -  
t i s che  S u b s t r a t e  2. D a  diese S u b s t r a t e  a u c h  d u r c h  T r y p -  
s in  a b g e b a u t  werden ,  das  die B l u t g e r i n n u n g  d u r c h  Akt i -  
v i e r u n g  des P r o t h r o m b i n s  f6 rde r t  3, lag es n a h e  zu pri ifen,  
ob  a u c h  die E l a s t a se  die B l u t g c r i n n u n g  bee inf luss t .  

W i r  h a b e n  fr isches Z i t r a t -  oder  O x a l a t b l u t ,  m e n s c h -  
liches, tRinder-, Schweine-  u n d  I ( a n i n c h e n b l u t p l a s m a  
u n t e r s u e h t .  F i b r i n o g e n  w u r d e  n a c h  u n s e r e n  V e r f a h r e n  4, 
rohes  P r o t h r o m b i n  n a c h  I~iELLANBY 5 herges te l l t ,  Th ron l -  
bok inase  n a c h  CHARGAFF 6'7, Die E l a s t a se  wurde  m i t  un -  
seren  A d s o r p t i o n s v e r f a h r e n  gewonnenS.% Das  in u n s e r e n  
V e r s u c h e n  g e b r a u c h t e  hel tgelbe,  lyophi le  E n d p r o d u k t  
e n t h i e l t  - gemessen  a n  BANGA'S E l a s t i n  ~0 m i t  e iner  k o m -  
b i n i e r t e n  B i u r e t - F o l i n - R e a k t i o n  u'~2'~8 - 100 E las t a se -  
E i n h e i t e n  (E. E.) p ro  mg. I n  K o n t r o l l v e r s u c h e n  h a b e n  
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wir das kristallinische, dialysierte und lyophilisierte Tryp- 
sinpr~iparat einer d~nischen Firma t~ angewandt. 
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Die Gerinnungszeit wurde bei Zimmertemperatur auf 
Grund des Auftretens yon Fibrinf~den auf Ttipfelplatten 
mit  Stoppuhren gemessen. 

\Vir haben bei den Vorversuchen beobachtet, dass die 
Elastase ~hnlich dem Trypsin die Rekalzifikationszeit  
verschiedener BIutplasmen in betr~chtlichem Masse zu 
verkiirzen fShig ist. In folgenden Versuchen haben wir 
festgestellt, dass das Enzym seinen gerinnungsf6rdernden 
Einfluss auf Blutplasma unter bestimmten Konzentra- 
tionsgrenzen auch in Abwesenheit yon Kalzium besitzt. 

Man bekommt die kfirzesten Gerinnungszeiten oder die 
relativ h6chsten ThrombinaktivitAten bei einer Elastase- 
konzentration yon 30-.35 E. E. je ml Blutplasma. Dagegen 
ist die Elastase nicht f~hig das Fibrinogen in Fibrin um- 
zuwandeln und hat  keinen Einfluss auf die Fibrinogen- 
~Fibrin-Umwandlung, ausserdem 16st sie das Reaktions- 
produkt  auf. Das Enzym l~sst das Fibrinogen bei niedri- 
gen Konzentrationen unver~indert imd zerst6rt es sofort 
bei den fiir die Plasmagerinnung optimalen Konzentra- 
tionen. ~'ibringel bildet sich anch bei Zugabe yon Throm- 
bin nicht mehr. 

Die Elastase wirkt auf den Blutgerinnungsprozess 
durch Aktivierung des Prothrombins. Gibt man verschie- 
dene ~{engen von Eia.stase bei Zimmcrtemperatnr  zu einer 
rohen Prothrombinl6sung und untersucht die gerinnungs- 
f6rdernde Wirkung der aus dem Reaktionsgemisch aus- 
genommenen Proben an gereinigtem ~Fibrinogen, so kann 
man Folgendes beobachten: Bei niedrigen Elastasekon- 
zentrationen gibt es keine Thrombinbildung. Bei einem 
Enzymiiberschuss bildet sich auch kein Thrombin, weil 
Prothrombin, wie auch Thrombin, durch Elastase sehr 
rasch abgebaut werden, In relativ engen Grenzen ver- 
ursacht eine kleine Steigerung der Enzymkonzentration 
die unverh~ttnism~ssig grosse Zunahme der entstehenden 
Thrombinmenge. Eine betr£chtliche Thrombinmenge bil- 
det sich bei diesen Elastasekonzentrationen sehr schnell. 
Die Geschwindigkeit der Thrombinbildung durch Elastase 
(Abb.) entspricht der physiologischen, mit  Kinase und 
K~lzium erzielten Aktivierung, die als Kontrotte durch- 
geffihrt wurde. Das dutch Elastase erzeugte Thrombin 
betr~gt die H~Llfte der mit  Kinase und Kalzium gewon- 
nenen Thrombinmenge. Die optimalen Enzymkonzentra- 
tionen entsprechen etwa 40-50 E,E. je mt des Reaktions- 
gemisches bzw. je 25 mg Eiweiss im Prothrombin. Man 
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muss n~mlieh darauf hinweisen, dass die Optimalkonzen- 
tration yon Elastase entscheidend durch die Eiweiss- 
konzentration der Prothrombinl6sung best immt wird. Bei 
einem hOheren Eiweissgehalt steigt auch die Optimal- 
konzentration. Bei niedrigeren Enzymkonzentrat ionen,  
zum Beispiel 10-20 E.E. je 25 mg Protein, bildet sich zwar 
durch Elastase gleich viel Thrombin wie aus Prothrom- 
bin durch Thrombokinase, die Bildungsgeschwindigkeit 
ist aber sehr niedrig und die Menge des Thrombins sehr 
gering. Bei hSheren Enzymkonzentrat ionen dagegen, 
zum Beispiel 60-70 E.E. je 25 mg Eiweiss, steht der pro- 
teolytische Abbau durch Elastase der Thrombinbildung 
nicht nach und so geht das gebildete Thrombin sehr rasch 
zugrunde. Zwischen den Mengen des Prothrombins, der 
Elastase und des gebitdeten Thrombins besteht eine li- 
neare Beziehung in der Prothrombin-Elastase-Reaktion, 
Verwendet man gr6ssere Mengen yon Prothrombin, so 
bildet sich mehr Thrombin und die Reaktion verbraucht  
mehr Elastase zur Umwandlung. 

Die Reaktion zwischen Prothrombin und Ela~tase ist 
unabh~ngig yon der Gegenwart von Thrombokinase und 
Kalziumionen. Einerseits kann die Elastase das Prothrom- 
bin in filtriertem Plasma leicht in Thrombin umwandeln. 
Anderseits gibt man ins Reaktionsgemisch bei Optimal- 
konzentration der Elastase verschiedene Mengen Throrn- 
bokinase bzw. Kalzium, so hat  Elastase keinen Einfluss 
weder auf die ]3ildungsgeschwindigkeit noch auf die 
l~lenge des entstehenden Thrombins. 

Die sich zwischen Prothrombin und Elastase abspie- 
lende Reaktion hat kein gut definiertes optimales pH. Je 
h6her die Enzymkonzentration ist, desto mehr verschiebt 
sich das optimale pH gegen die saure Seite. Das kann da- 
durch erkl~irt werden, dass der Abbau des Thrombins bei 
h6heren Enzymkonzcntration sowie auch bei alkalischer 
Reaktion schneller ist, 

Die ausfiihrlichc Vcr6ffentlichung soll in dcr Zeitschrift 
Acta Physiol. Acad. Sci. Hung, erscheinen. 

D. BAGDY 

Biochemische A bteilung des Forschungsinstituts ]iir phar- 
mazeutische Industrie, Budapest (Ungarn), 6. November 
7958. 

Summary  

Purified elastase prepared by adsorption on synthetic 
zeolite in proper concentrations causes the coagulation of 
blood. Elastase was found to have no direct coagulative 
action on purified fibrinogen. Its coagulating action is due 
to the fact tha t  it reacts with prothrombin to form throm- 
bin. The reaction between prothrombin and elastase is 
independent of the presence of either platelets, thrombo- 
plastin or Ca-ions. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

A S i m p l e  M e t h o d  f o r  t he  A s s a y  of  C a r b o h y d r a s e s  

Chemical methods for the assay of carbohydrases in 
general are mainly based on the increase in the reducing 
value of the substrates on incubation of the reaction 
mixtures with the enzyme under consideration and can 


