Eine Methode zur Darstellung des Cytosins.

VN w

Fr. Kutscher.

(Ans tlr-m [»liysi«logisrh( n Institut in Marburg.)

I»vr lUulaktinn zutjresranpen am 11. April 1iMsi.

Bereits im Juni Idiot ist von mir eine zuverlassige
Methode zur Durstellung des Cytosins in den Sitzungsberichten
der Gesellschaft zur Beférderung der gesamten Naturwissen-
schaften zu Marburg vcroéficntlieht worden. Ich gebe zunéachst
die damals erfolgte Publikation wieder. Dieselbe lautet:

Sonderabdruck aus den Sitzungsberichten der Gesell-
schaft zur Beforderung der gesamten Naturwissenschaften zu
Marburg, Nr. 7, Juni 1IM)1:

Herr Pr. Kutscher hielt sodann seinen angekindigten
Vortrag iiher: Kirn* Methode zur Darstellung des Cytosins.

Als ein Hauptbestandteil des Zellkerns wurde von
Mii‘scher ein komplizierter, phosphorhaltiger Kiweihkorper
erkannt und isoliert, den Mieschorl) Nuclein nannte. Ms
gelang zuerst Altmann, denselben in seine beiden Komponenten
in die prosthetische Gruppe, von Altmann2) als Xueleinsaure
bozeielmol. sowie natives Kiweil» zu zerlegen. Nachdem dann
weiter hauptsachlich Kos sei und seine Schiler unter den
Spaltungsprodukten der Xueleinsaure eine lleihe von Kodlnern
nachwiesen, die der Harnsaure aulieronlentlieh nahe stehen,
namlich Xanthin, Hypoxanthin, Adenin und Guanin, wandte sieh
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das Interesse hauptsachlich der prosthetischen Gruppe des
Nucleins, der Nucleinslure, zu.

Der Gedanke, in dem Nuclein resp. der Nucleinstiure des
Koérpers die Muttersubstanz der normalerweise im Harn
der \\ armbliiter als StollWechselprodukt abgeschiedenen Harn-
saure und Purinbasen zu suchen, lag nabe, und die Mehrzahl
der Arbeiten, welche sich mit der Nucleinsdure Mahlen, suchte
durch Stoffwechselversuche das Verhéltnis zu klaren, in
dem das Korpernuclein zu der im Harn erscheinenden
Harnsaure steht. Dagegen beschréankten sich die Arbeiten,
die darauf ausgingen, den bekannten, wohl charakterisierten
Spaltungsprodukten der Nucleinstiure, es waren das Phosphor-

saure und die Nueleinbasen, weitere hinzuzufugen, lange Zeit
nur auf eine von Kossel in Gemeinschaft mit A. Neumann )
bekanntgegebene Verdffentlichung. In ihrer Arbeit liehen

Kossel und Neumann auf die Nucleinsiiure verschiedene
Spaltungsmiltel unter wechselnden Bedingungen einwirken.

Dabei erwies es sich schlieBlich am .vorteilhaftesten, wenn
sie die Nucleinstiure mit 3d°/oiger Schwefelsdaure unter einem
Druck von 4 Atmosphdren zersetzten. Sie zerstorten auf
diese Weise die Nueleinbasen und schufen fur die Isolierung
der Ubrigen Spaltungsprodukte der Nucleinstiure einfachere
Bedingungen. Mit dieser Methode erhielten' sie dann Am-
moniak, eine neue Base Cytosin , weiter Thymin iMelhyl-
dioxypyrimidin), Ameisensdure, Lavulinsdure und Phosphor-
suure.

Ls >st mir nun gelungen, ein Verfahren auszuarbeiten,

gestaltet, das Cytosin leicht und glatt zu isolieren und
die Spaltungsprodukte der Nucleinsliure weiter aufzuteirbn, als
das bisher moglich war.

Die Nucleinsaure | rhymusnucleinsdurei wurde von mir eben-

s durch O(), oige Scliwefelsiure unter Druck zersetzt und die
Spaltungsprodukte darauf durch Fallung mit Phosphorwélfram-

Siiure nach dem Vorgange*, von Kossel und Neumann 2i in
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zwei giohe Fraktionen <<ttt Ich will mit Fraktion | di«
ITiosph<uw<>llramfélluug liczciclinen. Diese wurde durch Barvt
zersetzt. Darauf wurde die Flussigkeit, welche die «lurch den
Daryl Imgemachtcn koorper enthalten muhte, mit Salpetersaure
schwach ungesauert und mit starker Silbernitratidsung versetzt.
Die reiclilicli entstehend«' Fullung..ich will dies«' als Fallung |
bezeichnen, enthielt nur lluminsuhstanzen. Das Filtrat von
Fallung | .wurde weiter mit Silhernitrallisung versetzt, bis
eine Probe davon in gesattigtem Darytwass<*r neben weihen,
organischen Silberverbindungen braunes Silberoxyd fallen lieh.
Daraul wurde das Ganze mit Daryl gesattigt. Die» dadurch
bewirkte Fallung will ich als Fallung Il bezeichnen. Fine
Frohe des Filtrats von Fallung Il erwies sich bei der Probe
frei von Substanzen, die durch Phosphorwollramsaure sich
abscheiden liehen. Fs war also der gesamte Rest der durch
IMiosphorwolfranvsaute Fallbaren Koérper (juaiititativ in Fallung 1l
meingetreten: Nach Zersetzung «lurch Schwefelwasserstoff lieh
Fallung Il glatt das Cytosin auskrystallisieren. Demselben
war in Spuren beigemengf ein basischer Korper, der «lurch
Pikrinsaure von der letzten Ivrvstalllraklion «les Ovtosins ohne
Sehwie'iigkeit ahgetreiml weiden konnte. Auf Grund vyor-
steh«'iicler Versuch«! 18bl sich zur Z«‘it sagt'n, «lall aus der
Thymusmuleinsaure hei «ler von Kossel und Neumann g«l-
wihltcu Spidtiiigsmethode an basischen, durch Pliosphor-
wollVamsaure féllharen Substanzen «ler Hauptsache nach nur
Cytosin entsteht. Auch aus zersetzter llefcniu-hunsaure — mir
standen Muth'ilaugen zur Verfiigung, aus denen «las fir llelc-
niieleinsaur«' «eharakleristiseli«' Fraeil (Dioxypyrimidin) «lurch
Kristallisation abgeschi<*«len war — konnt«' ikrh durch Pikrin-
saure ein«' Das«* abseheideu. «li« mit «lern Cytosin aus Thymus.-
nueleinsdur«' identisch zu sein selu'inl.

Aus der zweiten grollen Fraktion, welche die Summe der
durch IMi«)sph(U\v«dlrainsdure nicht nhscheidhuren Spallungs-
prodiikl«' der Xiideinsaurc enthielt, entfernt«! ich «lie Schwefel-
saure sowie IMiosphorwotframsaur«' durch Daryt. atherle sie
aus und konzentrierle die ausgcalhiiTte Flussigkeit.  Dabei
schied sich bi* auf Spuren «las Thyniiu ab. Die Mult«‘rlauge
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vom I'hymin wurde Uaraul von mir mit Silbernifrnl .mrl Hrirvt
gfhtlu.ll Nachdem dic- Silbcrlallung durch Schwelclwa-m.rslolf
zersetzt worden war. liel! sich aus ihr leicht eine gm krvsi dli-
s'orende Substanz darstclicn. Dieselbe war durch I'h”phor-
wollramsaure nicht lallbur, also kein Cytosin, aber auch kein

iminiu, da sic Sich nicht suhlunieren lieli. Sie nmli daher

ein neui's bisher unbekanntes Spaltungsp,,..... der Thvmns-
mielemsaure sein. Aus »l g Thymusnuclcinsdurc vermochte
ich von dieser Substanz ca.n.r.g zu gewinne,. |lber dieselbe

werde ich weiter arbeiten, sobald ich mir grillorc Mengen
von Tliyinusnuclein.siiure verschallt haben werde.
vy a VP FFFFAEFx Uer hu o vorstehenden  geschilderten
.Methode verhall nur ein gunstiger Zulall. Von Herrn Dr. Strudel
waren mir hei seiner t'bersicdelun<r nach Heidelberg betracht-
liche Mengen eines Simps geschenkt, ,|er die Mutterlaugen von
ihymm darstellte. Das Thyniin war von Stendel zu seinen
Arbeiten Uber die Konstitution des genannten Korpers aus
llernigstestikelii dargestellt worden, die nach den Angaben
von hosscl und Neumann mit Schwefelsaure unter Druck
gespulton waren.

Das Thyniin war darauf aus den Zcrselziingslh'issigkeilen

hnllcrruing der Schwefelsdure und der in schwach
salpelersaurer L6sung durch Sill.ernilrat fallbaren Substanzen
dl.reli Silbernilrat und Uberschissiges Itarytwasser. niedergr-
schlagen worden. Die Silberfallung war durch Schwefelwasser-

slotr zersetzt und das Thyniin durch Krystallisation abgeschieden.

/ Die Mullerlaugen hiervon, die hauptsachlich Arginin hatten
enthalte., mussen, stellten das Geschenk von Stendel

mich dar.
- N Als ich dieselben nach einigen Wochen besichtige, hatl« n
fleh ans ihnen liarle. ziemlich schwer I8slieluMvrystalle jih-

(r h Derne,km," Das | ltrat dieser S,Jm ,IVillun- ent-

Mt die lamilmsime, lGviilinsmre-Sillm i. M an sjrl, sehwer I,,s-
ioi ist. wiit (l.tnlt iiherschiissiyes liarylwasser volli» zorsot/l. ||

lindet a,,-,n die l.iiviilinsiiiirc schliofd.H, im filtrat SiH.crlalluug
vit ar-l still (hirans durch -eci-rfet.- Mafmaii.mn el,. ial|s als .Sil,* ,-
veimtidunjr "ewinnen. !



171 Kr. Kutscher.

gesetzt. Dieselben lieben sich nicht ohne Schwierigkeit von der
dickllissigen Mutteilauge absaugen. Ich hielt sie zun&chst
fir Thymin, bei né&herer Untersuchung ergab sich aber, dal
sie durch Phosphorwolfrninsdure fallbar waren und reichliche
Mengen Salpetersidure enthielten. Wegen ihrer Schwerl6slich-
keit sprach ich sie darauf fir inaktives, neutrales Argininnitrat
an. Sie-'lieferten, aber im (legensatz zum Argininnitrat mit
Natriumpikrat ein sehr schwer 16sliches Pikrat. Darauf stellte
ich die freie Hase dar, indem ich das salpetersaure Sala in
moglichst wenig siedendem Wasser l6ste und die siedende
FlUssigkeit mit Ammoniak stark (bersattigte. Beim Krkalten
schied sieh die freie Base namentlich nach Zugabe von Alko-
hol bis nul geringe Beste aus der Fllssigkeit in weilen,
glanzenden Blattern ab. Sie besal alle Eigenschaften, die von
Kussel und Neumann ') als charakteristisch fir das Cytosin
angegeben waren, und ich sprach sie daher fir diese Base
atu Da mir, wie geschildert, die Gewinnung des Materials,
aus dem das Salpetersaure Cytosin Kkrystallisierte, bekannt
war. so lag klar auf der Hand, dal» das Cytosin wie das
Thymin und ITaeil durch Silbernitrat und Barytwasser in
Form einer in Uberschissigem Barvtwasser unlOslichen Silber-
Verbindung gewonnen werden kann. Damit war die Methode
fur die Darstellung des Cytosins gegeben. Ich probte dann
die Zuverlassigkeit der Methode an Thymusnueleiilsduie. Auch
aus »ler Thymusnuclcinsture konnte ich nun planmaRig den

gleichen Ivor[H,r gewinnen, den ich vorher zuféllig isoliert
hatte.

Das Cytosin, «las ich aus dein geschenkten Material so-
wie nachtraglich aus «ler Thymusnuclcinsidurc isolierte, gab
ich an Stnidel und nahm Abstand, weiter dariber zu
arbeiten. Aus diesem Grunde habe ich auch keine ausfihr-
Jdiehen Analysen gemacht. Nur eine Platinbestinimung im
PlatimlInppelsalz und eine SlickstoH'bestimmung im Pikrat habe
ich damals ausgefihrt. BIit>71 g Platinsalz gaben 0.032d <
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Platin — :»(Mm 0, Pt. — 0.117 g Pikrat gafen hei 710 nun
Ba. und 1.)0(. an Sliekstoll *>2.i ecm — 25*)° X M

.,Nachdem nunmehr von Kossel und Sl eudel -t die Kon-
stitution des Cytosins vollkommen geklart ist, glaubte ich
meine friher publizierte .Methode Uber Isolierung (tes Cytosins
noch einmal auch in dieser allgemein bekannten Zeitschrift
\erdtlentli< hen zu sollen nnd moéchte daran einige weitere Aus-
fuhrungen knupfen.

Die Methode ist nattrlich, einmal im Prinzip fcslgoslellt.
einer Modilikaliou fahig. Man kann, sobald es sieh um die
Isolierung des Cytosins aus ziemlich reiner Xueleinsdure handelt,
auch lolgendermaben Vorgehen. Nachdem die Nucleinsdure
nach Kossel und Neumann mit Schwefelsdure unter Druck
gespalten und die Schwefelsaure durch liant en(lernt, das
Ammoniak ausgetricben ist. fallt man bei schwach salpeter-
saurer Reaktion der Flissigkeit mit Silbernitrat eine Fraktion |,
die hauptsachlich aus Ihiminsubstanzen besteht und verworfen
werden kann. Das Filtrat von Fraktion | wild nach Zugabe
genugender Silhernitratmengen mit llarvl gesattigt. Die “jetzt
entstehende Silberlalhmg (Fallung G, die hauptséachlich Cytosin.
11WVW>»> m<* f enthalt, kann durch SeliWefelwassersto.il'
bet liegenwart voit SehweMséalre zersetzt und tiaeh Fullermmg
desSdiW'efelsilbers mit Phosphorwolframsaure ausgefallt wa rden.
Indie PIn)s|thorwolframlélhing kann nach meinen Feststellungen
in der Hauptsache nur Cytosin und wenig lliiminsiibstanz
gehen. Aus der Phosj.hoiwolframfallung l&alit sich dann nach
deren Zersetzung durch lhnyt die freie Hase gewinnen. Das
Filtrat von Fallung Il enthélt die Lavulinsdure.

\\oilci waren mir von Stendel geringe Mengen sirupiscr
Massen hinterlassen, die von llefenucleinsiiure stammten. Sie

waren in ganz &ahnlicher Weise gewonnen, wie jene aus den
Heringstestikeln restieivnden, die zur Darstellung des Cytosins

__C Dlrsr Zahlen .haben naturlich erst durch die neuer, Arbeiten
von Kusse | Ul.dSlcudol. durch die dl,. | *»rmo | des Cvtus,ns fM..,.|,.,M
worden ist. Wert erhalle. >,e IX.L. =< id, m der Tal ,,, ht
reines Material in Handen gehabt haben muh.

" 2 lhrse Zeitschrift. IM. XXXVH. Heft g ,,,,d i
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ireliiht { batten. Ans ilméti kristallisierte ebenfalls das salpeter™
saun* Salz einer Hase. In meinem Vortrag auBerte ieli mich
dahin, dal» wahrscheinlich ein Korper Vorlage, der mit dem
Cytosin ans Thymiisnnclemsanre identisch sei. Ich hatte nur
geringe Mengen der fraglichen Dase erhallen. Nachdem ich
sie in ihr schwer l6sliches Pikral Uhergeluhrt hatte, erhielt
ieli emeinige Dezigramm «tes Pikrates. Mir fiel allerdings schon
hei der Darstellung des Pikrates auf, dah seine Nadeln weit
kilizn und plumper waren, als jene des Cvlosiupikrales ans
I liymnsnneleinsiinre, Deshalb habe ich mich in meinem Vor-
tag bezilglich der Identitdt des Cytosins aus Thymus- mul
llelenucleinsdure nicht bestimmt ausgesprochen.

Dal«l nach dem Vortrage habe ich-Analysen des Pikrates
Vorgenomnien. leli habe zwei untereinander gut stimmende
Siit kstoll'bcsiimmungen mit demselben ausgej'iihrl.

|. 0,| »12u Substanz jruhen' bei TU-mm Har. u. |[r>°(". an Stickstoff
aio m,i - 27.7a .

II. o.I {'lg£ Substanz gaben b«‘i 7IU mm Ifai.n. 1IC. an Stickstoff
ati.u ccm - gs.oi"

mm.mDieselben zeigen, dali diese Substanz nicht mit dem von
Kossel und Stendel analysierten Cytosin, dessen Formel
dank den Arbeiten dieser beiden Forscher sicher bestimmt
ist. identisch sein kann. Wahrscheinlich liegt .hier, ein Korper
vor, «ler sieh durch eine Amidogruppe vondem durch K ossel
und Stendel analysierten Cytosin unterscheidet.

Foc Far
ClI™MtX: CANT1v.Uk>N,

b-r. \ '=2t.70 | . tier. X =+27.01 «» jlef.UX -27.7a1,.|L\ ~28,05*>:

| m meintl Ansicht vollkommen zu erhérten, waértv aller-
dings noch eine C- und IlI-Destimmung notwendig. Ich habe
daliir Maleritd. bin aber noch einige Zeit verhindert, sie nus-
zutllneti. Doch bleibt auch schon jetzt fir mich kaum ein
Zweitel daran Ubrig, ks besteht wahrscheinlich zwischen dein
aus Hefe erhaltenen Korper und dem Thymnsrytosin eine &hnliche
Analogie, wie zwischen dem Thymin nnd Fracil. Waie sich
Thvmin und Fracil nur drnvh eine Methylgruppe, so wurde der
licue Korper ..und «las | hymuseytosin sich nur durch eine Amido-
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gmijp,. unters,-hoi,lon. &5 wére demnach meine M M als
em Ttiammooxypyrimidin anzuspreehon. Dal! ,|j(. Methode fiir
die Isolierung des Cytosins | Aminooxypyrimidinl aml, flr den
voo mir m |u- Hefe anfeefundenen Koérper tDiamimfeyiw-
midin! gultig ist. brauche feli Wohl ,,ielil besonders hervor-
zuhebcn.

S Zum Seid,iB mdchte i-i noch eine Reafak« des Mioshw
bekannt geben, die von Kossel und Neumann niehl" p,,|,li-
ziert »orden ist. nur aber recht charakteristisch fiir das Cvlodn

zu sein seieint. Mischt ,,,a, gielvt zu verdinnte l.6sum-on
voll (.ylosin mit einigen Tropfen konzentrierter neutraler

Si liermtrallosimg, dann beginnt nach einiger Zeit die Aus-
scheidung einer in schonen Nadeln kryslallisierenden. ..........
schwer, in kalten, Wasser l0sliehen Doppclverbindmig. Dieselbe
hat in ihrem Aussehen grolle Ahnlichkeit mit dem Kreafinin-
silbermtral. das man bekanntlich in ganz gleicher Weci-c er-
zeugen kann.

a'?gse%ﬁﬁr for Q'Iﬁwlr von der Berluner AlJa\Ang« de}e\/g/'&@,n

sehaften lir «issensehaftliehe | nlersuehungen. tber Xuélein-

raure zur Verfugung gestelH waren. Die von mir gebraueble
tbymusnneleinstiire war mir durch Vormitlimig des Herrn
0,'h,amrat v. Behring durch die Ho&chster raihwerke

I'V*ei..in.l v. llehriiig ,,d den
Hoe|,s,|er harbwerken spreche ich fur die mir erwiesene

r reunuuchkeit meinen besten Dank aus.

M Ni'p-Sev.'er - ZoiU. hrif f. ptivsi,.l. Chrmt,.. XXXYIH. 1



