Ober die Darmnucleinsaure.

Von

Katsuji Inouye,
unter Mitwirkung des Herrn Y. Kotake.

(Aus dem medizinisch-chnmischen Institut der Universitat zu Kyoto.)
(Der Redaktion zugegangen am 23. August lyod.'

In der folgenden Mitteilung berichten wir Uber einige
Untersuchungen, welche angestellt wurden, um die Zusammen-
setzung und die Spaltungsprodukte der von Arakil) entdeckten
Darmnucleinsaure zu ermitteln.

Die Darstellung der Darmnucleinsaure erfolgte nach der
Methode von A. Neumann,2) welche zur Gewinnung des als
a-Nucleinsaure bezeichneten Korpers aus Thymus angewandt
wurde. Die gereinigte Darmnucleinsaure gab weder Biuret-
noch Millonsche Reaktion und besal3 alle Eigenschaften, welche
Arakid) fir seine Nucleinsdure beschrieben hatte. Es ist nur
noch zu bemerken, dald die von uns dargestellte Darmnuclein-
saure rechtsdrehend wrar.

I. Analyse der Darmnacleinsaure.

Hinsichtlich der Ausfihrung der Analysen ist folgendes zu be-
merken: Fur die Analysen diente stets die im Vacuum Uber Schwefel-
saure getrocknete Substanz. Bei den Kohlenstoff- und Wasserstoff-
hestimmungen wurde die Substanz im Luft- und Sauerstoffstrom mit
Kupferoxyd bei vorgelegten Kupferspiralen verbrannt. Fir die Phosphor-
bestimmungen wurde die Substanz mit Soda und Salpeter verascht, die
[Verfihrung der Phosphorsdure in phosphorsaure Ammonilimmagnesia
geschah nach vorheriger Ausfallung mit Ammoniummolybdat. Die Stick-
stoffbestiminungen wurden volumetrisch ausgefiihrt. Der Berechnung der

*) Araki, Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII,. S. 98.

*) Neumann, Archiv f. Physiol, u. Anatom., physiol. Abt., 1899,
Suppl. 552.

3) Araki, a. a. 0.
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Analysenwerte sind die von Thierfelderl) angegebenen Atomgewichte
zugrunde gelegt.

0.2159 g Substanz gaben 0,2907 g C0? = 37,47° C

und0,0927 »H.JJ = 4,78% H
0.11*92 g Substanz gaben 0,2313 »C02 = 37,28°/0 C
und 0,0730 »H,0 = 4,83% H
0,2318 g Substanz gaben 0,3172 »CO, = 37,32% C

und 0,0985 » 11,0 4,70% H
0.3313 g Substanz gaben 0,4508 » C02? — 37,60°/# C

und 0,1400 » 1120 4,94% 11
0.199H g Substanz gaben 0,2780 -C02 = 38,04°0C

und 0,0851 »H,0 = 4,78% Il
0.1012 g Substanz gaben 21 ecrn feuchten Stickstoff bei 22.2' C.

und 759 mm B., entsprechend 15.4°0 X.
0.1080 g Substanz gaben 23,5 ccm feuchten Stickstoff hei 24,10 C.

und 700 mm B., entsprechend 15.02" , N.
0.147« g Substanz gaben 21 ccm feuchten StickstofT bei 28« <.

und 750,2 mm B., entsprechend 15.50% N.

0,1789 g Substanz lieferten0,0597 g \g,P207 9 299, P

0.1888 » * > 0.0038 » 9,41% «
0.2509 * 0,0801 * 0
0.1022 » 0,0548 »

0.2303 » » » 0,0789 »

Ks wurden gefunden:

1 . 3 4 5 Mittel

Yo % % °lo o %
C 37.47 37,28 37.32 37,00 38,04 37.54
H 4.78 4,83 4,70 OM 4,78 4.82
N 15,40 15,02 15.50 _ | 15.53
P 9.29 9,41 9,33 »,4U 9.29 9.37

Die Mittelwerte der Analysen stimmen ziemlich gut mit
der Zusammensetzung der Nucleinsdure aus der Lachsmilch,
(+40U5«Nidb>A«i2) Uberein.

) Thierfelder, Handbuch d. physiol."«, pathol.-chem. Analyse.
Berlin 1903, S. 589.
8 Archiv fur experiment. Pathol, u. Pharmakol., Bd. XLIII, S. 57.
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Flr C40H86NmP40,6 Befundene Analysenwerte
berechnet der Darmnucleinsdure :

0 87.70% 87.54%

1l 4.44% 4.82%

N 15,45% 15.58%

P 0.74% 0.87%

Il. Spaltung der Darmnucleinsaure.

100 g nucleinsaures Natron wurden mit | 120-volum-
prozentiger Schwefelsdure 12 Stunden lang am KuickfluBkuhler
auf dem Sandbade gekocht. Oie dunkelbraune Flissigkeit wurde

von der ausgeschiedenen Huminsubstanz abfiltriert und mit
Ather erschopft. Die Atherausziige wurden abdestilliert, der

Rickstand in Wasser aufgenommen und nach der Neutrali-
sation mit neutralem Silbernitrat ausgeféllt. Dal dieses Silber-
salz aus dem lavulinsauren Silber bestand, ergab sich sowonhl
aus der Kristallform als aus der folgenden Analyse:

0,1651 g Substanz gaben 0,1660 g CO,, 27.02° u (.

0.0482 g 11,0 - 827°¢ H und 0,0708 g Ag = 48,25"., Ag
Berechnet fir C6H70O3Ag: C 20,00%; H 8,17"/«; Ag 48.40%
Befunden : (" 27.07% ;+ Il 8.27% ; Ag 48,25%

Oie mit Ather erschopfte Zersetzungslliissigkeit wurde mit

Baryumcarbonat neutralisiert, filtriert, das Filtrat auf 5°-/o

Schwefelsdure gebracht und mit Phosphorwollramsaure gefallt.

A. Phosphorwolframsaureniederschlag.

Oer Niederschlag wurde mit Barythydrat zerlegt und der
Pberschul von Baryt durch Kohlensdure entfernt. Ks resul-
tierte eine FlUssigkeit, die Purinbasen und Cytosin enthielt.
Diese Flussigkeit wurde nun mit Salpetersaure schwach ange-
sauert und mit einer 10'Voigen Silbernitratlosung gefallt. Oie
weitere Behandlung der Silberfallung haben wir nach den An-
gaben von Steudel *) durchgefuhrt. Wir erhielten so 1,1020 g
Cuanin, 5,2100 g Adeninpikrat = 1,9823 g Adenin, 0,1560 g
Xanthin und 0,3726 g Hypoxanthin.

Die einzelnen Purinbasfen sind sowohl »lurch die Reaktionen
als durch die Analysen identifiziert worden.

') Steudel, Diese Zeitschrift. Bd. XLI1, S. 165.
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1. Guanin. Fur die Analyse wurde es in verdinnter
Schwefelsdure geldst und bis zur beginnenden Kiristallisation
eingeengt, beim Krkalten schied sich Guaninsulfat in den
charakteristischen Kiristallen aus.

g Substanz gaben 40.2 ccm feuchten Stickstoff bei 20° C
und 750,4 mm B., entsprechend 35,05% N.

Bert < tinet fur |G51I6Ni10).{H>S04 : Gefunden
N 35.05' 35.050 »

2. Adeninpikrat. Zur Analyse wurden die nadelflirmigen
Kristalle, deren Schmelzpunkt bei 2800 C. lag, verwendet."

0.1273 g Substanz gaben 35 ccm feuchten Stickstoff bei 24° C.
und 756 mm B., entsprechend 30,66°,» X.

0,1717 g Substanz gaben 0,2278 g GO, = 36,18% C
und 0.0347 g H,0 = 2,27% H.

Berechnet fir GOH5NO + CoH3N3O7: G 36,26%:; H 2,30%; N 3082° ,
Gefunden: G *U8°/o; H 2,27»'»; N 30.66°»

* Xanthin. Die Substanz gab sehr schone Xanthin-
probe und prachtvolle Weidelsche Reaktion.
0,1558 g Substanz gaben 51,25 ccm feuchten Stickstoff bei 25,5° C.
und 756,5 mm B,, entsprechend 36,42% X.

Berechnet fir G,H4X40,: Gefunden:
X 36.90° ¢ 36.42° »

K Hypoxanthin. Zur Analyse diente Hypoxanthinnitrat,
das in Wetzsteinformen kristallisierte.

0,1516 g Substanz gaben 48 ccm feuchten Stickstoff bei 26° G.
und 756,1 mm B., entsprechend 34,95% X.

Berechnet fur CsH4N4O + HNOs : Gefunden .
N 35,23% 34,95 %

Aus dem biltrat von den Silberverbindungen der Purin-
basen wurde eine Silberverbindung mit Silbernitrat und Barvt-
wasser ausgeschieden. Diese Silberverbindung wurde in Wasser
zerteilt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt und die hieraus resul-
tierende LOsung durch vorsichtigen Zusatz von Schwefelsdure
vom beigemengten Baryt befreit. Filtrat und Waschwasser
wurden auf dem Wasserbade eingeengt. Beim Erkalten kristalli-
sierten schone Blattchen aus. Die Ausbeute an diesen Kristallen

betrug 2,M26 g. Die Analy’sen ergaben:
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0.2135 g Substanz gaben 0.3383 g CO, 43.21% O
und 0.0889 g H,() = 4,67% 1L
0.1470 g Substanz gaben 50,2 ccm feuchten Stickstoff bei 25° C.
und 758,2 mm B., entsprechend 37.83% N.
Berechnet fur C4H6N30: C 43,18°/®; 1l 1,51%; N 37,89°/.)
Gefunden: C 13.21°0; 11 4,07%; N 37,83° «
Die Kristallform und die analytischen Daten filihren zu

dorn SchluB, daf} die in Rede stehende Substanz das Cytosin ist.

B. Filtrat der Phosphorwolfrarasaurefallung.

Dasselbe wurde durch Baryt von der Phosphorwolfram-
saure und Schwefelsaure befreit und der Uberschissige Baryt
durch Kohlensaure entfernt. Das eingeengte Filtrat erstarrte
beim Stehenlassen zu einer Kristallmasse. Diese Kristallmasse
wurde wieder in heiRem Wasser gelost und der Kristallisation
Uberlassen; es schied sich zunéchst ein Korper in Form von
kleinen Kristallblattchen aus, welcher sich bei der Analyse als
Thvmin erwies.

0,25(55 g Substanz gaben 0,44(53 g CO, = 47.45% C
und 0,1098 g H,0 = 4.80% |II.

0.1528 g Substanz gaben 30,1 ccm feuchten Stickstoff bei .21,5° C.
und 755,383 mm B., entsprechend 22.23% N.

Berechnet fir C6H6N,O,: G 47,57®/«;- 1l 4,80% N 22,26°;«

Gefunden: C 47,45%; H 4,80°/« N 22,23°/«

Die von den Thyminkristallen abfiltrierte Lésung wurde
wieder auf dem Woasserbade -eingeengt, so dall nur wenig
Flussigkeit vorhanden war. Beim Erkalten und Stehen dieses
Filtrats fielen nadelférmige Kristalle in reichlicher Menge aus,
die sich durch den niedrigen Stickstoffgehalt 114,5°/0) und die
Niehtsublimierbarkeit vom Thymin und Uracil unterschieden.
Die weitere Untersuchung dieser Substanz mdchten wir uns
Vorbehalten.

I Wenn wir die Ergebnisse des erwahnten Spal-
tungsversuches noch einmal kurz zusammenfassen,
so ist es gelungen, folgende sieben Produkte in der
Zersetzungsflissigkeit mit Sicherheit nachzuweisen:
Lavulinsaure, Guanin, Adenin, Xanthin, Hypoxanthin,
Thymin, Cytosin.



