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Amino Acid Studies in Relation to Yolk
Utilization in the Chick Embryo

EManvELssoN! has demonstrated three separate
proteolytic enzymes in the yolk of the chick egg by in-
cubation procedures iz vitro and WILL1AMS ef al.2, using
paper chromatography, have reported an increase of
free amino acids of whole yolk from the fourth to the
10th day of incubation. It seemed important to supple-
ment the existing knowledge concerning the amino acid
pools of the hen’s egg by assaying the level of free amino
acids in the solid yolk, fluid yolk and blood between 3
and 12 days of incubation .

Materials and Methods. Samples of blood were collect-
ed at 7, 9, and 12 days by isolating a section of a vitelline
artery over a small plastic ‘boat’, and after carefully
cleaning the vessel of investing tissue, the artery could
be cut and the ‘clean’ blood collected from the plastic
boat. From 3 until 10 days of incubation in the chicken
egg there is a volume of liquid (sub-blastodermic fluid
or fluid yolk}, containing soluble protein, which lies
beneath the embryo and above the solid yolk (RomMaN-
ofFF?), This fluid was collected by means of small bore
mouth pipets and it was then centrifuged at 18,000 g for
10 min to free it of yolk granules. Trichloracetic acid was
added to the solid yolk, liquid yolk and blood to give a
final concentration of 109,.

Since the object of this investigation was to determine
total free amino acid content in these various fractions
the use of Folin’s amino acid reagent for the colorimetric
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estimation of amino nitrogen (Kocua and HANKE?) seem-
ed quite adequate. Total nitrogen determinations were
made utilizing the nesslerization procedure described in
UMBREIT ¢f al.5.

Experimental Results. To give an idea of the rate of
growth, embryo dry weights were obtained and these
are given in the Table; embryos were pooled in obtaining
the dry weights of the early stages. Also in the Table the
total nitrogen values of TCA precipitates from 5 cm?
samples of fluid yolk during this same period are indicat-
ed. At 3 days of incubation approximately 5 cm?® of
liquid yolk could be obtained from the yolk sac, at 4 days
there was about 10 cm?® and approximately 15 cm? at
6 and 8 days; the volume decreases after this time.

In the series of analyses for amino nitrogen in fluid
yolk samples the data show an amino acid increase
during development (Table), and it is probable that this
increase results from proteolysis of yolk protein, although
these amino acids could have another source {albumin,
embryo or its membranes). Based on equal sample
volumes, the free amino acids maintained a constant
concentration in the blood and the solid yolk during
the period from 3 to 12 days of incubation (Table).

Acknowledgment. This work was aided by a grant from the Com-
mittee on Growth Acting for the American Cancer Society and 2
University of California Cancer grant.

R. A. FLICKINGER

Department of Zoology, University of California, Los
Amngeles, October 29, 71956.

4 F. C. Kocu and B, HANKE, Practical methods in biochemistry
{The Williams and Wilkins Co., 1948).

5 W. W, Umsrerr, R. H. Burrs, and J. F. Stavrrer, Mano-
metric technigues and related wethods for the study of tissue metabolism
(Burgess Publishing Company, 1948).

Emb Fluid yolk acid Fluid yolk amino ‘Whole blood Solid yolk
Days of d moryo insoluble nitrogen nitrogen amino nitrogen amino nitrogen
development ry weight in 5 cm® samples in 5 cm® 1 in 1 cm?® les in 5 em3 samples
P mg in 5 cm pl n 5 cm3 samples in 1 cm?® samp p
Mg H“g Hg Ug
3 2,700 1,025 1,024
2,800 1,073 1,251
2,706 1,066 1,274
4,120 1,036 1,274
4 55 3,600 1,137
3,034 1,260
4,000 1,160
3,600
3-437
6 28 8,800 1,285 865
6,000 1,320 1,019
7,400 1,061
1,134
7 125
135
8 86 13,000 1,373
10,860 1,400
12,657 1,420
9 135 1,349
122 1,221
1,040
1,279
10 145 21,200 1,486
16,300 1,460
21,430 1,500
12 146 1,307
109 653
920
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Résumé

On démontre que les acides aminés libres du vitellus
liquéfié augmentent pendant le développement de
I'embryon, ce qui suggére une hydrolyse de ses protéines.

Wirkung von Polysacchariden bakterieller
Herkunft auf die experimentelle Lipdmie

In friheren Arbeiten unseres Laboratoriums wurden
verschiedene pharmakologische Wirkungsqualitdten von
Polysacchariden bestimmter Art beschrieben, wie die
spezifische Wirkung auf die Chemotaxis der Leuko-
zyten?, auf die entziindlichen Reaktionen des Binde-
gewebes?, sowic auf verschiedene Infektions-? und ana-
phylaktische* Phinomene,

Zu den bekannten Wirkungsqualititen bestimmter
Polysaccharide, wie zum Beispiel Heparin und Manuro-
nat, gehort auch deren Antilipimie-und blutgerinnungs-
hemmende Wirkung. Es schien deshalb wichtig, Poly-
saccharide verschiedener Art und Herkunft auch auf
ihre antilipdmische Wirkung ix vivo und auf ihre Wirk-
samkeit auf die Plasmagerinnung in vifre zu unter-
suchen,

Dic Antilipamie-Wirkung in vive wurde, wie Gblich, an Hand der
Klirungs des Serums lipdmischer Ratten bestimmt, im wesent-
lichen nach der von CoNSTANTINIDES ef al. angegebenen Methode5.
Eine Gruppe von mindestens 5 bis 10 Ratten erhilt nach 16stiindi-
gem Hungern je Ratte 3 ml Maissl pro 100 g per os (enthaltend 0,3 g
Zellulose, um Intoleranzerscheinungen zu vermeiden) und bleibt un-
behandclt, Sie- dient als Kontrollgruppe, Die 5-10 Ratten jeder
anderen Gruppe erhalten unmittelbar nach Maisélverabreichung je
die gleiche Dosis des zu priifenden Priiparates intravends in die
Schwanzvene. 2 h nach der Injektion werden die Tiere in Avertin-
narkose {1 ml/100 g intraperitoneal einer 2prozentigen Losung) aus
der Carotis in ein Zentrifugenglas entblutet, das Blut 30 min bei
3000 U.fmin zentrifugiert, das Serum abgehoben, 1:5 mit Wasser
verdiinnt und der Triibungswert einzeln bestimmt, Als Kontrolle
dient das gesammelte 1:5 verdiinnte Serum der Kontrollratten (1 ml
Serum jedes Tieres). Die Triibung wird je Tier nephelometrisch in
cinem Coleman-Spektrophotometer (Mod. 14) bei 610 mpu in Prozent
Transmission abgelesen, nachdem das verdiinnte Mischserum der
Kontrollratten auf 100% Transmission gestellt worden ist. Das
- arithmetische Mittel der Tritbungswerte der Ratten je Priparatdosis
{im Vergleich zum Kontrolltriibungswert=1009%) gibt die prozentuale
Klirung durch dic injizierte Priparatdosis. Dic Priparatdosen wer-
den so gewihlt, dass eine BOprozentige Kldrung durch mehrere
Dosen {pro Gruppe) sowohl unter- wie iiberschritten wird, so dass
durch Interpolation die Dosis eruiert werden kann, welche 50pro-
zentige Klarung verursacht (= ED3509;). Die blulgerinnungshemmende
Wirkung wurde im Rekalzifizierungsversuch an Rinderoxalatplasma
in vitro bei 37°C untersucht.

Befunde. Die in der Tabelle zusammengestellten Pra-
parate umfassen nur einen Teil der von uns gepriiften,
und zwar nur die antilipdmisch wirksamsten Priparate.
Die Einteilung erfolgte nach deren Herkunft, Fraktio-
nierung und Antilipdmiewirkung. Die Wirksamkeit ist
ausgedriickt in Effektivdosen.
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Polysaccharide bakterieller Herkunft

Antili- | Rekalzifizie-
pitmie rung
Charakterisierung der Priparate égfg:@ ((:Zr;?zlolf £
yikg | EJK, | Wir-
intraven.| % kung
1. Aus gramnegativen Bakterien
(78 Praparate untersucht)
A = Athanolfillung aus
Kulturfiltrat . 1000
Subfraktionicrung von A
Aa . ..o e 4 | 0,05 %]
Ab . . ..o 0. 20
Ac . . . o e 35
Ad .. . L. 0o 35
Ae . ... ..o 60
N 70
Ag . oo oo 100
Ah . . oo o000 1000
Ai 1000
Subfraktionierung von Aa:
Aafl. . . . .. ... 8 [ 005] o
Aaj2. . . .00 oL 10
Aaf3. . . w 1000
B = Mit3 Volumen Athanol
aus Kulturfiltrat nicht
fallbar . . . . . ] 10000
Subfr'xktxomerung von B
Ba . . .. ... ... 250
Bb ... 000 500
Be . . 1000

C = Fraktlomerung des Kul-
turfiltrats unter Vermei-
dung organischer Lésungs-

mittel . . . 400 | 01 &
D = Fraktion aus Baktcncn-
riickstand . . . . 75
Subfrakt:omcrung von D
Da . . . ... .. 1] 0,05 @
Db . .. . 4
E = Kcmbm’ttton der Frak-
tionicrung nach D, Da,
Db aus Baktcricnriick—
stand . . . . 1 0,05 ]
F = Nebenfraktlon von E . 5 0,05 o
G = Nebenfraktion von F. 1000 0,05 %]
2. Aus grampositiven Bakterien
(2 Priparate untersucht) . . . 0 0
3. AusMykobakterien
{6 Priaparate untersucht) . 0 4]

Die Polysaccharide aus gramnegativen Bakteyien wurden
aus dem Kulturmedium oder auch aus Bakterienriick-
stinden von Proteus gewonnen und auf verschiedene
Weise fraktioniert®, Die Beziehung der einzelnen Pri-
parate zueinander hinsichtlich ihrer Fraktionierung ist
aus der Tabelle ersichtlich. Die in der Tabelle angegebe-
nen wirksamsten aller als wirksam zu bezeichnenden
Priparate diirften in der Hauptsache den Lipopolysac-
charidfraktionen zuzurechnen sein.

Unter diesen Priparaten finden sich Fraktionen,
welche in Effektivdosen ab 1 y/kg intravends die experi-
mentelle Lipimie an Ratten um 509, vermindern. Es
gelingt somit die bei der Lipamieklirung in vivo wirk-
same Substanz anzureichern. Angegeben sind nur solche
Priparate, deren Effektivdosis 1 mg/kg intravends

8 Die Priparate bzw, Fraktionen wurden in unseren chemischen
Laboratorien von Dr. F. W. KaunTt dargestellt.



