Die Oxydation der Thymusnucleinsaure mit Calciumpermanganat.

Von
Fr. Kutscher und Martin Schenck.

(Au* ilem physiologischen Institut «ler Universitat Marburg»
(Der Redaktion zugegangen am £b. Marz U0a.)

Vor einiger Zeit haben Kutscher und Seemannl) Uber
Oxydai ionsversuche an Thymusnucleinsaure berichtet. Sie ge-

wannen damals von Oxydationsprodukten Harnstoff Und Imido-
harnstoff und zeigten, dal es hei der Oxydation der Thymus-
nucleinsdure mit Calciumpermanganat nicht zur Bildung von
Harnsaure kommt. \\ ir haben diese Versuche fortgesetzt, dabei
ist es uns gelungen, aul’er den obengenannten eine Anzahl
anderer Oxydationsprodukte zu isolieren. Der Gang unserer
Untersuchung war folgender :

1°° . lufttrockene ThyinusnuHeinsaure?) mit einem Gebalt
von S.18°/0 1. wurden in 8 Litern Wasser aufgesehwemnit.
Daraul wurde Barytwasser zugetigt, bis die Nucleihsaure unter
Bildung leicht I6slicher saurer BarytVerbindungen in Losung

gegangen war. Nunmehr wurde die Flussigkeit bis nahe zum
Sieden erhitzt und langsam [()°/oige Calciumpermaiiganallésung

zugetiigt, bis das starke Schaumen der Flussigkeit nachhel3.
Um dies zu erreichen, wurden ca. 400 g Calciumpermanganat

C Der. (I. Deutsch, chem. Ges,, Bd XXXVI. 8. 302a;

*) Das Prédparat ist uns durch Vermittlung Seiner jvoélhmz des
Herrn Geheimrats v. Betiring durch die Hochster Farbwerke beliefert
wordi-n.  Wir sprechen an dieser Stelle unseren Dank flir die uns dadurch
zuteil gewordene Unterstitzung aus Das lufttrockene Préparat gab bei
der Analyse folgende Werte:

0.290b g Substanz: ().('8b2 g PJUMg., gefunden: P 8,25ul0

O.atdb > * : 0,0914 » » ; » ©» a 8,110»

Die Saure enthielt ziemlich reichlich Baryt. Sie war nach dem
Verfahren von Kossel und Neumann /Ber. d. Deutsch, ehern. Ges..

Bd. XXVII. S. 2210 [1887]) dargestellt.
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verbraucht. Noch siedend heil3 wurde vom Manganschlamm
ahfiltriert. Das klare Filtrat reagierte sellwach alkalisch. Es
wurdc zundchst auf freier Flamme, darauf auf dem W’asser-
hade bis zirka zum Liter eingeengt und nach dem Erkalten
mit Schwefelsaure stark ungesauert. Dabei fiel reichlich Calcium-
sulfat aus. das durch Filtration entfernt wurde. Das Kklare
Filtrat unterwarfen wir im Apparat von Kntscher und Stoude!
einer energischen Extraktion mit Ather. Auch der Mangan-
schlamm winde mit verdinnter Schwefelsdaure ausgezogen, der
so gewonnene Auszug mit Ather erschopft. Die beiden Ather-
exlrakle wurden spater vereinigt. '

.Verarbeitung der Atherextrakte.

Nachdem die Atherextraktion einige Zeit gewahrt hatte,
begannen sich im Atherkolbchen reichliche Kristalle abzusetzen,
die ihrem Aussehen nach zwei verschiedenen Sauren ange-
horten. W ir brachen die Extraktion ab, als sich ihre Menge
nicht mehr merklich vermehrte, saugten die Kristalle ab, wuschen
sie mit etwas Ather und Versuchten zunachst, sie durch ver-
schiedene Lo6sungsmittel, namentlich Wasser und Alkohol, von-
einander zu trennen. Doch mif3langen diese Versuche. Nach-
dem wir K*stgestellt hatten. dal’ die eine der vorliegenden Sub-
stanzen Oxalsaure war, kamen wir schlie3lich in folgender
Weise zuin Ziel: Die Kristallmassen wurden in Wasser gelost,
die Losung machten wir mit Kalkwasser schwach alkalisch.
Dadurch schieden wir die Oxalsaure als Calciumoxalat ab. das
wir abtiltiierten. Das Filtrat enthielt die zweite S&ure. Es
wurde stark eingeengt, worauf sich nach dem Erkalten ein
Kalksalz in Knollen, die aus leinen Nadeln bestanden, abschied.
Dasselbe war in heiRem Wasser leicht, in kaltem schwerer
l6slich.  Aus ihm lieR sich durch Zersetzung mit Salzsaure
ohne Schwierigkeit die freie Saure gewinnen, die in Kkaltem
W asser ziemlich schwer I6slich ist. Wir wollen diese neue Saure
als Mariamsaore bezeichnen. Auf die Eigenschaften dieser
Séaure werden wir etwas spater eingehen. Der aus dem Mangan-
schlamm gewonnene Atherextrakt enthielt nur diese beiden
Sauren. .Um die Sauren, die sieh nicht schon kristallinisch
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aus dom Atherextrakt abgeschieden hatten, zu gewinnen, ver-
dunsteten wir den Ather bei 10° C. Den Riickstand destillierten

wir nach Ansauern mit Pliosphorsiurc im Wasserdampfstrome.
Rio mit Wasserdampf Wichtigen F(‘ttsduren verarbeiteten wir
nach dem Verfahren Liebigs. Wir erhielten dabei aus den

verschiedenen Fraktionen folgende Silberwerte:

Fraktion 1. 0.1344 g Substanz gaben 0.087 g Ag - 04.7"., Ag
y . ol7ot; - » odoot; » .~ (CAid*u
Kssigsaures Silber verlangt f»4.KV !

beider verloren wir durch Sprung des Fraktionskolbchens
die Hauptmasse der Fettsauren, doch da wir uns zuerst durch
qualitative Versuche Uberzeugt hatten, dal Ameisensiure voH-
k'orninen' fehlte, und auch der (ieruch nach hoéheren Fettsduren
sich nicht" beobachten lieR, so durfen wir wohl' behaupten:
Bei der ( Ixydation der Thymusnucleiusdure mit Calciumperman-
ganat bildet sich an fllchtigen Fettsauren nur Essigsaure.

Den Destillationsriickstand befreiten wir durch Kalkmilch
von der Phosphorsaure. Der durch Kalkmilch erzeugte Nieder-
schlag enthielt noch Calciumoxalat, das wir durch Digestion
mit Essigsaure vom Calciumphosphat abtrennten und durch
Losen in Salzsdure und Fallen mit Ammoniak reinigten, Die
an verschiedenen Stellen gewonnenen Massen von Calcium-

oxalat wurden vereinigt und eine Stichprobe der Analyse unter-
worfen.

0.2404 g Substanz gaben 0,0013 g CaO v
befunden  27.2% Ca. Berechnet fir CaCJl4 . 1= 27.5°,, Ca.

Die Ausbeute an Oxalsaure, auf freie Oxalsdure berechnet,
hatte 1,7 g betragen.

Das Filtrat vom Calciumphosphat und Oxalat befreiten
wir durch Kohlensdure vom Uberschiissigen Calcium. Nach dem
Einengen kristallisierten nur noch geringe Mengen Vom Calciuin-
salz der Martamsdaure. Einen anderen Koérper schien das Filtrat
nicht zu enthalten. Die Ausbeute an freier Sdure hatte ea. 1 g
betragen. Die Analysen der bei 120° C. getrockneten Substanz
ergaben folgende Werte:

O.tbOH g Substanz gaben 52.8 ccm X ; T. 17.5°, Ba - 737,0 nun
B.130« 0,1300 g CO, und 0,047 g 11,0

0,1540 > 50,3 ccm X; T .« 18«: Ba = 732,3 mm
Cl457 » * , 0.1358 g CO, und 0,0542 g H#0.
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I>ié aufgefuhrten Analysenzahlen stimmen annéhernd zu
der Formel C:;M8N6O5 resp. zu C5I1iONI(O5:

Fur C5H8NGO& her. : Hir G5HI0X(IO5 her.: Gefunden iin Mittel:
C. - 258% G == 25.(5%) c = 2510,
| L 3.5«/o H=; 4.3u, / . H o, 30N,
N <\/ N 3t;,01, iN = 3(UD

ftureh eine Silheranalyse haben wir bestatigen konnen,
dal? der Murtam,séure in der Tal eine der beiden obigen Formeln
zukommen mul.  Sie bildet, ein Silbersalz, wenn man ihre
Losung mit Silbernitrat und darauf vorsichtig mit Ammoniak
versetzt oder ihr Ammonsalz mit Silbernitrat fallt. Es ist
schwach gelb gehiibt und zunédchst amorph, wird aber nach
einigen Tagen ruhigen Stehens kristallinisch, indem es sich in
kleine, aus zarten Blattchen zusammengesetzte Drusen umwandelt.
Im Uberschussigen Ammoniak und in Salpeterséure ist es leicht
|6slich, hi Wasser und Alkohol unldslich. Die Analyse der
kristallinischen Silberverbindung, von der uns leider eine etwas
zu kleine Menge zur Verfligung stand, gab folgenden Wert:

O.0iMil jj Substanz gaben 0.0558 g Ag
- Tar t.ILN~D.Ay| hcr. : Fur CLfI;jN(.O&Ag3 hcr. : Gefunden
Ag — &S.33"\, Ag == 58,54 > Ag ™ 58.01)".,"

Marlamsaure kristallisiert in dinnen, mikroskopischen
Nadeln. Sie laRt sich ihrer Formel nach von keinem der bisher
bekannt gegebenen Spaltungsprodukte derNudeinsduren ableiten.
Sie gab weder die Murexid- noch die Weidclsche Reaktion. Die
letztere auch nicht in der von Emil Fischer angegebenen Form
Sie ist in kaltem W asser ziemlich schwer, in heiBem Wasser
leicht I6slich. f)ie gleichen Ldsungsverhaltnisse zeigt sie gegen
Alkohol, in Ather ist sie schwer loslich. Sie kommt also in
ihrem Verhalten gegen die genannten L&sungsmittel der Oxal-
sdure nahe. Es ist dies auch der Grund, warum wir schlieR-
li(di die Oxalsdure durch Kalk entfernen muRten, um unsere
Saure rein zu erhalten. Im Schmelzréhrchen erhitzt sublimiert
sie ohne Rickstand und ohne Zersetzung. Auch im zu-
geschmolzeneu Schmelzréhrchen gelingt es nicht, sie zum
Schmelzen zu bringen, sie sublimiert hier aus dem unteren in
den oberen Teil des Rohrchens. Die Sublimation beginnt be-
reits bei 1500 G., wie wir bei unseren Versuchen, sie zur Ge-
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Wichtskonstanz zu trocknen, beobachten konnten: sie nahm bei
dieser Temperatur fortwahrend an Oewicht ab und das Wage-
glaschen zeigte in seinem oberen Teil deutlichen Beschlag Mit
Salpetersdure auf dem Wasserbade abgedampft, hinterlalt
unsere Saure einen weilden, Kristallinischen, in Wasser leicht
I6slichen Ruckstand, der, mit Calciumehlorid und Ammoniak

rersetzl. allméhlich einen geringen in Kssigsdure unldslichen
Niedeischlag gab, also wohl etwas Oxalsdure enthielt.

Verarbeitung der durch Ather erschopften Reaktion*-
rid.ssijxkoit. _

An (len Wandungen des Extraktionskolbe:ns hatten sich
neben weillen Krislallen von Oaleiumsulfat allméhlich auch stark
gelarbte, kleine, harte Kristalldrusen abgeschieden, die aus einer
organischen S&ure bestanden und ihrem Aussehen nach auf-
fallend an Harnsaure erinnerten. Sie wurden nach der Knt-
leerung des Kolbens gesammelt und mechanisch vom anhaftenden
Calciumsullat nach Mdoglichkeit befreit. | m sie vollig rein zu
erhalten, wurden sie mit Natriumkarbonat gekocht, das aus-
fallende Calciumkarbonat durch filtration entfernt. Die ein-
geengte Flissigkeit lieR das ziemlich schwerltsliche Nalronsalz
unserer Saure in Drusen von dinnen makroskopischen Nadeln
»««kristallisieren. Di<* freie S&uro lieR sich durch Zersetzung
des Natronsalzes mit Schwefelsaure tauffallenderweise versagte
Salzsdure, leicht gewinnen. Nach derUmkristallisation aus heillem
Wasser schied sich dieselbe in harten Oktaedern ab. die hdufig
zu kleinen Drusen verwachsen waren. Zur Analyse reichte die
Menge der rein dargestellten S&ure nicht aus, wir mufBten uns

deshalb auf einige qualitative' Reaktionen beschranken.
Die Saure sublimiert im trocknen RoOhrchen erhitzt zum
Teil scheinbar unzersetzl. Ein Teil verkohlt aber immer, ohne

vorher zu schmelzen. Sic gibt weder die Murexid- noch die
Weide Ische [I'rohe. Die letztere auch nicht in der von
K. Fischer angegebenen Form. Mit Salpetersdaure auf dem
Wasserbade abgedampft, hinterlalt sie eine weiRe Kristallmasse
Dieselbe besteht aus dinnen, rechtwinkligen, rhombischen
Téfelchen, die in Wasser schwer, in Ammoniak leicht



sind. Die ammoniakalische Losung dieser Tatlichen <fibt mit
Silbernitrat oim* weille amorphe* Verbindung, welche sich im
Uberschissigen Ammoniak und Salpetersaure leicht 16st. Das
Produkt, das durch Behandlung unserer S&ure mit Salpeter-
squre entstand, schien dem emikroskopischen Bilde nach voll-
kommen einheitlich zu sein. Oxalsdure wenigstens lie sich
darin nicht nachweisen. Die unveranderte Saure ist in heil}em
W asser schwer, in kaltem W asser kaum IGslich. In  Alkohol
und Ather erschien sie ebenfalls kaum I6slich. Versetzt man
eine LoOsung der freien S&ure mit Silbernitrat, Baryumehlorid
und Bleizucker, so entstehen kristallinische Niederschlage. Die
Ausbeute an dieser S&ure mochte 0,1 g betragen haben.
Nach KntTerming (ler eben geschilderten Saure wurde die
Keaktionsltiissigkeit vom Ather- befreit und mit PhosphorWo!-
tiamsaure unter Vermeidung eines starkeren Uberschusses
dieses Beagenses ausgetatlt. Die Fallung saugten wir ab,
wuschen sie mit Schwefelsdure. Darauf stellten wir aus den
W'olframaten nach bekannter Methode durch Zersetzung mit
Baryt etc. die freien Basen dar- Die waésserige LOsung der
Basen fallten wir mit heill geséattigter, wasseriger Pikrinsaure,
bis eine Probe mit kaltgesattigter, wésseriger Pikrinséureldsung
nicht mehr reagierte. Die reichliche Fallung saugten wir ab,
zersetzten sie mit Salzsaure, entfernten die Pikrinsdure durch
Ather. Die so erhaltenen Chloride der Basen dampften wir
zur Trockne ab. Durch Aufnehmen mit Alkohol und Wasser
lie sich der Rickstand in ein in dem genannten Ldsungsmittel
schwer und ein darin leichtlosliches Chlorid trennen. Das
erste Chlorid war Adeninchlorid, das zweite Guanidinchlorid.
Das Adeninehlorid flhrten wir durch Ammoniak in die freie
Base Uber, die analvsiort wurde, ,
; 0,0895 ji Substanz traben \\ com N: T. = 17.5y: Ba 7350 mm
Fir C6H,N6 her.. N — 51.9°V. .Gefunden: N == 52,1°0.

Die Ausbeute an Adenin hatte ca. Ig betragen.

Das (iuanidinchlorid fuhrten wir zur Analyse in das
Pikrat Uber.

0.1353 £ Subsianz gaben 31.0 ¢ccm N; T. — 18°; Ba — 730.8 mm.
Fiur GH5N, C611jN307 ber.: N — 29.2"0. Gefunden: 29,3
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Die Ausbeute au Guanjdinpikrat betrug 5.01) g. Dieselben
entsprechen 1,23 (iuanidin.

Auller den beiden genannten Hasen enthielt die Phosphor-
wolframléallung, wie die weitere Untersuchung ergab, keine
anderen Korper oder hochstens Spuren davon.

Das Kiltrat von der Phosphorwolframféallung beireiten
wir durch Baryt von Schwefelsdure und PhosphorwdllVVamséure,
durch Kohlensdure vom Uberschissigen Haryt und dampften
es auf dem Wasserbade zur Trockene ab. Den Rickstand
nahmen wir mit Alkohol auf. Ks zeigte sich dabei, dalR der
gesamte Rickstand, soweit er aus organischen Substanzen be-
stand. in Alkohol 16slich war. Die alkoholische Lésung gab nun.
mit alkoholischer Pikrinsdure versetzt, eine reichliche Fallung.
Dieselbe bestand, wie dit* Analyse zeigte, aus Guanidinpikrat.
Das Pikrat gab namlich vor der Umkrislallisation folgende Werte:

O.l6on g Substanz gaben 37.il ccm N; T. == 17.6»; BA - 730.0 mm
Fir CHSNS+ CdH3N30j ber.: N — 20.2'>  <ielumlen: x = 28.*: »..

Nach einmaliger Umkristallisati n wurde «gefunden :

0.1 KM g Substanz gaben 30 ccm N: T. = 10°: Ha — 734,8 mm
Gefunden: N - 20.2°

Die Ausbeute an (iuanidinpikrat, idie wir ;m dieser Stelle
gewannen, betrug 3,2(1 g. entsprechend 0.07 g Guanidin. Durch
Phosphorwolf ramséurc hatten sich demnach nur zirka zwei Drittel
des gebildeten Guanidins niedersehlagen lassen. Die gleiche
Krlahrung, dal} die Phosphorwolframsaurc das Guanidin unter
Umstanden nur sehr unvollkommen auslallt, machten wir bei
der Oxydation des Leims. -y Wir zogen dort schlieBlich vor, das
Guanidin sofort durch Pikrinsdure abzuscheiden und hinterher
die anderen Rasen mit Phosphorwolframsaure zu (allen.

Das Filtrat vom Guanidinpikrat sauerten wir mit Schwetel-
sdaure an, naebdem wir den Alkohol daraus verjagt hatten,
athorten es aus, entfernten die Schwefelsdure durch Baryt, den
Uberschissigen Baryt durch Kohlensdure. Nachdem wir von
neuem die Flussigkeit zur Trockne verdunstet und den Ruck-
stand mit Alkohol aufgenommen hatten, verblieb nach Verjagen
des Alkohols eine Kristallmasse, die starke Biuretreaktion gab.

\) Her. d. Deutsch, ehern. Ges.. Bd. XXXVIII, S. M.
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Durch qualitative Reaktionen lieR sich weiter Harnstoff darin
nachweisen. Doch ist es uns bisher nicht gelungen, eine gute
Methode zur Aufteilung dieses Rickstandes auszuarbeiten. ES
haben sieh demnach zurzeit von den kristallinischen Oxydations-
produkten der Thymusnucleinsdure folgende nachweisen lassen

1. Oxalsaure,

2- Marlamsaure.

3. Essigsaure,

4 Saure unbekannter Formel,

Adenin,
6. Guanidin,

7. Harnstoff.
8. Eine biuretgebende Substanz.

Von diesen Substanzen lalRt sich das Guanidin auf das
it Molekll der Thymusnucleinsure in weitgehender Weise
vorgebildete Guanin zuriickfihren und das Oxydationsverfahren
ist sehr wohl geeignet, in den Nucleinsduren das Guanin (Juan_
titativ zu bestimmen, oder die durch Hydrolyse erhaltene Aus-
beule an Guanin zu kontrollieren. Das zeigt folgende Kkleine
Rechnung. Von Kessel und Neumannl) wurden bei ihren
Versuchen tber die Thymiuséure b°/o Guanin aus reiner Thymus-
nucleinsure erhalten. Wie sich aus dem P-Gehalt unserei*
Tltymnsnui jeinsdure berechnen [aRt, entsprechen die 100 g
derselben, 84,7 g reiner, trockener Thymusnucleinsdure. Die-
selben haben 1,9 g Guanidin geliefert, Rechnen wir das
Guanidin in Guanin um, so erhalten wir 4,87 g Guanin. Dem-
naeh wirden Mach unserem Versuch 100 g reiner, trockener
Thymusnucleinsaure 0,70"/,) Guanin geben, wéhrend Kossel
und Neumann, wie bereits gesagt, (>"/, Guanin erhielten
Wir beabsichtigen, unsere Untersuchungen fortzusetzen.

') Diese Zeitschritt. Bd. XXII. S. 78.



