Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren.
Von
P. A. Levene.

(Aus <K*r physiologisch-chemischen AhthHluiig des pathologischen Instituts der
New-Yorker Staatskrankenhtuser,)

(Der Redaction zugegangen um 14. Mai I‘»0i>

Vor ungefédhr einem Jahre habe ich eine Mittheilung Uber
die Darstellung der Nucleinsauren und spéter gemeinschaftlich
mit C. Alsberg eine Analyse der Vitellinsdure und ich selber
eine Analyse der Ichthulinstiure verdflentlient. Wenn nun
nu h meine Arbeiten (ber die Analyst? der Nucleinsaure noch
nicht ganz zum Abschluss gebracht sind, so glaubt» ich doch,
dass eine Veroffentlichung der gewonnenen Resultate in Riick-
sitht aut einige jlngst erschienene Publientionen nicht ohne
Interesse sein wird.

. Pankreasnucleinsaure.

Die S&ure wurde direkt aus frischen Driisen erhalten’
Sie wurden zerhackt, mit einer 8° oigen Lésung .von Ammoniak

behandelt und unter Zugabe von etwas essigsaurem Ammoniak
zwei Stunden lang stehen gelassen. Dann wurde mit Eisessig
langsam und unter Kihlung mit Eis neutralisirt. Wenn die
Reaction fast neutral war, wurde ein Uebersehuss von Pikrin-
vituie hinzugefiigt und dann wiederum Eissigsdure bis zur
deutlich sauren Reaction. Nun wurde filtrirt und das Filtrat mit
einem Uebersehuss von 956/oigem Alkohol gefallt. .Der' Niedeiv
S(hlag wurde wieder in Wasser unter liinzufiigen von etwas
Alkali gelost, die Losung mit essigsaurem Natron versetzt und
dann mit Essigsdure angesauert. Ein hierbei entstehender



hur wenig Nucleinverbindungen enthaltender Niederschlag wurde
durch Filtration entfernt, das Filtrat mit Kochsalz gesattigt
und mit Salzsdure versetzt, bis es auf Congopapier sauer
reagirle, dann wurde das gleiche Volumen Alkohol hinzugeflgt
und der entstandene Niederschlag sich absetzen gelassen. Die
dartber stehende Flissigkeit wurde abgehebert, der Nieder-
schlag durch Decantation mit 50°oigem Alkohol gewaschen und
dann auf ein Filter gebracht. Die Nueleinsdure wird schon
theilWeise durch Salzsdure ohne Alkohol gefallt, aber der
letztere erleichtert das Waschen und die Filtration und erhéht
die Ausbeute.

tn den meisten Fallen ist der so gebildete Niederschlag
biuretfrei; sollte er es nicht Sein, so muss er noch einmal in
Wasser wieder unter Zusatz von Alkali und essigsaurem Natron
gelost werden, die Losung dann mit Kochsalz geséattigt und.
wie oben angegeben, mit Salzsaure und Alkohol geféllt werden.
Auch der biuretfreie Niederschlag enthielt indessen Spuren von
Glycogen und, um das letztere zu entfernen, wurde die Nuelein-
saure mit Kupferchlorid niedergeschlagen, wahrend die Kupier-.
Verbindung des Glycogens in Losung blieb. Diese Methode
zur Entfernung der Kohlehydrate aus Hefenucleinséure ist zuerst
von llerlant vertffentlicht, war aber vor der Verdffentlichung
dieser interessanten Arbeit schon von mir angewandt. Die
Kupfersalze der Nueleinsdure werden zunachst mit Wasser ge-
waschen, bis das Waschwasser kupferfrei ist, dann mit Alkohol,
bis sie chlorfrei Wurden, und endlich mit Aether; getrocknet
wurden sic im Vacuum fiber Schwefelsaure und zum Schluss
im Luftbado.

Dir* freie Saure ist unldslich in Wasser, l6st sich aber
beim Zusatz von etwas Alkali; essigsaure Alkalien beftrdern
die Loslichkeit. Aus solchen Loésungen kann die Saure nicht
durch Essigsaure, aber theilweise durch Salzsdure nieder-
geschlagen werden. In dieser Hinsicht besitzt sie also die-
selben Loslichkeitsverhaltnisse wie andere Nucleinsguren: au-
concentrirton LoOsungen jedoch kann die Saure Oder wahr-
scheinlich ein saures Natronsalz derselben durch Kochsulz
und Essigsiure theilweise niedergeschlagen werden, durch



«inen Ueberschuss von Woasser wird aber -der. Niederschlag
mwieder gelost. Fur die Analyse wurde allgemein das Kupfer-
-alz verwendet. Vor der Behandlung mit Kupfer wurde die
Xuoleinsture auf freie Purinbasen mit ammoniakalischer Silber-
uitratlosung gepriift, ohne Erfolg.

Alle Kupier- und Phosphorbestimmungen wurden nach
vorherigem Schmelzen mit Soda und Salpeter gemacht; der
Stickstoff wurde nach Dumas bestimmt,

Praparat 1.

Di‘r erste Alkoholsalzsaureniederschlag,, den ich, wie oben
(‘'schrieben, erhielt, gab noch eine geringe Biuretreaetion und
wurde wiederholt umgefallt.

g der Substanz gaben 0.151 g Mg”™O, und0,11:50 Gut).
=726 | Cu 2N,

0.200 g gaben 20.3 coin. N. bei p = 71H und t = 17°. N

11371

0.200 g gaben 20,4 ccm. X, bei p ~: 71.0 und t -=15°. X

l K)

Praparat 2.

Das in bekannter Weise gewonnene Kupfersalz zeigte
hi h leicht Ioslich in alkalihaltigem Wasser. Aus dieser Losung
‘*hing Salzsdure nur einen Theil der Nucleinsaure nieder und
s war moglich, dass der in der Salzsdure in Lésung gebliebene
Antheil eine andere Zusammensetzung hatte, wie der Nieder-
schlag. Der ungelOste Theil wurde in Wasser unter Zugabe

von Alkali wieder aufgelost, die LOsung prit Essigsaure un-
gesauert und das Kupfersalz wieder gewonnen,, das im Vacuum
und dann im Luftlpde bei 90° bis zur Gewichtscoiistanz ge-
trocknet wurde.

0.1/00 g gaben bei der Verbrennung 0.211K g CO, und 0.0010 g If <)
0w 3210« j und Il = 4.00

0.1255 g lieferten 0.1480 g CO, und 0,0487 g j|1). C — 32.35«,
nid 11 = 4,20

0.1500 g gaben 10,0 ccm, X bei > -, 71,0 und t * 11° X
1171 'o. : : HH. -6

0.2570 g gaben 0.0157 g CuO und O.CHIG g Mg PO... Cu— 1277«0
1~ 7.03«/<,. "
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‘e Praparat 3 .v,0

In derselben Weise gewonnen wie vorher. Der erste
Alkoholsalzsdureniederschlag war biuretfrei.

0,1515 g gaben 17.7 cem. X bei p— 71,2 und t = 125°. X
14.01 srity: ' =

0,1245 g gaben 0,0180 g CuO und 0.0591 g Mg8P/).. Cu = 11,51
P =797V o
Praparat U

Die Drusen wurden, wie auch bei dem vorigen Praparate,
eine langere Zeit unter Alkohol gehalten, dann mit 5°/oiger
Natronlauge initer Zufligung von Natriumacetat behandelt. Nach
einigem Stehen wurde mit Eisessig neutralisirt, dann Pikrin-
saure und zuletzt Essigsdure zugesetzt, bis die Flussigkeit
sauer reagirte. Sie wurde liltrirt und das Filtrat mit Kupfer
Chlorid gefallt. Der Niederschlag wurde dann ebenso wie hei
der Darstellung des Praparates Nr. | weiter behandelt.

01089 g gaben 0.1505 CO08 und 0,0448 g H/). C - 52,0S° wuni
11 - 457", - = YV

0,1285 g gaben 17.0 ccm. X bei p == 715 und t = U)°. X .
1a,5(1":, ; v; VNS L Y

0,1250 g gaben 0.0540 g Mg.Ps():. P -- 7.750 .

0,1421 g gaben 0.01S9 g CuO. Cu = 10.010 »

Abbau der Saure. |

Erster VVersuch: Ungefahr 2 g der Saure, die mit
aimnoniakalischer Silberlosung keinen Niederschlag von Purin-
basen gaben, wurden mit 100 ccm. 5«,'oiger Schwefelsdaure
2,/1 Stunden im Autoelaven his 1180 gekocht, dann das Guanin
auf die gewodhnliche Weise entfernt. Die Analvse des er-
haltenen Silbernitrats ergab:

0.285 g lieferten 0,08:15 g Ag. Ag == 35.010;w.

Fir C5H5X50AgXO0., Gefunden:
berechnet: Ag = 55.05° . y.y:- 55,04 u..

Das mit Ammoniak versetzte Filtrat wurde eingedamplt,
ohne dass ein Niederschlag entstand, dann mit ammohiakalischei*
Silherlésung ein starker gelatindser Niederschlag erzeugt. Ans
diesem wurden in bekannter Weise die einzelnen Alloxur-
basen zu erhalten versucht, aber die Xanthin- und Hypoxanthin-



fraction enthielten nur Spuren von Silbersalzen, dagegen konnte
reichlich Adenin in Form seines Pikrates erhalten werden.
0,1250 des Pikrates gaben 34,4 ccm. X, bei p = 724 und t L:1°
X = 30.81°.
Zweiter VVersuch: Ungefahr 3 g wurden wie heim ersten
Versuch behandelt, das Adenin wieder als Pikrat geféllt.

0.200 g gaben 58,8 ccm. N bei p == 7213 und t — 22°. X —
30.05°

N = w.71»,. | X ~ 3p:sive
Il. N == 30.05u,..

Dann wurde ferner ein Versuch gemacht, Thymin zu ge-
winnen. .3 g der S&ure wurden mit 300 ccm. 30°/ojger Schwefel-
sdure 4 Stunden im Autoclaven bei 130° gekocht, dann, nach
der Methode von W. Jones weiter verjahren, aber keine
krystallinischen Produkte gewonnen. Aber dieses negative
liosultat mit einer verhaltnissmassig geringen Quantitat Saure
beweist doch noch nicht unbedingt das Fehlen des Thymins
unter den Spaltungsprodukten. Im Gegentheil scheint mir, ge-
stutzt auf ein anderes meiner Experimente,; das Vorkommen
von Thymin nicht unwahrscheinlich. Einige Pfund Pankreas
wurden nédmlich mit einer 0,5»/oigen Losung vori Natrium-
earhonat und einem grossen Uberschuss von Chloroform ver-
setzt und Uber Nacht stehen gelassen. Die Flissigkeit wurde
dann colirt und das Filtrat in mehrere Kolben vertheilt, die
unter Chloroformzugabe einige Wochen in deni Brutschrank
hei 40° gestellt wurden. Dann wurde der Inhalt der Kolben
in grosse Flaschen Ubertragen, die etwa 7 Monate in einem
sehr warmen Zimmer stehen blieben. (Vom September 1899
Dis Mai 1900.)

Nach Verlauf dieser Zeit waren die Nucleinverbindungen
des urspriinglichen Extrades zersetzt, wie sich aus der'Be-
stimmung des Gesammtphosphorgehaltes und des. Phosphors
ui Form anorganischer Salze ergab. Das Histidin und Arginin
wurden dann nach Kossei mittelst Silbernitrat und Baryt aus-
gcfaiii und beide Niederschldage auf Thymin untersucht; in der
llistidinfraction nun wurde kein Thymin gefunden, dagegen

3(i*



entstand in der concentrirten Argininlésung nach Entfernung
des Silbers und des Baryts eine Krystallhaut, die aus buschel-
formig ungeordneten Nadeln bestand. Die Substanz war leicht
|6slich in heissem, unl6slich in kaltem Wasser, unloslich in
Alkohol, Aether und in Alkohol, der Ammoniak enthielt. Sie
sublimirte, wenn auch nicht vollstéandig.

Der Korper wurde auf einer Saugpumpe liltrirt, mit etwas
kaltem \\ asser, dann mit Alkohol und Aether gewaschen und
iIm Vacuum Uber Schwefelsdure getrocknet.

0,0sin g gaben O,124H5 g C(”™ und 0,021:4 g 110. O 7 4007

U =- Vv, .. IV-X'Z
llereclinet fiir : Gefunden :
0 ™ 42.K5 C 42.07 OV
b o\/>T7°'>! Il = a.H-i0,. | m

Die Substanz war dem Koarper sehr dhnlich, den Ascoli
neulich aus Helenucleinsaure gewonnen und als Tracil be-
trachtet hat. I

In (dnem anderen Theile desselben selbstverdauten E\-
tractes wurde das Histidin und das Arginin zusammen ent-
fernt, dann das Silber, die Schwefelsaure und der Febersclmss
von Daryt fbrtgesohaflt und die Lo6sung concentrirt. Nach
genugendem Einengen bildete; sich auch hier eine Haut, die,
mikroskopisch untersucht, aus Krystallen bestand, die den von
Ciulewitsch fur rhymin beschriebenen gleich waren, aller-
dings vermischt mit spharoidalen Massen. Die Substanz war
wenig l6slich in kaltem, l6slich in heissem Wasser, unléslich
in Alkohol und Aether. Bei einer | mkrvstallisation aus
Wasser gelang es mir aber nicht, die Thyminkrystalle zu
isolircn.  »S0 wie die Sache also steht, scheint es mir. an-
nehmbar, dass bei der »Selbstverdauung des Pankreas Thymin
und. Fragil unter den Zei'setzungsprodukten atiftreten mdgen,
und wenn» es, der Fall ist, dann sind sie aus den Nuclein-
verbindungen des Pankreas entstanden. Ich hoffe in meinen
nachsten Versuchen diese Frage entscheiden zu konnen. Zu
bemerken bleibt noch, dass beim Erhitzen meiner Nucleinsdurc
zwischen zwei Fhrschalchen ein ans schénen mikroskopischen
Krystallen bestehendes Sublimat auftritt.



Kino kupfeireducirende Substanz konnte beiin Erwéarmen
der S&dure mit Mineralsauren nicht erhalten werden und in dieser
Hinsicht ist meine Pankreasnucleinsaure mehr der Saure ahnlich,
die Kossel, Miescher. Schmierieberg, Osborne und Andere
gewonnen haben, dagegen von der Guahylsaure verschieden,
dit \on Hang als die Niicleinsé/ire des Pankreas beschrieben
worden ist.

Die Aufgabe meiner weiteren Untersuchungen wird sein,
das Verhéltnis™ der Guanylsaure zu der Pankreasnucloinsaure
zu ergrinden.

Nucleinsaure aus Milz.

Einige Pfund des Organes, langere Zeit unfer Alkohol
aut bewahrt, wurden mit einer 5<\Vigen Natronlauge behandelt
und nach Zuflgen von Natriumacetat ungefdahr 2 Stunden
stehen gelassen, dann mit Essigsdure neutralisirt, Pikrinsaure
hinzugetiigt und die Flussigkeit mit Essigsdure ungesauert.
Das Filtrat wurde mit Kupferchlorid geféllt, der Niederschlag
einige Male mit Wasser gewaschen und noch einmal um-
gefullt. Er war dann biuretfrei.

0.1127 g gaben 0.1887 g CO, und 0.0481g Ht0. C =m82.87" » und
Il = 4.77%.

O.lldO g gaben 15,7 ccm. N bei p — 71,0 und t = 10°; X = Lr.:C

0.1850 g gaben 0.0190 g Cui und 0.0890 g Mg,Pt).. Cu =11 17%
und P = 8.02%. ]

Nucleinsdure aus den Spermatozoon des Kabeljau.

pie Spermatozoon wurden in derselben Weise gewonnen,
wie Kossel es that, um das Protamin zu gewinnen. Das
bekannter Weise dargestellte Kupfersalz gab folgende Werthe:

0.1788 g lieferten 0.2051 g CO, und 0.07459g 110 .C=8187> .und
H = 4.00%,

0.1029 g lieferten 0.1182 g CO, und 0.0745¢g 11,0. C =81 82" » und
i1 =4,10° .

0.2088 g lieferten 27,8 ccm. X bei p =71.8 und t = 15", X'—15.12° »

0.1480 g lieferten 0.0182 CuO und 0.048 g Mg,1* 0. Cu — 984", und
1)==8.21%o. o .



Nucleinsaure aus Hefe.

Fur diesen Versuch wurde Béckerhefe benutzt und aus
ihr das Kupfersalz der Nucleinsdure nach der bekannten
Methode dargestellt, das biuretfrei war und, mit Sauren er-
hitzt, Fehling’sche Ldsung nicht reducirte.

0,1033 g gaben 0,1232 g C.Q, und 0,0376 g H/). C = 32.42°, und
h = 4,01°. ; 5 -
J0,1058 g gaben 15,4 ccm. N bei p = 70,6 und t — 14°. N -----15,83° .

0.1539 g gaben 0.0223 g CuO und 0,0439 g Mg,Pa0.. Cu = 11.56",
und P 7,90°v.

In der folgenden Tabelle sind die Resultate der Analysen,
auf kupferfreie Substanz berechnet, zusammengestellt .

N P
Pankreas | T 17,10°/0  8,66°/,
» I! ¢+ 36.50 4,69 «/* 16.70°: 8.73°,

— 1 16,85°0 9,00 °0
36,67% 510°%0 17,18°0 8,650 |
36,40°> 524°/. 17.30°%  9.03°

Kabeljau 34.76°/0  516°0  16,77°  9,15°%0
Hefe 36.65°% 4,5700 17,89°% 8,93 °0

Aus der Uebersicht ergibt sich, dass erstens aus der
Pankreasdrise eine Nucleinsaure gewonnen werden kann, dirl
ihrem Charakter nach mehr der Saure gleicht, die von Kessel,
Miescher, Schmiedeberg, Herlant, Osborne und Anderen
aus verschiedenen Organen gewonnen wurde, als der von IVar
Bang als Guanylsaure bezeichneten. Zweitens ist die aus
der Hefe erhaltene Sdure von der Myconucleinsdure Herlant's
verschieden.

Es ware voreilig, irgend welche Schlussfolgerungen betreffs
der Formel der Nucleinsaure zu machen, doch scheint es mir
wahrscheinlich, dass eine Nucleinsdure von derselben Zusammen-
setzung aus allen Organen gewonnen werden kann, und ob-
gleich die Praparate der Nucleinsaure, die von Miescher,
Schmiedeberg, Herlant Und mir untersucht wurden, keine
gleiche Zusammensetzung hatten, so ist doch der Unterschied
nicht sehr gross;



Dagegen habe ich vergeblich versucht, aus Bacillen eine
ahnliche Saure zu gewinnen. Zwar hat Kuppel in den Tuberkel-
bacillen eine freie Nucleinsaure gefunden, die Tuberkulinsiure»,
die er aber nicht ndher untersucht hat, aber vorher hatte ich
schon das Vorkommen eines Nuelcoproteids festgestellt. Da
es nun nicht unwahrscheinlich war, dass die freie S&ure von
der Saure des Nuelcoproteids verschieden war, suchte ich sie
fur sich zu isoliren.

Trockene epulverisirte Bakterien werden wiederholt mit
einer 5°'oigen Kochsalzlésung extrahirt, das Extract mit Pikrin-
sdaure und Essigsaure gefallt und liltrirt. Der in dein Filtrat
mit Alkohol erzeugte biuretfreie Niederschlag wurde mit Kupfer-
chlorid behandelt, der Niederschlag gewaschen und in gewothn-
licher Weise getrocknet. Der Rickstand von deni Kochsalz-
extract wurde mit einer 5°/oigen Sodalésung behandelt, Natron
hinzugefiigt und 2 Stunden stehen gelassen. Nachdem sodann
mit Essigsdure neutralisirt, Prikrinsdure und Essigsdure bis
zur sauren Reaction hinzugeftgt und filtrirt war, wurde im
filtrat mit Alkohol ein Niederschlag erzeugt, der biuretfrei
war. Dieser wurde wieder in Losung gebracht und das Kupfer-
salz der Nueleinsauro in der gewodhnlichen Weise dargostellt.l)

Praparat 1.

Freie Saure, gewonnen, wie oben angegeben.

0.108e g gaben 0.1359 g CO8 und 0,0490 g 11/). < = 34,83% und
Il = 4.99° v,

0.1-270 g gaben 0.1592 g C.08 und 0,0553 g H/). 0 — 34.28"/j und
11=4.87%.

0,1015 g gaben 11.5ccm. N bei p =71.4 und t = 10,5VN = 12,07° >,

0,1557 g gaben 0,0210 g C.uO und 0,0-15 g Mg/l/).. Cu = 10,75° ¢
und P = 8,07° » | - '

Praparat 2. |
Dewonnen aus dem Rulckstand, nachdem die Bacillen
mit Kochsalz extrahirt waren.
. 8%'1'0)0599 gaben 0.1101 g CO08 und 0.0441 g H,0. C=="29.88" » und

[} Oie Versuche mit den Dacterien wurden in Dr. K. L. Prudeau’s
Laboratorium (Saranac Lake. N.V.) ausg.efiih.rt, und ich méchte auch an

‘lieser Stelle ihm meinen besten Dank ausspreelien.
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°10*0g gaben 0.1145 g CO, und QMWx« lift. C =80.02° , und
=50t>)

'0.1171 g gaben 11.5 ccm. N beip ==71.5und t= 135°. N = 11.71

0.2070 g gaben 0.0378 g CuO und 0.0014 g Mg,Pf(>. Cu = 14 45V
und P--8,82°*.

 .Praparat 3.

Statt mit Kochsalz wurden die Bakterien mit 8'\oigem Am-
moniumehlorid exlrahirt, der Ruckstand in gewohnlicher Weise
mit 5° oiger Natronlauge, Essig- und Pikrinsaure behandelt
Der mit Alkohol im Filtrate erzeugte Niederschlag wurde
wieder in Natronlauge geldst, mit Essigsdure ungesduert und
mit Alkohol gefeilt, der 0,50/0 HCI enthielt. Die ausgefallene
Nueleinsdure wurde mit 50«;«>igem, zuletzt mit 95°Vigem
Alkohol clilorfrei gewaschen, nochmals geldst und als Kupfer-
salz wieder gewonnen.

0.157 g gaben 10.8 ccm. N bei p =721 und t = 10°. N=7.10]
0.2807g g;aben 0,074 g CuO und (>,105 g MgaP807 Cu.=21.04°

und P = 10,4-1°/
vV Praparat 4V V
In derselben Weise gewonnen wie Nr. 3.
0.2502 g gaben 0,0725 g <.uO und 0,0877 gMgj‘,0.. Cu =23.13° .
Praparat 5. V; V-
Pewohnen wie Préparate 3 und 4.

0,1343 g gaben 0.1380 g CO, und 0.0025 g 11,0. C=28.07°* und
n-=5.i2°,.

0,1708 g gaben 12,3 ccm. N hei p=71,8 und t = 10°. N=7.00°

0,175 g gaben 0.0355 g CuO und 0.0085 g Mg PtOt Cu = 10.77 und
r — 10;5>4° P dv;

Folgende Tabelle giebt die Resultate der Analysen, aut
Cu-lroio Substanz berechnet:

C V 1 X
Praparat | 3804% 582°V  14,10% 0,04 °
35.00°,  «),/4 " 1251% 10.31 «,
L e*> m-V 040°, 13.22°,

] [ I
12.73

33.30°y 0,14°, 042 °, 13.05°,



Nur die letzten drei Praparate scheinen eine Verhaltnis®
massig gleiche Zusammensetzung zu haben, doch mochte ich
gleich hier bemerken, dass die Tuberkulinsdure weniger stabil
ist wie die anderen Nucleinsduren. Hierein ist wahrscheinlich
der Grund zu suchen, dass man nur schwierig Praparate

gleicher Zusammenstellung bekommt: es ist auch nicht un-
maoglich, dass die ersten beiden Prdaparate sauere Salze einer

Séure vom Charakter der letzten 3 Praparate mit einer nicht
eiweissartigen Base sind.

Wie dem aber auch immer sei, alle Praparate sind von
den anderen Nucleinsduren sehr verschieden. Ks soll zum
Schluss noch bemerkt werden, dass sie Guanin und Adenin
in threm Molekil enthalten und, mit einer Mineralsdure erhitzt,

Pehling sche L&sung nicht reduciren. Sie sindf sammtlieh
eisenhaltig.
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