lieber die Eiweiss-Verbindungen der NucleYnsaure und Thymin-
saure und ihre Beziehung zu den NucleYnen und ParanucleYnen.

( Von

T. H. Milroy.

(Aus dem physiologischen Institut in Marburg-)
(Der Redaction zugegangen am 5. August 18IM.)

Seitdem durch die Untersuchungen von Altmann')
bekannt geworden ist, dass die Nucleinsauren schwerldsliche
Verbindungen mit Eiweiss ergehen, pflegt man die Nucleine
als derartige Verbindungen zu betrachten. Diese Anschauung
stlitzt sich auf einige oberflachliche Beobachtungen; eine ge-
nauere Vergleichung der Eigenschaften der Nucleine mit denen
nler kdnstlichen Nuclemsaure-Eiweiss-Verbindungen ist bisher
noch nicht durchgefiihrt worden. Nachdem durch die Dar-
'tellungsmethode von A. Kossel und A. Neumann die
Nucle'inséure leichter zuganglich geworden ist*), ist die Mdog-
lichkeit zur Gewinnung grosserer Mengen dieser Verbindung
gegeben und es ist der Zweck der folgenden Untersuchungen,
testzustellen, inwiefern diese klnstlich dargestellten Verbind-

ungen mit den aus den thierischen Organen gewonnenen
Nucleinen Ubereinstimmen.

") Archiv f. Anatomie u. Physiologie, PhyéioloQ. Abth., 1881). S. 524
*) Ber. d. deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 27, S. 2215.
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An diese Frage knupft sich eine zweite. A. Kossei
hat gezeigt, dass diejenigen Stoffe, welche man friher unter
dem Namen Nucleine zusammenfasste, zweierlei Art sindl).
Ein Theil derselben, die eigentlichen «Nucleine», liefert bei
der Zersetzung die Nucleinbasen, ein anderer Theil, die « Para-
nucleine», liefert die Basen nicht. Da diese Basen auch ans
4er Nucleinsaure herVorgehen, so kdnnen nur die ersteren als
Verbindungen von Nucleinsaure mit Eiweiss aufgefasst werden.
Es liegt nun der Gedanke nahe, dass die Paranucleine eben-
falls eine organische phosphorhaltige Saure in ihrem Molekile
enthalten, die sich analog zur Nucleinsdure verhalt und man
wird hierbei an die Thyminsdure erinnert, welche sich, wie
Kossei und Neumann gezeigt haben, aus Nucleinsaure
bildet und welche ebenfalls schwerlésliche EiWeissverbindungen
liefert. Ich habe also in dem zweiten Theil meiner Arbeit
diese Thyminsaure-Eiweiss-Verbindungen mit den natirlich
vorkommenden Paranucleinen verglichen.

I. Ueber die kunstlich dargestellten Verbindungen der
Nucleinsdure mit Eiweisskorpern. Vergleichung derselben
mit den Nucleinen.

A. Verbindungen der Nucleinsaure mit Syntonin.
Darstellung.

Die Nucleinsaure wurde nach dem Verfahren von
A. Kossel und Neumann aus Thymusdrisen gewonnen,
sodann in Wasser, welches dem Siedepunkt nahe war, hinein-
gebracht und unter haufigem Umrihren gelost. In dieser
Weise bereitete ich mir eine einprocentige Ldsung der Nuclein-
saure. Zu der abgekuhlten Flussigkeit liess ich eine salzsaure
Lésung (0,25°/0 HCI) von Syntonin, welche in der bekannten
Weise aus Ochsenfleisch dargestellt war, aus einer Blrott**
so lange hinzutropfen, bis kein erheblicher Niederschlag mehr
entstand. Der Niederschlag des so erzeugten «Syntonin-

I) A. Kossel, Untersuchungen Uber die Nucleine. Strassburg 18$1.
S. 12. E. du Bois Reymond’s Archiv f. Physiologie, 1891, S. 182—-1"
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Nucleins» fallt schnell zu Boden, sodass die uberstehende
Flussigkeit leicht abgegossen werden kann. Der Niederschlag
wurde zunéchst durch Decantiren spater auf dem Saugfiller,
anfangs mit verdiinnter Salzsdure, zuletzt mit Wasser aus-
gewaschen und zwar wurde das Auswaschen langer fort-
gesetzt, als das Waschwasser deutliche Nucleinsiure-Reactionen
zeigte.  Zuletzt wurde mit Alkohol und Aether gewaschen
und bei 105° bis zur Gewichtsconstanz getrocknet.

Leber die Festigkeit der Bindung der Nucleln-
saure an Eiweiss.

Aus den Untersuchungen von A. Kossel und A. Neu-
mann ergiebt sich, dass die Nucletinsaure in mehr oder weniger
fester Verbindung mit Eiweiss in den Organen vorhanden ist.
A. Kossel unterscheidet*) 1. die feste Bindung, wie sie in
vielen inneren Organen, z. B. im Pankreas, vorkommt; 2. die
lockere Bindung, welche in der Thymusdrise vorhanden ist,
und 3. den ungebundenen Zustand, wie er von Miescher
in den Spermatozoen des Rheinlachses aufgefunden ist. Die
unter 2. genannten Nucletne werden in alkalischer L&sung
durch Barytwasser unter Bildung schwer I6slichen nucleln-
sauren Baryts zerlegt, die unter 1. angefiihrten hingegen nicht.
Ich versuchte nun zu entscheiden, welcher Kategorie das von
mir dargestellte kinstliche Product angehort.

Das Syntonin-Nuclei'n wurde ohne vorheriges Trocknen
in einprocentiger Ammoniakflissigkeit geldst und mit einer
heissen concentrirten Ldsung von Aetzbaryt versetzt. Der
Niederschlag wurde in Wasser fein vertheilt mit Essigsaure
schwach angesduert, ein bis zwei Stunden zum Sieden erhitzt
und die filtrirte Flussigkeit nach den von A. Kossel und
A. Neu mann angegebenen Vorschriften zur Darstellung der
Nucleunséure behandelt. So oft auch dieser Versuch angestellt
wurde, erhielt ich doch in keinem Falle in dieser Weise aus
dem kdnstlichen Nuclelin die Nuclelinsdure wieder. Auch in

) E. du Bois Reymond®'s Archiv f. Physiologie 1894 (Verh.
‘L physiol. Ges. zu Berlin, 8. December 1893). \
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der vom Barytniederschlag abfiltrirten Flussigkeit konnte ich
keine abgespaltene Xucleinsdure nachweisen, so dass ich den
Schluss ziehen muss: die Bindung zwischen der Xucleinsdure

und dem Eiweiss in dem Syntonin-Xucleln ist eine feste, mit
der des Pankreasnucleins verglichen.

Der Phosphorgehalt des Syntonin-Xucleins.

Zur Bestimmung des Phosphors benutzte ich in allen
Fallen das von W ei bull") beschriebene Verfahren, bei Gegen-
wart von Eisen wurde die Molybdansaure-Fallung angewandt.
Um eine Controlle fir die Reinheit der von mir dargestellten
Praparate zu besitzen, unterwarf ich einen Tlieil derselben
der Pepsin-Verdauung. Die Praparate wurden stets bei 105
getrocknet.

Versuch |. 1,988 gr. Nucleinsdure werden in 200 chcm. Wasser gelost
und mit Syntoninloésung gefallt. Der Niederschlag wird in zwei un-
geffdir gleiche Portionen getheilt. deren eine (A) direct analysat,
deren zweite (B) zundchst der Pepsin-Verdauung unterworfen wird.

0.882 gr. Nuclein lieferten 0,2286 gr. Mg.P. O; entsprechend 0,327 gr. 1
1 i 371 9% P.

h) llie zweite Portion nach der Ostandigen Einwirkung von 100 ehern.
Pepsin-Salzsdure wog 0.0075 gr. Mg.P, OT7 entsprechend 0,0188 gr. 1’
d. i. 401 % P.

Versuch Il. 2,516 gr. Nucleinsaure wurden in 250 chcm. Wasser "r-
I lost, mit Syntonin-Losung gefallt und wie in Versuch | weiter im-
handelt.

aj 0.5700gr. Nuclein gaben 0,084 gr. Mg. P.O7 entsprechend 0,0232 gr. 1.
d. i. 4070« P.
b) Die zweite Portion nach Instandiger Einwirkung von 100 chcm. kinst-

lichem Magensaft wog 0.4717 gr. und lieferte 0,0602 gr. Mg.Pz0;
entsprechend 0,010 gr. P, d. i. 4,03°0 P.

Versuch Ill. 2 gr. Nucleinsdure in 300 ebem. Wasser geldst, wie ol™ii
mit Syntonin gefallt und weiter behandelt.

a) 0,751 gr. Nuclein lieferten 0,112 gr. Mg., P2 O; entsprechend 0,031 gr.P.
d. i. 413°f0 P.

h) Die zweite Portion wurde 13 Stunden mit 110 chcm. Pepsin-Salzsdaure
(aus Schweinemagen) verdaut. Nach dem Verdauen wog das Nuclein

Y Wei hull, Chemiker-Ztg., 1892, XVI, Nr. 90.
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0,294 gr. Es gab nach Veraschen 0,037 gr. Mg, P, (). entsprechend.
0,010 gr. P, d.i. 3,40°/0 P.

Versuch.lVV. 5 gr. Nuclemsdure wurden in circa 200 chcjn. 15prot\
Natriumacetat - Losung in der Warme gel6st und nach dein Erkalten
mit Syntonin gefallt. Der Niederschlag wurde in der gewoOhnlichen
Weise behandelt.

at 0,893 gr. Nuclein von Portion | gaben 0,0215 gr. P, d.i. 241°/0 P.

l») Die zweite Portion wurde mit 100 ehern, kinstlichem Magensaft 8*..
Stunden verdaut und der nicht verdaute Rest, wie beschrieben, ge-
reinigt und getrocknet. Er wog 0,285 gr. und lieferte 0,0155 gr.
Mg, P, O- entsprechend 0,10258 gr. P., d. i. 4,4100 P.

In der gleichen Weise wurde noch eine Anzahl anderer
Versuche mit Syntonin und Nucle'insaure ungestellt.

Doch erscheint es nicht noting, dieselben hier anzufihren,
da sie zu den gleichen Resultaten fuhrten, wie die bisher
mitgetheilten Untersuchungen. Stets betrug der Phosphor-
(iehalt nach der Pepsin-Verdauung annahernd 4°/.

Aus den angegebenen Untersuchungen folgt, dass die
kinstlich dargestellten Nucle'ine beziglich ihres Phosphor-
Gehalts den natdrlichen entsprechen. Zwar gelingt, es nicht
immer, die Verbindung gleich rein zu fallen, sondern sie ent-
lidet zuweilen (Versuch | und 1V) etwas Eiweiss, welches
durch Pepsinverdauung fortgeschafft werden kann.

Andererseits kann auch die Pepsinwirkung'bei zu langer
Dauer zur Zersetzung fuhren, wie Versuch Il zeigt.

Ich will hinzufligen, dass die Nucleinstiure — wie andere
Versuche lehrten — von kraftiger wirkender Pepsinsalzsaure
allnidlig als solche gelost wird. Doch war bei den eben an-
gefuhrten Versuchen in dem pepsinhaltigen Filtrat niemals
Nucle'insdure nachweisbar.

FUr die Beurtheilung dieser Verbindungen ware es
wichtig, zu wissen, ob bei der Bildung derselben eine Sattigung
der sauren Affinitdten der Phosphorsaure bemerkbar ist. Ich
babe dies durch acidimetrische Versuche festzustellen versucht
und es war in der That eine solche Abstumpfung nachweis-
bar. Da aber eine constante Grosse fir diese Abstumpfung
bei meinen Versuchen nicht beobachtet werden konnte, will
ich von der Mittheilung derselben Abstand nehmen.
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B. Verbindungen der Nucletnsdure mit Propeptonen (Albumosen)

Die Nuclemsdure ist im Stande, auch Propeptone und
Peptone aus sauren LoOsungen zu fallen. Ich versuchte zu-
nachst das Verhalten dieser Saure zu der reinen nach Kihn.*
und Neumeister dargestellten Deuteroalbumose zu clia-
rakterisiren.

1,6495 gr. Nuclemséaure in 150 ebem. Wasser geldst,
wurde zu einer mit Essigsaure versetzten Losung von 1,3265 gr.
Deuteroalbumose in 90 ebem. Wasser hinzugeftigt. Am néchsten
Tage wurde die trilbe Gber dem Niederschlag stehende Flissig-
keit abgehebert, der Ruckstand centrifugirt, der in dieser
Weise abgetrennte Niederschlag mit destillirtem Wasser, Al-
kohol und Aether gewaschen und in zwei ungefahr gleich«*
Theilc getheilt. Die erste Portion ergab nach dem Trocknen
bei 105° einen Phosphorgehalt von 6,32°/0 P, die zweit«
Portion wurde zunadchst einer siebenstiindigen Digestion mit
100 ebem. einer wirksamen Losung von Pepsinchlorwasser-
stoffstiure (0,25°/0 HCI) unterworfen und das UngelOste eben-
falls analysirt. Der Phosphorgehalt betrug 6,29°/0 P.

Es scheint, als ob man bei Anwendung von mehr
Deuteroalbumose phosphordrmere Producte erhalt, wenigstens
zeigte ein Praparat, welches ich durch Féllung von 1,664 gr.
Nuclemsaure in 150 ebem. Wasser mit 2,753 gr. Deutero-
aloumose in 200 ebem. essigsidurehaltigen Wassers erhielt,
einen Phosphorgehalt von 5,04°/0 P.

Den weiteren Untersuchungen dieser Verbindung stellten
sich betrachtliche Schwierigkeiten entgegen, da erstens die
Beschaffung grosserer Mengen von Deuteroalbumose Schwierig-
keiten verursachte und zweitens die Verbindungen der Nuclem-
saure mit Deuteroalbumose wegen ihrer leichteren Loslichkeit
durch Pepsin schwer zu reinigen sind. Die Verbindungen
der Protalbumose mit Nuclemsaure sind in sdaurehaltigem
Wasser noch leichter 16slich.

Ich habe mich desshalb damit begnlgen mussen, die-
jenigen Verbindungen kennen zu lernen, welche aus dem (ie-
misch, das als «Witte's Pepton» im Handel erscheint, durch
Nuclemséure erhalten werden.



313

8,858 gr. Nucleinsdure wurden in 800 cbcm. Wasser
gel6st zu einer ungesduerten Losung von 20 gr. «Pepton» iii
400 cbcm. Wasser hinzugeftigt. Es schied sich langsam ein
Niederschlag ab, dessen Phosphorgehalt 2,65°/0 P betrug und
der in Pepsin-Salzsaure leicht l6slich war. Nach Entfernung
des ersten Niederschlages wurde ein Ueberschuss von «Peptons-
Losung hinzugeflgt und hierdurch ein Niederschlag ausge-
schieden, welcher 1.32°/0 P enthielt.

Phosphorreichere Praparate erhdlt man bei Anwendung .
.nes Ueberschusses von Nucleinsaure. Als ich 9 gr. «Witte’s
Pepton» in 200 cbcm. mit Essigsdure angesduerten \Wassers
durch 8 gr. Nucleinsaure in 800 cbcm. Wasser féllte, er-
hielt ich einen Niederschlag, welcher nach dem Auswaschen
mit essigsdurehaltigem Wasser, reinem Wasser, Alkohol und
Aether 3,53°/0 P enthielt und dessen Phosphorgehélt nach
«standiger Digestion mit Pepsinchlorwasserstoff auf 5,42 °/A P
gesteigert war.

A\)s diesen Versuchen ergiebt sich, dass die Zusammen-
setzung der durch Nucle'insdure in Albumoseldsung erzeugten
Niederschldge abhangig ist von den quantitativen Verhaltnissen,
unter welchen die beiden Componenten auf einander ein-
wirken. Die phosphorreichsten Verbindungen werden dann
erhalten, wenn Nucleinsaure im Ueberschuss zugegen ist. Die
in dieser Weise erhaltene VVerbindung der Deutero-
albumose ist phosphor reicher als die entsprechen-
den Verbindungen des Acidalbumins.

An die Darstellung dieser Albumose-Verbindungen knipft
*ich die Frage nach der Festigkeit, mit welcher die Nuclein-
thiire in ihnen an die Albumose angeflgt ist. Gehoren die-
selben ebenso wie die Syntonin- Nucleinsaure-Verbindungen
in die erste der oben erwahnten Kategorien? Der folgende
Versuch berzeugte mich davon, dass dies in der That der
Fall ist.

12,893 gr. Nucleinsaure-Albumose, gewonnen durch
Fallung von ca. 30 gr. «Witte’s Pepton» triit 10 gr. Nuclein-
'snn e, wurden in 200 cbcm. Ammoniakwasser gelost, mit einer
hcisxm concentrirten Barytlosung geféllt und auf Nucle'inséure
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verarbeitet. Es wurden nur Spuren von freier Nuclemséure
gewonnen.

C. Ueber die Einwirkung von Pepsinchlorwasserstoff, Trypsin
und Alkalicarbonat auf die Verbindungen der Nuclemsaure.

Fur die weitere Untersuchung der Nucleine ist e
wiulnschenswerth, solche Spaltungsmittel ausfindig zu machen,
welche die Verbindungen ,der Nuclemsaure mit Eiweiss ldsen,
oline gleichzeitig eine Zersetzung der Nuclemsaure herbei-
zufihren. In dieser Hinsicht untersuchte ich die Verdauungs-
fermenle und die LOsungen des kohlensauren Natrons auf die
nattrlich vorkommenden Nuclemsaure-Verbindungen.

Einwirkung des Trypsins auf die Syntonin-
Verbindung.

Die Untersuchungen von Popoffl) und von G umlich*)
haben gezeigt, dass die Nucleine der Thymusdrise unter der
Einwirkung des Pankreassaftes in Losung gehen und dass der

in ihnen enthaltene Phosphor in den Stoffwechsel des Saug»*-
thier-Organismus hineingelangt.

FUr die Untersuchung der kinstlichen Verbindungen
benutzte ich eine nach der Vorschrift von Kuhne und
Ghillonden dargestellte Trypsinlosung. Diese Pankreas-
[lGssigkeit enthielt nach 14standiger Selbstverdauung weder
freie, noch locker gebundene Nuclemsaure, wohl aber Phos-
phorsaure in freier und organisch gebundener Form, und
zwar in 100 ebcm. Pankreassaft 0,1164 gr. Gesammt-Phosphor,
wovon 0,0409 gr. durch Magnesiamischung direct ohne vor-
herige Veraschung fallbar waren.

Das Svntonin-Nuclei'n, welches fir den Versuch benutzt

wurde, enthielt 3,49°/0 P. Dieser Phosphorgehalt konnte
durch Pepsinverdauung auf 3,H6°/0 P gesteigert werden, .e?

'I Diese Zeitwlirift. Bd. XVIII. S. &33.
) Dios«' Zeitschrift, Bd. XVIII. S. 508S.
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wurde aber zu den Versuchen da* urspriungliche Praparat
Jx'utzt.

Ich stellte nun zwei Versuche an, von denen der orstere

* hoi liuinel'err &<« zweite b) bei kurzerer Einwirkung des
Trypsins ausgefuhrt wurde. r

1 ff- Syntonin-XurleTn mit &Ochcui. TrypsinllussigkeiJ 11 Sluie

‘Icn l,el 3S” Gigerirt. Der unverdaute Ruckstand enthielt (i,<»»|, 1*

In 1 gr. Syntéhin-Xudei'* wurde t .Stunden mit «l ebrrn. Pankreas-
Massigkeit verdaut, der nicht geloste Rickstand enthielt | lil't" }

Hieraus ergiebt sich, dass das Trypsin den Phosphor
des Nucleins allméalig abspaltet, und dass das langsam er-

folgende Verschwinden des Syntonin-Nucleins unter tient Ein-
fluss der PankreasflUssigkeit nicht etwa auf eine LoOsung der
unzersetzten Verbindung zurickzufihren ist.

In welcher Form erfolgt diese Abspaltung der Phosphor-

sdure? Hierdber musste die Untersuchung des Filtrats Auf-
Schluss geben.

In 100 ebem. des Filtrats wurden nach 14stundi'er

Verdauung 0,2034 gr. Gesammt-Phosphor .gefunden, ,laten
waren 0,0-4 gr. in einer direct durch Magnesiamischung fall-
baren Form. Zieht man nun die oben angefiihrten Phosphor-
Zahlen in Betracht, welche die Trypsinfltssigkeit nach 14slin-
dtger Selbstverdauung ergeben hatte, so zeigt sich dass die

Oesammtmenge des vom Syntonin-Nuclein abgespaltenen
Phosphors betragt:

U.-itm — 0,116t = 0,0870 gr. flr 100 ebem. Ldsung.

Hierin waren enthalten an Orlhophosphorséaure:
0.0504 — 0.0409") = 0,0095 gr. fiir I0Ochcm. Losung.

Somit ist ssrfmmi des vom Syntonin-Nuclein abgespal-
huen Phosphors nicht in Form der Orlhophosphorsdure im
nitrat enthalten.

Diese Saure kann auch keine Metaphosphorsdure sein
I rnan <lie Filtra,3 idngere Zeil kochen kann, ohne dass

n Siehe vorige Seite.
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eine Vermehrung der Orthophosphorsaure eintritt. Hingegen
konnte ich nachweisen, dass die Filtrate im Stande waren, nach
dem Ansauern mit Essigsaure oder Salzsdure Albumosen oder
Syntonin zu fallen. Auch gelang es mir, durch Alkohol das
Barytsalz einer eiweissfallenden Saure niederzuschlagen, aber
die ldentitat dieser Saure mit der urspringlich angewandten
Nucleinsaure konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

Durch einen zweiten Versuch mit gleichem Resultat
konnte ich das eben angefiihrte Resultat bestatigen (siehe
Tabelle 1). Nach sehr langer Einwirkung des Trypsins scheint
die Menge der Orthophosphorsdure im Filtrat zuzunehmen.

Einwirkung von kohlensaurem Natron auf
Syntonin-Nuclei'n.

Die eben angefiuihrten Versuche regten die Frage an, oh
die Zersetzung nicht auch ohne die Wirkung des Trypsins
durch schwach alkalische Flissigkeiten herbeigefiihrt werde.
Ich habe »lesshalb 2,4416 gr. Syntonin-Nuclei'n mit 50 ebem.
0,25°/0 Losung von Na#CO05 15 Stunden bei 38° digerirt. Bei
weitem die grdsste Menge war in LoOsung Ubergegangen, der
Rest, dessen Menge 0,245 gr. betrug, enthielt 0,653 °/0 P. Zu
einem ahnlichen Resultate fihrte ein zweiter Versuch (siehe
Tabelle 11). In den Filtraten war der Phosphor — ebenso-
wie bei den Trypsinversuchen — vorwiegend in organischer
Bindung enthalten (siehe Tabelle 1). Wenn man die Filtrate
mit Baryt Ubersattigte, so konnte man auch hier das Baryt-
salz einer eiweissfallenden S&aure durch Alkohol ausfallen.

Somit ergiebt sich, dass die Einwirkung der wasserigen
Natriumcarbonatlosung derjenigen einer Trypsinlosung gleich-
artig ist, indess verlauft sie, wie aus den Tabellen zu ersehen
ist, viel langsamer. Sowohl Natriumcarbonat wie Trypsin*
I6sung spalten Phosphor aus. dem Syntonin-Nuclei'n ab, und
zwar in Form einer organischen Phosphorsaure und dien
abgespaltene Saure ist zum Theil in freiem Zustand,’ zum
Theil vielleicht in Verbindung mit Albumosen oder Alkali*
albuminat in der Flussigkeit gelost.
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Das Verhalten der naturlichen Xucleine zn' den
Verdauungsfermenten.

1. Xucleine der Thymusdruse (Leukonuclein).
Dasselbe wurde in der friher beschriebenen Weise aus Nucleo-
iiislon dargestellt*), indem das wasserige EXtract der Thymus-
drise mit Essigsture gefullt, in schwach ammoniakhaltigem
Wasser gelost und wieder gelallt wurde. Dieses Verfahren
wurde viermal wiederholt. Das Nuclein wurde sodann zuerst
nut salzsdurehaltigem und darauf mit destillirtem Wasser
gewaschen, darauf wurde es langere Zeit zunachst mit Al-
kohol bei 45° und dann mit Aether extrahirt, und schliess-
lich bei 105° zur Gewichtsconstanz getrocknet und der Phos-

phor-Gehalt bestimmt. Derselbe betrug 4,41G°/0 P.

Ich untersuchte zunéachst die Einwirkung des Pepsins, die
bei <its mehrfach von anderen Gesichtspunkten aus studirt ist.

N 4,128 gr. (wasserfrei berechnet) Leukonuclein wurden
D) Stunden mit 100 cbcm. Pepsin-Losung bei 38° verdaut.
| ngefahr ein Drittel war in L6sung gegangen. Der ungelOste
Iheil wurde in der gewohnlichen Weise gereinigt und bei
D'0—110° zur Gewichtsconstanz getrocknet, verascht und der
Phosphor bestimmt. Er enthielt 4,325 °/0 P entsprechend einem
\orlust von 0,091 °0 P nach 10standiger Einwirkung der
Pepsinlosung.

Die Untersuchung des salzsauren pcpsinhaltigen Filtrates
'mrgab, dass der Phosphorgehalt desseloen um 0,0484 gr. P
wahrend der Verdauung zugenommen hatte. Hieraus er-
gebt sich, dass 26,54% des gesammten im Leukonuclein
enthaltenen Phosphors in Losung Ubergefihrt worden ist.
/[-ieht man nun auch die geringfligige Abnahme im Procent-
;ehalt des unverdauten Nuclelinrcstes in Betracht, so ergiebt
‘ich, dass der Phosphor und die organische Substanz im
Wesentlichen in demselben Verhdltnisse in die Losung Uber-
mMiihrt sind, in welchem sie in dem urspringlichen Lcuko-
ILIldcin enthalten waren. Die Menge von Phosphorsaure,.

) Lilienfeld, dii-e Zeitschrift. Hd. XVIII, S. 17:1.

Zeitschrift fur physiologische Ch.-mie. XXII. Kj
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welche als Xuclei'nsdure unabhangig von der organisch* n
Substanz abgespalten ist, betragt nicht mehr als 7,65°0 der
gesammten al)gespaltenen Phosphorsaure. Die Analyse dos
Filtrates ergab, dass ungeféahr 91,3°/) der Phosphorsaure in
organischer Bindung, 8,7 °/0 in Form der Orthophosphorsaure
aus dem Nuclein abgespalten waren — was mit der obigen

Berechnung gut tbereinstimmt — Diese Flussigkeit war nicht
Im Stande, Eiweiss zu lallen.

Die weiteren Versuche bezweckten das Studium der
TrypsinWirkung.

Eine Portion von dem Leukonuclein wurde zuerst mil
Pepsin kurze Zeit (4 Stunden) verdaut und dann in der ge-

wohnlichen Weise gereinigt. In einem kleinen Theil desselben,
wurde der Phosphor bestimmt. Es enthielt 4,82°/.

1,2417 gr. (wasserfrei berechnet) von diesem Nuclein
wurden mit 60 ebem. Pankreassaft 48 Stunden lang bei 38°

verdaut. Etwas mehr als die Halfte war in die Losung Uber-
gegangen.

a) IW nicht geloste Theil mit salzsaurehaltigem Wasser, (lest. Wasser.
Alkohol und Aether behandelt und hei 105°—110° bis zur Gewichts-
eonstanz getrocknet, ergab 1,84°/0 P.

h) Das Filtrat von dem verdauten Leukonuclein reagirte am Ende <W
Versuchs schwach alkalisch und féallte Albumosen in essigsaurer

Losung. Die Darstellung der Xuclei'nsdure aus dieser Flussigkeit
. gelang aber nicht.

Die Untersuchung in dei mehrfach erwahnten Weis*
ergab, dass 57,55°/0 des gesammten Nucleinphosphors in
LOosung Ubergefiihrt waren und dass von diesem geldsten
Phosphor nur 8,37 °/0 in Form der Ortliophosphorsdure ab-
gespalten, hingegen 91,63% in organischer Form vorhanden
waren. Somit stimmt das Verhalten des Leukonuclein« zu
Trypsinlosung mit dem des Syntonin-Nucleins im Wesentlichen
uberein.  Zu einem ahnlichen Resultate flhrten auch die Ver-
suche Uber die Einwirkung der Natriumcarbonat-Ldsung.

1.1402 gr. von demselben Xuclein wurden mit 0 ebem. Ldsung von
Na. CO, (0.23"jj ebenfalls 4 Stunden verdaut. Ungeféhr die Halft*
war in die Lésung Ubergegangen (nicht so viel wie nach Trypsin-
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Einwirkung). Der Ruckstand wurde in der mehrfach heschriehenen
Weise tiehandelt. Er enthielt 2,50 %, I>.

Im Filtrat wurde nur 4,737 "lo von dem gesarnmtcii Phosphor als Ortho-
phosphorsaure gefunden. Die Flussigkeit reagirte schwach alkalisch
und fallte nach dem Ansduern Albumosen. doch konnte ich keine
Aucleinsaure aus ihr gewinnen. *

2. Nludeln der rothen Blutk6rperchen Fir
weitere Versuche benutzte ich die Kernsubstanz aus den
rollten Blutkorperchen des Ganse- und Entenbluts, Dieselbe
wurde aus den durch Senkung isolirten Blutkérperchen durch
Auflésung in Wasser und Schitteln mit Aether gewonnen')
mit Wasser maoglichst vollstandig ausgewaschen, wobei .stets
eme Farbung der Kernsubstanz (brig blieb, wenn auch das
W aschwasser vollig ungefarbt ablief. Die Kernsubstanz blieb
Uber Nacht in 0,25°0 Salzsdure stehen, darauf filtrirt, der
Rickstand mit sehr wenig verd. Salzsdure in der Warme zur
Entfernung des Hamatins extrahirt und zum Schluss, mit
Alkohol und Aether gewaschen. Der graue pulverige Nieder-
schlag wurde zuerst im Exsiccator getrocknet und in einer
Portion wurde der Phosphorgehalt bestimmt. Die Kernsub-
slanz des Entenblutes enthielt 5,91»/, P, diese Zahl stimmt
annahernd Uberein mit dem von A. Kossel fir die ohne
Pepsinbehandlung dargcstellte Kernsubstanz des Gansebluts
gefundenen Werth von 5,02«/,, P*). Das von mir aus Géansc-
blut dargestellte Praparat hatte einen zu niedrigen Phosphor-
Hialt (4,25 ¢/, und 4,30 % P), weil ich dasselbe zur Entfernung
ties Hamatins langere Zeit bei 00« mit alkoholischer Salzsaure
erwarmt hatte.

0 Bei der Pepsinverdauung dieser Praparate ging ungefahr
des Nucleinphosphors in Lésung und von dem gelOsten
Miosphorwar 15,7 °/0 *n Form von Orthophosphorsaure 84,3°/
im organischer Form vorhanden. Eiweissfallende Wirkung"
wurde im Filtrat nicht wahrgenommen, auch konnte aus dem-
seloen keine Nucleinsdure dargestellt werden.

) Plosz, Med.-chem. Untersuchungen, herausg. v. F. Honpe-
S. 401. Kossel, diese Zeitschrift. Bd. Y. S. 153.
» Diese Zeitschrift, Bd. V, S. 154.



320

Unter der Einwirkung des Pankressaftes zeigten diese
Praparate insofern eine Abweichung von dem Verhalten dos
kUnstlichen Nucleins und des Leukonueleins, als in diesem Falle
keine eiweissfallende Wirkung im Filtrate beobachtet
wurde, weder in salzsaurer noch in essigsaurer Losung. Die
Lésung der Kernsubstanzl durch die Trypsinlésung erfolgte
sehr leicht, In einem Versuch (bei der Kernsubstanz des Enten-
bluts) war die Menge des als Phosphorsdure abgespaltenen
Phosphors aussergewohnlich hoch (47 °/}), in einem anderen
Fall betrug sie nur 6#/0.

Ich will noch hinzufligen, dass die Bindung der Nuclein-
saure in dem Nuclein des Entenbluts eine festere ist, da es
nicht gelingt, aus der ammoniakalischen Losung der Kern-
substanz nach dem Verfahren von Kossei und Neumann
Nuclci'nsdure zu isoliren.

Das Nucleoproteid der Pankreasdruse.

Ich habe dies Nucleoproteid nach der Methode von
Hammarsten dargestellt, indess noch nicht in reinem Zu-
stand erhalten.! Ich erwdhne dasselbe trotzdem desshalb,
weil es in dem Verhalten zu Pepsinsalzsaure eine Abweichung
gegenuber den bisherigen Nucleinen zu erkennen gab. Das
Filtrat erhielt nach Abstumpfung der Salzsaure auf Zusatz
von Essigsaure die Fahigkeit, Albumosel6sung zu fallen. Die
Fallung war in Salzsaure 16slich. Fast sammtlicher Phosphor
dieses Nucleoproteids wird bei der Pepsinverdauung in organi-
scher Verbindung in L6sung ubergefthrt, nur ein kleiner Theil
(etwa 3°/0) Ist in Form der Phosphorsdure in der Flissigkeit
vorhanden;

Auch bei der Trypsinverdauung wurde aus diesem Proteid
ein Korper abgespalten, der in essigsaurer Losung mit Eiweiss
einen Niederschlag gab. Dieser Korper ist eine Saure, deren
Barytsalz durch Barytwasser ausgefallt wurde und die sich
bezlglich der Lo&slichkeit dieses Salzes wie Nuclei'nsdure ver-
hielt. Die Menge des als Phosphorsaure abgespaltenen Phos-
phors betrug 23,560 des in Ldsung befindlichen Phosphors.
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I1. Ueber die Verbindungen der Thyminsaire mit Eiweiss.

Vergleichung derselben mit den Paranuclelnen.

Wie ich am Eingang dieser Mittheiluhg hervorgehobeﬁ
habe, knlpft sich an die Eigenschaften der Thyminsaure die
Frage, ob nicht vielleicht die Paranucletine als Verbindungen
«ler Thyminsaure mit Eiweiss aufzufassen sind. Freilich drangte
sich bei der Betrachtung der Literatur die Wahrnehmung auf,
«lass man unter dem Namen «Paranucleine» ganz verschiedene
Substanzen zusammenfasst.

Fur diese Untersuchungen bereitete ich mir zundchst
nach der Vorschrift von A. Kossel und A. Neumann’)
lliyminsauren Baryt. Das aus 5 gr. Nuclelinsdure dargestellte
Barytsalz wurde in 200 cbcm. Wasser gelost und mit verd.
Essigsaure angesauert. Eine in der bekannten Weise zube-
reitete Syntonin-L0Osung in 2°/0 Essigsaure wurde allmalig zu
der Thyminsaure-L6sung hinzugefiigt. Es entstand sogleich
eai dicker flockiger Niederschlag, welcher sich schnell zu
Boden setzte. Wenn nach Zusatz von Syntonin keine Féllung
mehr erschien, wurden die Niederschlage abflltrirt und in der
beschriebenen Weise gereinigt.

a) Eine Portion wurde bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. Dies»* ent-
hielt 2,75% Phosphor.

) 1,46K5 gr. (wasserfrei berechnet) -- ohne vorher hei 105° getrocknet
zu sein — wurden mit 100 ehern. Pepsinsalzsaure 16 Stunden verdaut.
Hei weitem der grosste Theil war in Losung gegangen. Der unge-
Ioste Theil wurde in der gewdhnlichen Weise gereinigt Er w*og
0,133 gr. und enthielt 5,04°[0 Phosphor, stand also bezlglich des
Phosphorgehalts demjenigen Paranuclein nahe, welches Bunge unter
«lern. Namen «Hamatogen» beschrieben hat (5,f9°f0 P).

Das nach der Verdauung gewonnene Filtrat faille Al-
bumosen. Nur 7,44 °/) des gesammten abgespaltenen Phos-
phors war als Phosphorsdure nachweisbar. Von dem Ge-
sammtphosphor des urspringlichen thyminsauren Syntonin
war <J00/o in 16slicher Form in die Verdauungsflissigkeit Gber-

gegangen. Eine Portion von dem Filtrat wurde mit gesattigter
Baryt-L6sung schwach alkalisch gemacht und mit Alkohol

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 74.
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sogleich gelallt. Der Niederschlag l6ste sich in Wasser aut
und wurde aus demselben mit Alkohol geféllt und die Féllung
wiederum in Wasser gelost. Diese wasserige LOosung féllte
nach Ansduern mit verd. Essigsaure Albumosen in ausgepragter
Weise.

Ich stellte in gleicher Weise noch einige Praparate von

thyminsaurem Syntonin dar, deren Phosphorgehalt folgende
waren

I'rfip. . I, in. v
175 2,80 3,01 2,35% F.

Unterwarf ich diese Producte der PepsinVerdauung und
analysirte den hierbei unl6slich zuriickbleibenden Rest, so
erwies dieser sich in allen Fallen reicher an Phosphor und
zwar betrug er in

Prap. I. I, Hil) Iv.
5.04 4,20 — 4,34 % P.

Das Verhalten der Filtrate war dahnlich wie oben be-
schrieben, nur im Filtrat von Préap. Il, dessen Verdauung
sehr langsam vor sich gegangen war, vermisste ich die eiweiss-
fallende Wirkung.

Gegen Trypsinlosung verhielt sich das Praparat ahnlich

wie die Verbindungen der Nuclelinsaure, wie folgender Ver-
such zeigt:

0,0090 gr. thyminsaures Syntonin (wasserfrei berechnet) wurden 10 Stun-
den mit 60 ehern. Pankreassaft verdaut. Die Losung war fast eine
vollstandige. Der in der gewohnlichen Weise gereinigte Rickstand
enthielt 1,584% P.

Das Filtrat fallt nach Ansduern mit Essigsdure Syntonin
und Albumosen. 06,07°/0 von dem Gesammtphosphor des
Filtrates war in organischer Verbindung. Aus dem Filtrate
konnte man das in Wasser l6sliche Baryumsalz des eiweiss*
fallenden Korpers darstellen, man ist also zu der Annahme
berechtigt, dass die Thyminsdure durch das Trypsin aus der
Verbindung mit Eiweiss losgelost werden kann.

I) Hier trat vollige Ldsung ein.
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Zum Vergleich stellte ich mir nun nach Bunge’s Vor-
schrift aus dem Ovovitellin das Paranuclein (Hamatogen) dar
und untersuchte die Einwirkung des Pepsins und des Trypsins.
Hieibei ergab sich, dass nach der Einwirkung des Pepsins
auf dieses Paranuclein der grosste Theil des Phosphors in
organischer Verbindung im Filtrat enthalten ist. Nach ~stan-
diger PepsinWirkung waren nur Spuren von Orthophosphor-
saure m den Verdauungsproducten geldst, jedoch war kein
eiweissfallender Korper nachweisbar. Die Einwirkung des
Trypsins ergab sich aus folgendem Versuch:

U.>1 gr. Paranuclein (wasserfrei berechnet) wurden 5 Stunden lang mit
80 cbcm. Pankreassaft verdaut. Ungeféhr die Hélfte ging in Losung
Der unverdaute Restwurde ahfiltrirt und mit essigsaurehaltigem Wasser!

est. Wasser, Alkohol und Aether ausgewaschen. Er wurde zunédchst
im Exsiccator und zum Schluss bei 105» zur Gewichtsconstanz ge-

trocknet und zeigte einen Phosphorgehalt von 1,843°/0 P. Das Filtrat
reagirte alkalisch. Nach Ansduern mit Essigsaure wurde es tribe.

enn Albumose-LOosung zu dieser angesauerten Flussigkeit hinzu-
gefugt wurde, entstand ein dicker flockiger Niederschlag, welcher
sich leicht m Salzsdure (0,25%) loste, die Darstellung des eiweiss-
allenden Barytsalzes gelang jedoch in diesem Falle nicht.

Diese Untersuchungen zeigen zwar,'dass die Verbin-
dungen der Thyminsaure mit Eiweiss eine gewisse Aehnlich-
keit mit den Paranucleinen besitzen, sie sind jedoch nicht im
Stande, die ldentitat beider zu erweisen. Um weiteres Ma-
tena! zur Losung dieser Frage zu erhalten, versuchte ich die
Darstellung des eiweissfallenden Korpers aus diesem Para-

nuclein in der Absicht, ihn mit der Thyminsaure zu vergleichen.

Hierbei verfuhr ich im Wesentlichen nach den Angaben
\on Altmannl) und erhielt Prgparate von verschiedenen
Dhosphorgehalten :

Prap. I. H. IR. ly.
91 7,51 7,80 1.94VP.

Alt mann erhielt 7,9#0 P.

Der Slickstofl betrug 12,427, und in einem anderen
Praparat 12,907, X.

9 E. du Bois-Key mo nil's Archiv f. Physiologie 188, S.524—Mli.
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Vergleicht man nun diese Sdure mit der Thyminséure,
so ergiebt sich sogleich, dass beide nicht identisch sein kénnen.
Das Verhdltnis? des N:P in der Thyminsiure betrdgt nach
meinen Analysen 1,6:1, nach Kossel und Neumann')
1,0:1, in der aus Eidotter gewonnenen S&ure kamen auf
3,7 Atome N nur 1 Atom P.

Die aus Eidotter gewonnene Saure fallt Syntonin in 2%
Essigsaure. Die Fallungen sind weiss und flockig und werden
durch 0,56°/0 Salzsaure leicht gelost. Altmann hielt diese
Saure fur eine nicht vollig reine NucleTnsdure, diese Ansicht
lasst sich jedoch nicht aufrechterhalten, nachdem Kossel
nachgewiesen hat, dass aus dem unbebriteten Eidotter keine
Nucleinbasen gewonnen werden. Auch die von mir dar-
gestellten Praparate lieferten nach dem Erhitzen mit ver-
dinnter Schwefelsaure keine Nucleinbasen. Zum Unterschied
von der Thyminsaure geben sie deutliche Biuretreaction, aber
(ebenso wie die Thyminsaure) keine Rothfarbung mit Mil-
1.0hVs Reagens, keine Fallung mit Essigsdure und Ferro-
cyankalium. Man kann die wésserige oder essigsaurehaltige
Losung langere Zeit kochen, ehe die eiweissféllende Eigen-

schaft verloren geht oiler Phosphorsaure in der Fllssigkeit
nachweisbar ist.

Fassen wir die Resultate der vorliegenden Mittheilung
zusammen, so ergiebt sich, dass die kuinstlich dargestellten
Verbindungen der NucleTnsédure mit Eiweiss sich den natlr-
lich vorkommenden Nucleinen im Wesentlichen gleich ver-
halten. Auch sind die Verbindungen der Thyminsdure mit
Eiweiss den ParanucleTnen ahnlich, sie konnen aber nicht fur
identisch gehalten werden, weil die aus ihnen abgespaltene
eiweissféllende Saure in ihren Eigenschaften von der Thymin-
saure vollig abweicht. —

Es sei mir erlaubt, Herrn Prof. Kossel an dieser Stelle
daflr zu danken, dass er stets freundlichst bereit war, mich
bei diesen auf seine Veranlassung unternommehen Unter-
suchungen mit Rath und That reichlich zu unterstiitzen. —

V) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 74.



