— 1094 —-

124, Zur chemischen Embryologie. Lipid-Synthesen im
Hiihnerembryo
von Karl Bernhard.
(5. IX. 41.)

Fast die Hilfte des Eifettes wird wihrend der Bebriitung ver-
braucht, der Rest soll sich nach Tangl und v. Métuch!) ungefihr gleich-
méssig auf den verbleibenden Dotter und die Korpersubstanz des
Kiickens verteilen. Dass im Embryo in bezug auf den Lipidstoff-
wechsel aber nicht ausschliesslich Speicherung von unverindertem
Eifett stattfindet, zeigten bereits Untersuchungen von Faves?), wel-
cher fiir das Dotterfett abnehmende, fiir das Embryofett ansteigende
Jodzahlen erhielt.

Probleme der chemischen Embryologie, z. B. stoffliche Verin-
derungen im Verlaufe der fétalen Entwicklung lassen sich neuer-
dings mit Hilfe der Isotopenmethodik wverfolgen. So injizierten
Hevesy, Levi und Rebbe3) zur Untersuchung des Phosphorstoffwech-
sels in befruchtete Eier radioaktive Natriumphosphatlosung und
beobachteten im Phosphatidphosphor der Embryonen eine bemer-
kenswert hohe, im Phosphatidphosphor aus dem Tigelb dagegen
keine spezifische Aktivitat. Die im wachsenden Hiihnchen vorhan-
denen Phosphatide stammen daher nicht nur aus den Reserven, also
aus dem Eigelb, sie werden vielmehr wihrend des embryonalen Lebens
auch aufgebaut.

Unter biologischen Bedingungen im Tierkoérper verlaufende Lipid-
synthesen konnen durch Verabreichung von schwerem Wasser be-
wiesen und kontrolliert werden. Aus den Organen oder den Dépots
solcher Tiere isolierte Fettsduren enthalten stabil gebundenes Deu-
terium, das im Verlaufe ihrer Neubildung aufgenommen wurde?).

Schoenheimer und Rittenberg®) injizierten in Hithnereier 0,35 bis
0,5 em?® 98-proz. schweres Wasser und isolierten nach 20-tigiger Be-
briitung aus dem Gesamt-Eiinhalt die Fettsduren. Wihrend die-
selben praktisech kein Deuterium enthielten, fanden Bernkard und
Schoenheimer®) bei einer 1,62 Atom-9% D betragenden Anreicherung
der Eifliissigkeit, in den Fettsduren aus demx Embryo 0,14 Atom-9, D.

1) Tangl, F. und 4. v. Mituch, Pfliiger’s Arvch. 121, 437 (1908).
2) Eaves, E. C., Am. J. Physiol. 40, 451 (1910).
3) Hevesy, G. C., H. B. Levi und 0. H. Rebbe, Biochem. J. 32, 2147 (1938).
%) Schoenkeimer, R. und D. Ritfenberg, J. Biol. Chem. 114, 381 (1936); D. Rittenberg
und K. Schoenheimer, J. Biol. Chem. 121, 235 (1937); H. H. Ussing. Skand. Arch. Physiol.
78, 225 (1938); K. Bernhard und R. Schoenheimer, J. Biol. Chem. 133, 713 (1940).

5) Schoenhermer, R. und D. Rittenberg, J. Biol. Chem. 114, 381 (1936).

6) Bernhard, K. und R. Schoenheimer, J. Biol. Chem. 133, 707 (1940).
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Es war angezeigt, diesen Versuch in grosserem Umfange zu
wiederholen und auch das Schicksal der Sterine zu priifen. 7'hann-
hauser und Schaber!) bemerkten wihrend der Bebriitung von Hiihner-
eiern eine Cholesterin-Zunahme. Nach Kusui?) soll der Cholesterin-
gehalt bis zum 14. Bebriitungstag zuriickgehen, bei der weiteren
Entwicklung aber vermehrt sein. H. Dam3?) gelangte auf Grund
eingehender Untersuchungen zur Auffassung, dass ein Cholesterin-
anstieg bis zum Ende der Brutzeit nicht bewiesen sei. Er fand aber
eine Vermehrung des Ester-Cholesterins auf Kosten des freien Chol-
esterins.

Ich habe in 20 Hithnereier 0,5-—1,0 ¢cm? Deuteriumoxyd (99,8 % D)
gebracht und nach einer Bebriitungszeit von 17 Tagen und 12 Stunden
9 normal entwickelte Hiithnchen erhalten. Sie wurden sorgfiltig vom
Eiinhalt getrennt, dessen Deuterium-Gehalt 1,13 bzw. 1,49 Atom- 9%,
betrug.

Aus den Kiicken isolierte ich das Unverseifbare und die freien
Fettsiuren. Letztere wurden tber die Bleisalze in gesittigte und
ungesittigte Siuren zerlegt. Durch Destillation der Methylester
gelang die Abtrennung reiner Palmitinsdure.

Aus dem TUnverseifbaren erhielt ich durch Umkrystallisation
das Cholesterin.

Alle diese Verbindungen waren Deuterium-halfig. Die Analyse
ergab folgende Werte:

Gesittigte Sauren . . . . . . . . . . .. 0,09 Atom-% D
Palmitinsdure . . . . . . . . . .. ... 0,08 Atom-9, D
Ungesittigte Sauren . . . . . . . . . .. 0,05 Atom-% D
Cholesterin . . . . . . . . . . .. ... 0,12 Atom-9% D

Diese Befunde berechtigen zur Annahme, dass der Hiihner-
embryo sowohl Fettsiuren als Cholesterin aufbaut, obwohl ihm
im Eidotter betrichtliche Lipid-Mengen zur Verfiigung stehen. Auf
Grund des Deuterium-Gehaltes der gesittigten Fettsduren, welcher
etwa 6—89, der Deuterium-Konzentration des Eiinhaltes betrigt,
scheint die Fettsynthese in einem nicht zu vernachlissigenden Aus-
masse stattzufinden.

Die Fettsiuren aus dem Xiinhalt waren frei von schwerem
Wasserstoff.

Experimentelles.

Injektionen.

Vor den Injektionen, welche nach den Angaben Tomita’s?) in
die Eispitze erfolgten, kiihlte ich die Eier zum Druckausgleich kurze

1y Thannhauser, S. J. und H. Schaber, Z. physiol. Ch. 127, 278 (1923).
2y Kusut, K., Z. physiol. Ch. 181, 101 (1929).

3) Dam, H., Bioch. Z. 215, 475 (1929).

%) Tomita, M., Bioch. Z. 116, 15 (1921).
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Zeit im Eisschrank. Nach Desinfektion der Einstichstelle mit Jod-
losung, wurden unter sterilen Konditionen durch eine kleine, mit
einer starken Nadel erzeugte Offnung 0,5—1,0 cm3 0,9 %, Natrium-
chlorid enthaltendes Deuteriumoxyd eingefiihrt. Diese Mengen rich-
teten gich nach den jeweiligen Verhiltnissen, bei vielen Eiern trat
sofort oder allmahlich Eiweiss aus. In einigen Fillen brachte ich
zum Abfluss desselben eine weitere, seitliche Offnung an. Diese
Locher habe ich nach nochmaliger Abkiihlung der Eier mit Wachs
verschlossen und mit der Bebriitung im elektrischen Brutschrank
begonnen. Im Verlaufe derselben mussten von den 20 Kiern 9 aus-
geschaltet werden, in zwei weiteren starben die Foten friithzeitig ab,
in 9 Eiern gelangten die Hithnchen zur normalen Entwicklung (vgl.
Tabelle).

Gewicht, g t em?

Nr. | D0
vor nach |Abnahme 9.9/

| Bebrittung g o5
1 65,8 61,3 4,5 0,7
2 63,6 59,8 3,8 0,6
3 59,0 53,3 5,7 0,5
4 58,6 55,2 3,4 0.8
5 57,2 53,1 4,1 0,5
6 58,2 54,0 4,2 0,9
7 58,5 53,8 4,7 0,6
8 60,0 55,8 4,2 \ 0,7
9 57,2 53,3 39 05

Isolierung der Lipide aus den Hihnchen.

Nach Durchschneiden der Nabelschnur an den Einmiindungs-
stellen wurden die getoteten Hiithnehen sorgfiltig von Dottersack
und Ei getrennt, mit destilliertem Wasser abgespiilt, mit Filtrier-
papier getrocknet und in methanolische Kalilauge gebracht. Sie
losten sich beim lingeren Stehen bis auf einige Knochenreste auf.
Vor der Verdinnung mit Wasser erwirmte ich kurze Zeit am Riick-
flusskiihler, filtrierte nach dem Abkiihlen iiber Glaswolle und extra-
hierte wie iiblich mit Petrolither und nach Ansiuern mit Ather.

Die Petrolitherausziige wurden mit verdiinnter Lauge und
Wasser gewaschen und mit Natriumsuifat getrocknet. Sie hinter-
liessen eingedunstet 270 mg gelblichen Riickstand, den ich aus
‘Wasser-Alkohol unter Verwendung von etwas Kohle umkrystalli-
sierte. Es konnten 148 mg bei 144° schmelzender Krystalle erhalten
werden, welche mit Cholesterin (Smp. 146°) im Mischschmelzpunkt
keine Erniedrigung ergaben.

D-Gehalt: 0,12 4 0,01 Atom-% D
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Aus den gut ausgewaschenen Atherextrakten ergaben sich 4,593 g
Fettsduren. Jod-Zahl 70,76. 3,98 g versetzte ich in alkoholischer
Losung mit Bleiacetat und krystallisierte die sich ausscheidenden
Bleisalze aus Alkohol um. Gewicht der freien gesittigten Fettsduren:
1,044 g; Smp. 54°.

D-Gehalt: 0,09 4+ 0,00 Atom-% D

Gewicht der freien ungesittigten Fettsduren: 2,32 g. Jod-Zahl
127,2.

D-Gehalt: 0,05 + 0,00 Atom-% D

700 mg der gesittigten Fettsduren habe ich verestert und 718 mg
des Methylesters in der von REittenberg!) beschriebenen Kolonne im
Hochvakuum destilliert. Eine bei 26—27° schmelzende Fraktion
ergab nach Verseifung 450 mg Krystalle, welche aus Aceton-Wasser
mehrmals umkrystallisiert bei 60° schmolzen. Mischsehmelzpunkt
mit Palmitinsdure (Smp. 619 61°

3,489 mg verbrauchten 1,360 cm? 0,01.n. NaOH
C1H3,0, Ber. Aq.-Gew. 256,3

Gef. 5 257,2

D-Analyse: 0,08 4- 0,00 Atom-%, D

Aufarbeitung der Eier.

Nach Abtrennung der Hiihnehen wurden die Eier 1—5 und
6—9 nach Entfernung der Schalen vereinigt und gut durchgemischt.
Im Vakuum destillierte ich bei gewdhnlicher Temperatur eine Wasser-
probe ab zur Bestimmung der stattgefundenen Anreicherung der Ei-
fliissigkeit an Deuterium.

D-Analyse: Eier 1—5 1,13 ++ 0,00 Atom-% D
Eier 6—9 1,49 4 0,01 Atom-% D

Die vereinigten Eiinhalte habe ich mit 25-proz. methanolischer
Kalilauge durch bH-stiindiges Erwirmen am Riickfluss verseift und
nach Ansduern die freien Fettsduren isoliert. Sie wogen auf dem
Wasserbade im Stickstoffstrom getrocknet 37,04 g.

Jod-Zahl: 75,89; 75,83
D-Analyse: kein Deuterium

Zusammenfassung.

1. Durch Injektion von schwerem Wasser in befruchtete Hithner-
eier gelang eine Anreicherung des Eiinhaltes an Deuterium. Aus in
einem solchen Milieu entwickelten Hiihnchen wurden die Fettsduren
und das Cholesterin isoliert. Beide enthielten stabil gebundenes Deu-
terium. Damit ist unter Beniitzung des schweren Wasserstoffes als
Indikator bewiesen, dass der Hiihnerembryo sowohl Fettsiuren als
Cholesterin teilweise synthetisiert.

1y Schoenheimer, R. und D. Rittenberg, J. Biol. Chem. 120, 155 (1937).
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2. Die Fettsduren des Kiinhaltes weisen kein Deuterium auf.
Ein Einbau desselben in Fettsiuremolekeln erfolgt nur anlésslich
ihrer Neubildung z. B. aus kleinen Bruchstiicken; Bedingungen, die
hier nicht vorliegen.

Ich danke der Rockefeller Foundation in New York und der Stiftung ,.Jubiliums-
spende fiir die Universitiit Zirich* fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Physiologisch-chemisches Institut der
Universitiat Ziirich.

125. Uber einige potentiometrische Folgetitrationen von Ver-
bindungen des Wolframs und Molybdidns neben solchen des
Vanadiums und des Eisens
von W. D. Treadwell und R. Nieriker.

(6. IX. 41.)

In einer kurz vorangegangenen Mitteilung (S.1067) wurde gezeigt,
dass sich Wolframsédure in phosphorsaurer Lésung quantitativ zu
Woltram(1V)- respektive Wolfram(V)-phosphat reduzieren Lisst, wo-
durch rasche und genaue Titrationen dieses Elementes ermoglicht
werden. Unter analogen Bedingungen konnte Molybdinsdure in
phosphorsaurer Lésung zu Molybdan(ITI)-phosphat reduziert werden.
Dadurch ergeben sich neue Moglichkeiten fiir die Titration von Wolf-
ram und Molybdidn neben anderen wichtigen Xomponenten legierter
Stahle. Aus der Reihe dieser Moglichkeiten sollen im Folgenden einige
Beispiele nidher beschrieben werden.

I. Titration eines Gemisches von Wolfram- und
Vanadinsiure.

a) Das Gemisch der Siuren soll keine anderen reduzierbaren
Substanzen enthalten. Um vorhandene Salpetersiure zu zerstoren,
wird die Losung mit konz. Schwefelsinre abgeraucht und dann der
Riickstand in so viel 1-m. Phosphorsiure aufgenommen, dass die vor-
wiegende Komponente eine Konzentration von etwa 0,01-m. erhilt.

Diese Losung wird nun in Zeit von 30 Minuten, in gleichméssigem
Tempo, durch einen mit elektrolytisch erzeugten Cadminmflittern
bheschickten Reduktor!) in das mit reinem Stickstoff von Luff voll-
kommen befreite Titrationsgefiss?) abfliessen gelassen. Wilrend der
Reduktion wird der Stickstoffstrom durch das Titrationsgefiss mit
missiger Geschwindigkeit in Gang gehalten. In dem Reduktor wird

1) Vgl. Helv. 5, 732 (1922).
2) Helv. 24, 1069 (1941), Fig. 1.



