
232 Br~ves communications - Kurze Mitteilungcn EXPERIENTIA NIX/5 

as the glucoside of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid from 
the following evidence. The spot B gave positive reaction 
with Folin-Ciocalteu reagent but not with Arnow reagent 
and ammoniacal silver nitrate. These reactions indicate 
that  the substance in question is not a free o-dihydroxy- 
phenol. 

Ultra-violet absorption spectrum of the eluate from 
spot B was very similar to that  of 3, 4-dihydroxyphenyl- 
acetic acid (Figure 2). 

Accordingly, the eluate from spot B was hydrolysed 
with N-hydrochloric acid at 100°C for 3 h and the hydro- 
lysate was subjected to paper chromatography. As shown 
in Figure 1 (4), two reducing spots were detected. These 
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Fig. 2. Ultra violet absorption spectra of phenol derivatives.--All 
samples were eluted from ehrolnatograms with distilled water altd 
measured with Hitachi Spectrometer Model EPU-~a. Solid line; 
authentic 3,4-dibydroxyphenylaeetie acid, Dotted line; the eluate 

from spot 13. Broken line; authentic protocateehuic acid. 

RI values corresponded to those of 3, 4-dihydroxyphenyl- 
acetic acid and glucose respectively. 

The same result was obtained when the eluate from 
spot B was incubated at 37°C for 30 min with fl-glucosi- 
dase prepared from apricot (Figure 1 (5)). 

These results provided very strong evidence that  the 
substance B was a fl-glucoside of 3,4-dihydroxyphenyl- 
acetic acid. 

In order to know the position of glycosidic linkage, 
substance B was mixed with 2,6-dichloroquinone-4- 
chlorimide in an alkaline solution, following the method of 
GIBBS 4. Indophenol blue was formed instantaneously, 
indicating that  the position para to the phenolic hydroxyl 
group is unsubstituted, that  is, glucose must be bound to 
3, 4-dihydroxyphenylacetic acid by 4-hydroxyl group. 

Therefore, substance B was assumed to be 3-hydroxy- 
4-O-(fl-glucopyranosido)-phenylacetic acid. 

This substance was found abundantly in the oviduct of 
the mature female locust and white ootheca just after 
laying but hardly detected in immature female locust and 
coloured ootheca. 

Rdsumd. J 'a i  d6montr6 dans l 'abdomen de la locuste 
femelle matur6e, Locusta migratoria, l 'existence d 'une 
nouvelle substance diph6nolique conjonctive. A l 'aide de 
techniques chromatographiques sur papier, j 'a i  constat6 
que sa substance est identique/~ la 4-O-fl-glucoside d'acide 
3, 4-dihydroxyphfnylac6tique. 

S. TOMINO 

Department o~ Biology Faculty o/ Science, Tokyo Metro- 
politan University, Tokyo (Japan), December 17, 1962. 

4 H. D. GIBBS, J. biol. Chem. 72, 649 (1927). 

Submikroskopische  Struktur von Vanadocyten. 
Ein Beitrag zur Vanadin-Anhiiufung bei 

Tunicaten 

IC{ENZE 1 land im Blut der Ascidie Phallusia mamillata 
Cuvier grfinliche, maulbeerf6rmige Zellen, die sich durch 
zwei Besonderheiten auszeichnen: Schwarzfiirbung mit  
Osmiumsgure und Farbumschlag des Indikators Methyl- 
rot von Gelb (pH > 6.3) nach Rot  (pH < 3.2). Die 
SchwXrzung beruht auf der Reduktion des OsO, durch 
das in den Zellen angereicherte 3wertige Vanadin; mit  
ihm zu einer hellgrtinen Koordinationsverbindung ver- 
knfipfte SehwefelsAure* ist fiir die Indikatorreaktion 
verantwortlich. Dieser Blutzelltyp wurde von ~VEBB a 
Vanadocyten genannt und gegen die fibrigen im Blut 
vorkommenden Zellarten 4-~ histomorphologisch abge- 
grenzt: d n  freshly drawn blood it has a circular outline, 
though after standing some time, or in fixed material, it 
takes a morula form so that  the outline becomes rosette- 
shaped. I t  is about 8 tz in diameter and contains a number 
(usually 8-10) of inclusions which almost entirely fill the 
cell, leaving only a small space in or near the centre for 
the nucleus, which is slung by bridles from a thin peri- 
pheral layer of cytoplasm ~. 

Das elektronenmikroskopische Bild OsO4-fixierter, ge- 
schnittener Vanadocyten von PhaUusia mamillata (Figur 

1 } 1/isst sich gut mit dem lichtmikroskopischen vergleichen. 
Die Bezirke der Vanadinanhttufung, die wir Vanadophoren 
nennen, zeigen eine besonders hohe elektronenoptische 
Dichte. Sie nehmen im Schnitt eine Flgche yon je 2-6 g2 
ein und entsprechen den lichtmikroskopisch erkennbaren, 
hellgriinen Einschltissen. Neben sehr dichten Vanado- 
phoren kommen stets auch solche gr6sserer Durchl/issig- 
keit ffir Elektronen vor. In diesen wird eine feink6rnige 
Innenstruktur  erkennbar (Figur 2). Der unterschiedliche 
Grad der Dichte kann yon der Schrumpfung der sehr 
empfindlichen Zellen oder auch vom Ausmass der Me- 
tallanh/iufung herriihren. Dass die Absorption der Elek- 
tronen tatsgchlich dutch Vanadin und nicht durch 
Osmium bedingt ist, geht aus Vergleichspr~iparaten her- 
vor, die our mit  Formalin fixiert wurden. Durch das 
Schneiden bedingte Stauchungs- und Vibrationseffekte 
weisen auf eine h6here Konsistenz der Vanadophoren, 
verglichen mit den tibrigen Zellbestandteilen, hin. Die 

1 M. HENZE, Hnppe-Seyler's Z. 86, 340 (1913). 
2 H.-J. BIELIG, ~. BAYER, L. CALIFANO und L. WIRTtt, Pubbl. Staz. 

Zool. Napoli o$, 26 (1953). 
3 D. A. WEBB, J. exp. Biol. 16, 499 (1939). 
4 W. C. G~.ORr.E, Quart. J. mieroscop. Sci. 81, 391 (1938/40). 
5 M. Az~IA, Ann. Inst. oc~anographique 17, 1 (19;~7/38). 

R. ENDEAN, Quart. J. microscop. Sci. 101, 177 (1960). 
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V a n a d o c y t e n  s ind d u r c h  ein S y s t e m  ag ranu lg r e r  Cyto-  
m e m b r a n e n  g e k a m m e r t ,  die die V a n a d o p h o r e n  al lsei t ig 
u m g e b e n  u n d  gegen den  m e i s t  zen t r a l  ge legenen Zel lkern  
abgrenzen .  Biswei len  f inde t  s ich n e b e n  Kern  und  V a n a d o -  

Fig. 1. Zellen aus punktiertem Blut yon Phallusia mamillata Cuvier: 
Zwei Vanadocyten mit unterschiedlich dichten Vanadophoren. - 
Elektronemnikroskopiscb: 5000fach; Figur: 1500nfaeh (Pr/iparat: 

2710-11 [62). 

p h o r e n  noch  eine grosse Vakuole .  A n d e r s a r t i g e  B lu tze l l en  
m i t  zah l re ichen ,  op t i sch  leer  e r s c h e i n e n d e n  V a k u o l e n  
(Figur  1, l inker  B i ld rand)  f / i rben sich, wie wir  im N a t i v -  
p r / ipa ra t  fes tges te l l t  h a b e n ,  weder  m i t  OsO 4 schwarz ,  
noch  m i t  M e t h y l r o t  rot .  

E ine  wei tere  Tun ica te ,  Clone  intest inal is  L., e n t h / i l t  
ebenfa l ls  V a n a d i n  3,7, a l l e rd ings  in wesen t l i ch  ge r inge re r  
Menge als Phal lus ia  mamil lata .  V a n a d o c y t e n  sollen h i e r  
n a c h  l i c h t m i k r o s k o p i s c h e n  u n d  h i s t o e h e m i s c h e n  U n t e r -  
s u c h u n g e n  n i c h t  v o r k o m m e n 3 .  Da  wir  abe r  in  B lu tze l l en  
dieser  A r t  e m i s s i o n s s p e k t r o g r a p h i s e h  V a n a d i n  festge-  
s te l l t  h a b e n  8, e r h o b  sich die Frage ,  ob  das  V a n a d i n  n i c h t  
i n d i r e k t  d u r c h  die A n w e s e n h e i t  y o n  V a n a d o p h o r e n  n a c h -  
gewiesen w e r d e n  k a n n ,  n a c h d e m  es wegen  se iner  ge r ingen  
K o n z e n t r a t i o n  {ca. 1/15 des G e h a l t e s  der  B lu tze l l en  v o n  
Phal lus ia )  oder  wegen  des  Vor l iegens  in e iner  h 6 h e r e n  
~Vert igkei tss tufe  im OsO4-Test  n i c h t  e r k e n n b a r  wird .  

I m  e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n  Bi ld  v o n  C i o n a -B l u t -  
zellen (F igur  3) werden  t a t s / i ch l i ch  Vanadophoren s i ch t -  
bar .  Sie k 6 n n e n  eine ~ihnlich h o h e  D i c h t e  au fwe i sen  wie  
jene  in d en  V a n a d o c y t e n  y o n  Pha l lus ia ,  fiil len a b e r  die 
Zelle in  wei t  ge r inge rem Masse aus,  so class sie h ie r  an -  
n g h e r n d  r u n d  ersche inen .  N e b e n  Zellen, die im S c h n i t t  
n u r  einen V a n a d o p h o r e n  aufweisen,  g ib t  es a n d e r e  m i t  
m e h r e r e n  V a n a d o p h o r e n  y o n  r e c h t  u n t e r s c h i e d l i c h e r  
Gr6sse (0.4-2.8 bt Durchmesse r ) .  I n  wen ige r  d i c h t e n  

Fig. 3. Blutzellen aus dem Branehialnetz yon Ciona intestinalis L.: 
Vanadocyten mit  Vanadophoren unterschiedlicher GrOsse, Dichte 
uud Z a h l . -  Elektrouenmikroskopisch: 250{)fach; Figur: 5000fach 

( Praparat : .197n161). 

Fig. 2. Teil eines Vanadocyten gcringer Dichte yon Phallusia: Vana- 
dopboren mit  kSrniger Struktur.  - Elektroneninikrosk(~piseh: 

~0000fach; Figur: 40000faeb (Priiparat: a769/6% 
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V a n a d o p h o r e n  (vgl. F igu r  3, Mit te)  e r k e n n t  m a n  zen t r a l  
gelegene,  meis t  in e iner  R i c h t u n g  a n g e o r d n e t e  F a s e r n  
(F igur  4). Es  e r sche in t  uns  be rech t ig t ,  die V a n a d o p h o r e n  
e n t h a l t e n d e n  Zellen yon  Ciona i~leslinalis, u n a b h ~ n g i g  
von  ih re r  e twas  a n d e r e n  S t r u k t u r ,  ebenfa l ls  als V a n a d o -  
cy t en  anzusehen .  N e b e n  d e m  meis t  exzen t r i s ch  ge legenen 

Fig.  4. Teil eines V a n a d o e y t e n  ge r inge r  Diehte  von  Ciona:  Fein-  
kSrnige  S t r u k t u r  a m  R a n d e  u n d  feinste  F i l a m e n t e  ( lo0 ,~. D u r c h -  
messer)  im zen t ra l en  Bereich yon  V a n a d o p h o r e n .  - E l e k t r o n e n m i k r o -  

~kopiseh:  1500lffach;  F igur :  3t)iH)()fach I P r h p a r a t :  4971/6 l ) .  

Ze l lkern  fa l len in i h r e m  C y t o p l a s m a  zah l re iche  V a k u o l e n  
v a r i i e r e n d e n  V o l u m e n s  auf. P#.RgS 9 b e o b a c h t e t e  l icht -  
m ik roskop i sch  ~ihnliche Zel l typen .  

Herstelh,ng der Priiparate 1U. Das Herz  l ebende r  E x e m -  
p la re  v o n  Phallusia mamillata Cuvie r  wurde  d u r c h  die 
geiSffnete T u n i c a  m i t  e iner  Spr i tze  p u n k t i e r t .  Die sedi- 
m e n t i e r t e n ,  s c h w a c h  g r t inge lben  Blu tze l l en  w u r d e n  d a n n  
in e iner  m i t  Saccharose  be re i t e t en ,  gepuf fe r t en  1% igen 
OsOa-L6sung n a c h  CAULF1F.LD ll bei  4 a f ixier t .  Bei  Ciona 
intestinMis L. w u r d e  der  B r a n c h i a l s a c k  e n t n o m m e n  u n d  
das  abp r l i pa r i e r t e  Ne tz  u n t e r  g le ichen B e d i n g u n g e n  de r  
F i x i e r u n g  un t e rwor fen .  En tw/ i s se r t  wurde  fiber die auf-  
s te igende  Alkoholreihe,  e i n g e b e t t e t  in ein G emi s ch  yon  
B u t y l -  u n d  M e t h y l m e t h a c r y l a t  (7:1 Vol.). Die  Po ly -  
m e r i s a t i o n s t e m p e r a t u r  b e t r u g  60 °. G e s c h n i t t e n  wurde  
m i t  e inem P o r t e r - B l u m - U l t r a m i k r o t o m  ( F i r m a  Serval l) .  
F t i r  die e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n  A u l n a h m e n  s t a n d  ein 
S i e m e n s - E l m i s k o p  I zur  Verff igung.  

Summary. E l ec t ro n mi c ro s o p i ca l  sec t ions  p r e p a r e d  f rom 
b lood  cells of Phallusia rnamillata Cuvier  c o n t a i n i n g  v a n a -  
(line (vanadocy tes )  e x h i b i t  dense  areas  w i t h  c y t o p l a s m a t i c  
c o m p a r t m e n t s ,  wh ich  are  called v a n a d o p h o r e s .  V a n a d o -  
phores  are also found  in the  blood cells of Ciona intestinalis 
L. The  v a n a d o p h o r e s  show a n  i n n e r  s t r u c t u r e  w h i c h  is 
g r a n u l a r  or f i l amen tous  in cha rac t e r .  

H. GANSLER, K. PFLEGER, 
E. SEIFEN, u n d  H. -J .  BIELm 
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Inslilul /iir ~)Iedizinisehe Forschung, Institut [iir Chemic, 
Heidelberg (Deulschland), 21. ,]anuar 1963. 
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Ulteriori  dati sul l 'att ivi th dei derivat i  tr iazinic i  
nelle infezioni  da virus  

I n  p r e c e d e n t i  lavor i  ~-4 sono s t a t i  desc r i t t i  numeros i  
d e r i v a t i  t r iaz in ic i  s immet r ic i  di  cui 6 s t a t a  s agg ia t a  l ' a t t i -  
v i t~  an t iv i r a l e  nelle u o v a  e m b r i o n a t e  e nei  topi  a lb in i  
inocu la t i  con  v i rus  in f luenza l i  t ipo  B ceppo Lee e Craw. 
L ' a t t i v i t ~  a n t i v i r a l e  di ques t i  compos t i  6 s t a t a  s agg ia t a  
anche  nei  con f ron t i  del ceppo  L a n s i n g  del v i rus  polio- 
meli t ico,  del ceppo  Bruxe l les  del v i rus  e rpe t ico  inocu la t i  
per  v ia  i n t r ace r eb ra l e  nei topi  a lb in i  e in p rove  di v i ruc id ia  
in vitro nei conf ron t i  dei s o p r a d d e t t i  v i rus .  

Delle n u m e r o s e  sos tanze  s in te t i zza te ,  s o l t a n t o  a lcune  
si sono d i m o s t r a t e  a r r ive  nei con f ron t i  del la  infez ione da  
v i rus  inf luenzal i  negli an ima l i  da  e spe r i l nen to ;  in pa r t i -  
eolare modo  in te ressan te ,  pe r  toss ic i t~  e at t ivi t&, si 
r i ve l a t a  la 2 -morfo l in i l -4 -amino-s - t r i az ina  (1, Tabe l l a  1). 
In  base  a ques t i  r i su l t a t i  a b b i a m o  ana l i zza to  i r a p p o r t i  
e s i s t en t i  t r a  att ivitS, e s t r u t t u r a  ch imica  di u n a  serie di 
compos t i  t r iaz in ic i  s i lnmetr ic i ,  a v e n t i  in c o m u n e  l ' ane l lo  
morfo l in ico  (Tabella) .  

L ' a t t i v i t g  dei compos t i  nei  con f ron t i  del la  infezione con  
v i rus  in f luenza l i  ~ s t a t a  v a l u t a t a  con  la m e t o d i c a  gi5. 
de sc r i t t a  1-4 che  t i ene  con to  delle d i f ferenze  nel  n u m e r o  
dei s o p r a v v i v e n t i  fra  i g rupp i  degli  an ima l i  t r a t t a t i  ed i 
g rupp i  degli  an i ma l i  di  cont ro l lo  e delle differenze,  t r a  i 
de t t i  gruppi ,  del la  intensitS,  delle lesioni po lmonar i .  I.e 
sos tanze  sono s t a t e  i n i e t t a t e  s o t t o c u t e  sospese in ca rbos-  
s imet i lce l lu losa  a11'1% 2 vol te  al  g iorno  pe r  u n a  s e t t i m a n a ,  
a l la  dose di  140 mg/kg .  

I r i su l t a t i  o t t e n u t i  con  le sos tanze  d a  noi  s tud ia t e ,  ci 
c o n s e n t o n o  di  r i l evare  c h e l a  migl ior  a t t i v i t k  p r o t e t t i v a  si 
r i s con t r a  nei  eompos t i  in cui il g ruppo  - N H  2- 6 l ibero  o 
m o n o s o s t i t u i t o  e l a  posizione 6 l ibera .  
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