Darstellung und Analyse einiger Nucleinsduren.

XI. Mitteilung.
Uber die Nucleinsdure der Kuhmilchdruise.

Von
John A. Mandel und P. A. Levene.

Ans- «km «homischcn Lalmratorium der University und Bellevue Hospital Medical College
und aus dem Rockefeller Institute for Medical. Research. Now-York.)

«ller Redaktion zuee™antren am in. August too;».)

( ber die Tiatur der in der Milchdriise enthaltenen Nuclein-

kirfier liegen nur wenige Arbeiten vor. Die Untersuchung von
Odenius! richtete sieb aut die Analyse des Nucleoproteids
und tdlirte zu der Annahme, dal der fragliche Koérper in seinem
Molekil eine Pentose, und nur eine Purinbase — das Guanin
enthélt. Die Arbeit von Basch?2) schien den Beweis daftr geliefert
zu haben, daB die Nucleinsdure, die aus der Driise dargestellt
werden kamt, die Zusammensetzung einer Paranueleinsaure
besitzt. Nach der Ansicht dieses Forschers soll sich das Gasein
der Milch in der Weise bilden, daB dit? freit* Paranueleinsgure
der Milchdruseuzellen sich mit dem Serumeiweil} zu einer kom-
plizierten Substanz vereinigt.

Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit der
Zusammensetzung dieser Nucleinsaure, und zwar hat sich da-
bei ergehen, dal} ihre Bestandteile sich von denen der echten
Nucleinséauren nicht unterscheiden.

Die Substanz wurde nach dem Verfahren dargestellt,
welches der Eine3) von uns kirzlich angegeben hat. Die Drisen
wurden durch Waschen mit kaltem Wasser mdglichst vollstandig
\on Milch befreit, zerhackt und mit salzhaltigem Wasser ge-
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kocht. Darauf wurde die Sdaure durch Behandlung mit Alkali
extrahiert, durch Essigsdaure und Pikrinsdure von EiweiRsub-
stanzen Dbefreit und dann mit Alkohol geféllt.

Nach dem angegebenen Verfahren gelangte man zu biuret-
freien Substanzen.

Zur Analyse wurde das Kupfersalz der S&ure benutzt.
Nachdem es im Toluolbad zwei Stunden getrocknet war. zeigte
es die folgende Zusammensetzung:

Praparat |.

0.21»0 g Substanz gaben 0.2180 g COS und 0,0788 g H40; C = 81,10",
H — 1.07 °lo.

0.IUOO g Substanz gaben 0.1700 g CO, uud 0,0575 g H/). C -= 81.28 !
Il 1.08%.

Das aus 05175t g Substanz nach Kjeldah! erhaltene NH, neu-
tralisiert«* 18,6 ccm H,S()4 1 ccm -= 0,00162 g N). d. i. N — 1187 ",
0,1182 g Substanz gaben 0.0132 g Mg4P40;; P -= 8.19¢ |
t).1805> - - enthielten 0.0500 g Asche - 26.88°««.

Praparat 11

Das aus 0,1201g erhaltene Ammoniak neutralisierte 11.1 ccm H.,80
(f ccm - 0.00162 g N), d. i. N — 11,93%.-

0.18972 g Substanz gaben 0.0566 g Mg.P207: P — 8.12°«
0.0)88 » f enthielten 0.0102 g Asche -- 26,13° 0.

Die? folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der Sub-
stanz verglichen mit der in gleicher Weise aus Milz dargestelltcn
Nucleinséure.

Aus Milz. C 8151 11 1.<)7. N 15.30. P <815. Cu 7.5 %.

»  Milchdriise: » 81.81. » 1.07, * 1165, * 818. - 7.00°

Die zwei Praparate unterscheiden sich also nur in dem
Gehalt an KohlenstoR und Wasserstoll. Man darf aber nicht
auler acht lassen, daR das Salz mit Alkohol entwassert war.
und dafl man nicht leststellen kann, wie viel von diesem auch
nach dem Trocknen an dem Salz haften blieb.

Pu rin basen.

H> g lufttroekner Substanz mit einem Phosphorgehalt von
7,H50/« wurden im Autoklaven mit 200 ccm 2 °/oiger Schwefel-
sdure zwei Stunden erhitzt. Das Produkt der Hydrolyse wurde
filtriert, das Filtrat mit Barytwasser alkalisch gemacht, vom
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Niederschlage abfiltriert, der Uberschu von Baryum mit Schwefel-
sdure entfernt und die Flussigkeit nach Zusatz von Ammoniak
eingedampft. Der dabei gebildete Niederschlag wurde abfiltriert,
m wenig Alkali aufgelost und mit Essigsaure neutralisiert. Es
bildete sich dabei ein Niederschlag, der als (Juanin zu betrachten
war. Es betrug 0.300 g. Fir die Analyse wurde er in das
Sulfat Ubergefihrt.

Das aus 0,1107 g der lufttrockenen Substanz nach Kjeldahl er-
haltene NHj neutralisierte 36.4 ccm Schwefelsaure il ccm — 0.00121g N).
Berechnet fir C-,H-N,0)8 HaS04 -f- 2HSO: Otunden:

N — 32.11«« 32.07'%

Aus dom Filtrate wurde das Adeninpikrat in Ublicher
Weise dargestellt. Die Ausbeute betrug 1.3 g. Zur Hoiniguug
wurde die Substanz in kochendem Wasser bei Zusatz von
moglichst wenig Alkali gel6st, die Losung mit Salzsdure genau
neutralisiert und das Adeninpikrat abfiltriert, ohne dit; Flissig-
keit erkalten zu lassen. Im Foluolbado getrocknet, zeigte die
Substanz den Schmelzpunkt 270° C.

Das Filtrat vom Adeninpikrat wurde von Pikrinsaure durch
Schwefelsaure und loluol und Ather beireit, und mit ammo-
niakalischer LoOsung von Silberchlorid behandelt. Es bildete
-ieli dabei ein ganz geringer Niederschlag, der sich nicht zur
weiteren Analyse eignete.

Pyrimidinbasen.

25 g des Kupfersalzes wurden im Autoklaven mit 75 ccm
-8 %iger H2SO04 drei Stunden auf 150—175° C. erhitzt, das
Keaktionsprodukt mit Ather extrahiert, sodann mit heilem
Wasser verdinnt: die Uberschiissige Schwefelsdure mit Baryt-
wasser entfernt und das Filtrat von Baryumsulfat auf ein kleines
\ olumen eingedampft. Es schied sich dabei ein Niederschlag
ab. der hauptséachlich aus Thymin bestand. Einmal aus 2°/oiger
Schwefelsdure umkristalliert, betrug die Ausbeute 1 g Thymin.

Das aus 0.1*>6 g der Substanz nach Kjeldahl erhaltene NH, neu-
tralisierte 21.1 ccm Schwefelsdure (1 ccm - - 0,00162 g N).

Berechnet fiir CsH6N8Oa: Gefunden:
N = 22.22% 21.01%
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Die Filtrate vom Thymin wurden mit Barytwa.sser von
Schwefelséure befreit und mit konzentrierter Pikrinséurelosung

versetzt. Der nach 21 Stunden gebildete Niederschlag wurde
als Cytosinpikrat in Rechnung gezogen. Kr betrug 2 g.

Das Pikrat wurde sodann in das basische Sulfat (ber-
gefuhrt. Die Kristalle hatten das typische Aussehen dieses Salzes.

Es wurde dann in Ghloroplatinat umgewandelt.

0.1210 g dieses Platinsaly.es gaben 0.0388 g Pt.
Berechnet fur sMIJI.NjOi « PtCIl4 » 2HC1 : Gefunden:

Pt 30,81 31.29° ¢
In der folgenden Tabelle sind Ausbeuten der Rasen fiir
100 g Nucleinsaure berechnet. Daneben sind die Mengen der

in gleicher Weise aus Milznucleinséure erhaltenen Basen an-
gefihrt.

Milznucleinséure Xucleinsaure aus
Milchdrise
Adeninpikrat 8.27 ¢ 15G ¢
Guanin 1.62 1.05
Thymin 571 5 »
Cytosinpikrat 21.13 » 10

Ivo hlehvdrate.

Die freie S&ure gibt mit Orcinsalzsdure eine violette Far-
bung und der amylalkoholische Auszug zeigte die fiir Pentosen
typischen Absorptionsstreifen. Bei Anwesenheit geringer Spuren
von Kupfer erhdlt man bei derselben Behandlung eine tief griine
Farbung. Die Absorptionsstreifen bleiben unveréndert. Bei der
Destillation mit Salzsdure konnte Furfurol im Destillate durch
essigsaures Anilin und Phloroglucin nachgewiesen werden.

Aus der nach Spaltung der Saure mit konzentrierter
Schwefelsaure resultierenden Fliissigkeit konnte mit Ather La-
vulinsiure extrahiert werden. Aus den flr die Pyrimidinbasen-
analyse «ingewandten 2> g der Substanz w'urde eine ganz er-
hebliche Menge des Silbersalzes der Lavulinsaure dargestellt.

bir die Analyse wurde die Substanz einmal aus heiflem

Wasser umkristallisiert.

0.1GP) g des Salzes gaben 0,0795 g Ag.
Berechnet flur C5H7TO3Ag: Gefunden:

A< {-8.13 18,47 0,i



