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Lipide in der Eischale vom Strauss (Struthio camelus)’
Lipids in the egg shell of the ostrich (Struthio camelus)
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Summary. The egg shell (with cuticle) of the ostrich contained a total lipid concentration of 0.19 mg/g egg shell; the
phospholipids constituted the major portion, among the ‘neutral’ lipids cholesterol esters, cholesterol and free fatty acids
were identified. The egg shell lipids showed a stimulating effect on the crystal growth of calcium carbonate; the highest
rate of crystal growth was observed with the phospholipid fraction.

Lipide wurden bereits aus menschlichen und tierischen
Hartgeweben, den Knochen®?® und den Zihnen® 2
extrahiert. Untersuchungen von Irving u. Wuthier’® deu-
teten darauf hin, dass die Lipide an den Calcifizierungs-
prozessen im Knochen beteiligt sind. Die Analyse der
Lipide aus Knochen ergab hohe Konzentrationen an
sauren Phospholipiden; sie enthielten vor allem Serin-
und Inositol-Phosphatide. Phosphatidylserin stellte den
Hauptanteil in den Lipiden, die aus der hypertrophen
Chondrozyten-Zone des Epiphysenknorpels (Abschnurung
von Matrix-Vesikeln) isoliert wurden'®, Bosky u.
Posner'*-'” konnten Phospholipide als Ca**-bindende
Molekiile im Knochen nachweisen. - In der kalkigen
Eischale von Vogeln wurden Lipide bisher nur aus der
Eischale vom Huhn (Gallus gallus domesticus) isoliert!®,
Uber die Lokalisation der Lipide in der Eischale und ihre
Funktion bei den Calcifizierungsvorgéingen liegen bisher
keine Angaben vor. In der vorliegenden Studie soll ver-
sucht werden, dies nach Bestimmung des Lipidmusters der
Straussen-Eischale zu kliren.

Material und Methode. Mit Aqua dest. gereinigte Eischalen
(ohne Membrana testacea) vom Strauss (Struthio camelus
massaicus; Zoologischer Garten Frankfurt: Gelege) wurden
in einer Kugelmiihle pulverisiert. Das Extrahieren der Lipide
ausdem Eischalenpulver erfolgte mit Chloroform : Methanol
(v/v; 8:5), modifiziert nach Folch et al.'®, unter Riickfluss
(3 h; 70°C). Der eingeengte Extrakt (Vakuum-Eva-
poration) wurde gegen Aqua bidest. dialysiert. Der getrock-
nete (unter N,) Extrakt wurde danach in 1 ml Chloroform/
Methanol gelést und mit 50 pl Ameisensiure versetzt.
Dieses Gemisch wurde anschliessend mit Aqua bidest.
gewaschen. Zur Gewinnung der Schalen-Matrix wurden
kleinere Schalenstiicke bei Raumtemperatur mit Ameisen-
siure (1,5-2 N) behandelt (48 h). Die entkalkte Matrix
wurde mehrmals mit Aqua bidest. gewaschen und unter
N, getrocknet. Die Lipidextraktion aus der Matrix erfolgte
wie bereits angegeben. Die Bestimmung des Gesamtlipids
wurde gravimetrisch mit einer Elektrowaage (Cahn-Gram)
durchgefiihrt; die Analyse der Lipidfraktionen erfolgte
diinnschichtchromatographisch nach Van Gent® und Egge
et al2l. Die Phospholipide wurden mit der Aceton-
Prampnanons -Methode?? separiert. Der Nachweis der
Phosghohplde wurde zusitzlich mit spezifischen Reagen-
zien?>?* durchgefiihrt. Einzelne Phospholipide wurden mit-
tels Standards (Lecithin, Kephalin: SIGMA; Lysolecithin:
SERVA) identifiziert. Die Anderung der Kristallwachs-
tumsgeschwindigkeit von Calciumcarbonat (Calcit) nach
Zugabe von Lipiden aus der Eischale wurde unter Stand-
ardbedingungen bei konstanter Ubersittigung und mittels
eines pH-stat.-Verfahrens gemessen (H.-J. Meyer, unver-
offentlicht). Verwendete Abkiirzungen: CHE= Chol-
esterinester; CH= Cholesterin; TG = Triglyceride; FFA=
freie Fettsduren; PL =Phospholipide; GL = Gesamtlipid.
Ergebnisse und Diskussion. Die Konzentration des Gesamt-
lipids aus dem ersten Extrakt der Strausseneischale betrug
ca. 90 pg/g Eischalenpulver (Tabelle). Dabei wiesen die

Phospholipide mit 44,5% den hochsten Anteil auf. Bei der
dinnschichtchromatographischen Auftrennung der Lipide
trat zwischen dieser Fraktion und der Fraktion der freien
Fettsduren wihrend des Besprithens mit 10% H,SO, eine
blaue Bande (ca. 6,7%) auf; es konnte sich hier um ein
Oxidationsprodukt des Cholesterins handeln (Figur). Als
ein Bestandteil der Phospholipide konnte diinnschicht-
chromatographisch Lecithin identifiziert werden. Der
Anteil des Cholesterins am Gesamtlipid betrug 23,3%; es
folgten die Cholesterinester mit 13,3%, die Triglyceride
mit 8,9% und die freien Fettsduren mit 3,3%. In der
Eischale vom Huhn wiesen dagegen die Triglyceride die
hochste Konzentration auf, gefolgt von den Cholesterin-
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Densitometerkurven der Lipidextrakte nach Dunnschichtchroma-
tographie: A4 1. Lipidextrakt (Eischalenpulver); B 2. L1p1dextrakt
(Eischalenpulver); C Lipidextrakt (Schalen Matrix).
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estern, den freien Fettsduren und dem Cholesterin. Der
Phospholipidanteil betrug- durchschnittlich 27,6%. Die
Phospholipid-Konzentration der Eischalen von verschie-
denen Hiihnerrassen wichen si%niﬁkant, wenn auch nur
geringfiigig, von diesem Wert ab'®.

Moglicherweise erlauben die Lipidkonzentrationen ein-
zelner Fraktionen, z.B. die der Phospholipide, Aussagen
iiber phylogenetische Beziehungen zwischen verschiedenen
Vogeltaxa. So ist der hohe Phospholipidanteil in der Ei-
schale vom Strauss wahrscheinlich fiir die Eischalen von
Ratiten charakteristisch; denn in der Eischale vom Nandu
(Rhea americana) konnten wir einen #hnlich hohen
Phospholipidgehalt (ca. 60%) des Gesamtlipids nachweisen.
Der kristalline Riickstand (aufgelost mit 1,5-2 N Ameisen-
sdure) nach dem ersten Extrahieren der Lipide enthielt
ebenfalls 5 Lipidfraktionen (2. Extrakt) (Figur). Hierbei
betrug die Gesamtlipidkonzentration ca. 100 pg/g kristal-
lines Eischalenmaterial (Tabelle). Auffallend war
wiederum der hohe Anteil an Phospholipiden mit 66%.
Es folgten das Cholesterin mit 11%, die freien Fettsiuren
und die Triglyceride mit jeweils 8% und die Cholesterin-
ester mit 7% (Tabelle). Die unterschiedlichen Gesamt-
lipidwerte des 1. und 2. Lipidextrakts konnen durch das
Freilegen grosserer Matrixanteile bei der Aufarbeitung
des Schalenmaterials (fiir das 2. Extrahieren) bedingt sein.
Die Lipidanalyse der Schalen-Matrix (nach Entkalken der
Eischalenstiicke) ergab 5 Lipidfraktionen mit einer
Gesamtlipidmenge von ca. 110 pg/g Schalen-Matrix
(Figur, Tabelle). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Lipide
der Eischale hauptsidchlich in der Schalen-Matrix lokali-
siert sind. Hierbei waren die Phospholipide mit 62%, das
Cholesterin mit 21%, die Cholesterinester mit 11% und die
freien Fettsiuren mit 5% beteiligt. Die Triglyceridfraktion
wies nur 1% auf.

Die Kiristallwachstumsstudien (Calciumkarbonat) zeigten
einen beschleunigenden Effekt der Lipidextrakte. Wihrend
der Lipidextrakt aus pulverisierten Eischalen das Kristall-
wachstum um 15% beschleunigte, stieg dieser Wert bei den
Lipiden aus der Schalen-Matrix auf 24% an. Die gereinigte
Phospholipidfraktion verursachte eine weitere Erhohung
der Wachstumsgeschwindigkeit. Dies zeigt, dass unter den
Lipidfraktionen die Phospholipide bei der Calcitbildung
den grossten Effekt erzielen. Vermutlich wird Calcium zu-
nichst an die Phospholipide gebunden; sie (besonders
Phosphatidylserin?®) haben eine hohe Affinitit fiir dieses
Kation?,

Der hohe Anteil der Phospholipide in der Matrix der
Eischale vom Strauss und ihr katalytischer Effekt auf das
Kristallwachstum weisen darauf hin, dass diese Lipid-
fraktion an den Calcifizierungsprozessen der Eischale von
Vogeln, dhnlich wie beim Knochen, beteiligt sein kann.
Die Phospholipide konnen dabei, wie Irving® fur die
Calcifikation in den Zihnen und Knochen annimmt, bei

Konzentrationen der einzelnen Lipidfraktionen des 1. und 2. Lipid-
extrakts aus dem Eischalenpulver und des Extrakts aus der Matrix
der Eischale vom Strauss

1. Lipidextrakt 2. Lipidextrakt = Matrixextrakt
Eischalenpulver extrahiertes entkalkte
Eischalenpulver Schalenmatrix

(mg/g) (mg/g) (mg/g)

CHE 0,012 0,007 0,012

TG 0,008 0,008 0,001

CH 0,021 0,011 0,023

FFA 0,003 0,008 0,006

Blaue Bande 0,006 - -

PL 0,040 0,066 0,068

GL 0,09 0,1 0,11

1033

der Lokalisation der Ca-Ionen und bei der Interaktion der
organischen Matrix mit der Mineralphase eine Rolle
spielen. Wuthier®’ zeigte, dass die Konzentration von
Calcium in den Matrix-Vesikeln 25-50mal grosser ist als in
den angrenzenden Chondrozyten (Epiphysenknorpel). Bei
der Anreicherung von Ca** in den Vesikeln soll das
Phosphatidylserin der Vesikelmembran eine entscheidende
Rolle spielen. Aus Knochen konnten Boskey u. Posner!>!’
einen Calcium-Phospholipid-Phosphat-Komplex mit einem
molaren Verhiltnis an Ca/P,, von 1:1 isolieren, der Cal-
cium am hydrophilen Pol bindet. Ob bei der Kristall-
bildung (Calcit) in der Vogeleischale ein dhnlich stabiler
Komplex zwischen Calcium, Phospholipid und dem
Carbonat-Ton vorkommt, ist noch offen.

Nach Vogel u. Boyan-Salyers?’ sind die sauren Phospho-
lipide an basische Protein-Kerne (Proteolipid) gebunden
und sollen als Nucleations-Agens bei der Calcifizierung
fungieren. Die Lipide bzw. Phospholipide der organischen
Eischalen-Matrix (Netzwerk aus Fibrillen und/oder
fibrilliren Membranen sowie Vesikeln) sind vermutlich
auch mit Proteinen und Kohlenhydraten (Glycoproteine?)
assoziiert. Sie konnen méglicherweise in Kombination als
supramolekularer Komplex die Calcifikation der Eischale
steuern.

1 Forschergruppe Biomineralisation. Von der Deutschen For-

schungsgemeinschaft gefordertes Projekt.

2 Herrn K. Kasimir danken wir fiir seine experimentelle Unter-

stiitzung bei den Lipiduntersuchungen. Herrn Prof. H.-J.

Meyer, Mineralogisches Institut Bonn, danken wir fiir die
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