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A m i n o  Acid Studies  in Relat ion  to Yolk 
Ut i l i zat ion  in the Chick E m b r y o  

EMANUELS$ON 1 h a s  d e m o n s t r a t e d  t h r e e  s e p a r a t e  
p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  in  t h e  yo lk  of t h e  c h i c k  egg b y  in-  
c u b a t i o n  p r o c e d u r e s  in vitro a n d  WILLIAMS el al. 2, us ing  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  h a v e  r e p o r t e d  a n  i nc r ea se  of 
free a m i n o  acids  of who le  yo lk  f r o m  t h e  f o u r t h  to  t h e  
10 th  d a y  of i n c u b a t i o n .  I t  s e e m e d  i m p o r t a n t  to  supp le -  
m e n t  t h e  e x i s t i n g  k n o w l e d g e  c o n c e r n i n g  t h e  a m i n o  ac id  
pools  of t h e  h e n ' s  egg b y  a s s a y i n g  t h e  level  of f ree  a m i n o  
ac ids  in  t h e  sol id  yolk ,  f lu id  y o l k  a n d  b lood  b e t w e e n  3 
a n d  12 d a y s  of i n c u b a t i o n .  

Materials and Methods. S a m p l e s  of b lood  were  col lect-  
ed a t  7, 9, a n d  12 d a y s  b y  i so l a t ing  a s ec t ion  of a v i t e l l i ne  
a r t e r y  o v e r  a s m a l l  p l a s t i c  ' b o a t ' ,  a n d  a f t e r  c a r e fu l l y  
c l e a n i n g  t h e  vesse l  of i n v e s t i n g  t i ssue,  t h e  a r t e r y  cou ld  
be  c u t  a n d  t h e  ' c l e a n '  b l o o d  co l l ec ted  f r o m  t h e  p l a s t i c  
b o a t .  F r o m  3 u n t i l  10 d a y s  of i n c u b a t i o n  in  t h e  c h i c k e n  
egg t h e r e  is a v o l u m e  of l iqu id  ( s u b - b l a s t o d e r m i c  fhf id  
or  f lu id  yolk) ,  c o n t a i n i n g  so lub le  p r o t e i n ,  w h i c h  lies 
b e n e a t h  t h e  e m b r y o  a n d  a b o v e  t h e  sol id yo lk  (RosIAN- 
OFF3). Th i s  f lu id  was  co l l ec ted  b y  m e a n s  of s m a l l  b o r e  
m o u t h  p i p e t s  a n d  i t  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  18,000 g for  
10 m i n  to  f r ee  i t  of yo lk  g ranu le s .  T r i c h l o r a c e t i c  ac id  was  
a d d e d  to  t h e  sol id yolk,  l i qu id  yo lk  a n d  b l o o d  to  g ive  a 
f ina l  c o n c e n t r a t i o n  of 10%.  

S ince  t h e  o b j e c t  of t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was  t o  d e t e r m i n e  
t o t a l  f ree  a m i n o  ac id  c o n t e n t  in  t h e s e  v a r i o u s  f r a c t i o n s  
t h e  use  of F o l i n ' s  a m i n o  ac id  r e a g e n t  for  t h e  c o l o r i m e t r i c  

e s t i m a t i o n  of a m i n o  n i t r o g e n  ( K o c h  a n d  HANKE 4) seem- 
ed q u i t e  a d e q u a t e .  T o t a l  n i t r o g e n  d e t e r m i n a t i o n s  were 
m a d e  u t i l i z ing  t h e  ne s s l e r i z a t i on  p r o c e d u r e  desc r ibed  in 
UMBREIT et al. ~. 

Exper imenta l  Results. To give  a n  idea  of t h e  r a t e  of 
g r o w t h ,  e m b r y o  d r y  w e i g h t s  were  o b t a i n e d  a n d  these 
a re  g i v e n  in  t h e  T a b l e  ; e m b r y o s  were  poo led  in  obta in ing  
t h e  d r y  w e i g h t s  of t h e  ea r ly  s tages .  Also in t h e  Tab le  the 
t o t a l  n i t r o g e n  v a l u e s  of TCA p r e c i p i t a t e s  f rom 5 cm ~ 
s a m p l e s  of f lu id  yo lk  d u r i n g  t h i s  s a m e  p e r i o d  a re  indicat- 
ed. A t  3 d a y s  of i n c u b a t i o n  a p p r o x i m a t e l y  5 cm ~ of 
l i qu id  yo lk  cou ld  be  o b t a i n e d  f r o m  t h e  yo lk  sac,  a t  4 days 
t h e r e  was  a b o u t  10 c m  ~ a n d  a p p r o x i m a t e l y  15 cm 3 at 
6 a n d  8 d a y s ;  t h e  v o l u m e  dec reases  a f t e r  t h i s  t ime .  

I n  t h e  ser ies  of a n a l y s e s  for  a m i n o  n i t r o g e n  in fluid 
yo lk  s a m p l e s  t h e  d a t a  show a n  a m i n o  ac id  increase 
d u r i n g  d e v e l o p m e n t  (Table) ,  a n d  i t  is p r o b a b l e  t h a t  this 
i nc rease  r e su l t s  f r o m  p ro t eo lys i s  of yo lk  p r o t e i n ,  a l though  
t h e s e  a m i n o  ac ids  cou ld  h a v e  a n o t h e r  source  (albumin, 
e m b r y o  or  i t s  m e m b r a n e s ) .  B a s e d  o n  e q u a l  sample 
v o l u m e s ,  t h e  f ree  a m i n o  ac ids  m a i n t a i n e d  a constant  
c o n c e n t r a t i o n  in  t h e  b lood  a n d  t h e  solid yo lk  during 
t h e  p e r i o d  f r o m  3 to  12 d a y s  of i n c u b a t i o n  (Table) .  
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Days of 
development 

10 

12 

Embryo 
dry weight 

mg 

5"5 

28 

86 

145 

Fluid yolk acid 
insoluble nitrogen 
in 5 cm ~ samples 

2,700 
2,800 
2,706 
4,120 
3,600 
3,034 
4,000 
3,600 
3.437 
8,800 
6,000 
7,400 

13,000 
10,860 
12,657 

21,200 
16,300 
21,430 

Fluid yolk amino 
nitrogen 

in 5 cm 3 samples 

1,025 
1.073 
1,066 
1,036 
1,137 
1,260 
1,160 

1,285 
1,320 

1,373 
1 ;400 
1,420 

1,486 
1,460 
1,500 

Whole blood 
am ino nitrogen 

in 1 cm s samples 
/*g 

125 
135 

135 
122 

146 
109 

Solid yolk 
amino nitrogen 

in 5 em 3 samples 

1,024 
1,251 
1,274 
1,274 

865 
1,019 
1,061 
1,134 

1,349 
1,221 
1,040 
1,279 

1,307 
653 
920 
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Rdsumd 

O n  d d m o n t r e  q u e  los  a c i d e s  a m i n e s  l i b r e s  d u  v i t e t l u s  
liqu6fi6 a u g m e n t e n t  p e n d a n t  le  d 6 v e l 0 p p e m e n t  d e  
| ' e m b r y o n ,  c e  q u i  s u g g ~ r e  u n e  h y d r o l y s e  d e  s e s  p r o t 6 i n e s .  

Polysaccharide bakterielter Herkunft  

Charakterisierung der Prfiparate 

Antili- Rekatzifizie- 
p¢imie rung 

EDso% (Gcrinnung 
i Klfirung in vitro) 

ylkg E . K .  Wir- 
iutraven. % kung 

Wirkung yon Polysacchariden bakterieller 
Herkunft auf die experimentelle Lipiimie 

I n  f r i i h e r e n  A r b e i t e n  u n s e r e s  L a b o r a t o r i u m s  w u r d e n  
v e r s c h i e d e n e  p h a r m a k o l o g i s c h e  V ¢ i r k u n g s q u a l i t ~ t t e n  y o n  
P o l y s a e c h a r i d e n  b e s t i m m t e r  A r t  b e s c h r i e b e n ,  w i e  d i e  
spezi f i sche  W i r k u n g  a u f  d i e  C h e m o t a x i s  d e r  L e u k o -  
zy ten  x, a u f  d i e  e n t z t i n d l i c h e n  R e a k t i o n e n  d e s  B i n d e -  
gewebes 2, s o w i e  a u f  v e r s c h i e d e n e  I n f e k t i o n s  -~ u n d  a n a -  
p h y l a k t i s c h O  P h i i n o m e n e .  

Zu d e n  b e k a n n t e n  W i r k u n g s q u a l i t ~ t e n  b e s t i m m t e r  
P o l y s a c c h a r i d e ;  w i e  z u m  B e i s p i e l  H e p a r i n  u n d  M a n u r o -  
nat,  g e h S r t  a u c h  d e r e n  A n t i l i p / i m i e - u n d b l u t g e r i n n u n g s -  
h e m m e n d e  " W i r k u n g .  E s  s e h i e n  d e s h a l b  w i c h t i g ,  P o l y -  
s accha r ide  v e r s c h i e d e n e r  A r t  u n d  H e r k u n f t  a u c h  a u f  
ihre a n t i l i p ~ m i s c h e  W i r k u n g  i n  vivo u n d  a u f  i h r e  ~Virk-  
s a m k e i t  a u f  d i e  P t a s m a g e r i n n u n g  in  vitro z u  u n t e r -  
suchen .  

Die Antilipdmie-Wirkung in vivo wurde, wie iiblich, an Hand der 
KlSrung,, des Serums lip~imischer Rat ten best immt,  im wesent- 

lichen nach der yon CONSTANTINIDES et at. angegebenen Methode 5. 
Eine Gruppe yon mindestens 5 bis 10 Rat ten erh~lt naeh 16sttindi- 
gem Hungern je Ratte 3 ml Mais61 pro 100 g per os (enthaltend 0,3 g 
Zellulose, um Intoleranzerseheinungen zu vermeiden) und bleibt un- 
behandelt. Sie d i e n t  als Kontrollgruppe. Die 5-10 Rat ten jeder 
anderen Gruppe erhalten unmit te lbar  nach Mais61verabreichung je 
die gleiehe Dosis des zu priifenden PrSparates intraven6s in die 
Schwanzvene. 2 h nach der Injektion werden die Tiere in Avertin- 
narkose {1 mt[100 g intraperitoneaI einer 2prozentigen LSsung) aus 
dcr Carotis in ein Zentrifugenglas entblutet ,  das Btut 30 rain bei 
3000 U./mln zentrifugier L das Serum abgehoben, 1:5 mit Wasser 
verdiinnt und tier Trfibungswert einzeln best immt.  Als Kontrolle 
dicnt das gesammelte 1 : 5 verdtinnte Serum der Kontrollratten (1 ml 
Serum jedes Tiercs). Die Trtibung wird je Tier nephelometrisch in 
einem Coleman-Spektrophotometer (Mod. 14) bei 610 m/~ in Prozent 
Transmission abgelesen, nachdem das verdfinnte Mischserum der 
K0ntrollratten auf 100% Transmission gestellt worden ist. Das 
adthmetisehe Mittel der Triibungswerte der Rat ten je Pr~iparatdosis 
(im Vergleich zum Kontrol[triibungswert = 100%) gibt die pro~entualo 
Kl~rung durch die injizierte Prfiparatdosis. Die Pr~iparatdosen wer- 
den so gewXhlt, dass eine 50prozentige Klfirung durch mehrere 
LMsea {pro Gruppe) sowohl unter- wie iiberschritten wird, so dass 
dureh Interpolation die Dosis eruiert werden kann, welche 50pro- 
zentige Kl~irung verursacht  ( =  EDs0%). Die blutgerinnungshemmende 
|Virkung wurde im Rekalzifizierungsversuch an Rinderoxalatplasma 
in vitro bei 37°C untersueht .  

Be/unde. D i e  i n  d e r  T a b e l l e  z u s a m m e n g e s t e l l t e n  Pr~t- 
parate  u m f a s s e n  n u r  e i n e n  T e l l  d e r  y o n  u n s  g e p r i i f t e n ,  
und z w a r  n u r  d i e  a n t i l i p ~ m i s c h  w i r k s a m s t e n  P r / i p a r a t e .  
Die E i n t e i l u n g  e r f o l g t e  n a c h  d e r e n  H e r k u n f f ,  F r a k t i o -  
nierung u n d  A n t i l i p ~ t m i e w i r k n n g .  D i e  W i r k s a m k e i t  i s t  
ausged f i i ck t  in  E f f e k t i v d o s e n .  
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Conc. Abstr. "West. Reg. Meat. 19, 29,~4. 

1. Aus  g r a m n e g a t i v e n  Bak te r i en  
(78 Pr i tpara te  un t e r such t )  
A = Athano l f a l lung  a u s  

Ku l tu r f i l t r a t  
Sub f r ak t i on i e rung  yon  A : 
Aa  
Ab  
Ac 
Ad 
Ae 
Af  
Ag 
Ah  
Ai 
Sub f r ak t i on i e rung  yon  Aa : 
Aa /1 .  
Aa /2 .  
Aa /3 .  " ~- 

B = Mi t  3 V o l u m c n  )~thanol  
a u s  K u l t u r f i l t r a t  n i ch t  
IAltbar 
S u b f r a k t i o n i e r u n g  v a n  B:  
Ba  
Bb  
Bc 

C = F r a k t i o n i e r u n g  des  Kul -  
t u r f i l t r a t s  u n t e r  Vermei-  
d u n g  o rgan l seher  L6sungs -  
mi t t e l  

D = F r a k t i o n  a u s  Bak te r i cn-  
r f i cks tand  
S u b f r a k t i o n i e r u n g  v o n  D : 
Da  
Db  

E = K o m b i n a t i o n  der  F r ak -  
t i on i e rung  nach  D, DR, 
Db  a u s  Bakter ienr i iek-  
s t a n d  

F = N e b e n f r a k t i o n  yon  E . . 
G = N e b e n i r a k t i o n v o n  F . . .  

2. Aus  g r a m p o s i t i v e n  Bak tc r i en  
(2 Pr~iparate un t e r such t )  . . . 

3. Aus  M y k o b a k t e r i e n  
(6 Pr i ipara te  u n t e r s u c h t )  . . 
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D i e  Polysaccharide aus gramnegativen Bakterien w u r d e n  
a u s  d e m  K u l t u r m e d i u m  o d o r  a u c h  a u s  B a k t e r i e n r t i c k -  
s t l i n d e n  y o n  P r o t e u s  g e w o n n e n  u n d  a u f  v e r s c h i e d e n e  
W e i s e  f r a k t i o n i e r t  e. D i e  B e z i e h u n g  d e r  e i n z e l n e n  PrX-  
p a r a t e  z u e i n a n d e r  h i n s i c h t l i c h  i h r e r  F r a k t i o n i e r u n g  i s t  
a u s  d e r  T a b e l l e  e r s i c h t l i c h .  D ie  in  d e r  T a b e l l e  a n g e g e b e -  
n e n  w i r k s a m s t e n  a l l e r  a l s  w i r k s a m  z u  b e z e i c h n e n d e n  
P r A p a r a t e  d f i r f t e n  in  t i e r  H a u p t s a c h e  d e n  L i p o p o l y s a c -  
c h a r i d f r a k t i o n e n  z u z u r e c h n e n  s e in .  

U n t e r  d i e s e n  P r i i p a r a t e n  f i n d e n  s i c h  F r a k t i o n e n ,  
w e l c h e  in  E f f e k t i v d o s e n  a b  1 y / k g  i n t r a v e n 6 s  d i e  e x p e r i -  
m e n t e l l e  L i p A m i e  a n  R a t i o n  u m  5 0 %  v e r m i n d e r n .  E s  
g e l i n g t  s o m i t  d i e  be i  d e r  L i p ~ m i e k t ~ r u n g  in vivo w i r k -  
s a m e  S u b s t a n z  a n z u r e i c h e r n .  A n g e g e b e n  s i n d  n u r  s o l c h e  
Pr~Lpara te ,  d e r e n  E f f e k t i v d o s i s  1 m g / k g  i n t r a v e n 6 s  

a Die Pr~iparate bzw, Fraktionen wurden in unseren ehemisehen 
Laboratorien yon Dr. F. W. KAHNT dargestellt. 


