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~ B E R  DAS V E R H A L T E N  VON N U C L E O T I D E N  IN E M B R Y O N E N  

B E I  A E R O B I O S E  UND A N A E R O B I O S E  

H E I N Z  T I E D E M A N N  

Heiligenberg [nstitut, Abt. O. Mangold, Heiligenberg, Kr. Ueberlingen, Bodensee (Deutschland) 

Versuche mit Molch- und Hfihnerembryonen zeigten, dass Sauerstoffmangel eine 
St6rung der friihen Embryonalentwicklung verursacht und zu Missbildungen ffihrt. 
B/JCHNER und Mitarbeiter 1 untersuchten eingehend die Abh~tngigkeit der entstehen- 
den Missbildungen yon dem Zeitpunkt, zu welchem der Sauerstoffmangel einsetzt. 
Nach Versuchen yon MANGOLD UND WAECHTER 2 sind auch die einzelnen K6rpermasze 
~iusserlich normal erscheinender Molchlarven, welche in einem sauerstoffarmen Me- 
dium aufgezogen wurden, in verschieden hohem Grade reduziert. 

Vom Beginn der Furchung his zum Ende der Neurulation mit Blaus~iure be- 
handelte Keime zeigten ~ihnliche Missbildungen wie unter O~-Mangel gehaltene. Die 
Molchkeime vertrugen h6chstens eine Blaus~iurekonzentration yon o.5"1o-4 Mol/Liter. 
Bei dieser Konzentration fiberlebten 44% der Versuchskeime. Die fibrigen starben 
im Gastrula- und Neurulastadium, welches sie mit Verz6gerung erreichten, ab. Die 
Atmung dieser Stadien wurde durch 0.5" IO ~ M HCN um c a .  30% gehemmt s. 

Wie andere Embryonen haben auch Molchkeime eine anaerobe Glykolyse 4. Die 
durch Glykolyse gewonnene Energie reicht jedoch in keinem Stadium aus, um die 
normalerweise durch Atmung gewonnene Energie zu ersetzen ~. 

Es ist anzunehmen, dass die Entwicklungshemmung bei Anaerobiose durch 
St6rungen des Stoffwechsels verursacht wird. Ein Einblick in diese Stoffwechselver- 
~inderungen konnte durch Bestimmung der Konzentrationen der Nucleosidpolyphos- 
phate und des anorganischen Phosphates unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
gewonnen werden. Ffir die Versuche wurden Gastrula- und Neurulastadien des Alpen- 
molches verwendet. Es zeigte sich, dass die Keime ausser Adenosinphosphaten auch 
noch andere Nucleosidphosphate in relativ grosser Menge enthalten. Diese Verbin- 
dungen wurden dann aus Htihnerembryonen isoliert und ihre Konstitution ermittelt. 

BESCHREIBUNG DER METHODEN 

Die Gewinnung der Nucleotide erfolgte nach der Methode von LE PAGE 6. Das Ext rak t ionsver fahren  
muss te  jedoch fiir die Aufarbei tung yon Molch- und Froschkeimen etwas modifiziert werden. 

2o0 Keime wurden  mit  Wasser  bzw. HCN-Lbsung gewaschen und mit  6 ml einer auf  - -  io ° 
gekfihlten Mischung yon Wasser/94°/o Alkohol /2o% TrichloressigsAure = I / i / I  im Pot ter-  
E lvehjem-Homogenisa tor  homogenisiert .  Nach dem Zentrifugieren (15': 25,000 x g) wurde der 
Ri ickstand un te r  Kiihlung noch zweimal mi t  je i ml der Trichloressigsiiure-Alkohol-Wasser- 
Mischung homogenisiert .  Kontrol lversuche zeigten, dass die Ex t rak t ion  dann prakfisch voll- 
st~tndig war. Durch  die Zugabe yon Alkohol zum Ext rak t ionsgemisch  konnte  eine schwer zentri- 
fugierbare Trfibung des Ex t rak te s  vermieden werden. 

Zu den vereinigten Extrakt ions l6sungen wurden 1/10 Volumen 5o % Bariumacetat lOsung und 
2.5 ml Alkohol hinzugefiigt und dann  vorsichtig mit  2 N N a O H  und o.i N N a O H  (CO2-fr¢i) neutr~-  
lisiert ( Indikator  Phenolphthalein).  
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In  einigen Versuchen wurden 4 Volumen 94% Alkohol zugesetzt. Es ffillt dann auch Adenyl- 
s/iure als Bariumsalz aus. 

Der Niederschlag blieb einige Stunden bei o ° stehen, wurde nach dem Abzentrifugieren zwei- 
mal mit  i % Ba-Acetat  in 5 ° % Alkohol (bzw. 9o % Alkohol), einmal mit 5 ° % Alkohol (9o% 
Alkohol) gewaschen und bei o ° in 0. 4 ml o.2 N HC1 gel6st. Das Bar ium wurde dann  als Sulfat 
gefitllt (o.6 ml o.2 N H~SO4), zentrifugiert, mit  o. 4 ml VVasser nachgewaschen und die l~berst/~nde 
mit  o.i mt 2 N NaOH neutrMisiert. In  der so erhaltenen L6sung wurde ATP* mit Myosin oder 
Hexokinase (s. unten) sowie das anorganische Phospha t  bes t immt.  

Eine einwandfreie papierchromatographische  Trennung  der Nucleotide konnte  erst  erreicht 
werden, wenn die Ba-Salze umgef~illt wurden.  Die Bariumsalze yon je 2oo Keimen wurden in 
1.o-1. 5 ml o . i N  HC1 gel6st (o °, p H  i 2), vom nicht Gel6sten abzentrifugiert  und mit 0.5 ml 
o.I N HC1 nachgewaschen.  

Nach Zusatz yon Alkohol wurden  die vereinigten L6sungen neutralisiert,  die ausgef/illten 
Ba-Salze nach mehrstf indigem Stehen bei o ° abzentrifugiert ,  mit  Alkohol und Ather  gewaschen 
und in HC1 gel6st (o. 3 ml o.i N + i Tropfen I N HC1; p H  I-2).  Die Ent fe rnung  des Barium aus 
der zentrifugierten L6sung erfolgte durch tropfenweise Zugabe von o .o5N Na~SO4-L6sung bis 
keine F/~llung mehr  ents tand.  

Aliquote Teile der L6sung (entsprechend ioo Keimen) wurden direkt oder nach Zugabe von 
o.I N NH4OH bis p H  ~-~ 4 auf das Papier (s. Chromatographische Trennung der Nucleotide) auf- 
getragen und in einem kalten Luf t s t rom getrocknet. 

Phosphorbestimmung 
Die Phosphorbes t immung  erfolgte zuerst  nach dem Verfahren yon FISKE UND SUBBAROW in der 
yon LOHMANN 7 angegebenen Modifikation. SpArer wandten  wir jedoch zumeist  die Methode yon 
BERENBLUM UND CHAIN 8 an, da diese empfindlicher ist. 

Fermentchemische A TP-Bestimmung 
ATP wurde (i) mit Myosin und (2) mi t  Hexokinase bes t immt.  

Bei der ersten Methode wird die endst/indige ATP-Phospha tg ruppe  durch Myosin abgespalten. 
Man bes t immt  dann die Zunahme des anorganischen Phosphors  gegeniiber der nicht  mit  Myosin 

incubierten Kontrolle. ATP Myosin_+ ADP + P. 
Bei der zweiten Methode wird die endst/~ndige ATP-Phospha tg ruppe  unter  Bildung yon 

Glucose-6-Phosphat  auf Glucose fibertragen. Man bes t immt  in al iquoten Teilen des Versuchs- 
ansatzes (s. unten) den siiurelabilen Phosphor  (A io '  P) v o r u n d  nach der Bebrfi tung mit  Hexo- 
kinase. Die Abnahme des s~turelabilen Phosphors  entspricht  einer ATP-Phosphatgruppe ,  da das 
gebildete Glucose-6-Phosphat  bei der S/~urehydrolyse nicht gespalten wird. 

Glucose + ATP Hexokinase ÷ Glucose-6-Phosphat  + ADP 

IO' iOO ° ] I N HC1 IO' IOO ° 1~ I N HC1 
¥ ¥ 

Glucose + AMP + 2 P Glucose-6-Phosphat + AMP + i P 

! I . . . . . .  I 

Differenz entspricht  endst/indigem ATP-Phospha t  

Versuchsansg~tze fiir die Bestimmung mit Myosin 
(a) 0. 4 ml Glykokollpuffer pH 8.6 ; o.I ml o.I 3// CaCI~; o.i ml Myosin; 0. 5 ml Substrat .  Mit 

Wasser  auf 2 ml aufgeffillt. Nach dem Incubieren bei 35 ° wurden o. 5 ml 25 % Trichloressigs/iure 
zugegeben und das Phospha t  bes t immt  (VVert Pa). 

(b) Die Bes t immung wurde wie unter  (a) beschrieben ausgeffihrt. Das Subs t ra t  wurde jedoch 
erst nach der Trichloressigs~ure hinzugeffigt und dann  das Phospha t  bes t immt  (Wert Pb). 

Die Blindwerte enthielten 0. 5 ml Wasser  an Stelle yon Substrat .  Pa-Pb ergibt den Wert  ffir 
die endst/~ndige Phospha tg ruppe  der Nucleosidtr iphosphate.  

Versuchsansi~tze [fir die Bestimmung mit Hexokinase 
(a) I.o ml Veronalpuffer p H  7.9; 0.2 ml o.1 M MgClz; o.2 ml M-Glucose; o.I ml Hexokinase;  

0.5 ml Substrat ,  mit  Wasser  auf 2.o ml aufgefiillt. Bei 35°. incubiert, dann  0. 5 ml 5 N HCI zugegeben, 
IO' auf IOO ° erhitzt  und auf Z immer tempera tu r  abgekfihlt. Nach Zugabe yon 0. 5 ml 20 % Trichior- 
essigsAure wurde das Phospha t  bes t immt  (Wert Pa). 

* Abkfirzungen: ATP = Adenosintr iphosphat ,  ADP = Adenosindiphosphat ,  UTP  = Uridin- 
t r iphosphat ,  U D P  = Uridindiphosphat ,  GTP = Guanosint r iphosphat ,  GDP = Guanosindiphos- 
phat ,  N T P  -- Nucleosidtr iphosphat .  
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(b) wie (a). Das  S u b s t r a t  wurde  jedoch u n m i t t e l b a r  vor  der  5 N HC1 zugegeben  u n d  d a n n  
i o '  ouf  ioo  ° e rh i tz t  (Wer t  Pb)- 

P b - P a  ergibt  den  W e f t  ffir die endst~indige P h o s p h a t g r u p p e  der  Nuc leos id t r iphospha te .  
Hexok inase  wurde  aus  fr ischer  Biickerhefe nach  dem Ver fah ren  yon  BERGER, SLAIN, COLO- 

WICK UND CORI 9 bis Schr i t t  5 hergeste l l t .  ]:)as Pr i ipara t  e n t s p r a c h  h ins ich t l ich  seiner  Re inhe i t  
demjen igen ,  welches yon  ande ren  A u t o r e n  zur  A T P - B e s t i m m u n g  ve rwende t  wurde  TM. Fiir die 
LTberlassung yon Myosin  h a b e n  wir  Her rn  Professor  Dr. H. H. WEBER und  He r rn  Dr. HASSELBACH 
vielmafis zu danken .  

Chromatographische Trennung der Nucleotide 
Von m e h r e r e n  gepr i i f ten L 6 s u n g s m i t t e l s y s t e m e n  war  ffir die P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  isoButter- 
sAure/conc. A m m o n i a k / W a s s e r  = 66/1/33 a m  bes ten  geeignet  (16 Std. aufsteigend.;  20 ° C) n .  Das  
Papie r  (Schleicher & Schfill 2043 b) wurde  vor  d e m  Gebrauch  e inmal  mi t  0. 5 % A t h y l e n d i a m i n -  
t e t r a a c e t a t  und  5 real m i t  W a s s e r  gewaschen.  

E in  Tell der  C h r o m a t o g r a m m e  wurde  nach  dem Trocknen  u n d  Abschne iden  eines 3 cm bre i ten  
Streifens v o m  un t e r en  R a n d  m e h r m a l s  entwickel t .  D a d u r c h  konn t e  die T r e n n u n g  der  e inzelnen 
S u b s t a n z e n  ve rbesse r t  werden.  

Die Nucleot ide  w urden  auf  d e m  Pap ie r  du rch  das  P h o t o p r i n t v e r f a h r e n  TM nachgewiesen  
(Philips T U V  6 W L a m p e  + Scho t t  UG 5 Filter,  2 m m ;  A g f a s t a t - D o k u m e n t e n p a p i e r ) .  Der  
A b s t a n d  L i c h t q u e l l e - C h r o m a t o g r a m m  b e t r u g  12o cm, die Be l ich tungsze i t  6 Min. 

Bei  einigen Versuchen  wurde  eine gr6ssere Menge L 6 s u n g  s t r i chf6rmig  aufge t ragen .  Nach  
d e m  En twicke ln  der C h r o m a t o g r a m m e  wurden  die Nucleot ide  e n t h a l t e n d e n  Papiers t re i fen  aus-  
ge schn i t t en  und  5 mal  m i t  je 2 ml  W a s s e r  eluiert ,  die E lua t e  au f  ein kleines Vo lumen  e ingeengt  und  
die Abso rp t i ons spek t r en  a u f g e n o m m e n  (Zeiss Q I I  Spekt rograph) .  Als t31indwert d iente  das  E l u a t  
eines gle ichgrossen Papiers t re i fens  aus  e inem Bezirk, welcher  keine Nucleot ide  enthie l t ,  aber  in 
der  NiChe der  absorb ie renden  F r o n t e n  lag. 

Die T r e n n u n g  der  ve r sch iedenen  Nucleot ide  du rch  J o n e n a u s t a u s c h e r c h r o m a t o g r a p h i e  er- 
folgte nach  der  Methode  y o n  HURLBERT, SCHMITZ, BRUMM UND POTTER 13. Die Aus tausche r s~u le  
war  von  e inem Mante l  umgeben ,  du rch  welchen  W a s s e r  yon  2 o ° C  gelei tet  wurde.  Das  E lua t  
wurde  in IO ml  F rak t i onen  au fge fangen  u n d  die Absorp t ion  bei 260 m/z gemessen .  

U m  die g e t r e n n t e n  Nucleo t ide  zu charakter is ieren ,  w u r d e n  die Abso rp t i ons spek t r en  der ein- 
zelnen V e r b i n d u n g e n  bei ve r sch iedenen  p H - W e r t e n  a u f g e n o m m e n .  

Die B e s t i m m u n g  des s~urelabi len P h o s p h a t e s  erfolgte di rekt  im E l u a t  (i ml  E l u a t  + 0.2 ml  
IO N HC1). 

Zur  wei te ren  Analyse  wurden  die F r a k t i o n e n  im V a k u u m  zur  Trockne  e i n g e d a m p f t  und  das  
A m m o n i u m f o r m i a t  du rch  Sub l ima t ion  bei lO -8 bis lO -4 Torr .  en t fe rn t .  Das  Subl imat ionsgefAss  
en th ie l t  N a O H  u n d  CaC12 (i : 2). Die isolierten S u b s t a n z e n  wurden  mi t  i N HC1 (o. i ml  je Frak t ion)  
I Std.  im geschlossenen  1R6hrchen auf  IOO ° e rh i tz t  14. Es  e n t s t e h e n  freie Pur ine  und  Py r imid in -  
nucleot ide  neben  ger ingen Mengen  von  Pyr imid innuc leos iden .  Pur ine  u n d  Py r imid innuc l eo t ide  
w u r d e n  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h  identif lziert  ( L 6 s u n g s m i t t e l s y s t e m :  n - B u t a n o l / 9 6 %  "~thyl- 
alkohol/5 N HC1 = 9/6/6; aufsteigendlS).  Verg le i chssubs tanzen :  Adenin ,  Guanin ,  5 ' -UridylsXure.  

Berechnung der A TP-, UTP-  und GTP-Konzentrationen 

Die in der  g r aph i s chen  Dar s t e l l ung  eines J o n e n a u s t a u s c h e r c h r o m a t o g r a m m s  (s. Fig. 2) von  den  
ve r sch iedenen  Nuc leo t iden  e i n g e n o m m e n e n  F l~chen inha l te  s ind  den  Nuc l eo t i dkonzen t r a t i onen  
propor t iona l  und  k 6 n n e n  der K o n z e n t r a t i o n s b e r e c h n u n g  zu Grunde  gelegt  werden,  wenn  ein 
Gipfel einer e inhei t l ichen oder z u m i n d e s t  ann~.hernd e inhei t l ichen Subs t anz  en t spr ich t .  Die Be- 
r e c h n u n g  wurde  mi t  fo lgenden mola ren  Absorpt ionskoeff iz ienten,  welche bei 260 m/* und  der  
Wasse r s to f f i onenkonzen t r a t i on  der  E l ua t e  gelten,  v o r g e n o m m e n  : A T P  : aM = i4.5.  I O  8 ; U T P :  aM 
= 9.9" lO8; G T P a M  = 11.8.IO als,17. 

Nachweis A TP, U T P  und GTP  spaltender Fermente 
Je  200 n ich t  enthi i l l te  Ke i me  wurden  mi t  4 ml  Puffer  (Glykokoll-Puffer  p H  8.6, Jonenst~irke/z  = 
0.3) bei o ° homogenis ie r t .  Das  H o m o g e n a t  wurde  ohne  weitere F r ak t i on i e rung  ve rwende t .  

Versuchsansiitze 
0.4-0.8  ml  H o m o g e n a t ,  o.I ml  0.05 M MgClz oder  CaC12, 1.5 ml  Puffer,  o. i  ml  S u b s t r a t  (5 mg/ml) .  
G e s a m t v o l u m e n  2.5 ml. Nach  e ins t i indiger  I n c u b a t i o n  bei 25 ° w u r d e n  0.5 ml  30 % Trichloressig-  
siiure hinzugefi igt ,  zen t r i fugier t  (25,000 × g) u n d  in der L 6 s u n g  das  anorgan i sche  P h o s p h a t  be- 
s t i m m t .  Z u m  Bl indwer t  wurde  ers t  Trichloressigs~iure und  d a n n  S u b s t r a t  zugegeben.  

Bestimmung des Trockengewichts 
i ml  T r i t onke ime  ( ~  33 ° enthi i l l te  Gas t ru len)  bei lO 5 ° bis zur  Gewich t skons t anz  ge t rockne t ,  h a t  
ein T rockengewich t  yon  298 mg,  1 ml  H f i h n e r e m b r y o n e n - H o m o g e n a t  (aus 9 Tage  a l ten  E m b r y o -  
nen) ein Trockengewich t  yon  IOO mg.  

Literatur S. 393. 



388 H. TIEDEMANN VOL. 23 (I957) 

V e r g l e i c h s s u b s t a n z e n  

Herrn  Dr. H. SCHMITZ m6chte  ich ftir die Uber lassung yon chromatographisch  reinem ATP, den 
Pabs t  Laborator ien  ftir U T P  und GTP vielmals danken. 

ERGEBNISSE 

Fermentchemische Bestimmung der Nucleosidtriphosphate sowie des anorganischen Phos- 
phates unter aeroben und anaeroben Bedingungen 

Die Konzentration der Nucleosidtriphosphate sowie die des anorganischen Phosphates 
wurde in Gastrula-Neurulastadien von Triton alpestris unter aeroben und anaeroben 
Bedingungen bestimmt. Ffir die Bestimmung der Nucleosidtriphosphate verwendeten 
wir Myosin und Hexokinase. (s. METHODEN). 

Zur Herstellung anaerober Bedingungen wurden die Keime mit  IO -a N und lO -4 
N HCN behandelt. Die Atmung dieser Stadien wird durch IO -a N HCN um etwa 9o%, 
durch IO -~ N HCN tim etwa 5o% gehemmt. 

Vorversuche hatten ergeben, dass Behandlung mit lO -3 N HCN bis zu einer Zeit- 
dauer von etwa 8 Stunden die Keime nicht t6tet. Nach der Entfernung der HCN- 
L6sung entwickeln sich die Keime welter, sind aber, entsprechend der Dauer der HCN- 
Behandlung, gegeniiber den Kontrollen in der Entwicklung zuriick geblieben§. Unter 
diesen Versuchsbedingungen genfigt also die anaerob gewonnene Energie, um die 
Keime am Leben zu erhalten. Sie reicht abet ffir die normale Weiterentwicklung nicht 
aus. Bei l~inger dauernder HCN-Behandlung sterben die Keime ab. 

Tabelle I enth~ilt die Ergebnisse der NTP- und Phosphatbestimmungen. Die 
Konzentration der Nucleosidtriphosphate ist anaerob um 45 %-65 % erniedrigt. Die 
Konzentration des anorganischen Phosphates ist dagegen durchschnittlich urn 75 % 
erh6ht. Die beiden fermentchemischen Bestimmungsmethoden sind ffir ATP nicht 
spezifisch, sondern erfassen auch andere Nucleosidtriphosphate. 

T A B E L L E  I 

ANORGANISCHES PHOSPHAT UND NTP-PHOSPHAT UNTER AEROBEN UND 
ANAEROBEN BEDINGUNGEN (V P/IOO GASTRULEN) 

Anorganisches Anorganisches NTP-Phosphat NTP-Phosphat NTP-Phosphat NTP-Phosphat 
Phosphat Phosphat (Myosin) * * (Myosin) (Hexokinase) ~ * (Hexokinase) 

aerob anaerob * aerob ana erob * aerob anaerob * 

12. 4 21.0 5"9 2'9 6-5 3 .2 
15-3 24.8 8.O 4'4 6.6 2.8 
18'4 35"9 9-3 4"O 7.8 2.6 
12.8 22.3 7-4 3 .8 

Mittelwert 

14. 7 26.0 7.6 3.8 7.0 2.9 

* Keime 6-8 Std. mit  lO .3 ~}I HCN behandelt .  
* *  Die NTP-Bes t immungen  mit  Myosin und mit Hexokinase wurden  mit  v e r s c h i e d e n e n  Versuchs- 
ans~tzen vorgenommen.  

KLEINZELLER TM ha t  1942 mitgeteilt, dass Inos in t r iphospha t  durch Myosin gespalten wird. Prakt isch 
ha t te  dies fiir die ATP-Bes t immung  nur  geringe Bedeutung,  weil I T P  nu r  in sehr niedriger Kon-  
zentrat ion in Geweben vorkommt .  Neuere Versuche zeigten, dass auch U T P  durch Myosin gespalten 
wird 19. Unter  unseren Versuchsbedingungen {s. MI~THODEN) wird aus U T P  sogar schneller Phospha t  

§ Ob Missbildungen entstehen,  wurde nicht untersucht .  

L i t e r a t u r  S .  3 9 3 .  
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freigesetzt als aus ATP 2°. Dies ist bei allen ATP-Bestimmungen zu beachten, weil UTP in verschie- 
denen Geweben gefunden wurde 13,21,z2 (vgl. unten). Durch Actomyosin wird ebenfalls aus GTP 
und UTP Phosphat abgespalten (WEBER UI~D HASSELBACH23). 

Bei der Bestimmung mit Hexokinase reagierten andere Nucleosidtriphosphate ebenfalls. 
Dies ist wahrscheinlich auf eine Verunreinigung der verwendeten Hexokinase mit Nucleosid- 
diphosphokinase zurtickzuffihren, denn BERG UND JOKLIK 24 fanden, dass sehr reines UTP Glucose 
in Gegenwart yon Hexokinase nur sehr langsam phosphoryliert. Nucleosiddiphosphokinase 
katalysiert die Reaktion UTP (GTP) + ADP ~ UDP (GDP) + ATP. Da durch die Hexokinase- 
reaktion ADP wieder zuriickgebildet wird, genfigen katalytische Mengen yon ADP, um alles 
vorhandene UTP (GTP) in UDP (GDP) fiberzuftihren. 

Trennung der Nucleotide durch Papierchromatographie und Jonenaustauscherchroma- 
tographie 

Beim Ubergang  von aeroben zu anaeroben  Bedingungen  n immt  der  ATP-Geha l t  ab. 
Durch  pap ie rch romatograph i sche  
Analyse  (s. METHODEN) der Nucleo- 
t ide  konnte  e rmi t t e l t  werden,  welche 

ADP Verb indungen  bei  der  A T P - S p a l t u n g  
ents tehen.  Ausserdem zeigte sich, 
dass die Ke ime  ausser  Adeninnucleo-  
t iden  auch noch andere  Nucleosid-  
phospha te  en tha l ten .  

Fig. I zeigt  die Reproduk t ion  
eines Pap ie r ch roma tog ramms .  Bei 
dem aeroben Versuch t r i t t  ATP  als 
s t~rks te r  F leck  hervor ,  A D P  und  

VDP AMP (letzteres ist  auf  dem abgebi l -  
de ten  Chroma tog ra mm nich t  mehr  

UTP s iehtbar)  s ind in ger ingerer  Konzen-  
t r a t i on  ebenfal ls  vorhanden .  Ausser  
diesen Verb indungen  s ind auf dem 
C hroma tog ra mm noch andere  Nucle- 
o t ide  zu erkennen.  Unte r  dem ATP 

rnitHCN UTP ohneHCN ATP 
+ ADP ist  ein F leck  s ichtbar ,  welcher den 

Fig. i. Papierchromatographische Trennung der gleichen RF-Wer t  wie UTP und GTP 
Nucleotide. Bei dem anaeroben Versuch wurden 

Gastrulae 5 Std. mit lO -3 M HCN incubiert, hat .  (Diese Subs tanzen  f iberdecken 
sich im Chromatogramm.)  

Das A b s o r p t i o n s m a x i m u m  von ATP,  welches aus dem Chroma tog ramm eluiert  worden 
war, lag bei  259-260 m/z (pH 7) bzw. 257-258 m/~ (pH 2) in U be re in s t immung  mi t  den in 
der L i t e r a tu r  angegebenen Wer ten .  Die in U T P - G T P  H6he l iegende Subs tanz  ha t t e  bei 
262 m/~ (pH 7) bzw. 261.5-261.o m/~ (pH I I )  ein Maximum.  Diese Wer te  entsprechen 
den in der L i t e r a tu r  fiir UTP  angegebenen 24a. Die Subs tanz  wird also haupts~ichlich 
aus UTP bestehen.  Ihre  Konzen t r a t i on  betr~igt e twa 1/3 der ATP-Konzen t r a t ion .  

Bei den anaeroben  Versuchen (IO -s M und  lO 4 M HCN) t r a t en  dem Adenosin-  
d iphospha t  und  Ur id ind iphospha t*  en t sprechende  Flecken st~irker hervor .  Die Kon-  
zen t ra t ion  an  Adenyls~iure ha t t e  anaerob  dagegen n icht  zugenommen.  

Um das  Vorkommen  von anderen  Tr iphospha ten  ausser  ATP  in E m b r y o n e n  
wei ter  zu sichern, wurden die im sfiurel6slichen E x t r a k t  en tha l t enen  Nucleot ide  durch 

Uridindiphosphat  und Guanos indiphosphat  werden in den Chromatogrammen  nicht ge- 
trennt. 

Literatur S. 393. 
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Chromatographie an Dowex-I  nach der Methode v o n  HURLBERT,  SCHMITZ, BRUMM 
UND POTTER TM getrennt. Da Molchembryonen nicht in geniigender Menge zur Ver- 
ftigung standen, wurden die Versuche mit 8-  9 Tage alten Hiihnerembryonen aus- 
gefiihrt. In Fig. 2 ist ein Chromatogramm wiedergegeben. Die Hiihnerembryonen 
enthalten ausser ATP auch UTP und GTP in relativ grossen Mengen. Die Konzentra- 
tionen betragen ATP: 0.6 t~Mol/ml Embryonen ; UTP: 0.2 ~Mol/ml; GTP: 0.075 t*Mol/ 
ml. Die Gesamtkonzentration der Nucleosidtriphosphate in Htihnerembryonen be- 
tr~gt ca. 0. 9 ~Mol/ml (9 tzMol/g Trockengewicht). 
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! 

lb 2b 36 4b 5'0 60 70 80 90 100 110 120 130 140 t50 160 170-~0 
N u m m e r  der  Frokt ion ( je 10 cm 3) 

Fig. 2. C h r o m a t o g r a p h i e  der  s&urel6slichen F r a k t i o n  9 Tage  al ter  H f i h n e r e m b r y o n e n  an  Dowex-z  
(15 E m b r y o n e n  ~ 2.6 g Trockensubs tanz ) .  

I m  Gegensa tz  zu E m b r y o n e n  en t h~ l t  Leber  von  Ht ihne rn  u n d  yon  K&lbern n u r  ger inge Mengen  
U T P  u n d  GTP.  I n  R a t t e n l e b e r  f anden  HURLBERT, SCHMITZ, BRUMM UND POTT]~R 13 ebenfaIls 
re la t iv  wenig  U T P  u n d  GTP.  Auch  im Verh~Lltnis zu A T P  enth~ilt Leber  weniger  U T P  u n d  G T P  
als E m b r y o n e n .  

A T P  io  

U T P  + G T P  ~ -  

I n  E m b r y o n e n  ist  der  A T P - G e h a l t  im Vergleich zur  A D P -  und  A M P - K o n z e n t r a t i o n  h6he r  als 
in Leber .  

Zur  Ident i f iz ierung der  F r a k t i o n e n  wurde  das  A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  bei p H  2, p H  7 u n d  
p H  II  gemessen  u n d  das  G e s a m t p h o s p h a t  sowie das  s&urelabile P h o s p h a t  b e s t i m m t .  W e n n  ein 
T r i p h o s p h a t  vorliegt,  m u s s  das  VerhAltnis  von  s&urelabilem P h o s p h a t :  G e s a m t p h o s p h a t  2 :3  
be t ragen .  A u s s e r d e m  wurden  die nach  Saurehydro lyse  e n t s t e h e n d e n  Basen  und  Nucleot ide  papier-  
c h r o m a t o g r a p h i s c h  identifiziert .  Tabel le  II  en th~ l t  ein Beispiel. 

Spaltung yon A TP, UTP und GTP durch Homogenate aus Molchkeimen 

Molchkeime wurden homogenisiert und die Abspaltung yon Phosphat aus ATP, UTP 
und GTP durch die Homogenate unter gleichen Bedingungen (Glykokollpuffer: Jonen- 
st~irke F = 0.3, pH 8.6; s. Versuchsteil) in Gegenwart von MgC12 und CaC12 unter- 
sucht. Das Vorkommen von ATP-spaltenden Fermenten in Keimen von Rana pipiens 
wurde in eingehenden Versuchen schon yon BARTH UND JAEGER nachgewiesen 25. Wir 
fanden, dass ausser ATP auch UTP und GTP durch die Homogenate gespalten werden. 

Lileratur S. 393. 
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TABELLE II 

ANALYTISCHI~ DATEN VERSCHIEDENER CHROMATOGRAPHISCH GETRENNTER FRAKTIONEN 

391 

Fraktion Io5 (ATP) r~6 (GTP) ~47 (UTP) 

Gesamt P (V) 66.4 35.6 52.4 

S~urelabiler P (y) 44.2 24,o 34.6 

Absorptionsmaximum (mp) 257 (pH 2) 258 (pH 2) 262 (pH 7) 

Nach Hydrolyse mit I N HC1 
entstehende Verbindung Adenin Guanin Uridylsiture 

(In geringer Menge vorhan- 
dene Verunreinigung) (Uridylsi~ure) (Substanz mit 

RF = 0.54) 

Durch I ml Homogenat  (aus ---25 Gastrulen) wurden in 60 Min. bei 25 ° in Gegen- 
wart yon MgC12 durchschnittlich I I  ~, anorganisches Phosphat  freigesetzt. In den 
CaC1, enthaltenden Versuchsans~ttzen war die ATP-Spaltung unter unseren Versuchs- 
bedingungen durchschnittlich um 50% geringer. In den Keimen wird die ATP- 
Spaltung also durch Mg ++ aktiviert.  Eine yon K1ELLEY UND MEYEI~HOF aus Muskel 
isolierte Myosin-freie und an hochtourig abzentrifugierbare Teilchen gebundene ATP- 
ase wird ebenfalls durch Mg ++ aktiviert 26. 

Durch Homogenate yon Schwanzknospenstadien wurde in der gleichen Zeit mehr 
ATP gespalten als durch Gastrula-Homogenate.  Die Aktivit~it der ATP-spaltenden 
Fermente nimmt also mit  dem Alter der Keime zu. 

UTP wird in Gegenwart yon MgC12 nut  etwa halb so schnell und GTP nur I/3 so 
schnell wie ATP gespalten (Gastrulastadien). 

Bei Versuchen mit Zusatz yon CaCI~ wurde UTP im Gegensatz zu ATP (s. oben) 
schneller, GTP etwas langsamer ( ~  20%) als in Gegenwart yon MgC12 abgebaut. 

BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE 

Die Konzentrat ion der Nucleosidtriphosphate nimmt in Molchkeimen nach 6-8 std. 
Anaerobiose um 45-65 % ab. Dabei ist nicht nur die ATP-Konzentrat ion,  sondern 
auch der Gehalt an anderen Nucleosidtriphosphaten (UTP) verringert. Die anaerobe 
Glykolyse reicht also nicht aus, um ebensoviel NTP zu bilden, wie normalerweise 
durch oxydative Phosphorylierung entsteht*. 

Die Abnahme des gesamten s~urelabilen Phosphates (A IO' P) betr~gt nach Ver- 
suchen von BARTH UND JAEGER 27 an Rana pipiens nur etwa 35 %, ist also geringer als 
die Abnahme der Triphosphatkonzentration. Da anaerob aber die Konzentration der 
Diphosphate erh6ht ist und bei der Best immung des sfiurelabilen Phosphats (A IO' P) 
eine Phosphatgruppe der Diphosphate miterfasst wird, entspricht die Abnahme des 
A IO' P nicht der tats~ichlichen Erniedrigung der NTP-Konzentrat ion.  

Das anorganische Phosphat  n immt anaerob um etwa 75 % zu. Es wurde mehr 
Phosphat gebildet, als nur dutch Abspaltung aus den Triphosphaten entstehen wfirde. 
Wahrscheinlich wird also auch noch aus anderen, bisher nicht n~ther bestimmten 
Verbindungen Phosphat freigesetzt. Unter  anaeroben Bedingungen nimmt vermutlich 

* UTP und GTP entstehen wahrscheinlich nicht direkt durch oxydative Phosphorylierung, 
sondern dutch Umphosphorylierung aus ATP (POTTER und Mitarbeiter~6a). 

Li tera tur  S. 393.  
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aach die Konzentration des in den Keimen vorhandenen Kreatinphosphates ~s ab. 
Da Kreatinphosphat  jedoch in saurer, molybdathaltiger L6sung instabil ist, wurde 
es sowohl aerob als auch anaerob als anorganisches Phosphat mitbestimmt. Eine 
Spaltung yon Kreatinphosphat bei den anaeroben Versuchen ergibt deshalb keine 
Zunahme der anorganischen Phosphatwerte*. 

Die Entwicklung kommt  anaerob im Gastrulastadium vollst/indig zum Still- 
stand. Es fragt sich, welche Zusammenh/inge zwischen der Entwicklungshemmung 
und der Erniedrigung tier NTP-Konzentrat ion bestehen. Durch Versuche von WEBER 
UND HOFI:MANN-BERLING ~9 ist bekannt, dass ATP nieht nur bei der Muskelkontrak- 
tion, sondern allgemein bei Zellbewegungen als energieiibertragende Substanz wirk- 
sam ist. (Jber die Funktion von Nucleosidtriphosphaten bei den komplizierten Gestal- 
tungsbewegungen embryonaler Keime liegen noch keine Untersuchungen vor, doch 
ist es naeh den oben erw/ihnten Ergebnissen sehr wahrscheinlich, dass ATP hier mit- 
wirkt. ATP ist ausserdem wahrscheinlieh auch ffir die Erhaltung der Zellstruktur 
erforderlich. 

Unter anaeroben Bedingungen bleiben mindestens 3o-4o % des ursprtinglich vor- 
handenen NTP ungespalten. Unter den gleiehen Bedingungen ist aber der Einbau von 
14C02 in Proteine und Nueleins/iuren fast vollst/indig gehemmt a°. Es ist also fraglich, 
ob die Verringerung der NTP-Konzentrat ion die unmittelbare Ursache fiir die Unter- 
brechung der Synthesereaktionen ist, oder ob deren Hemmung prim/ir durch eine 
Anderung des Verh/iltnisses von verschiedenen Formen anderer Co-Fermente (z.B. 
TPN/TPNH~; Flavin/Flavin H~; CoEnzym A/Acetyl Co-Enzym A) verursacht wird. 

Es w/ire auch m6glich, dass nur durch oxydative Phosphorylierung in Mito- 
chondrien gebildetes ATP ffir best immte Synthesen verwendet werden kann. Dann 
w/ire fiir diese Synthesen nur die Umsatzgeschwindigkeit des ATP in den Mito- 
chondrien und nicht das jeweils in der gesamten Zelle vorhandene ATP massgebend. 
Da es schwierig ist, die Umsatzrate  des ATP in  vivo zu bestimmen, liegen hierfiber 
jedoch noch keine Versuche vor. Ausserdem ist in Betracht zu ziehen, dass die 
Konzentrations~inderung der Nucleosidtriphosphate in den Granulae gr6sser sein 
k6nnte als in der gesamten Zelle. 

Die relativ grosse UTP-Konzentrat ion in Embryonen ist im Hinblick auf die in 
]etzter Zeit nachgewiesenen Co-Fermentfunktionen von Uracilverbindungen, welehe 
aus UTP gebildet werden k6nnen 31, von Interesse. GTP, welches in Embryonen 
ebenfalls in relativ grosser Menge vorhanden ist, kann ATP bei Glykolysereaktionen 
ersetzen ~2. Versuche v o n  SCHMITZ UND SAUKKONEN 33 mit markierter Glucose und 
maikier tem Glykokoll sprechen daffir, dass die Triphosphate ausserdem Interme- 
di~irprodukte der Nucleins/iuresynthese sin& 

Herrn J. BORN danke ich ffir die geschickte Hilfe bei der Ausffihrung der ferment- 
chemischen und chromatographischen Analysen. 

Die Arbeit wurde mit Unterstfitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
ausgeffihrt. 

ZUSAMMENFASS UNG 

i. Molch- und Hiihnerembryonen enthalten ausser ATP auch relativ grosse Mengen anderer 
Nucleosidtriphosphate (UTP und GTP). 

* Hierzu w~tre die 13estimmung des "wahren anorganischen Phosphates" erforderlich. 
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2. Wie  Versuche  m i t  Gas t ru l a s t ad i en  des Alpenmolches  zeigten, n i m m t  be im O b e r g a n g  von  
aeroben  zu anae roben  B e d i n g u n g e n  die K o n z e n t r a t i o n  der  Nuc leos id t r iphospha te  u m  45-65 % ab,  
w~hrend  die K o n z e n t r a t i o n  der  Nuc leos idd iphospha t e  u n d  des ano rgan i s chen  P h o s p h a t e s  z u n i m m t .  

3. D u t c h  H o m o g e n a t e  aus  Mulch-  und  Xenopus-Gastrulastadien wird ausse r  A T P  auch  G T P  
und  U T P  gespal ten .  MgCI~ u n d  CaC12 beeinf lussen die S pa l t ung  der  e inzelnen Nuc leos id t r iphospha te  
in versch iedener  Weise.  

S U M M A R Y  

i. S a l a m a n d e r  and  hen  e m b r y o s  conta in ,  in add i t ion  to ATP,  re la t ive ly  large quan t i t i e s  of 
o the r  nucleoside  t r i phospha t e s  ( U T P  and  GTP).  

2. As e x p e r i m e n t s  wi th  gas t ru la  s tages  of a lpine  s a l a m a n d e r s  show, the  concen t r a t ion  of nu-  
cleoside t r i p h o s p h a t e  decreases  b y  45-65 % in the  t r ans i t i on  f rom aerobic to anaerobic  condi t ions ,  
while t he  concen t r a t ion  of nucleoside  d i phospha t e s  and  inorganic  p h o s p h a t e s  increases.  

3- Not  only  ATP,  b u t  also G T P  and  U T P  are spli t  by  m e a n s  of h o m o g e n a t e s  of S a l a m a n d e r  
a n d  Xenopus gas t ru l a  s tages .  MgC12 and  CaC12 inf luence t he  c leavage of single nucleoside  t r iphos-  
p h a t e s  in var ious  ways .  
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