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Im Zusammenhang mit unseren systematischen Untersuchungen fiber die Bedeu- 
tung der Lipoide ffir die Blutgerinnung bemfihten wir uns um eine geeignete Methode 
zum Nachweis freien Arninostiekstoffs, die uns instandsetzen sollte, die Abh~ingigkeit 
der Gefinnungsaktivitiit von Kephalingemischen v o n d e r  Anwesenheit freien Amino- 
stiekstoffs zu studierenl, *. Die vorliegende Untersuchung bildete die Grundlage ffir ein 
eingehenderes Studium aminostickstoffhaltiger Lipoide Inithilfe der Papierchromato- 
graphie, dem wit eine Anzahl gerinnungsphysiologische Funde, wie die Kenntnis neuer 
gerinnungshernmender Substanzen der I. Phase der Blutgerinnung 3 und die des Anti- 
thromboplastins von Tocantins 4, aber auch einen tieferen Einblick in die Zusammen- 
setzung gerinnungsaktiver Kephalingemische verdanken. Unsere methodische Mittei- 
lung erscheint uns umso mehr berechtigt als die Aminostiekstoff besitzenden Lipoide 
bis jetzt  noch nicht Gegenstand einer eingehenderen papierchromatographischen Unter- 
suchung waren. 

An erster Stelle interessierten wit uns ffir den Nachweis yon freiem Aminostickstoff, 
woffir, wie wir feststellten, die Reaktionen von Agulhon-Thomas, Rimini, Sivadjan und 
Cornelius nicht geeignet waren. Mit der Ninhydrinreaktion zum Nachweis der amino- 
stickstoffhaltigen Phosphatidbausteine und auch der intakten Kephaline selbst erhielten 
wit hingegen befriedigende Resultate. 

Wit teilen in der Folge sub A zwei zweckdienliche Ausffihrungen der Ninhydrin- 
reaktion mit und berichten gleichzeitig fiber die Empfindlichkeit dieser Reaktionen, 
fiber st6rende Faktoren und soweit m6glich fiber deren Beseitigung. In Abschnitt B 
werden einige technische Besonderheiten unserer papierchromatographischen Unter- 
suchungen NH 2- haltiger Lipoide insbes, der Kephaline mitgeteilt. Abschnitt C referiert 
fiber den Tatbestand anl~sslich der papierchromatographischen Untersuchung von 
rohen und durch Umf~llen oder Dialyse gereinigten, teils auch desaminierten Kepha- 
linen vor und nach Hydrolyse, w~ihrend in D auf die Identifizierung der NH 2- haltigen 
Hydrolyseprodukte n~her ei~agegangen wird. Im letzten Kapitel werden die erhaltenen 
Ergebnisse diskutiert. 

* Diese Arbeit wurde mit dankenswerter Unterstiitzung der Niederl~ndisehen Organisation ffir 
rein wissenschaftliche Forschung ("Z.W.O.") ausgefiihrt. 
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A. Die Ninhydrinreaktion (NR) 

Aus/iihrung und Emp/indlichkeit der Reaktion 

SCI{OORL 5 beschrieb 1941 zwei Ausfiihrungen der Ninhydrinreaktion: NR I und 
NR II,  die uns welter modifiziert, gute Dienste leisteten. 

N R  I .  2 ml  e iner  n e u t r a l e n  (!) L 6 s u n g  der au f  freien Aminos t i cks to f f  zu u n t e r s u c h e n d e n  S u b s t a n z  
werden  m i t  drei Tropfen  e iner  w/~sserigen i % i g e n  N i n h y d r i n l 6 s u n g  im  Reagens roh r  e rh i tz t .  Dabe i  
t r i t t  eine deu t l i che  F/~rbung auf,  die bzgl. ih res  F a r b c h a r a k t e r s  yon  der u n t e r s u c h t e n  S u b s t a n z  
abh~,ngt.  So g ib t  z.B. G l u t ami ns~u re  eine ausgesp rochen  violet te ,  Serin h ingegen  eine rein  b laue  
F/ i rbung.  I m  In te resse  e iner  mengenm~kssig verg le ichenden  SchAtzung sei da rau f  h ingewiesen,  dass  
die I n t ens i t~ t  des E rh i t z ens  ebenso von  b e s t i m m e n d e m  Einf luss  au f  die Empf ind l i chke i t  der N R  I ist,  
wie die GleichmAssigkei t  des E rh i t z ens  der m i t e i n a n d e r  zu ve rg le ichenden  Proben.  W/ ih rend  nach  
4 M i n u t e n  Erh i t zen  im  k o c h e n d e n  W a s s e r b a d  35-4  o ? Aminos t i cks to f f  fiir den  Nachweis  erforder l ich 
sind,  gel ingt  dieser n a c h  2 ~/2 M i n u t e n  s t a rken  Erh i t zens  fiber der freien F l a m m e  berei ts  m i t  weniger  
a ls  d e m  IO. Teil  dieser  Menge.  N i n h y d r i n  ana log  zur Kont ro l l e  m i t  W a s s e r  al lein erhi tz t ,  zeigt keine 
F/ i rbung.  

N R  II .  2 ml  des  neu t ra len ,  salzfreien S ubs t r a t e s  werden  in e i nem kle inen  Porzel lanschXlchen 
auf  d e m  kochenden  W a s s e r b a d  au f  ungef~hr  e in  Dr i t te l  des u rspr f ing l ichen  V o l u m e n s  u n d  n a c h  
Zuff igen von  3 Tropfen  e iner  1 % i g e n  N i n h y d r i n l 6 s u n g  zur  Trockene  e i n g e d a m p f t  wobei  t i e fb laue  
bis  v io le t t  gef/irbte konzen t r i sche  Ringe  zurfickbleiben,  deren  Farbe  bei pos i t ivem Ausschlag ,  a u c h  
n a c h  Zuff igen yon  I Tropfen  W a s s e r  u n d  2-3  Tropfen  Alkohol,  be s t ehen  bleiben muss .  A u c h  bei  
dieser R e a k t i o n  wird die Empf ind l i chke i t  gesteigert ,  fal ls  nach  E i n d a m p f e n  zur  Trockene  noch  einige 
M i n u t e n  weiter  e rh i t z t  wird.  Mengen  Aminos t i cks to f f  von  o.o 5 ? s ind  e inwandfre i  nachweisbar .  

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der NR II ist es verst/indlich, dass fast alle 
Lezithinpr/iparate mit dieser positive Reaktionen geben, die vermutlich schwer abtrenn- 
baren Verunreinigungen, u.a. Kephalin zugeschrieben werden miissen. Weiter werden 
mit rohen, nicht wiederholt umkristallisierten Sphingomyelinen bereits in kleinen 
Mengen gleichfalls positive Reaktionen erhalten, die wie sp~itere Untersuchungen 
zeigten, auf einer Verunreinigung mit Sphingosin beruhen und nach wiederholtem 
Umf~illen der Sphingomyeline aus ~itherischer L6sung mit Pyridin-Chloroform zu 
gleichen Teilen bzw. aus methyl-alkoholischer L6sung mit Pyridin nicht mehr beobachtet 
werden. Neben der analytischen Untersuchung war der negative Ausfall der NR fiir 
uns eines der Kriterien reiner Sphingomyeline. 

St6rende Faktoren 

a. Zum Erhalt h6chster Empfindlichkeit der Reaktion ist n6tig, dass diese in neu- 
traler, keineswegs in alkalischer L6sung und in Abwesenheit von Salzen insbes, von 
Natriumsalzen ausgeftihrt wird. Aus diesem Grund erschien uns die Verwendung von 
NaOH oder HC1 zur Hydrolyse wegen der durch die nachfolgende Neutralisation ent- 
stehenden st6renden Salze ungeeignet. Aus sp~iter noch anzufiihrenden Grtinden bevor- 
zugen wir auch gegentiber der yon MARTIN s angegebenen Modifikation die nachfolgend 
beschriebene Hydrolysiermethode. 

Die zu hydro lys i e rende  S u b s t a n z  (2o-30 m g  Kephal in )  wird au f  d e m  kochenden  W a s s e r b a d  
m i t  17 ml  2 n HzSO 4 w/ ihrend 5 S t u n d e n  erhi tz t ,  n ach  Abki ih len  fi l tr iert  u n d  das  F i l t r a t  in der 
Hi tze  m i t  f e s t em Ba(OH)s  bis  zur  a lka l i schen  R eak t i on  gegen L a c k m u s  gebrach t .  Der  e n t s t a n d e n e  
BaSO4-niederschlag wird abzen t r i fug ie r t  u n d  zwei Mal an  der Zent r i fuge  mi t  dest .  W a s s e r  gewaschen .  
In  die m i t  den  Waschf l f i ss igkei ten  vereinigte ,  t rf ibe Zentr ifugierf lf issigkei t  wird w/ ihrend 15-2o 
Minu t en  CO s e ingele i te t  u n d  ansch l i essend  ohne  weiter  CO s e inzule i ten  au f  K o c h t e m p e r a t u r  e rh i tz t ,  
worauf  du rch  Fi l t r ie ren  eine wasserklare  Fl i issigkei t  e rha l t en  wird. Zur  Kont ro l le  au f  die q u a n t i t a t i v e  
E n t f e r n u n g  des Ba  k a n n  n o c h m a l s  in der  K/il te CO s eingelei tet ,  ansch l i e s send  e rh i t z t  u n d  n6t igenfa l l s  
f i l tr iert  werden.  Je  nach  No twend igke i t  wird die Hydrolys ierf l i i ss igkei t  im  V a k u u m d e s t i l l a t i o n s -  
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apparat  konzentriert, bzw. anschliessend im Exsikkator zur Trockene gebracht, um den Riickstand 
in einem bestimmten Volumen Wasser aufzunehmen. 

Ein Vorteil dieser Methode ist, dass fiir Hydrolysestudien ganz bestimmte S~iure- 
konzentrationen von Beginn an bis zum Ende eingehalten werden kSnnen. Wir hydroly- 
sierten nStigenfalls vor der beschiebenen Bariumbehandlung in zugeschmolzenen RShr- 
chen von 8 cm Liinge und I cm Durchmesser. Bei der von CONSDEN, GORDON UND 
MARTIN 7 angegebenen Hydrolysiermethode mit HC1 werden hingegen w~ihrend des 
Trockenprozesses verschiedene S~turekonzentrationen durchlaufen. 

b. Bei Verwendung von Dialysiermembranen industrieller Herkunft  beobachteten 
wir h~ufig StSrungen der NR. Diese geben zuweilen an Wasser bzw. an das Dialysat 
Stoffe ab, die entweder selbst eine positive Reaktion mit Ninhydrin vort~uschen (blauer 
Rfickstand nach Eindampfen), oder den positiven Ausschlag der Reaktion von nach- 
tr~glich zugeffigten uinhydrinpositiven Substanzen unterdrficken. Unsere selbst Ibe- 
reiteten Kollodiumhfilsen zeigten diese Eigenschaft nie. 

c. In Gegenwart des Rfickstandes von Kephalinen nach der van Slyke-Desamina- 
tion entstehen Substanzen, welche die NR stSren und durch Dialyse nicht entfernt wet- 
den k6nnen. Nach Hydrolyse der Dialysate verringert sich der st6rende Einfluss, kann 
jedoch nicht vollst~ndig beseitigt werden. Aus diesem Grund war es leider nicht mSg- 
lich, mithilfe der angegebenen Reaktionen den quantitativen Verlauf der va~a Slyke- 
Desamination von Kephalinpr~paraten zu kontrollieren. Der gleichfalls stSrende Einfluss 
der Reaktionsflfissigkeit eines Blindversuches der van Slyke-Reaktion ist hingegen nach 
Dialyse nicht mehr festzustellen. 

B. Zur Methodik der Papierchromatographie 

Wir bedienten uns haupts~chlich der yon CONSDEN, GORDON UND MARTIN 7 be- 
schriebenen fallenden Methode und beschriinken uns daher lediglich auf die Vermeldung 
einiger uns praktisch erschienenen Aenderungen. 

Da wir h~ufig ganze FiltrierpapierbSgen (Whatman I) und meistens mehrere solche 
gleichzeitig verwendeten, chromatographierten wit in einem entsprechend grossen, yon 
allen Seiten durchsichtigen Glaskasten (7 ° × 7 ° × 30 cm) in Metallrahmen auf Ftissen. 
Das Einbringen der Beh~ilter ffir die Lauffifissigkeiten und der zu chromatographieren- 
den BSgen erfolgt nach Abnehmen der mit Filzdichtung versehenen gl~isernen Deck- 
platte. 

Als praktische Neuerung gegenfiber den gebriiuchlichen Glas- oder Porzellanbeh~l- 
tern zur Aufnahme der Chromatographierflfissigkeit erachten wir die Verwendung yon 
ungef~hr 69 cm langen Stficken von Winkeleisen, dessen 3 cm hohe Seitenfl~chen einen 
Winkel von 9 °o einschliessen. Die beiden offenen Enden wurden mit einer rechteckigen 
Metallplatte (4.5 × 3 cm) zugeschweisst - -  wobei die Winkelspitze die l~ingere Seite der 
Metallplatte halbiert - -  und die eisernen Beh~ilter als Ganzes emailliert. Letztere ruhen 
mit der breiteren Basis der beiden seitlichen Metallplatten in den Aussparungen der 
beiden Glasleisten, die an den seitlichen Innenwanden des Chromatographierschrankes 
festgekittet sind. Die gleichen Leisten besitzen auch die Aussparungen ffir die Glasst~be, 
fiber welche die Filtrierpapierstreifen bzw.--b6gen h~ingen. Die Glasst~be k6nnen in 
den Aussparungen hSher oder niedriger gelagert und damit die Chromatographier- 
geschwindigkeit beeinflusst werden. In dem Schrank yon den oben angegebenen Massen 
kSnnen zwei Schiffchen mit vier BSgen eingesetzt werden, die wit vorteilhaft mit einer 
Reihe Glasschusser fixieren. Dies gelingt mit diesen infolge der vielen Kontaktpunkte 
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und des gr6sseren Gesamtgewichtes derselben viel besser als mit dem fiblichen langen 
Glasstab. Ausserdem fiihrt das gr6ssere Volumen der Schusser (Durchmesser ca. 1.7 cm) 
infolge der relativ grossen Flfissigkeitsverdfiingung zu einer Einsparung der Menge 
Laufflfissigkeit. 

Die gleichen emaillierten Beh~dter verwenden wir n6tigenfalls auch zum Eluieren 
der Streifen. Mithilfe quadratischer Glasplatten, die in das Schiffchen stehend mit Paraf- 
fin eingebettet werden, k6nnen beliebig viele Kammern zum Auswaschen verschiedener 
Papierstreifen voneinander abgegrenzt werden. Zum raschen Auswaschen ffihrten wir 
die Papierstreifen meistens nicht fiber Glasst/ibe. Diese Methode arbeitet rasch und 
gleichm~ssiger wie die bis jetzt bekannt gewordenen, was sich bei einem Vergleich der 
aufgefangenen Waschfliissigkeiten gleich breiter Papierstreifen zeigt. 

An Laufflfissigkeiten verwendeten wir Phenol-Wasser, Phenol-Ammoniak, Butanol- 
Wasser, Butanol-Pyridin und Isobutters~ure. 

Neben der fallenden Chromatographiermethode bedienten wit uns zum Zweck 
einer raschen Identifizierung einer Substanz auch der steigenden Methode in Reagens- 
gl/isern nach ROCKLAND UND DUNN8; mit dieser k6nnen in einem Ffinftel der ffir die 
fallende Methode ben6tigten Zeit bereits Resultate erhalten werden. 

Soweit n6tig werden weitere technische Einzelheiten in dem folgenden Abschnitt 
vermeldet. 

C. Papierchromatographische Versuche 

Zum Versuch gelangten, soweit nicht anders angegeben, Gemische gerinnungs- 
aktiver Phosphatide (KephMine), die nach einer frfiher mitgeteilten Vorschrift bereitet 
wurden 1. 

Wir beschreiben nunmehr eine Reihe reproduzierbarer Beobachtungen, an deren 
weitgehendster Aufkl~rung wir nicht in erster Linie interessiert waren. Wie die folgen- 
den Mitteilungen zeigen werden, sind diese Beobachtungen jedoch ffir unsere Gerin- 
nungsstudien methodisch von grundlegender Bedeutung und da sie zudem eine Reihe 
Suggestionen geben k6nnen ffir Untersucher, die an phosphatidchemischen Fragen 
interessiert sind, halten wir die vorliegende Mitteilung ffir berechtigt. Zudem scheint das 
Problem der Gerinnungsaktivatoren noch stets engstens mit den Phosphatiden ver- 
knfipft und eine weiter vertiefte Kenntnis der Phosphatide wird fraglos anch der Auf- 
kl~rung einer Reihe yon gerinnungsphysiologischen Problemen zugute kommen. 

In unserer Abbildung geben wir zu den nachfolgend beschriebenen Versuchen die 
jeweils erhaltenen Ninhydrinreaktionen der Chromatogramme fibersichtlich an richtiger 
SteUe wieder. Wir beschr~nken uns dabei absichtlich nicht anf die ausschliessliche 
zahlenm~issige Angabe der RF - -  werte, da diese durch Schwankungen der Temperatur 
und der Zusammensetzung der Chromatographierflfissigkeiten Aenderungen unter- 
worfen sind. Auch unterliegen die RF - -  werte z.B. fiir Colamin und Sphingosin einem 
gewissen Einfluss der Konzentration. W/ihrend z.B. in ein und demselben Versuch der 
RF - -  wert ffir 0.4 7 und 40 y Colamin von 67 auf 73 steigt, bleibt der RF - -  wert ffir 
0.08 - -  38 7 Serin konstant 33. Da es uns besonders darauf ankam, die aminostickstoff- 
haltigen Hydrolyseprodukte mit bekannten Substanzen zu identifizieren indem wit 
jeweils beide Substanzen nebeneinander unter gleichen Bedingungen chromatographier- 
ten, erachteten wir im allgemeinen fibereinstimmende RF - -  werte der jeweils mitein- 
ander zu identifizierenden Substanzen ffir genfigend beweiskrAftig. 
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I. Versuch 

Yon einer wlisserigen, nicht weiter gereinigten Kephalinemulsion (30 mg/I ml) 
werden 4 × 3 ml aufgetragen, mit Phenol-Wasser als Laufflfissigkeit chromatogra- 
phiert und mit Ninhydrin in Butanol (I mg/I ml) 
entwickelt. Dabei werden entsprechend der Ab- 
bildung vier Reaktionen A z, A 2, A s und A 4 er- 
halten. 

2. Versuch 

Kephalinpr~iparate, die erst noch durch 
wiederholtes (6--7 maliges) Umfiillen ihrer ~the- 
rischen L6sung mit Alkohol gereinigt werden, 
zeigen in dem analog erhaltenen Chromato- 
gramm die Reaktionea A z, A~ und A v w~hrend 
A 4 nicht mehr erscheint. 

3. Versuch 

Von den gleichen Pfiiparaten, die in nicht 
hydrolysiertem Zustand die vier Reaktionen des 
ersten Versuches mit Ninhydrin geben, wird 
I ml, wie beschrieben, mit SchwefelsAure 
hydrolysiert und der Rfickstand der Hydro- 
lysierflfissigkeit in 0.3 ml Wasser aufgenommen. 

AI @ 

AZ @ 
8,® 4@ 

8,@ o,@ 

A B C D 

Abb. i. Schematische Chromatogramme 
eines Kephalinpr~parates mit Phenol- 
Wasser als Lauffifissigkeit und Ninhydrin 
als Entwiclder vor (A) und nach Hydroly- 
se (B) und des Teileluates A I vor (C) und 
nach Hydrolyse (D). Erliiuterungen zu der 

Abbildung siehe Abschnitt C. 

Hiervon 3-5 ml mit Phenol-Wasser als Laufltfissigkeit chromatographiert, ergeben 
nunmehr die in B der Abbildung angegebenen ninhydrinpositiven Reaktionen B1, Bs 
und B v Wie unsere weiteren Versuche zeigten, mfissen diese an Glutaminsliure, Serin 
und Colamin zugeschrieben werden. Im unl6slichen Hydrolyseteil konnte nach 
Behandlung mit NaOH eine weitere ninhydrinpositive Substanz gefunden werden, die 
mit Phenol-Wasser chromatographiert nach Entwickeln mit Ninhydrin einen Platz 
entsprechend A 4 einnimmt und mit Sphingosin identifiziert wurde. Da diese Base ein 
unl6sliches Sulfat bildet, diirfte sie sich in dem Chromatogramm (Teil B der Abb.) 
nach Hydrolyse mit Schwefelsiiure dem Nachweis entzogen haben. 

4. Versuch 

Von der Emulsion des I. Versuches (3 ° mg/ml) wurden auf einem ganzen Bogen 
Whatman I - -  Filtrierpapier 4 ° Punkte mit je 4 × 3 ml, in total also I4.4 mg des 
Priiparates aufgetragen. Der Abstand der einzelnen Punkte voneinander betr~igt x cm 
mit Ausnahme der Punkte I, 20 und 4 o, die yon den benachbarten Punkten 2 cm ent- 
fernt waren. Nach Chromatographieren mit Phenol-Wasser und Trocknen der B6gen 
werden 3 Kontrollstreifen, die der Punkte I, 2o und 4 o, abgetrennt und mit Ninhydrin 
entwickelt. Die dabei erhaltenen Reaktionen A1, A~, A a und A 4 geben die Lage an fiir die 
zur Eluierung der Fraktionen horizontal abzutrennenden Streifen, die entsprechend 
Abschnitt B mit Wasser eluiert als Eluate A x, A2, A 3 und A 4 weiteren Versuchen dienen. 

Ausserdem wurden yon den B6gen nach Chromatographieren des urspriinglichen 
Prliparates auch noch horizontale Streifen an den SteUen abgetrennt, die entsprechend 
den mit Ninhydrin entwickelten Kontrollstreifen keine positive Reaktion zeigten (z.B. 
E zwischen A, und Aa) und gleichfalls eluiert. 

Literatur S. 653. 



646 E, HECHT, C. MINK VOL. 8 (1952) 

Alle Eluate wurden zun~ichst dutch Destillation unter vermindertem Druck stark 
eingeengt und yon jedem einzelnen derselben je 1/4 nach Trocknen im Vakuumexsikka- 
tor in o.x ccm Wasser aufgenommen. Der restliche Tell der Eluate wurde mit Schwefel- 
siiure hydrolysiert, der Rtickstand der Hydrolysierflfissigkeiten in o.I ccm Wasser auf- 
genommen und zum Vergleich daneben mit dem j eweils zugeh6rigen nicht hydrolysierten 
Anteil neuerdings der Chromatographie mit Phenol-Wasser unterworfen. 

Zum Erhalt  gr6sserer Mengen wurden die entsprechenden Fraktionen h~ufig yon 
mehreren analog behandelten Filtrierpapierb6gen miteinander vereinigt. 

Von dem nicht hydrolysierten Eluat der Fraktion A 1 wurde nach nochmaliger 
Chromatographie mit Phenol-Wasser, wie zu erwarten, lediglich eine ninhydrinpositive 
Reaktion (C 1 der Abb.) erhalten. Auch mit den entsprechenden Eluaten der anderen 
Fraktionen (A~, A 3 und A~) wurde jeweils eine ninhydrinpositive Reaktion zurticker- 
halten. Was die genaue Lage dieser Reaktionen betrifft, so sind diese nunmehr etwas 
nach den niedrigeren RF- werten bin, in der Abb. also etwas nach oben, verschoben. 
Die Eluate yon A 1 (RF: 15.8-I8.2), A2 (Rv: 28.6-3o.o), Aa (RF: 70-73) und A 4 (RF: 
9o-91) geben nochmals einzeln der Chromatographie unterworfen, ninhydrinpositive 
Reaktionen bei C1 (RF: 9.4-II.O), Cs (RF: 2o-25), C a (RF: 69.3) und C a (Rv: 76-83). 
Die A~, A 3 und A4 entsprechenden Werte C s, C a und C a wurden aus Grtinden der 0ber-  
sichtlichkeit in der Abb. nicht aufgenommen. 

Werden die Eluate A 1, A s, A 3 oder A 4 hingegen jedes fiir sich nach vorhergehender 
Hydrolyse chromatographiert, so ergeben diese nach Entwickeln mit Ninhydrin fiber- 
raschenderweise alle wieder vier Reaktionen (D 1, D2, D a und D 4 der Abb.). D 1, Dz und 
D a konnten mit Glutamins~ure, Serin und Colamin identifiziert werden. Merkwtirdiger- 
weise geben die Eluate von allen untersuchten Teilen des Chromatogramms A, die vor 
Hydrolyse keine positive NR zeigten (z.B. E der Abb.), nach Hydrolyse gleichfalls die 
4 Flecken des Chromatogramms D der Abb. 

5. Versuch 

Weiter wurden die w~sserigen Kephalinemulsionen auch noch nach 5 t~igiger Dia- 
lyse gegen Leitungswasser und destilliertem Wasser vor und nach Hydrolyse chromato- 
graphisch untersucht. Damit soUte mit einer gelegentlich zur Entfernung wasserl6slicher 
Verunreinigungen angewandten Reinigungsmethode der Phosphatide dutch Dialyse 
Rechnung getragen werden. 

Die dialysierten Pr~parate zeigten in nicht hydrolysiertem Zustand chromato- 
graphiert, von schw~cheren Reaktionen A 1 und A s abgesehen, das bekannte Bild der 
nicht dialysierten Pr~parate. In den Chromatogrammen der dialysierten Pr~parate 
nach Hydrolyse fehlt wie in den analogen nicht dialysierten Praparaten der unterste 
Fleck, entsprechend dem R v-  wert von A 4 und ausserdem tri t t  die Reaktion B 1 (Gluta- 
ininsiiure), auch nach Auftragen hoher Konzentrationen, nicht mehr auf. Die Flecken 
B s und B a konnten an Serin und Colamin zugeschrieben werden. Der Gehalt an Kjeldahl- 
stickstoff (1.91%) und Phosphor (3.66%) wurde durch die Dialyse nicht ver~ndert 
(1.9o bzw. 3.41%) falls die dialysierten Priiparate vor dem Analysieren gut homogeni- 
siert wurden. 

6. Versuch 

W~hrend der 5. Versuch eine Reinigung der Pr~parate dutch Dialyse zum Gegen- 
stand hatte, sollte diese auch noch durch wiederholte Umf~llung derselben angestrebt 
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werden. Die Pr~tparate wurden 6 mal aus petrol~therischer L6sung nach jeweiligem 
Stehen fiber Nacht bei o ° C und Abfiltrieren eventueller Ausscheidungen durch Eintra- 
gen in die vierfache Menge Alkohol (96 %) umgef~tllt. Nach Troeknen des zuletzt erhalte- 
nen Niederschlages im Vakuumexsikkator und Aufnehmen in absolutem Aether wurde 
analog noch zweimal mit absolutem Alkohol umgef~llt und das so erhaltene Pr~parat vor 
und nach Hydrolyse mit Schwefels~ure chromatographisch untersucht. Das Chromato- 
gramm des gereinigten, nicht hydrolysierten PrXparates unterschied sich von dem ana- 
logen nicht gereinigten, wie in dem 2. Versuch bereits ausgeffihrt wurde, lediglich durch 
das Fehlen der ninhydrinpositiven Reaktion A 4. Die hydrolysierten Pfitparate vor und 
nach Reinigung zeigten hingegen keinerlei Unterschied. In beiden Chromatogrammen 
fehlt das A4 entsprechende Sphingosin, w~hrend B 1 (Glutamins~ure) neben B 2 und B s 
(Serin und Colamin) unver~tndert anwesend bleiben. 

Die Versuehe 5 und 6 zeigen, dass nach Reinigung dutch Dialyse gegen Wasser im 
Hydrolysat Glutaminslture, nicht hingegen im Chromatogramm des nicht hydrolysierten 
Pr~tparates Sphingosin fehlt, nach Reinigung durch Um/i~llen jedoch im Chromato- 
gramm des nicht hydrolysierten Pr~parates Sphingosin nicht mehr nachweisbar ist, 
wohl aber Glutamins~ure im Chromatogramm des hydrolysierten Pr~parates. 

Die Stickstoff- und Phosphoranalysenwerte des durch Umf~llen gereinigten Pr~pa- 
rates mit 1.89 bzw. 4.o1% zeigen gegenfiber den Werten des nicht weiter gereinigten 
Pr~parates bzgl. des Phosphorwertes eine Verbesserung (1.91 bzw. 3.66 %). 

7. Versuch 

Schliesslich wurde noch das nach van Slyke desaminierte Pr~parat vor und nach 
Hydrolyse chromatographisch untersucht. Der Inhalt des Desaminationsgef~sses wurde 
nach octylalkoholfreiem Desaminieren yon 30 mg Substanz in einer Collodiumhfilse 
aufgefangen und gegen Leitungswasser dialysiert. Nach einigen Stunden wurde die 
Hfilse erneuert um Fehlerquellen durch eventuelle Membransch~den infolge des an- 
f~nglichen Kontaktes der Membran mit Eisessig auszuschalten. Die Dialyse wurde nun- 
mehr bis zum Erhalt negativer Reaktionen auf Nitrit (Reaktion nach Romijn und 
Diphenylaminreaktion) gegen Leitungswasser und zuletzt gegen destilliertes Wasser 
fortgesetzt. Die aus 3 Versuchen vereinigten Dialysierfliissigkeiten wurden eingeengt 
und von einem Teil derselben der Rfickstand (3 mg) in petrol~ttherischer L6sung in 
nicht hydrolysiertem Zustand aufgetragen und der Chromatographie mit Phenol- 
Wasser unterworfen. Die genannten 3 mg entsprechen ungef~hr der zehnfachen Menge, 
die gew6hnlich von nicht hydrolysierten PrXparaten zum Versuch gebracht wurde. 
Der verbleibende Rest der Hydrolysierflfissigkeit wurde, wie fiblich, mit Schwefels~ure 
hydrolysiert und der gesamte Rfickstand der zur Trockene eingedampften Hydrolysier- 
flfissigkeit (2 mg) in der kleinstm6glichen Menge Wasser aufgenommen und gleichzeitig 
mit dem nicht hydrolysierten Pr~parat chromatographiert. 

Das Chromatogramm des nicht hydrolysierten desaminierten Pr~parates zeigte 
keine Spur einer positiven Ninhydrinreaktion, das hydrolysierte Pr~tparat hingegen 
wiederum alle vier Komponenten, einschliesslich der GlutaminsXure. Letztere wurde 
dutch gleichzeitiges Mitchromatographieren reiner Glutamins~ure identifiziert. Da bei 
Auftragen geringerer Mengen des desaminierten und hydrolysierten Pr~tparates allein 
Colamin im Chromatogramm erscheint, nehmen wir an, dass Colamin in gr6sseren 
Mengen wie die tibrigen Aminostickstofftr~.ger anwesend ist. 

Die genannten NH2-haltigen Komponenten mfissen sich in gebundener Form der 
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Desamination nach van Slyke entzogen haben und werden erst nach Hydrolyse nach- 
weisbar. Dieser Befund spricht fiir die Anwesenheit von gebundenem Aminostickstoff 
in Kephalinpr~paraten und k6nnte die Beobachtung von FOLCH 9 und anderer erkl~ren, 
dass die Aminostickstoffbestimmung von Kephalinen nach Hydrolyse jeweils h6here 
Werte ergibt, wie die Bestimmung in gleichen Mengen desselben, jedoch nicht hydroly- 
sierten Pr~parates. 

Identi]izierung der ninhydrinpositiven Reaktiomn des Kephalinhydrolysates (siehe Tab. I) 
mit verschiedenen Chromatographier]liissigkeiten 

Die in Klammern vermeldeten RF-werte der letzten Spalte entsprechen den gleich- 
zeitig ausgeffihrten Kontrollbestimmungen mit den in der 2. Spalte angegebenen che- 
misch reinen Substanzen. 

D. Identi[izierung der ninhydrinpositiven Hydrolyseprodukte 

Da die Temperatur w~hrend des Chromatographierprozesses und die Zusammen- 
setzung der Lauffitissigkeiten auf die erhaltenen Rp-werte von Einfluss sind, wurden 
jeweils gleichzeitig in ein - -  und demselben Versuch - -  also unter gleichen Bedingungen 
- -neben  den zu untersuchenden Hydrolysaten auch die reine aminosticksoffhaltige 
Substanz, deren Anwesenheit vermutet wurde, als Kontrolle mituntersucht. 

In der nachfolgenden Tabelle enth~lt die letzte Spalte die jeweils erhaltenen RF- 
werte und in Klammer, die der in der zweiten Rubrik genannten, chemisch reinen 
Substanz. 

TABELLE I 

N R  tier A bb. Identif iziert  Chromatographier- 
mit  : ]liissigkeit Methode R F-werte 

B 1 
Bx 
Bt 
Bt 
B1 
Bt 
Bt 
Bx 

Glutamins~iure 
Glutamins&ure 
Glutamins~ture 
Glutaminsiiure 
Glutaminsliure 
Glutamlns~Lure 
GlutammsAure 
Glutamins~iure 

Phenol-Wasser fallend 18. 5 (18.5) 
Phenol-NH s fallend 25.0 (25.0) 
Phenol-NH s fallend 26.o (27.o) 
Butanol-Wasser fallend 0.8 (Lx) 
Butanol-Pyridin fallend 2. 4 (2.7) 
n ButtersAure-H~O fallend 16.o (16.o) 
Phenol-Wasser steigend 42.0 (42.7) 
Phenol-Wasser steigend 43 .o (44-7) 

8 2 
Ba 
B~ 
Ba 
Bz 
B2 

Serin 
Serin 
Serin 
Serin 
Serin 
Serin 

Phenol-Wasser fallend 37.0 (36.0) 
Butanol-Wasser fallend 4-3 (4.5) 
Butanol-Pyridin fallend 8.6 (9.o) 
~¢ Butters~.ure-H20 fallend 36.o (31.o) 
Phenol-Wasser steigend 33 .o (35-5) 
Phenol-Wasser steigend 34.0 (35.5) 

B 3 
B3 
88 
Bs 
Bs 

Colamin 
Colamin 
Colamin 
Colamin 
Colamin 

Phenol-Wasser fallend 66.0 (61.o) 
ButanoloWasser fallend 9.2 (8.4) 
Butanol-Pyridin fallend 19.o (16.o) 
Phenol-Wasser steigend 7I.O (71.o) 
Phenol-Wasser steigend 72.2 (75.5) 
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Bezfiglich des Nachweises von Sphingosin, das der Urheber der Reaktion A 4 zu sein 
scheint, sei mitgeteilt, dass die RF-werte von reinem Sphingosin, das dutch Hydrolyse 
aus Sphingomyelin oder Cerebron erhalten wurde, ferner von nicht weiter gereinigtem 
Sphingomyelin als solchem und von Fraktion A 4 mit Phenol-Wasser chromatographiert 
fibereinstimmen (R•: 88, 87 bzw. 86). Fraktion A 4 und Sphingosin in weiteren Versuchen 
nebeneinander mit Phenol-Wasser, Butanol-Wasser und Butters~ure-Wasser chromato- 
graphiert, geben ninhydfinpositive Reaktionen mit den R~-werten 85 und 86, 87 und 91 
und 93 und 94. Endlich ist auch aus dem unl6slichen Hydrolyserfickstand der unter- 
suchten Kephalinpr~tparate nach Behandlung mit NaOH eine mit Sphingosin zu 
identifizierende ninhydrinpositive Substanz erh~iltlich. Weitere Einzelheiten sollen 
anl~slich unserer systematischen Untersuchung fiber die Bedeutung der Lipoide ffir 
die Blutgerinnung in der 2. Mitteilung fiber die Diaminophosphatide beschrieben 
werden. 

E. Diskuss ion der Ergebnisse 

Die Tatsache, dass bei der papierchromatographischen Untersuchung von Kepha- 
lingemischen mit Phenol stets vier Fraktionen (A1, Ae, A S und A4) mit reproduzierbaren 
RF-werten ihrer Reaktion mit Ninhydrin erhalten werden, spricht ffir die Anwesenheit 
besonders charakterisierter Verbindungen. Dies um so mehr als nach Hydrolyse dieser 
Kephalingemische mit Schwefels~ure auch zwei bereits bekannte Aminostickstoff be- 
sitzende Bausteine, Serin (B,) und Colamin (Bz), identifiziert werden konnten und in der 
Literatur Colaminkephalin l~ingst und Serinkephalin seit den Untersuchungen von 
FOLCH l° bekannt geworden sind. 

Der strukturelle Einbau des Serins und des Colamins in das Molekfil des ldassischen 
Kephalintyps ist bekannt und ohne weiteres verstiindlich. Wollte man hingegen die 
erstmals dutch uns unter den Hydrolyseprodukten identifizierte Glutamins~ture (B1), 
die von CHARGAFF und Mi t .  11 in den Chromatogrammen lediglich als tiber dem Serin 
gelegene ninhydrinpositive Reaktion bereits beobachtet und von GORDON 12 ffir Oxylysin 
gehalten wurde, dem Kephalinmolekfil als Bestandteil eingliedern, so erg~ben sich 
besondere Schwierigkeiten. 

An dem Vorliegen von Glutaminsiiure kann nicht gezweifelt werden, da die frag- 
liche Substanz mit fiinf verschiedenen Lauffltissigkeiten mit der fallenden und der stei- 
genden Methode s chromatographiert und mit Ninhydrin entwickelt Reaktionen mit den 
gleichen RF-werten wie die jeweils gleichzeitig ausgeffihrten Kontrollen mit chemisch 
reiner Glutaminsiiure zeigt. Die einzige M6glichkeit einer chemischen Bindung der Glu- 
tamins~ure im Kephalinmolekfil scheint uns ~hnlich der der Fetts~turen mit einer ihrer 
Carboxylgruppen zu sein. 

Ober A 4 k6nnen wir lediglich aussagen, dass die positive Reaktion mit Ninhydrin 
Sphingosin zuzuschreiben ist. Damit wird auch verst~ndlich, dass die Reaktion A 4 nach 
Hydrolyse mit Schwefels~ure nicht mehr wahrgenommen werden kann, da sieh Sphin- 
gosin nach dieser Behandlung als unlSsliches Sulfat dem Nachweis mit Ninhydrin 
entzieht. Sphingosin ist in dem Hydrolyserfickstand des Kephalingemisches in der Tat 
als Sulfat vorhanden und kann nach Freimachen der Base mit NaOH chromatogra- 
phisch an der gleichen Stelle wieder nachgewiesen werden. Ob das Sphingosin nur der 
regelm~issig anwesende Begleiter unreiner Sphingomyeline ist, die ihrerseits in nicht 
weitgehend gereinig"ten Kephalinpfitparaten stets in beachtlichen Mengen vorkommen, 
wissen wir nicht. 
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/3berraschend war far uns die Tatsache, dass die einzelnen Eluate der chromato- 
graphisch erhaltenen Fraktionen A v Az, A 3 und A 4 nach Hydrolyse mit SchwefelsRure 
jeweils wieder 4 ninhydrinpositive Reaktionen D v D2, D 3 und D 4 geben, wEhrend sie in 
nicht hydrolysiertem Zustand nochmals chromatographiert, von einer geringen Ver- 
schiebung in Richtung der niedrigen RF-werte abgesehen, ann~hernd wieder ihren 
urspriinglichen Platz einnehmen (z.B. A 1 - - ~  C1). Dieser Befund mfisste, falls wir 
zun~ichst von einer kephalinfremden Verunreinigung absehen wollen, das Vorliegen von 
kettenf6rmig aneinander gebundenen Kephalinmolekiilen suggerieren. Ein Colamin- 
kephalin k6nnte mit seiner freien NH2-gruppe eine Bindung eingehen mit der noch 
freien COOH-gruppe eines Serinkephalins und dieses wiederum mit seiner freien NH~- 
gruppe mit der noch gleichfalls freien COOH-gruppe der GlutaminsEure. Letztere 
k6nnte mit ihrer zweiten COOH-gruppe nach Art der Fetts~uren im Kephalinmoleki~l 
gebunden sein. Fiir derartige Kettenbildungen ergeben sich eine Reihe von Kombina- 
tionsm6glichkeiten, wobei sich der N - -  und P - -  gehalt dieser Verbindungen, vergli- 
chen mit den entsprechenden Werten far das klassische Kephalin, kaum zu ~ndern 
braucht. 

Noch iiberraschender als der soeben mitgeteilte Befund war fiir uns die Tatsache, 
dass auch die Eluate der ninhydrinnegativen Teile des Chromatogramms von dem 
urspriinglichen Kephalinpr~parat (z.B. E), die neuerdings chromatographiert erwar- 
tungsgemEss keine positive Reaktion mit Ninhydrin geben, nach Hydrolyse ebenfalls 
alle vier bet D schematisch angegebenen Reaktionen mit Ninhydrin zeigen. Wie wit fest- 
stellten, beruhen diese auf der Anwesenheit von Glutaminsiiure, Serin, Colamin und 
Sphingosin. Eine Erkl~rung hieffir w~re, dass sich von zwei Glutamins~ure enthaltenden 
Kephalinen, welche die Endstiicke der Kette bilden, die beiden Glutamins~uren gegen- 
seitig mit ihren noch freien COOH- und NH2-gruppen zu einem Ring betainartig schlies- 
sen. Das dabei entstehende Molekt~l besitzt keine freie Aminogruppe und gibt erst nach 
Hydrolyse diese fret und damit positive Ninhydrinreaktionen. Es wtirden somit ~hn- 
liche VerhMtnisse vorliegen, wie bet dem dutch SANGER 1~ beschriebenen cyclischen 
Peptid, dem Antibioticum Gramicidin S und dem Tyrocidin von CHRISTENSEN 14, die 
gleichfalls erst nach Hydrolyse die Ninhydrinreaktionen ihrer Aminos~uren geben. Auch 
Ovalbumin besitzt erst nach Hydrolyse freie Aminogruppen. 

Es w~re abet auch denkbar, dass neben Colamin- und Serinkephalinen Monoamino- 
phosphatide vorkommen, die als Aminostickstoffkomponente einen der anderen gefun- 
denen NH2-tr~ger enthalten. Alle diese Verbindungen miissten dann nach Hydrolyse 
j edoch j eweils einen Aminostickstofftr~ger allein im Chromatogramm nachweisen lassen. 
In diesem Zusammenhang set erw~hnt, dass Eikephalin nach einer Untersuchung von 
CHARGAFY 15 wohl Colamin, aber keine Aminos~uren enthalten soll. Unsere orientieren- 
den Versuche mit Eikephalin zeigten, dass in diesem eine ganze Reihe Aminostickstoff 
enthaltende Verbindungen vorkommen, die mit frfiheren, weniger empfindlichen Metho- 
den untersucht, dem Nachweis entgingen. Ihre Anzahl scheint, unseren Beobachtungen 
zufolge, vonde r  Konzentration der hierzu verwendeten S~ure abhEngig zu sein. 

Wollen wit die Existenz yon Kephalinen annehmen, die entsprechend der herk6mm- 
lichen Nomenklatur ausschliesslich Colamin oder Serin u.s.w, enthalten, so kOnnte 
unser Befund, demzufolge die eluierten "Kephaline" (z.B. A 1 bzw. C1) nach Hydrolyse 
nicht einen, sondern vier ninhydrinpositive Stoffe geben, damit erklErt werden, dass 
sich fiber den ganzen Filtrierpapierbogen ein zyklisches Phosphatid gleichmEssig ver- 
teilt, das lediglich nach Hydrolyse die Ninhydrinreaktionen sEmtlicher Aminostickstoff- 
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komponenten zeigt. Damit k6nnte aber der einzige, dem jeweils untersuchten Kephalin 
zugeh6rige Aminostickstofftr~ger nicht mehr aUein beobachtet werden. Wir haben 
keinen Teil des Filtrierpapierbogens entdecken k6nnen, dessen Eluat nach Hydrolyse 
chromatographiert nicht stereotyp die genannten vier Flecken gab. Die Reaktion D 4 ist 
uns jedoch unerklltrlich; sie kann kaum dem Sphingosin allein zugeschrieben werden. 
Wir wagen den stets wieder beobachteten merkwtirdigen Befund, dass nach Hydrolyse 
des ursprtinglichen Kephalinpr~parates an der A 4 entsprechenden Stelle keine ninhy- 
drinpositive Reaktion gesehen wird, bei Untersuchung der Eluate A1, A2, A 3 und A 4 nach 
nochmaliger Hydrolyse hingegen wohl (D,), nicht zu diskutieren. 

Den sicheren Beweis fiir die Existenz kettenf6rmiger und zyklischer Kephaline 
k6nnen wir nicht erbringen. Es unterliegt keinem Zweifel, dass aus Kephalinpr~paraten, 
entsprechend unseren Befunden, verschiedene Typen papierchromatographisch unter- 
schieden und unter deren Hydrolyseprodukten vier verschiedene Substanzen mit freiem, 
vor Hydrolyse gebundenem Aminostickstoff identifiziert werden k6nnen. 

Aufgrund der Darstellungsweise unserer Pr~parate ist es nicht wahrscheinlich, dass 
diese von Verunreinigungen mit nicht lipoidartigen, stickstoffhaltigen Substanzen her- 
rfihren. Zudem mfisste dies vermutlich auch in dem Analysenergebnis unseres Ausgangs- 
materiales zum Ausdruck kommen. Das Resultat der analytischen Untersuchung genfigt 
im Gegenteil in hohem Masse den ftir Monoaminophosphatide typischen Forderungen. 

In weiteren chromatographischen Versuchen wurde getrachtet nach Reinigung der 
Pr~parate sowohl durch Dialyse als auch dutch wiederholtes Umf~llen derselben einen 
Einblick bzgl. der Herkunft der stickstoffhaltigen Verbindungen zu erhalten. Dabei 
zeigten die Chromatogramme der nicht hydrolysierten, mithilfe der Dialyse gereinigten 
PrAparate, yon schw~cheren Reaktionen A 1 und A 2 abgesehen, das gew6hnliche Bild der 
nicht weiter gereinigten Pr~.parate (Versuch 5). Die Chromatogramme der dutch Um- 
kfistallisieren gereinigten, nicht hydrolysierten Pr~tparate zeigten die an Sphingosin 
zuzuschreibende Reaktion A 4 nicht mehr. Nach Hydrolyse war das Chromatogramm des 
durch Dialyse gereinigten Prltparates im Gegensatz zu den durch Umf~tllen vorbehandel- 
ten Pr/~paraten frei yon Glutaminsiture. Das Resultat der beiden in der Praxis gebr~uch- 
lichen Reinigungsmethoden scheint demnach nicht gleichlautend zu sein. Der analyti- 
schen Untersuchung zufolge, ist die Reinigung durch Umf~llen wirksamer. 

Dass die Glutamins~ure, ebenso wie die anderen AminostickstofftrXger in einer 
mit ihrer Aminogruppe gebundenen Form vorliegt, steht ausser Zweifel. 

Aufgrund eines weiteren Versuches scheint uns auch bewiesen, dass alle in Kephalin- 
hydrolysaten angetroffenen Aminostickstoff enthaltenden Komponenten auch in einer 
mit ihren NH2-gruppen gebundenen Form vorliegen k6nnen. Versuch 7 zufolge enthiflt, 
wie zu erwarten, nach van Slyke desaminiertes Kephalin papierchromatographisch un- 
tersucht, keinen freien Aminostickstoff mehr, w~hrend in dem desaminierten Produkt 
nach Hydrolyse wiederum alle NH2-komponenten nachgewiesen werden k6nnen. Damit 
erkl~rt sich auch die von FOLCH 9 bereits mitgeteilte Tatsache, dass der nach van Slyke 
bestimmte Aminostickstoffgehalt ffir ein und dasselbe Kephalin nach Hydrolyse, stets 
h6her ist wie ffir das nicht hydrolysierte Pr~tparat. In diesem Zusammenhang erinnern 
wit an die Feststellung v o n  CHARGAFF, ZIFF UND RITTENBERG 15, dass in Phosphatiden 
aus Schweineherz nur 49.3 % des Nichtaminostickstoffes als Cholin identifiziert werden 
konnte. Ffir den verbleibenden Rest wurde ein eventuelles Vorliegen des Stickstoffes in 
gebundener Form in Erw~tgung genommen. Dabei k6nne den Untersuchern zufolge z.B. 
die Aminogruppe des Colamins oder einer OxyaminosAure an irgendeine organische 
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Saure, oder an die OH-gruppe der Phosphorsaure gebunden sein. Auf diese Weise ware 
nach CHARGAFF und Mit .  ein Vortauschen der Anwesenheit von Nichtaminostickstoff 
m6glich und das Anwachsen des Aminostickstoffgehaltes nach Hydrolyse erklarbar. 
Bei diesen Versuchen wurde die Stickstoffverteilung in den verschiedenen Phosphatiden 
mithilfe der Isotopen-Verdfinnungsmethode yon RITTENBERG UND FOSTER 16 ermittelt. 

Es kann jedoch nicht bewiesen werden, dass die besprochenen aminostickstoff- 
haltigen Komponenten, einzeln oder mehrere derselben zusammen, Bestandteile des 
Kephalinmolekt~les sind, welche Annahme der Ausgangspunkt unserer Diskussion war. 
Die M6glichkeit der Vorliegens anders gearteter, kephalinfremder Verbindungen mit 
eben diesen Aminostickstofftr~gern als Bestandteile bleibt immerhin bestehen. 

Eine wie oben bereits er6rterte Aneinanderffigung von Kephalinmolekt~len wfirde 
die Anwesenheit mehrerer - -  CO-NH - -  gruppen zur Folge haben. Unser Material gibt 
jedoch keine positive Biuretreaktion. 

Es war naheliegend, in den eluierten Fraktionen unseres Kephalinchromatogrammes 
(A v A2, A 3 und A4) in aliquoten Teilen den Stickstoff- und Phosphorgehalt zu bestimmen 
um nach Teilen des Prozentgehaltes durch die zugeh6rigen Atomgewichte die Anwesen- 
heit des f fir Monoaminophosphatide typischen Verh~tnisses N :P  ---- i : I  zu kontrollie- 
ten. Wir haben diese Bestimmungen wiederholt mit allen Fraktionen durchgeffihrt, 
ebenso in dem Eluat yon vollkommen analog behandelten Kontrollstreifen ohne Sub- 
stanz. Dabei zeigte sich, dass die Abgabe grosser Mengen yon Stickstoff aus dem Papier 
jede quantitative Stickstoffbestimmung verunmbglicht. Unsere Bemfihungen, diese 
Tatsache durch verschiedentliche Vorbehandlung des Papiers zu Andern, waren erfolg- 
los. Im Hinblick auf die analogen grossen Schwierigkeiten, die MARTIN UND MITTEL- 
MANN lv bei der quantitativen Bestimmung stickstoffhaltiger Substanzen in Papierelua- 
ten beschreiben, wobei sich gleichfalls zeigte, dass die Kjeldahlmethode hierffir nicht 
infragekommt, muss vorgezogen werden, diese Untersuchung so lange aufzuschieben, his 
die Papierchromatographie der Kephaline zugunsten einer S~ulenchromatographie mit 
geeigneten Adsorbentien verlassen werden kann. 

Molekulargewichtsbestimmungen um lest zu stellen, ob unsere Priiparate eventuell 
Werte ergeben, die h6her liegen wie die ftir das einfache Kephalinmolekfil zu erwartenden, 
haben wir aus ~hnlichen Griinden unterlassen, zumal wit uns des sehr beschr~nkten 
Wertes dieser Bestimmungen mit unreinen Substanzen wohl bewusst waren. 

Da uns die Papierchromatographie stickstoffhaltiger Lipoide, insbes, der Kephaline 
lediglich im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen fiber die Blutgerinnung in- 
teressierte, begnfigen wir uns mit der vorliegenden Mitteilung. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Im Interesse anderer Untersuchungen wird die Ninhydrin-reaktion zum Nachweis freien 
Aminostickstoffes yon Phosphatiden und deren Spaltungsprodukten studiert. Ausserdem werden 
neben der papierchromatographischen Untersuchung stickstoffhaltiger Lipoide noch mcthodisch 
allgemein intereasierende Besonderheiten unserer papierchromatographischen Technik mitgeteilt. 

Es werden eine Reihe papierchromatographische Versuche mit mehr oder weniger durch 
Umf~llen bzw. Dialyse gereinigten Kephalinen und mit Pr~paraten, die nach VAN SLYKE desaminiert 
waren, vor und nach Hydrolyse beschrieben, wobei abhgngig yon der Arbeitsweise in den I-Iydroly- 
saten neben Colamin und Serin GlutaminsAure und Sphingosin gefunden und identifizicrt wurden. Die 
hier nicht welter zu er6rternden Ergebnisse k6nnten entsprechend der Diskussion durch die Annahme 
yon kettenf6rmig und ringf6rmig angeordneten Phosphatiden erld~rt werden. 

L~teratur S. 653. 
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Weiter wird in Phosphatiden gebundener, mithilfe der VAN SLYxE-reaktion nicht entfernbarer 
Aminostickstoff nachgewiesen und somit eine Erkliirung gegeben f/ir die bereits beobachtete Tatsache, 
dass die VAN SLYEE'sche Aminostickstoffbestimmung in Phosphatiden nach Hydrolyse h6here Werte 
ergibt wie vor der Hydrolyse. 

SUMMARY 

In view of other researches, the authors have studied the ninhydrin reaction in order to obtain 
evidence of free amino-N of phosphatides and their fission products. 

Apart  from the study of paper chromatography of nitrogenated lipoids, the details of general 
interest are given of the technique used by the authors. Description is given of a series of experiments 
of paper chromatography with cephaline, more or less purified by precipitation or dialysis, and with 
preparations made amino-free by the method of VAN SLYKE, before and after hydrolysis. Glutamic 
acid and sphingosine have been found in the hydrolysates along with cholamine and serine. 

The results could be explained, according to the Discussion, by the hypothesis of disposed 
phosphatides in chain or ring form. The authors have also proved the presence in the phosphatides 
of bound amino-N which cannot be eliminated by VAN SLYKE'S method; and thus they have given 
an explanation of the fact observed previously that  the determination of amino-N by VAN SLYKE 
gives higher values in the phosphatides before hydrolysis than after hydrolysis. 

R~SUM~ 

En rue d'autres recherches nous avons 6tudi6 la r6action ~ la ninhydrine pour la mise en 6vidence 
d'amino-iW libre de phosphatides et  de leur produits de scission. A part  l '6tude par chromatographie 
sur papier des lipo des azotfis nous rapportons dgalement des d6tails d'int6r~t gfinfiral de notre 
technique de chromatographic sur papier. 

Nous d6crivons une s6rie d'essais de chromatographie sur papier avec des c6phalines plus ou 
moins purifi6es par pr6cipitation ou dialyse et avec des pr6parations d6samin6es selon "VAN SLYKE 
avant et apr&s hydrolyse. Suivant la technique employ6e, nous avons trouv6 et identifi6 dans les 
hydrolysats ~ cotfi de cholamine et  de sfirine, de l'acide glutamique et de la sphingosine. Les r6sultats 
pourraient s'expliquer, suivant la Discussion, par l 'hypoth~se de phosphatides dispos6s en forme de 
chaine ou de cycle. 

Nous avons ~galement d6montr6 la pr6sence dans les phosphatides d 'amino-N lid qui ne peut 
pas 8tre 61imin6 ~ l'aide de la r6action de VAN SLYKE; nOUS avons ainsi fourni une explication du 
fair observ6 pr6c6demment que la d6termination d'amino-N de VAN SLYEE donne dans les phos- 
phatides des valeurs plus 61ev6es avant hydrolyse qu'apr~s hydrolyse. 
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