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UBER DAS VERHALTEN VON NUCLEOTIDEN IN EMBRYONEN
BEI AEROBIOSE UND ANAEROBIOSE

HEINZ TIEDEMANN
Heiligenberg Institut, Abt. O. Mangold, Heiligenberg, Kr. Ueberlingen, Bodensee (Deutschland)

Versuche mit Molch- und Hithnerembryonen zeigten, dass Sauerstoffmangel eine
Stérung der frithen Embryonalentwicklung verursacht und zu Missbildungen fiihrt.
BticuHNER und Mitarbeiter! untersuchten eingehend die Abhingigkeit der entstehen-
den Missbildungen von dem Zeitpunkt, zu welchem der Sauerstoffmangel einsetzt.
Nach Versuchen von MaANGOLD UND WAECHTER? sind auch die einzelnen Kérpermasze
jusserlich normal erscheinender Molchlarven, welche in einem sauerstoffarmen Me-
dium aufgezogen wurden, in verschieden hohem Grade reduziert.

Vom Beginn der Furchung bis zum Ende der Neurulation mit Blausdure be-
handelte Keime zeigten dhnliche Missbildungen wie unter O,-Mangel gehaltene. Die
Molchkeime vertrugen héchstens eine Blausdurekonzentration von 0.5-10-4 Mol/Liter.
Bei dieser Konzentration tiberlebten 449% der Versuchskeime. Die {ibrigen starben
im Gastrula- und Neurulastadium, welches sie mit Verzégerung erreichten, ab. Die
Atmung dieser Stadien wurde durch o.5-10-¢ M HCN um ca. 309 gehemmt3.

Wie andere Embryonen haben auch Molchkeime eine anaerobe Glykolyset. 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
Stérungen 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. Fiir 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 Hithnerembryonen isoliert und ihre Konstitution ermittelt.

BESCHREIBUNG DER METHODEN

Die Gewinnung der Nucleotide erfolgte nach der Methode von LE PaGES. Das Extraktionsverfahren
musste jedoch fiir die Aufarbeitung von Molch- und Froschkeimen etwas modifiziert werden.

200 Keime wurden mit Wasser bzw. HCN-Losung gewaschen und mit 6 ml einer auf — 10°
gekiihlten Mischung von Wasser/g4 % Alkohol/2z09%, Trichloressigsaure = 1/1/1 im Potter-
Elvehjem-Homogenisator homogenisiert. Nach dem Zentrifugieren (15°: 25,000 X g) wurde der
Riickstand unter Kiihlung noch zweimal mit je 1 ml der Trichloressigsiure-Alkohol-Wasser-
Mischung homogenisiert. Kontrollversuche zeigten, dass die Extraktion dann praktisch voll-
stindig war. Durch die Zugabe von Alkohol zum Extraktionsgemisch konnte eine schwer zentri-
fugierbare Triibung des Extraktes vermieden werden.

Zu den vereinigten Extraktionslosungen wurden !/;, Volumen 50 % Bariumacetatlésung und
2.5 ml Alkohol hinzugefiigt und dann vorsichtig mit 2 N NaOH und o.1 N NaOH (CO,-frei) neutra-
Iisiert (Indikator Phenolphthalein).
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In einigen Versuchen wurden 4 Volumen 94% Alkohol zugesetzt. Es fillt dann auch Adenyl-
sdure als Bariumsalz aus.

Der Niederschlag blieb einige Stunden bei o° stehen, wurde nach dem Abzentrifugieren zwei-
mal mit 19, Ba-Acetat in 50% Alkohol (bzw. 90 %, Alkohol), einmal mit 50% Alkohol (90 %
Alkohol) gewaschen und bei o° in 0.4 ml 0.2 N HCI gel6st. Das Barium wurde dann als Sulfat
gefillt (0.6 ml 0.2 N H,S0,), zentrifugiert, mit 0.4 ml Wasser nachgewaschen und die Uberstinde
mit 0.1 ml 2 N NaOH neutralisiert. In der so erhaltenen Lésung wurde ATP* mit Myosin oder
Hexokinase (s. unten) sowie das anorganische Phosphat bestimmt.

Eine einwandfreie papierchromatographische Trennung der Nucleotide konnte erst erreicht
werden, wenn die Ba-Salze umgefillt wurden. Die Bariumsalze von je 200 Keimen wurden in
1.0-1.5 ml 0.t N HCI geldst (0°, pH 1-2), vom nicht Gelosten abzentrifugiert und mit o.5 ml
0.1 N HCI nachgewaschen.

Nach Zusatz von Alkohol wurden die vereinigten Lésungen neutralisiert, die ausgefillten
Ba-Salze nach mehrstiindigem Stehen bei 0° abzentrifugiert, mit Alkohol und Ather gewaschen
und in HCl gelést (0.3 ml o.1 N + 1 Tropfen 1 N HCl; pH 1-2). Die Entfernung des Barium aus
der zentrifugierten Losung erfolgte durch tropfenweise Zugabe von 0.05N Na,SO,-Losung bis
keine Fallung mehr entstand.

Aliquote Teile der Losung (entsprechend 100 Keimen) wurden direkt oder nach Zugabe von
0.1 N NH,OH bis pH ~ 4 auf das Papier (s. Chromatographische Trennung der Nucleotide) auf-
getragen und in einem kalten Luftstrom getrocknet.

Phosphorbestimmung

Die Phosphorbestimmung erfolgte zuerst nach dem Verfahren von FISXE UND SUBBAROW in der
von LoHMANN? angegebenen Modifikation. Spiter wandten wir jedoch zumeist die Methode von
BERENBLUM UND CHAIN® an, da diese empfindlicher ist.

Fermenichemische AT P-Bestimmung

ATP wurde (1) mit Myosin und (2) mit Hexokinase bestimmt.

Bei der ersten Methode wird die endstindige ATP-Phosphatgruppe durch Myosin abgespalten.
Man bestimmt dann die Zunahme des anorganischen Phosphors gegeniiber der nicht mit Myosin
incubierten Kontrolle. ATP % o ADP 4 P.

Bei der zweiten Methode wird die endstindige ATP-Phosphatgruppe unter Bildung von
Glucose-6-Phosphat auf Glucose iibertragen. Man bestimmt in aliquoten Teilen des Versuchs-
ansatzes (s. unten) den siurelabilen Phosphor (4 10" P) vor und nach der Bebriitung mit Hexo-
kinase. Die Abnahme des siurelabilen Phosphors entspricht einer ATP-Phosphatgruppe, da das
gebildete Glucose-6-Phosphat bei der Sdurehydrolyse nicht gespalten wird.

Glucose + ATp —Hexokinase . i cose-6-Phosphat + ADP
10’ 100° I 1 N HCl 10’ 100° 1 1 N HCl
v

v

Glucose + AMP 4 2 P Glucose-6-Phosphat + AMP + 1 P

R —
1

Differenz entspricht endstindigem ATP-Phosphat

Versuchsansitze fiiv die Bestimmung mit Myosin

(a) 0.4 ml Glykokollpuffer pH 8.6; 0.1 ml 0.1 M CaCl,; o.1 ml Myosin; o.5 ml Substrat. Mit
Wasser auf 2 ml aufgefiillt. Nach dem Incubieren bei 35° wurden o.5 ml 25%, Trichloressigsdure
zugegeben und das Phosphat bestimmt (Wert P,).

(b) Die Bestimmung wurde wie unter (a) beschrieben ausgefiihrt. Das Substrat wurde jedoch
erst nach der Trichloressigsdure hinzugefiigt und dann das Phosphat bestimmt (Wert Py,).

Die Blindwerte enthielten 0.5 ml Wasser an Stelle von Substrat. P,—Py, ergibt den Wert fiir
die endstindige Phosphatgruppe der Nucleosidtriphosphate.

Versuchsansitze fiiv die Bestimmung mit Hexokinase
(a) 1.0 ml Veronalpuffer pH 7.9; 0.2 ml 0.1 M MgCl,; 0.2 ml M-Glucose; 0.1 ml Hexokinase;

0.5 ml Substrat, mit Wasser auf 2.0 m! aufgefiillt. Bei 352 incubiert, dann 0.5 ml 5 N HCI zugegeben,
10’ auf 100° erhitzt und auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Nach Zugabe von 0.5 ml 20 9%, Trichior-
essigsaure wurde das Phosphat bestimmt (Wert P,).

* Abkiirzungen: ATP = Adenosintriphosphat, ADP == Adenosindiphosphat, UTP = Uridin-
triphosphat, UDP = Uridindiphosphat, GTP = Guanosintriphosphat, GDP = Guanosindiphos-
phat, NTP = Nucleosidtriphosphat.

Litevatur S. 393.



vol. 23 (1957) VERHALTEN VON NUCLEOTIDEN IN EMBRYONEN 387

(b) wie (a). Das Substrat wurde jedoch unmittelbar vor der 5 N HCl zugegeben und dann
10’ ouf 100° erhitzt (Wert Py).

Py-P, ergibt den Wert fiir die endstindige Phosphatgruppe der Nucleosidtriphosphate.

Hexokinase wurde aus frischer Bickerhefe nach dem Verfahren von BERGER, SLEIN, CoLoO-
wick UND Corr® bis Schritt 5 hergestellt. Das Priparat entsprach hinsichtlich seiner Reinheit
demjenigen, welches von anderen Autoren zur ATP-Bestimmung verwendet wurde!®. Fiir die
Uberlassung von Myosin haben wir Herrn Professor Dr. H. H. WEBER und Herrn Dr. HASSELBACH
vielmals zu danken.

Chromatographische Trennung dev Nucleotide

Von mehreren gepriiften Ldsungsmittelsystemen war fiir die Papierchromatographie isoButter-
siure/conc. Ammoniak/Wasser = 66/1/33 am besten geeignet (16 Std. aufsteigend; 20° C)11. Das
Papier (Schleicher & Schiill 2043 b) wurde vor dem Gebrauch einmal mit 0.5% Athylendiamin-
tetraacetat und 5 mal mit Wasser gewaschen.

Ein Teil der Chromatogramme wurde nach dem Trocknen und Abschneiden eines 3 ¢cm breiten
Streifens vom unteren Rand mehrmals entwickelt. Dadurch konnte die Trennung der einzelnen
Substanzen verbessert werden.

Die Nucleotide wurden auf dem Papier durch das Photoprintverfahren!? nachgewiesen
(Philips TUV 6 W Lampe + Schott UG 5 Filter, 2 mm; Agfastat-Dokumentenpapier). Der
Abstand Lichtquelle-Chromatogramm betrug 120 cm, die Belichtungszeit 6 Min.

Bei einigen Versuchen wurde eine grossere Menge Lésung strichformig aufgetragen. Nach
dem Entwickeln der Chromatogramme wurden die Nucleotide enthaltenden Papierstreifen aus-
geschnitten und 5 mal mit je 2 ml Wasser eluiert, die Eluate auf ein kleines Volumen eingeengt und
die Absorptionsspektren aufgenommen (Zeiss Q II Spektrograph). Als Blindwert diente das Eluat
eines gleichgrossen Papierstreifens aus einem Bezirk, welcher keine Nucleotide enthielt, aber in
der Nihe der absorbierenden Fronten lag.

Die Trennung der verschiedenen Nucleotide durch Jonenaustauscherchromatographie er-
folgte nach der Methode von HURLBERT, ScHMITZ, BRUMM UND PorTER!3. Die Austauschersiule
war von einem Mantel umgeben, durch welchen Wasser von 20° C geleitet wurde. Das Eluat
wurde in ro ml Fraktionen aufgefangen und die Absorption bei 260 mu gemessen.

Um die getrennten Nucleotide zu charakterisieren, wurden die Absorptionsspektren der ein-
zelnen Verbindungen bei verschiedenen pH-Werten aufgenommen.

Die Bestimmung des siurelabilen Phosphates erfolgte direkt im Eluat (1 ml Eluat + o.2 ml
10 N HCI).

Zur weiteren Analyse wurden die Fraktionen im Vakuum zur Trockne eingedampft und das
Ammoniumformiat durch Sublimation bei 10~2 bis 10~* Torr. entfernt. Das Sublimationsgefdss
enthielt NaOH und CaCl, (1:2). Die isolierten Substanzen wurden mit 1 N HCI (0.1 ml je Fraktion)
1 Std. im geschlossenen Rohrchen auf 100° erhitzt!4, Es entstehen freie Purine und Pyrimidin-
nucleotide neben geringen Mengen von Pyrimidinnucleosiden. Purine und Pyrimidinnucleotide
wurden papierchromatographisch identifiziert (Losungsmittelsystem: »-Butanol/g69, Athyl-
alkohol/s N HCl = 9/6/6; aufsteigend!?). Vergleichssubstanzen: Adenin, Guanin, 5'-Uridylsiure.

Berechnung der ATP-, UT P- und GT P-Konzentrationen

Die in der graphischen Darstellung eines Jonenaustauscherchromatogramms (s. Fig. 2) von den
verschiedenen Nucleotiden eingenommenen Flicheninhalte sind den Nucleotidkonzentrationen
proportional und kénnen der Konzentrationsberechnung zu Grunde gelegt werden, wenn ein
Gipfel einer einheitlichen oder zumindest annihernd einheitlichen Substanz entspricht. Die Be-
rechnung wurde mit folgenden molaren Absorptionskoeffizienten, welche bei 260 mu und der
Wasserstoffionenkonzentration der Eluate gelten, vorgenommen: ATP: ay = 14.5-10%; UTP: ayr
= 9.9-10%; GTP apy = 11.8-10% 16,17,

Nachweis ATP, UTP und GT P spaltendev Fermente

Je 200 nicht enthiilite Keime wurden mit 4 ml Puffer (Glykokoll-Puffer pH 8.6, Jonenstirke u =
0.3) bei 0° homogenisiert. Das Homogenat wurde ohne weitere Fraktionierung verwendet.
Versuchsansitze

0.4-0.8 ml Homogenat, o.1 ml 0.05 M MgCl, oder CaCl,, 1.5 ml Puffer, o.1 ml Substrat (5 mg/ml).
Gesamtvolumen 2.5 ml. Nach einstiindiger Incubation bei 25° wurden 0.5 ml 30 %, Trichloressig-
sdure hinzugefiigt, zentrifugiert (25,000 X g) und in der Losung das anorganische Phosphat be-
stimmt. Zum Blindwert wurde erst Trichloressigsiure und dann Substrat zugegeben.

Bestimmung des Trockengewichis

1 ml Tritonkeime (~~ 330 enthiillte Gastrulen) bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, hat
ein Trockengewicht von 298 mg, 1 ml Hithnerembryonen-Homogenat (aus 9 Tage alten Embryo-
nen) ein Trockengewicht von 100 mg.
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Vergleichssubstanzen

Herrn Dr. H. Scamitz mochte ich fiir die Uberlassung von chromatographisch reinem ATP, den
Pabst Laboratorien fiir UTP 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 I'7iton alpestris unter aeroben und anaeroben
Bedingungen bestimmt. Fiir die Bestimmung der Nucleosidtriphosphate verwendeten
wir Myosin und Hexokinase. (s. METHODEN).

Zur Herstellung anaerober Bedingungen wurden die Keime mit 10-% N und 10~
N HCN behandelt. Die Atmung dieser Stadien wird durch 10-3 N HCN um etwa 90 %,
durch 10-¢ N HCN um etwa 50% gehemmt.

Vorversuche hatten ergeben, dass Behandlung mit 10-® N HCN bis zu einer Zeit-
dauer von etwa 8 Stunden die Keime nicht tétet. Nach der Entfernung der HCN-
Ldsung entwickeln sich die Keime weiter, sind aber, entsprechend der Dauer der HCN-
Behandlung, gegeniiber den Kontrollen in der Entwicklung zuriick geblieben’. Unter
diesen Versuchsbedingungen geniigt also die anaerob gewonnene Energie, um die
Keime am Leben zu erhalten. Sie reicht aber fur die normale Weiterentwicklung nicht
aus. Bei linger dauernder HCN-Behandlung sterben die Keime ab.

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

TABELLE I

ANORGANISCHES PHOSPHAT UND NTP-PHOSPHAT UNTER AEROBEN UND
ANAEROBEN BEDINGUNGEN (y P/I00 GASTRULEN)

Anorganisch Anorganisches NTP-Phosphat NTP-Phosphat NTP-Phosphat NTP-Phosphat
Phosphat Phosphat (Myosin)** {Myosin) (Hexokinase)** (Hexokinase)

aerob anaerob* aerob anaerob* aerob anaerob*
12.4 2I1.0 5.9 2.9 6.5 3.2
15.3 24.8 8.0 4.4 6.6 2.8
18.4 35.9 9.3 4.0 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 103 M HCN behandelt.
** Die NTP-Bestimmungen mit Myosin und mit Hexokinase wurden mit verschiedenen Versuchs-
ansitzen vorgenommen.

KLEINZELLER! hat 1042 mitgeteilt, dass Inosintriphosphat durch Myosin gespalten wird. Praktisch
hatte dies fiir die ATP-Bestimmung nur geringe Bedeutung, weil ITP nur in sehr niedriger Kon-
zentration in Geweben vorkommt. Neuere Versuche zeigten, dass auch UTP durch Myosin gespalten
wird!®. Unter unseren Versuchsbedingungen (s. METHODEN) wird aus UTP sogar schneller Phosphat

§ Ob Missbildungen entstehen, wurde nicht untersucht.
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freigesetzt als aus ATP?0. Dies ist bei allen ATP-Bestimmungen zu beachten, weil UTP in verschie-
denen Geweben gefunden wurde!®, 21,22 (vgl. unten). Durch Actomyosin wird ebenfalls aus GTP
und UTP Phosphat abgespalten (WEBER UND HASSELBACH?).

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

Trennung der Nucleotide durch Papierchromatographie und [onenaustauscherchroma-
tographie
Beim Ubergang von aeroben zu anaeroben Bedingungen nimmt der ATP-Gehalt ab.

Durch  papierchromatographische

Analyse (s. METHODEN) der Nucleo-

tide konnte ermittelt werden, welche
ADP - Verbindungen bei der ATP-Spaltung
entstehen. Ausserdem zeigte sich,
dass die Keime ausser Adeninnucleo-
tiden auch noch andere Nucleosid-
phosphate enthalten.

Fig. 1 zeigt die Reproduktion
eines Papierchromatogramms. Bei
dem aeroben Versuch tritt ATP als
stiarkster Fleck hervor, ADP und
AMP (letzteres ist auf dem abgebil-
deten Chromatogramm nicht mehr
sichtbar) sind in geringerer Konzen-
tration ebenfalls vorhanden. Ausser
diesen Verbindungen sind auf dem
Chromatogramm noch andere Nucle-

e e oy o otide zu erkennen. Unter dem ATP

+ ADP ist ein Fleck sichtbar, welcher den

Fig. I. Papier_chromatographische Trennung der gleichen Rp-Wert wie UTP und GTP
Nucleotide. Bei dem anaeroben Versuch wurden : .

Gastrulae 5 Std. mit 10-3 M HCN incubiert. hat. (Diese Substanzen iiberdecken
sich im Chromatogramm.)

Das Absorptionsmaximum von ATP, welches aus dem Chromatogramm eluiert worden

war, lag bei 259-260 mp (pH 7) bzw. 257-258 mp (pH 2) in Ubereinstimmung mit den in

der Literatur angegebenen Werten. Die in UTP-GTP Hohe liegende Substanz hatte bei

262 my (pH 7) bzw. 261.5-261.0 mu (pH 11) ein Maximum. Diese Werte entsprechen

den in der Literatur fiir UTP angegebenen?®®. Die Substanz wird also hauptséchlich

aus UTP bestehen. Ihre Konzentration betrigt etwa 1/3 der ATP-Konzentration.

Bei den anaeroben Versuchen (10-% M und 10-* M HCN) traten dem Adenosin-
diphosphat und Uridindiphosphat* entsprechende Flecken stirker hervor. Die Kon-
zentration an Adenylsidure hatte anaerob dagegen nicht zugenommen.

Um das Vorkommen von anderen Triphosphaten ausser ATP in Embryonen
weiter zu sichern, wurden die im sdureldslichen Extrakt enthaltenen Nucleotide durch

ATP

UDP

uTp

* Uridindiphosphat und Guanosindiphosphat werden in den Chromatogrammen nicht ge-
trennt.

Literatur S. 393.
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Chromatographie an Dowex-1 nach der Methode von HURLBERT, ScEMITZ, BRUMM
UND POTTER!® getrennt. Da Molchembryonen nicht in gentigender Menge zur Ver-
figung standen, wurden die Versuche mit 8-g9 Tage alten Hilhnerembryonen aus-
gefithrt. In Fig. 2 ist ein Chromatogramm wiedergegeben. Die Hithnerembryonen
enthalten ausser ATP auch UTP und GTP in relativ grossen Mengen. Die Konzentra-
tionen betragen ATP: 0.6 uMol/ml Embryonen; UTP: 0.2 uMol/ml; GTP: 0.075 pMol/
ml. Die Gesamtkonzentration der Nucleosidtriphosphate in Hithnerembryonen be-
tragt ca. 0.9 uMol/ml (9 pMol/g Trockengewicht}.

~20} F f 498

0.7 CTP |ATP GTP UTP

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 1O 130 130 140 150 160 170 180
Nummer der Fraktion (je 10 ¢m3)

Fig. 2. Chromatographie der sdurelgslichen Fraktion g Tage alter Hithnerembryonen an Dowex-1
(15 Embryonen ~v 2.6 g Trockensubstanz).

Im Gegensatz zu Embryonen enthilt Leber von Hithnern und von Kéilbern nur geringe Mengen
UTP und GTP. In Rattenleber fanden HURLBERT, ScuMITz, BRUMM UND POTTER!? ebenfalls
relativ wenig UTP und GTP. Auch im Verhiltnis zu ATP enthilt Leber weniger UTP und GTP

als Embryonen.
ATP 10

T Ao
UTP 4+ GTP 1

In Embryonen ist der ATP-Gehalt im Vergleich zur ADP- und AMP-Konzentration hoéher als
in Leber.

Zur Identifizierung der Fraktionen wurde das Absorptionsspektrum bei pH 2, pH 7 und
pH 11 gemessen und das Gesamtphosphat sowie das siurelabile Phosphat bestimmt. Wenn ein
Triphosphat vorliegt, muss das Verhiltnis von sdurelabilem Phosphat: Gesamtphosphat 2:3
betragen. Ausserdem wurden die nach Sdurehydrolyse entstehenden Basen und Nucleotide papier-
chromatographisch identifiziert. Tabelle II enthilt ein Beispiel.

Spaltung von ATP, UTP und GTP durch Homogenate aus Molchkeimen

Molchkeime wurden homogenisiert und die Abspaltung von Phosphat aus ATP, UTP
und GTP durch die Homogenate unter gleichen Bedingungen (Glykokollpuffer: Jonen-
starke u = 0.3, pH 8.6; s. Versuchsteil) in Gegenwart von MgCl, und CaCl, unter-
sucht. Das Vorkommen von ATP-spaltenden Fermenten in Keimen von Rana pipiens
wurde in eingehenden Versuchen schon von BARTH UND JAEGER nachgewiesen?s. Wir
fanden, dass ausser ATP auch UTP und GTP durch die Homogenate gespalten werden.
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TABELLE II

ANALYTISCHE DATEN VERSCHIEDENER CHROMATOGRAPHISCH GETRENNTER FRAKTIONEN

Fraktion 105 (ATP) 126 (GTP) 147 (UTP)
Gesamt P (y) 66.4 35.6 52.4
Sdurelabiler P (y) 44.2 24.0 34.6

Absorptionsmaximum {mu) 257 (pH 2) 258 (pH 2) 262 (pH 7)
Nach Hydrolyse mit 1 N HC1

entstehende Verbindung Adenin Guanin Uridylsiure
(In geringer Menge vorhan-
dene Verunreinigung) (Uridylsaure) (Substanz mit
Rp = 0.54)

Durch 1 ml Homogenat (aus ~25 Gastrulen) wurden in 60 Min. bei 25° in Gegen-
wart von MgCl, durchschnittlich 11 y anorganisches Phosphat freigesetzt. In den
CaCl, enthaltenden Versuchsansidtzen war die ATP-Spaltung unter unseren Versuchs-
bedingungen durchschnittlich um 509% geringer. In den Keimen wird die ATP-
Spaltung also durch Mgt+ aktiviert. Eine von K1ELLEY UND MEYERHOF aus Muskel
isolierte Myosin-freie und an hochtourig abzentrifugierbare Teilchen gebundene ATP-
ase wird ebenfalls durch Mgt+ aktiviert?S.

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

UTP wird in Gegenwart von MgCl, nur etwa halb so schnell und GTP nur 1/3 so
schnell wie ATP gespalten (Gastrulastadien).

Bei Versuchen mit Zusatz von CaCl, wurde UTP im Gegensatz zu ATP (s. oben)
schneller, GTP etwas langsamer (~ 20%) als in Gegenwarl von MgCl, abgebaut.

BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE

Die Konzentration der Nucleosidtriphosphate nimmt in Molchkeimen nach 6-8 std.
Anaerobiose um 45-65% ab. Dabei ist nicht nur die ATP-Konzentration, 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 sdurelabilen Phosphates (4 10’ P) betrdgt nach Ver-
suchen von BARTH UND JAEGER?® an Rana pipiens nur etwa 35%, ist also geringer als
die Abnahme der Triphosphatkonzentration. Da anaerob aber die Konzentration der
Diphosphate erhsht ist und bei der Bestimmung des sdurelabilen Phosphats (4 10" P)
eine Phosphatgruppe der Diphosphate miterfasst wird, entspricht die Abnahme des
4 10’ P nicht der tatsichlichen Erniedrigung der NTP-Konzentration.

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

* UTP und GTP entstehen wahrscheinlich nicht direkt durch oxydative Phosphorylierung,
sondern durch Umphosphorylierung aus ATP (PorTEr und Mitarbeiter®a),
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auch die Konzentration des in den Keimen vorhandenen Kreatinphosphates® ab.
Da Kreatinphosphat jedoch in saurer, molybdathaltiger Losung instabil ist, wurde
es sowohl aerob als auch anaerob als anorganisches Phosphat mitbestimmt. Eine
Spaltung von Kreatinphosphat bei den anaeroben Versuchen ergibt deshalb keine
Zunahme der anorganischen Phosphatwerte*.

Die Entwicklung kommt anaerob im Gastrulastadium vollstindig zum Still-
stand. Es fragt sich, welche Zusammenhédnge zwischen der Entwicklungshemmung
und der Erniedrigung der NTP-Konzentration bestehen. Durch Versuche von WEBER
UND HOFFMANN-BERLING® ist bekannt, dass ATP nicht nur bei der Muskelkontrak-
tion, sondern allgemein bei Zellbewegungen als energieiibertragende Substanz wirk-
sam ist. Uber die Funktion von Nucleosidtriphosphaten bei den komplizierten Gestal-
tungsbewegungen embryonaler Keime liegen noch keine Untersuchungen vor, doch
ist es nach den oben erwihnten Ergebnissen sehr wahrscheinlich, dass ATP hier mit-
wirkt. ATP ist ausserdem wahrscheinlich auch fiir die Erhaltung der Zellstruktur
erforderlich.

Unter anaeroben Bedingungen bleiben mindestens 30—40%, des urspriinglich vor-
handenen NTPungespalten. Unter den gleichen Bedingungen ist aber der Einbau von
14CO, in Proteine und Nucleinsduren fast vollstindig gehemmt?®. Es ist also fraglich,
ob die Verringerung der NTP-Konzentration die unmittelbare Ursache fiir die Unter-
brechung der Synthesereaktionen ist, oder ob deren Hemmung primér durch eine
Anderung des Verhiltnisses von verschiedenen Formen anderer Co-Fermente (z.B.
TPN/TPNH,; Flavin/Flavin H,; CoEnzym A/Acetyl Co-Enzym A) verursacht wird.

Es wire auch mdglich, dass nur durch oxydative Phosphorylierung in Mito-
chondrien gebildetes ATP fiir bestimmte Synthesen verwendet werden kann. Dann
wire 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 i vivo zu bestimmen, liegen hieriiber
jedoch noch keine Versuche vor. Ausserdem ist in Betracht zu ziehen, dass die
Konzentrationsinderung der Nucleosidtriphosphate in den Granulae grosser sein
kénnte als in der gesamten Zelle,

Die relativ grosse UTP-Konzentration in Embryonen ist im Hinblick auf die in
letzter Zeit nachgewiesenen Co-Fermentfunktionen von Uracilverbindungen, welche
aus UTP gebildet werden konnen®!, von Interesse. GTP, welches in Embryonen
ebenfalls in relativ grosser Menge vorhanden ist, kann ATP bei Glykolysereaktionen
ersetzen®?. Versuche von SCHMITZ UND SAUKKONEN3®® mit markierter Glucose und
markiertem Glykokoll sprechen dafiir, dass die Triphosphate ausserdem Interme-
diarprodukte der Nucleinsduresynthese sind.

Herrn J. Borx danke ich fiir die geschickte Hilfe bei der Ausfithrung der ferment-
chemischen und chromatographischen Analysen.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
ausgefithrt.

ZUSAMMENFASSUNG

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

* Hierzu wire die Bestimmung des ‘‘wahren anorganischen Phosphates’ erforderlich.
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2. Wie Versuche mit Gastrulastadien des Alpenmolches zeigten, nimmt beim Ubergang von
aeroben zu anaeroben Bedingungen die Konzentration der Nucleosidtriphosphate um 45-65 % ab,
wihrend die Konzentration der Nucleosiddiphosphate und des anorganischen Phosphates zunimmt.

3. Durch Homogenate aus Molch- und Xenopus-Gastrulastadien wird ausser ATP auch GTP
und UTP gespalten. MgCl, und CaCl, beeinflussen die Spaltung der einzelnen Nucleosidtriphosphate
in verschiedener Weise.

SUMMARY

1. Salamander and hen embryos contain, in addition to ATP, relatively large quantities of
other nucleoside triphosphates (UTP and GTP).

2. As experiments with gastrula stages of alpine salamanders show, the concentration of nu-
cleoside triphosphate decreases by 45-65 %, in the transition from aerobic to anaerobic conditions,
while the concentration of nucleoside diphosphates and inorganic phosphates increases.

3. Not only ATP, but also GTP and UTP are split by means of homogenates of Salamander
and Xenopus gastrula stages. MgCl, and CaCl, influence the cleavage of single nucleoside triphos-
phates in various ways.
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