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181. Freie Aminosauren im menschlichen Ejakulat 

Dunnschichtchromatographischer Nachweis 
von Max Keller und Gyorgy Pataki 

1. Mitteilung 

(1. VI. 63) 

Uber das Vorkommen der freien Aminosauren im menschlichen Ejakulat ist 
bisher wenig bekannt geworden. 

Einige Autoren l-') haben papierchromatographisch 12 bis 22 freie Aminosauren 
nachgewiesen, wobei die Ergebnisse der einzelnen Autoren zum Teil sehr stark von- 
einander abweichen ; Ionenaustauscher-Chromatographie nach MOORE & STEIN B, 

erwies die Anwesenheit von 19 Aminosauren9) (Summe der freien und peptid- 
gebundenen Aminosauren nach Totalhydrolyse) . 

KUBICEK ef U Z . ~ )  bcrichtcten, (lass dic seminalc Fliissigkeit uninittelbar nach Clem Austritt nur 
gcringe Mengen frcicr Aminosauren enthalt ; nach K R A M P I T Z ~ ~ )  sollen jedoch praktisch alle spater 
nachweisbaren Aminosauren bereits vorhanden scin. LUNDQUIST~) beobachtetc, dass die in vitro 
Proteolyse cine halbc Stunde post ejaculationem abgeschlossen ist. Demgegeniiber fandcn QUATRI- 
N I ~ ) ,  *ADAM & I<ORTING~), sowic KEUTEL & GABSCH~), dass dic Kon~entrat ion~)  bzw. Anzahl4js) 
tlcr Aminosaurcn noch iiber mehrere Stunden hindurch zunimmt. 

h'achdem die Dunnschichtchromatographie zur Bestimmung von Aminosauren 
im Urin11)12) mit Erfolg angewandt wurde, haben wir diese einfache Methode zu 
((Arninoacidspermiaeuntersuchungen verwendet, um unsere papierchromatogra- 
phischen13) Ergebnisse in ihrer Beweiskraft zu erharten und dank der grossen Em- 
pfindlichkeit dieser Methode zu erganzen. 

Das enteiweisste Ejakulat wird mit 2,4-Dinitrofluorbenzol (DNFB) umgesetzt. 
Nach Extraktionen mit verschiedenen organischen Losungsmitteln 11) werden die 
Ather- und Saure-loslichen 2,4-Dinitrophenyl-aminosauren (DNP-Aminosauren) auf 
Kiesclgcl-G-Schichten chromatographiert. 

l) 1,. JACOBSON, .4cta physiiol. scand. 20, 88 (1950). 
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l2) J.  OPIENSKA-BLAUTH, Internat. Symposium on Thin Layer Chromatography, Rom 1963. 
1s) D. DA RUGNA, M. KELLER & G. PATAKI, in Vorbcrcitung. 

(1963). 



1688 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Die atherloslichen DNP-Aminosiuren wurden nach der wie folgt modifizierten 
Methode von WALZ el al.ll) getrennt. 

Man entwickelt gleichzeitig zwei Chromatoplatten (Chromatogramme I und 11) 
im Fliessmittel A .  Nach Zwischentrocknung wird die Entwicklung im gleichen 
Fliessmittel in der gleichen Richtung wiederholt. 

Nach erneuter Zwischentrocknung beider Platten wird die eirie (Chromato- 
gramm I) in der 2. Dimension im Fliessmittel I3 entwickelt. Die zweite Platte wird 
in der zweiten Dirnension in der BN-Kamrnerl4) im Fliessmittel C 3-4 Std. durch- 
laufend chromatographiert (Chromatogramm I I). 

Im Chromatogramm I werden Di-DNP-Lysin und Di-DNP-Tyrosin nicht, und 
DNP-Leucin sowie DNP-Isoleucin nur unvollstandig getrennt 1 1 ) ,  Zur Trennung 
dieser DNP-Derivate verwenden WALZ et ~ 1 . ~ 1 )  ein zweidimen:;ionales Chromato- 
gramm mit je einer Entwicklung im Fliessmittel A und in der 2 .  Dimension im Fliess- 
mittel C. Wir ziehen (Chromatogramm 11) die zweifache eindimensionale Entwick- 
lung im Fliessmittel A, gefolgt von Durchlaufchromatographie im Fliessmittel C vor, 
weil dadurch nicht nur die DNP-Derivate von Lysin, Tyrosin bzw. Leucin und Iso- 
leucin, sondern auch die ubrigen 11) DNP-Derivate getrennt werden. In unserem 
Chromatogramm I1 lassen sich alle von WALZ et ~ 1 . 1 1 )  untersuchten DNP-Verbin- 
dungen trennen ; lediglich DNP-P-Ala und DNP-y-Abut konnen gelegentlich iiber- 
lappen. 

Die Chromatogramme I und I1 gestatten die Trennung von 33 atherloslichen 
DNP-Verbindungen. 

crforclerlich. 
Bei der Trennung der Urin-Aminosaurenl') ist cin weiteres zweidimensiwnales Chromatogramm 

Die saureloslichen DN P-Aminosauren werden durch eindimemsionale Chromato- 
graphie im Fliessmittel D (vgl. FAHMY 15))  getrennt (Chromatogramm 111). 

Start 

2) Fliessinittel B / 16 cni 

aufsteigend 

Fig. 1. A'therlosl'iche UNP-Aminosauven  aus 50 pl Lcjakulat. Normalli~htphotagraphie1') 
Zur Zuordnung der Fleclic vgl. WALZ et al.ll) 

+ ~~ . 

. . . .- 

14) C. DESACA G.M.B.H., Heidelberg. 
15) A. K. FAHMY. unveroffentlicht, zitiert nach BRENNER et aZ.16). 

lo) M. RRENNER, A .  NIEDERWIESER & G. YATAKI, in E. STAWL, Diinnschicht-Chromatographie, 
Springcr Verlag, Berlin-Got.tingen-Heidelberg 1962, S. 403 if. 
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Die Identifizierung der DNP-Aminosauren in den Chromatogrammen I und I1 
erfolgt nach eigenen Fleckenmustern, welche fur jedes Laboratorium bereitet werden 
sollten. Man kann z. B. ein Gemisch aller in Frage kommenden freien Aminosauren 
nach Dinitrophenylierung auf die oben beschriebene Art weiterverarbeiten. 

Die Zuordnung der Flecke im Chromatogramm I11 bereitet keine Schwierig- 
keiten, wenn eine Modellmischung der saureloslichen DNP-Aminosauren auf der 
gleichen Platte mitchromatographiert wird. 

Ergebnisse. ~ In den Chromatogrammen I und I1 (Fig. 1 und 2) lassen sich 
alle Flecke, mit einer einzigen Ausnahme, als DNP-A4minosauren identifizieren. Im 
Chromatogramm I11 (Fig. 3) werden im langwelligen UV.-Licht viele fluoreszierende 
Flecke sichtbar ; diese Flecke storen die Identifizierung nicht. 

Start 

Fig. 2. Atherlosliche DNP-Aminosduren aus 50 p? Ejakulat. Schematische, massgetreue Davstellung 
(3 : Bezeichnung dcr im Ejakulat vorhandenen Aminosauren. 
2 : Bczeichnung dcr Lage der iibrigen in Korpcrfliissigkeiten anzutreffenden Arninosauren. 

Abkiirzungen: vgl. ll). 

In 50 pl  Sperma (optimale Auftragmenge nach unseren Erfahrungen) finden wir 
folgende Aminosauren : 

Grossere Mengen: Arg, Glu-NH,, Gly, His, Ile, Leu, Ser, Val 
Mittlere Mengen: Ala, Asp, Glu, Phe, Thr, Tyr 
Kleine Mengen: y-Abut, CySO,H, Pro, Tau 
Spuren: Lys, MetO, 
Tragt man grossere Mengen auf, so iiberlappen mehrere Flecke; es ist indessen 

zu bemerken, dass in 100 pl Sperma 4 zusatzliche Flecke in den Chromatogrammen I 
und I1 auftreten. Es handelt sich mit grosser Wahrscheinlichkeit urn die DNP- 
Derivate von B-Ala, P-Aibut, Orn und Try. 

Im Gegensatz zu den Literaturangaben lp7) finden wir sowohl Papier-l3) als 
Dunnschicht-chromatographisch Glu-NH,. Die Anwesenheit dieser Aminosaure 
wurde durch direkten Vergleich bewiesen. 

Chromatographiert man steigende Mengen des Ejakulats, so lassen sich einerseits 
die in Spuren vorhandenen Aminosauren erfassen, anderseits ist es moglich, halb- 



quantitativc Angaben zu machen. Wir werden darauf an anderer Stelle zuriick- 
kommen. 

Wir verwenden die beschriebene Methode zu Studien uber die Wirkung proteo- 
lytischer Enzyme im menschlichen Ejakulat. 

t I 
i :i 

p a  b c d 
Start 

1Jig. 3 .Sai,~rcl&sliche DSl'-.-l niinosuawciz. ~ ~ ' o v m ~ ~ l i c / ~ t ~ h o ~ o g v I c p / c i e ~ ' )  
a :  5Upl  Ejakulat; b: Pip1 Ejakulat; c :  12,hpI Ejakulat; t l :  j e  5,ug der slurcl(b1ichen I)X\rp-Xlnino- 

s&urcn. Rcihcnfolgc von unten nach oben: CySO,H, ilrg, Cit, Tau, His. Rf,, - 0,s. 
Abkiirzungen vgl. ll). 

Experimentelles. - Vorbeveitung des EjakuZats: 2 ml Ejakulat wcrtlcn mit 2 ml .kcton gc- 
schiittelt und dann 15 min zcntrifugiert. Dic klarc 1,osung wird rnit 5N KaOH phcnolphtalcinrosa 
eingcstcllt. Man gibt 3 ml Puffcrliisuugll) und 1 ml absolut-alkoholischc L)NI'B-Losung (10% g /o )  

1)ic Mischung wird 1 Sttl. ini Ihnkcln bci 37" in cinein gcschlosscnc!rn ERLE~MEYER-KOI~CU 
mit I-lilfe cincs Magnctriihrers geriihrt. Man spult tlas abgckuhlte Reaktionsgemisch rnit 8 ml 
lither und wcnig Wasser in einen Scheidetrichtcr. Nacli drcimaligem Ausschuttcln rnit j e  8 ml 
,4ther (Ather verwerfen11)) wird dic wasscrigc Lijsung mit 6 N HC1 kongcisauer eingestellt. Man 
cxtrahiert sic mit 5 x 8 ml Ather (utherliisliche D N P - A  inino,suursn.ll)). Dic zuruckgeblicbene 
wasscrigc JAsung wirtf tlarauf mit 5 >< 8 nil Essigcster/iz-Butylalkohol (1 : 1 v/v) l') cxtrahiert 

's l ichc D1VP-A miizosiiursn " ) ) .  
tle Extralrte werdcn rnit Na,SO, getrocknctll) und im Valtuum zur Trockne eingedamplt. 

Die athcrloslichcn DNP-Aminosaurcn lost man in 0 , h  bis 1,2 ml Aceton, die sLureloslichen UNV- 
.\minos%urcn in 0,O bis 1,2 ml Essigester/Eiscssig/n-Butylalkohol (10 ml E.ssigester + 0,l  ml Eis- 
cssig + 9,9 ml n-Rutylalkohol). 

Chvoirzntographie: zur allgtrmeinen Arbeitstechnik vgl. 16)17). Die Durc:hlaufchromatographie 
vrfolgt nach l a ) .  Bei Zweifachentwicklung oclcr zwcidirncnsionaler Chromatographic sind Zwischcn- 
trocknungcn crforclcrlichll). - Z ~ e z f u c h e n t w z c k Z ~ ~ a ~ :  Zur Zwischentrocknung lasst man die Platten 
3 rnin bci Zimmertemperatur im Abzug liegcnll). ~ Zweidimensionale Chromatographie: man crhalt 
die hcsten Trennungen, wenn dic Platten zur Zwischcntrocknung 2 an dcr Luft im Dunkcln 
liegen gelassen werden. Man kann sie auch 10 min im Abzug liegen , .LO min auf 60" erhitzen 
und 15 min im Abzug abkuhlcn lassenll). Bci dcr lctzteren Trocknungsweise wandern die Substan- 
zcn in der zwcitcn Dimension allgemein weniger weit. 

Zur Trennung der c%therZ8sZzchen l INP-Aminosuuren  (Chromatogramme I untl 11) tragt man 
a u s  tlcr acetonischcn T.osung jc cin Volumcn cntsprcclicnd Sop1 Sperma auf. - Die Konzeutratinns- 
vcrhaltnissc dcr cinzelncn Aminosauren lassen sich in cincm Rcihcnvcrsuch crmittcln. - Man cnt- 

17) M. BRENNER, A. NIEDERWIESER, G. I'ATAKI & A. R. FAIIMY, Experieritia 78, 101 (1962). 
IH) Montage und RetriebserlButeriingcIi zu cler RN-liarnmer. Firmenschnft I)ESAGA G.M.B.H.'~), 

zu . 

S. 6, Variantc A. 
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wiclrclt zwei Cliromatoplattcn im I'licssmittcl A ;  nach Zwischcntrocknung (vgl. uL~c11: Zwcilacti- 
entwicklung) wird die Entwicklung im glcichen Flicssmittel in der gleichen Richtung wicderholt. 
Vor der Chromatographic in der zweiten Dimension werden beide Platten gctrocknet (vgl. oben: 
Zmcidimcnsionale Chromatographie) ; tlann wird einc der Plattcn (Chromatogramm I) im Flicss- 
mittel R aufsteigend uncl die zweitc Platte (Chromatogramm 1 I)  durchlaufend im Flicssmittcl C 
(3-4 Std. in dcr B N - K a ~ n m e r ~ ~ ) ~ ~ )  cntwickelt. 

Zur Trennung der suureloslichen DNP-Aminosuuren (Chromatogramm 111) tragt man a m  der 
Essigester/Eisessig/n-But)ilalkohol-1,osung vcrschicdcne Volumina, z.B. cntsprcchend 12,5, 25 
und 50 pl  Spcrma, auf dic gleiche Platte auf. Zuletzt wird cine Motlcllmischung der saurcloslichcn 
DNP-Sminosauren aufgetragen. l)ic Chromatographie erfolgt eindimcnsional im Fliessmittel L). 

FZiessmitteE. ,211) : Toluol/2-Chlorathanol/Pyriclin/25-proz. Ammoniak (50 : 35 : 15 : 7 v / v ) .  - 
I3ll) : Chloroform/Benzylalkohol/Eisessig (70 : 30 : 3 v i a ) .  - Cle) : Chloroform/Mcthylalkohol/Eis- 
cssig (95: 5 : 1 v / v )  19), - Dl5) : n-Butyialkohol mit 25-proz. Ammoniak bci Zixnmertempcratur gc- 
sittigt. 

SIJMM:\lZY 

4 thin-layer chromatographic method is described for separation and identi- 
fication of free amino-acids in human ejaculate. 

Laboratorium der Uiii\rei-sit~ts-Frauenklitiik 
(Direktor Prof. Dr. TH. KOLLEK), Basel 

. ~ .~ ~~ ~~ 

1 9  Die Taufstrccken tler Su1)stanzen sind !xi der Uurchlaufcliromatographie im Fliessmittcl C oft 
unterschiedlich (vcrmutlich durch Schwdnkungen tler Iaftfeuchtigkeit : vgl. 12. GEISS c? 14. 
S c H L I T r ,  Naturwiss. 50, 350 (1963). Manchmal bcsitzt deshalb Chloroform/Mcthylallrohol/Eis- 
essig (98 : 2 : 1 v/v) bessere Trcnncigenschaftcn. 

182. Die Cardenolide von Beaurnontia grandijlora WALLICH 
2. Mitteilung : Strukturaufklarung von Wallichosid, Beaumontosid 

und Beauwallosid l) 
Glykoside und hglykone, 250. Mitteilunga) 

von A. F. Krasso, Ek. Weiss und T. Reichstein 
(1.  V I .  03) 

Kiirslicli wurde iibcr die Isolierung von vier krist. Cardenolidglykosiden (A,  B, C 
und D) aus den Samen von Beaumontia gradflora WAILICH berichtet 2). Eines 
davon (D) war mit dem bekannten Oleandrin (VIII) identisch. Die drei andern 
waren neu und wurden als U'allichosid (A), Beaumontosid (R) und Ueauwallosid (C) 
bczeichnet. Hier wird uber ihre Konstitutionsermittlung berichtet. 

Alle drei Glykoside gaben positive Xanthydrol-Reaktion 3, und liessen sich dem- 
entsprechend bereits unter sehr milden Redingungen hydrolysieren 4) .  

l) Auszug aus Diss. ANNA F. KRASSO, Basel 1963. 
z )  249. Mitteilung: A. F. I<~asso ,  EK. WEISS & T. REICHSTEIN, Pharmac. Acta Hdv. ,  in1 ].)ruck. 
8 )  M. PESEZ, Ann. pharmac. f r a q .  70, 104 (1952), und friihere Lit. daselbst. tlllc Glykoside von 

*) Hydrolysc ausgefuhrt nach S. RANGASWaMI & T. KEICHSTEIN, Helv. 32, 939 (1949). 
2-Dcsoxyzuckern gcben bei dicscr Keaktion cine rote Fiirbung. 




