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Z u m  N a c h w e i s  v o n  A m i n e n  i m  10-1°-Mol- 
MaBstab. T r e n n u n g  v o n  l-Dimethylamino- 

naphthalin-5- sulfonsiiure-amiden auf 
D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a m m e n  

Z u m  e m p f i n d l i c h e n  Nachweis  yon  Aminos/ iurcn  
h a t  s ich  1 -Dime thy lamino-naph tha l in -5 - su l fony lch lo r id  
(DANS-C1) bere i t s  bewAhr t  ~-z. Es  lag dahe r  nahe,  dieses 
R e a g e n s  a u c h  f/ir den  Nachweis  yon  A m i n e n  he ranzu-  
ziehen.  Vgohl ex is t ie ren ,  insbesondere  fiir die wich t igs ten  
b i o g e n e n  Amine ,  d e n e n  unse r  Haup t in t e re s se  galt ,  z .T.  
seh r  e m p I i n d l i c h e  Nachweis-  und  B e s t i m m u n g s m e t h o d e n  
(vgl. z. 13. ~-:). Diese  g e s t a t t e n  es jedoch nur,  einzelne und  
n i c h t  die ge samten ,  z. 13. in  e inem Gewebe vor l iegenden 
A m i n e  zu erfassen.  Die fiir pr im/ire  Amine  a l lgemein an- 
w e n d b a r e  N i n h y d r i n f S r b u n g  is t  in  vielen F~llen zu un-  
empf ind l i eh .  

Die  in  de r  Tabe l l e  aufgef i ih r ten  p r im~ren  und  sekun-  
d~ ren  A m i n e  se tzen  s ich in ges/ t t t ig ter  N a t r i u m h y d r o g e n -  
e a r b o n a t l 6 s u n g  (Aceton  + %Vasser = 7 + 3) schon bei 
R a u m t e m p e r a t u r  r a sch  m i t  DANS-C1 urn. U n t e r  der  UV-  
L a m p e  (365 m #  Hg-Lin ie )  f luoreszieren die DANS-Amide  
gelbgr i in ,  w / ih r end  Amine ,  die auch  m i t  e iner  phenol i -  
s chen  O H - G r u p p e  reag ie r t  h a b e n  (z. B. Adrenal in ,  Nor-  
ad rena l in ,  D o p a m i n )  e ine in tens iv  gelbe oder  eine gelb- 
o range  F luoreszenz  zeigen. Man  e r k e n n t  so e twa  10 -~0 Mol 
je D A N S - A m i d .  

Z u r  T r e n n u n g  de r  D A N S - A m i d e  b e n u t z t e n  wir, wie 
s ehon  f r t iher  fi ir  DANS-Aminos / iu ren ,  die zweidimen- 
s ionale  D t i n n s c h i e h t c h r o m a t o g r a p h i e  z. 

I n  de r  e r s t en  L a u f r i c h t u n g  wird  m i t  A t h y l a c e t a t  
+ C y c l o h e x a n  = 75 + 50, in  der  zwei ten  wahhveise m i t  
Benzo l  + M e t h a n o l  + Cyc lohexan  = 85 + 5 + 10 (Figur  1) 
ode r  m i t  13enzol + T r i ~ t h y l a m i n  = 1 0 0 +  20 (Figur 2) 
be i  e t w a  20 ° 45 m i n  en twicke l t  (Laufs t reeke 13 cm). Nach  
d e m  e r s t en  L a u f  r e a k t i v i e r t  m a n  die m i t  e iner  250 
Kieselgel  G - S c h i c h t  b e s t r i c h e n e n  20 × 20 cm P l a t t e n  
d u r c h  5 ra in  E r h i t z e n  auf  100 °. WS.hrend dieser Behand-  
l u n g  er fo lg t  ke ine  Zerse tzung.  Diese B e o b a c h t u n g  zeigt 
e inen  wesen t l i chen  Vor te i l  de r  Methode,  n/ imlich die Be- 
s t /~ndigkei t  d e r  C a t e c h i n a m i n d e r i v a t e  gegen Au toxyda-  
t ion .  Diese  f&tlt w/~hrend de r  t ib l ichen Aufa rbe i tung  und  
C h r o m a t o g r a p h i e  de r  f re ien A m i n e  s t6 rend  ins Gewicht .  
E i n  we i t e re r  Vor te i l  de r  Me t hode  is t  es, dass  die Sub-  
s t a n z e n  n a c h  de r  C h r o m a t o g r a p h i e  d u r c h  E l u t i on  m i t  
& t h y l a c e t a t  u n v e r i i n d e r t  isol ier t  werden  k6nnen  und  
d a m i t  ffir wei tere  c h r o m a t o g r a p h i s c h e ,  e lekt rophore t i sche  

und  spek t roskop i sche  U n t e r s u c h u n g e n  z u r  VeHi igung  
s tehen.  

D A N S - A m i n o s / i u r e n  w a n d e r n  in den  b e s c h r i e b e n e n  
c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  S y s t e m e n  n ich t ,  so dass  sie die 
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Fig. 1. Zweidimensionales Diinnsehichtchromatogramm eines Ge- 
misehes aus 23 DANS-Amiden (vgl. Tabelle). 1. Laufriehtung: Athyl. 
nectar + Cyelohexan = 75 + 50.2. Laufriehtung: Benzol + Metha- 

nol + Cyelohexan ~ 85 + 5 + I0. 
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Nr. Aminkomponente des Nr. Aminkornponente des 
DANS-Amides DANS-Amides 

1 Ammortiak 14 4-Methoxyfl-phenSthyl- 
2 Methylamhx amin 
3 Dimeth¥1amin 15 3, 4-Dihydroxy-fl-phcn- 
4 Athylamin ~ithylamin (Dopamin) 
5 Athanolamin 16 3- Methoxy-4-hydroxy-fl- 
6 Cysteamin (2-Mercapto- phert~ithylamin 

~ithylamln) 17 3,4- Dimethoxy-fl-phen- 
7 Isoamylamin athylamin 
8 Sperrnidirt 18 Noradrenalin 
9 Spermin 19 Adrenalin 

10 Piperidirt 20 Tryptamin 
11 Histamirt 21 5-Hydroxy-tryptamin 
12 /5-Phenfithylamin (Serotonin) 
13 4-H ydroxy-fl-phenAthylamin 22 Pyridoxamin 

23 Hordenin 

Fig. 2. Zweidimensinnales l)finnsehichtchromatogramm eines Ge- 
misehes aus 23 DANS-Amiden (vgl. Tabelle). 1. Laufriehtung: 24,thyl- 
aeetat + Cyclohexan = 75 + 50. 2. Laufrichtvng: Benzol + Triiithyl- 

amin == 100 + 20. 
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A m i n - C h r o m a t o g r a p h i e  n i c h t  s t6ren .  U m g e k e h r t  w a n d e r n  
die  D A N S - A m i d e  in  den  f r i iher  zu r  T r e n n u n g  d e r  A m i n o -  
s t turen  b e s c h r i e b e n e n  L a u f m i t t e l n  * n a h e z u  m i t  de r  F r o n t .  

So g e s t a t t e n  die  b e s e h r i e b e n e n  M e t h o d e n  sowohI  die E r -  
f a s sung  de r  A m i n e  Ms a u c h  d e r  AminosAuren  z .B .  aus  
e inem G e w e b e e x t r a k t .  I m  i ib r igen  k S n n e n  die D A N S -  
A m i d e  aus  s au re r  wie aus  a lka l i scher  L 6 s u n g  m i t  A t h y l -  
a c e t a t  e x t r a h i e r t  werden .  

Die F i g u r  3 s te l l t  e in C h r o m a t o g r a m m  d e r  A m i n e  aus  
der  N e b e n n i e r e  e iner  Maus  dar .  E i n e  fr isch pr~tparier te  
N e b e n n i e r e  h o m o g e n i s i e r t e n  w i t  in  2 cm 3 0 , 4 N  HC104, 
die e t w a  50 m g  N a t r i u m s u l f i t  en th ie l t .  D en  U b e r s t a n d  
sch i i t t e l t e  m a n  zur  E n t f e r n u n g  v o n  S~iuren u n d  L ipo iden  
m i t  Benzo l  aus,  d a n n  w u r d e  m i t  e t w a  10 m g  DANS-CI  in 
3 cm 3 Ace ton  u n d  bis  zu r  Sf i t t igung  m i t  N a H C O  3 ver -  
setz t .  N a c h  3 h v e r d a m p f t e  m a n  d a s  Ace ton  w e i t g e h e n d  
im V a k u u m  u n d  e x t r a h i e r t e  m i t  e in igen  c m  3 ~ t h y l a c e t a t .  
D e r  1Riickstand dieses E x t r a k t e s  wurde  a u f  das  C h r o m a t o -  
g r a m m  aufge t ragen .  N e b e n  A d r e n a l i n  u n d  N o r a d r e n a l i n  
e r k e n n t  m a n  au f  d e m  Bi ld  u . a .  Spermin ,  Spermid in ,  
D o p a m i n ,  M e t h y l a m i n  u n d  A t h y l a m i n .  E in ige  F l ecken  
h a b e n  w i t  noch  n i c h t  ident i f iz ie r t .  

Summary. Fo r  t h e  sens i t ive  d e t e r m i n a t i o n  of a m i n e s  
t h e i r  1 - d i m e t h y l - a m i n o - n a p h t h a l e n e - 5 - s u l p h o n y l  de r iva -  
t ives  were s e p a r a t e d  in t w o - d i m e n s i o n a l  t h i n - l a y e r  chro-  
m a t o g r a m s .  10 x°-10 n mole  p e r  a m i n e  can  be  de tec ted ,  
w h e n  t h e  f luorescence  of t h e  D A N S y l - c o m p o u n d s  is ex-  
c i ted  b y  t h e  365 m/t  H g  line. 

Fig. 3. Zweidimetxsionales Dtinnschichtchromatogramrn tier Um- 
setzurigsprodukte des HC104-Extraktes eincr Nebcnniere der Maus 
mit DANS-CL 1. Laufrichtung: ~thylacetat + Cyelohexan = 75 + 50. 
2. Laufrichtung: Benzol + Tritithylamin = 100 + 20. 1 = Ammoniak; 
2 = Methylamin; 4 = ~_thylalnin; 15 = Dopamin; 18 ~ Noradre- 

nalin; 19 = Adrenalin; 8 = Spermidin; 9 - Spermin. 
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Papierchromatographischer Nachweis  freier 
Aminosiiuren im Knochenmark einiger Tiere 

w~ihrend verschiedenen Jahreszeiten 

Die P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  w u r d e  in d e n  l e t z t e n  J a h -  
r en  w e i t g e h e n d  zu r  B e s t i m m u n g  des  q u a l i t a t i v e n  u n d  
q u a n t i t a t i v e n  ,~Aminos~iurespektx"ams,> v e r s c h i e d e n e r  Ge- 
webe  v e r w e n d e t .  

Das  V o r k o m m e n  freier  Aminos~turen im t i e r i schen  Kno-  
c h e n m a r k  zu v e r s c h i e d e n e n  J ah re sze i t en ,  das  e in  Aus-  
d r u c k  des E i w e i s s m e t a b o l i s m u s  sein k a n n ,  wurde  bis  j e t z t  
n i c h t  u n t e r s u c h t .  

Die  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  B e s t i m m u n g  de r  f rc ien 
A m i n o s ~ u r e n  im K n o c h e n m a r k  v o n  Ka lb ,  R i n d  u n d  
Schwe in  e r g a b  eine q u a l i t a t i v e  Gle i chhe i t  i m  A m i n o -  
sAuregeha l t  des  ]Knochenmarks  d ieser  T i e r a r t e n ,  u n a b -  
hAngig y o n  d e n  e inze lnen  J a h r e s z e i t e n .  

Das  ] ~ n o c h e n m a r k  w u r d e  aus  f r i scher  T i b i a  gewonnen .  
Aus  d e m  h o m o g e n i s i e r t e n  Gewebe  (50 g) w u r d e n  die 
f re ien  Aminos t iu r en  m i t  80% )k thano l  e x t r a h i e r t ,  gleich-  
ze i t ig  die  P r o t e i n e  u n d  L ip ide  n a c h  AWAPARA 1 bese i t ig t .  
Die  C h r o m a t o g r a p h i e  w u r d e  au f  P a p i e r  ~WHATMAI~ 3 MM 
u n d  SCHLEICHER • SCHULL 2043 b (mgl) n a c h  de r  e in-  
u n d  zwe id imens iona l en  Me thode*  be i  20°C du rchge f i i h r t .  
Als F l i e s smi t t e l  w u r d e n  n - B u O H - A c O H - H 2 0  (4 :1 :1 ) ,  
n - P r o O H - H 2 0  (8:2)  u . a .  v e r w e n d e t .  E n t w i c k e l t  w u r d e  

n a c h  T r o c k n e n  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  d u r c h  E i n t a u c h e n  
in  0 ,3% A ze t o n l Ss u n g  y o n  N i n h i d r i n  u n d  10rain.  E r -  
h i t z e n  au f  105°C. 

Mi t  Hi l fe  v o n  V e r g l e i c h s c h r o m a t o g r a m m e n  w u r d e n  fol- 
g e n d e  AminosAuren  n a c h g e w i e s e n :  Cys, Lys ,  Arg,  His,  
Gly,  Asp,  Glu,  Thr ,  Ala,  Val ,  Met ,  L en  u n d  Ileu.  

Die  q u a l i t a t i v e  Gle i chhe i t  de r  A m i n o s ~ u r e  bei  d en  u n -  
t c r s u c h t e n  T i e r a r t e n  bes t t t t i g t  die L i t e r a t u r a n g a b e  3 f iber  
die ~ A m i n o s A u r e s p e k t r e n ,  g l e i cha r t ige r  Gewebe.  Die U n -  
abh t tng igke i t  d e r  R e s u l t a t e  y o n  de r  J a h r e s z e i t  s p r i ch t  da-  
ffir, dass  a u c h  de r  E i w e i s s m e t a b o l i s m u s  i m  K n o c h e n m a r k  
y o n  de r  J a h r e s z e i t  n i c h t  bee in f lus s t  wird.  

Summary. T h e  q u a l i t a t i v e  i d e n t i t y  of t h e  free a m i n o  
acids  in  some a n i m a l  species  was  p r o v e d  b y  m e a n s  of 
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  
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1 j .  AWAPARA, Arch. Bioehem. 19, 172 (1948). 
z M, HAIS und K. MACEK, Handbuch der Papierchromatographie, 

Bd. 1 : Grundlagen und Technik (VEB Gustav Fischer, Jena 1958). 
3 A. MEISTER, Biochemistry o/the Amino Acid (Academic-Press Inc., 

New York 1957). 


