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Melting point ~max Ix Melting point ]Lmax [1. 

H H 
H OMe 
H OH 
OMe H 
OMe 0Me 
OMe OH 
OH H 
OH OH 

223 -224 
214.5-215.5 
330 (dec.) 
232 -232.5 
214 -215 
287 -288 

A , C  
A 
B 
A, C 
A 
A 
B 
B 

6.12 

6.11 

231-232' 
230-231 
255-256 
196-197" 
213-214" 

277-278* 
340 (dec.) 

D , E , F  
D , F  
E , F  
D , F  
D 

E 
E 

5.98 

6'06 

6.11 

Melting points are uncorrected, ° C. * Known compounds. 

Method o] preparation: 
A I + AICI~; D A + hydrolysis; 
B I + Py" HC1; E B + hydrolysis; 
C methyl o-methoxybenzoate + F II + A1Ct~. 

phenylacetonitrile ; 

Z u s a m m e n [ a s s u n g  

Die E inwi rkung  von  P y r i d i n - H y d r o c h l o r i d  auf  o-Me- 
t h o x y b e n z o y l b e n z y l c y a n i d  (I) l iefert  fiber en t sp rechende  
2-Imide  (IV) die e n t m e t h y l i e r t e n  4 -Hydroxy -3 -pheny l -  
cumar inde r iva t e ,  denen  auf  Grund  der  I R . - S p e k t r e n  Iso-. 
f l a v o n s t r u k t u r  (VII) zuzuordnen  ist. 

R O  + -  R O  
I "~ HSOz-Tr°p~t°lin I ]" 

O-P-O-CH2-CH 2 1- O - P - O  • CHz-CH~ 
I I ± I 
O- +N(CH3) z O +N(CHs) z 

i " 
H+ ~O3- Trop/iolin 

R ~ Glyzeridrest 

B i o p h y s i k a l i s c h e  S t u d i e n  m i t  s y n t h e t i s c h e m  
L e z i t h i n  

W e n n  m a n  die L6sung  des Methylsu l fa t s  e iner  hoch-  
a lky l ie r ten  qua te rnAren  A m m o n i u m b a s e  I in Chloroform 
m i t  e iner  wAsserigen L6sung  des Na t r iumsa lzes  eines 
sauren  Farbs tof fes~  in mola ren  Mengen  einige Zeit  schfi t-  
te l t  und  zentr i fugier t ,  so b e m e r k t  man ,  dass  der  F a r b -  
s tof f  vSllig aus der  wlisserigen in die l ipoide Phase  tiber- 
ge t re t en  ist. Das  Anion,  in unse rem Falle  also Methy l -  
su l fa t - Ion  u n d  das  Farbs toff -Ari ion,  v e r t a u s c h e n  also 
o f fenbar  die Phase .  Dieser  E f fek t  ist  we i tgehend  un-  
abhAngig v o m  p H  der  wAsserigen L6sung.  
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Kurve 1 

E r s e t z t  m a n  die quaternAre Base  du rch  Lezi th in ,  so 
t r i t t  bei  e inem p H  fiber 5 kein Fa rbs to f f  in die l ipoide 
P h a s e  tiber, wAhrend yon  p H  5 an abwArts dies in zu- 
n e h m e n d e m  Masse der  Fal l  ist .  Das  he iss t  Lez i th in  ver -  
ha l t  sich in l ipoider  P h a s e  bei  s au rem p H  wie eine hoch-  
molekula re  quaternAre  A m m o n i u m b a s e  ohne  saure  
Gruppe.  Der  F a r b s t o f f  wird  als SAure-Anion und  P r o t o n  
n a c h  fo lgendem Schema  an das  Lez i th in  ange tager t :  

1 Wir verwendeten als quatern~re Base das dem Lezithin fihn- 
liche ~-fl-Dipalmitoyl-glyzerin-~-cholinfither-methyls ulfat. 

2 Als Farbstoff gelangte Trop~iolin 00 Natriumsalz (9% NaC1) zur 
Anwendung. Dieser Farbstoff ist an sich vollkommen unlSslich in 
Chloroform. 

Die T i t r a t ion  eines ((Lezithins ,> mi t  kleiner  Alkylgruppe  
(dami t  die Subs t anz  wasserl6sl ich wird),  wie PhenAthyl -  
phosphors i iure-chol ines te r  in Wasser ,  zeigt  zwischen p H  2 
und  5 keine Spur  eines S~ureverbrauches ,  das  heiss t  die 
Z w i t t e r - I o n - S t r u k t u r  b le ib t  e rha l ten .  Es  is t  also die L/Ss- 
l ichkei t  in i ipoider  Phase ,  die das  Lez i th in  zur  Addi t ion  
yon  TropAolin-SAure befAhigt. 
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der Wasser-Phase 
Kurve 2 

Die Kationen wurden als neutrale Chloride resp. Hydrochloride 
verwendet. 

1 Kupfer; 2 Calcium; 3 Magnesium; 4 Barium; 5 ~thylen-bis-2- 
aminoimidozotin; 6 Cyklohexylen-l,3-bis-guanidin; 7 ~.thylen-l,2- 
diamidin; 8 Athylendiamin; 9 Propylamin; 10 Putrescin; 11 Hist- 
amin; t2 Butylamin; 13 MethyI-guanidin; 14 Natrium; 15 Hydrazin; 
t6 Kalium; 17 )~thylamin; 18 Benzamidin; 19 Hexamethonium- 

bromid. 

Es  h a t  sich wel te r  gezeigt,  dass  n ich t  nu r  P r o t o n e n  und 
Fa rbs to f f iAn ionen ,  sonde rn  auch  andere  Ka t ionen ,  wie 
Na t r ium,  Ka l ium und  in ganz b e s o n d e r e m  Masse Kupfer ,  
Ka lz ium und  Ba r i u m aus neu t ra l e r  wAsseriger LSsung 
z u s a m m e n  mi t  Fa rbs to f f  in die l ipoide P h a s e  aufgenom- 
m e n  werden,  sofern das I o n e n p r o d u k t  Ka t ion -Fa rbs to f f -  
anion eine gewisse GrSsse erreicht .  Zugabe y o n  Kom-  
p lexon  h e b t  die W i r k u n g  der  E rda lka l ime ta l l - Ionen  auf. 

Wie  aus den  K u r v e n  ersicht l ich,  s ind n e b e n  den  zwei- 
fach pos i t iv  ge ladenen  anorgan i schen  K a t i o n e n  Kalzium- 
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Ba r ium usw. auch  Amine  wirksam, sofern sie die fol- 
genden Bedingungen  erfiillen: 

Sie miissen mindes tens  2 stark basische N-Atome be- 
sitzen, die bei neu t ra lem p H  je ein Proton addieren. 
Speziell b is - Imidazol ine  sind s tark wirksam, w~ihrend die 
en tsprechenden Monoimidazoline nu t  sehr schwache Wir- 
kung zeigen. Monoamine  mi t  kleiner Alkylgruppe sind 
ebenfalls nur  schwach wirksam. Die Wirkung der Mono- 
amine s te igt  an mi t  zunehmender  L~inge der Alkylgrup- 
pen. H6here  Amine  als Bu ty lamin  k6nnen wit  an unserer 
Anordnung  n ich t  prfifen, da  dann bereits auch ohne 
Lezi th in  ein ~ b e r t r i t t  des Farbstoffes in die Chloroform- 
phase beginnt ,  was die Resul ta te  unklar  macht.  Dass ein- 
fache Amine  m i t  gr6sserer Alkylgruppe auch wirksam 
werden, di irf te mi t  der L6slichkeit  und Anreicherung 
ihrer Salze in Chloroform zusammenh~ingen. 

Neben  der  e infachen Anlagerung im Sinne Proton- 
S~iure-Anion t r i t t  offenbar  eine Verkntipfung zweier 
Lezithin-Molekfi le durch  das zweiwertige Kat ion ein. 

Die Bedingungen,  die fiir eine Adsorption an Lezithin 
notwendig  sind, sind ~ihnlich den Anforderungen, die an 
sogenannte  <~Histamine releasers> s gestellt werden. Tat-  
s~ichlich wird H i s t amin  bei Gegenwart  von Trop~iolin aus 
neut ra ler  wAsseriger L6sung an die lipoide Phase fixiert 
und diirf te durch Stoffe mi t  gr6sserer AffinitAt wieder 
daraus  verdr~ingt werden.  

Experimentelles. Zur Verwendung gelangte eine 1/1000 
molare L6sung von  synthe t i schem DL-Dipalmitoyl-~-lezi- 
th in  (73 m g % )  in gew6hnl ichem Chloroform. Dieses darf  
be im Sch / i t t e ln  m i t  Wasser  keine S~ure abgeben. Zur An- 
wendung  gelangte  ferner eine L6sung von 1 mg% gerei- 
n ig tem TropAolin 00 in dest i l l ier tem Wasser. Von der zu 
pr t i fenden Subs tanz  wird dar in  eine Stamml6sung her- 
gestell t  und durch eine Spur verdi innter  Natronlauge 
resp. Salzs~ure auf  p H  6-7 eingestellt.  

Je  4 cm 3 der  Lezithin-Chloroforml6sung und 4 cm s der 
mi t  TropRolin-L6sung verdf innten Stamml6sung werden 
in e inem Reagenzglas  2-3 min kr~iftig durchgeschiittelt .  
Das Gle ichgewicht  s tel l t  sich rasch ein. Nun wird zentri- 
fugiert,  bis sich mindestens  2 cm 3 klare w~isserige L6sung 
abge t renn t  haben.  Diese wird vorsichtig abgezogen, nach 
Kont ro l le  des p H  mi t  Salzs~iure verdt innt  auf 10 cm s und 
der  noch vo rhandene  Farbstoff  spektrophotometrisch in 
1 n Salzs~iure durch Vergleich der Ext inkt ionen bei 535, 
540 und  545 m~  mi t  denen einer bekannten Farbstoff-  
16sung bes t immt .  

Zu erw~ihnen ist, dass die Absorption aus der wAsse- 
rigen Phase  ausbleibt ,  wenn an Stelle des Chloroforms 
Te t rach lorkohlens tof f  verwendet  wird. Wi t  nehmen an, 
dass die Dielektr iz i tAtskonstante  des L6sungsmittels eine 
wesent l iche Rol le  spielt. 

a W.  D. M. PATON, Histamine release by Compounds of simple 
chemical structure, Pharmacol. Rev. 9, 269 (1957). 
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Die spektrophotometrischen Bestimmungen, fttr die wit herzlich 
danken, wurden in unserem physikalisch-chemischen Laboratorium 
(Leitung Dr. A. V. WILLI) durch Herrn A. SOPS^SRrTt ausge~hrt. 

R. HIRT und R. BECHTOLD 

Forschungsinstitut dsr Dr. A.  Wander AG., Bern, 
II. August 1958. 

Summary 

Synthetic lecithin, dissolved in chloroform, is ~tble to 
add salts which are non-soluble in chloroform and to 
transfer these at neutral pH from the aqueous into the 
lipoid phase. The effect is dependent on the cation con- 
centrations and particularly on their'valency. Calcium, 
barium, copper ions, etc., are about one hundred times 
more effective than sodium and potassium. T@o-basic 
amines are also very effective. For experimental reasons, 
anion was, up to now, not varied and in all tests tro~)e- 
oline was used. 

A C o n t r i b u t i o n  

t o  t h e  P r o b l e m  o f  t h e  H a e m - P r o t e i n  L i n k a g e  

i n  H a e m o g l o b i n  

Opinions differ as to whether  the  haem group in haemo-  
globin is bound to two or to only one imidazole  in the  pro- 
tein. The former opinion was expressed by  CON^NT t and,  
among others, by  L~MBERO and LEGGE s in the i r  mono-  
graph on hematin compounds;  the la t te r  opinion (of 
HAUROWITZ s, with his hypothesis  t ha t  haemoglobin  is an 
aquo-compound, in which one water molecule is bound 
coordinately to the iron atom) is supported by experi- 
mental evidence, as well as by the results of the differen- 
tial titration of haemoglobin (WvMAS '). 

We made a series of experiments in which we followed 
the effect of histidine on the oxygen equilibrium in a di- 
lute haemoglobin solution. 

The haemoglobin solutions were prepared from fresh 
human blood according to HILL and WOLVEKAMP s. We 
used a phosphate buffer (I/15 M, pH 7.39). Histidine in 
various concentrations was added to these solutions. The 
degree of oxygenation at different oxygen pressures was 
determined with the aid of a two-stage colorimeter corn- 

I j .  B. CONANT, Harvey Lectures 28, 159 (1933). 
I R. LEMBERG and J. W. LRooE, Hematin Compounds and Bile 

Pigrf~.Js (Interscience Publishers, New York-London 1949). 
s F. HAUROWZTZ, The Bond between Haem and Globin, Haemo- 

globin, a symposium (Ed. F . J .W.  Roughton and J.C. Kendrew, 
Butterworths Scientific Publications, 1949), p. 51. 

t j .  WYMAS, Heine Proteins, Adv. Protein Chem. 4, 402 (1948). 
s R. HILL and H. P. WOLVEKAMP, Pron. Roy. Son., London 

[B] 120, 484 (1936). 


