Darstellung und Analyse einiger Nucieinsauren.

Xl1l. Mitteilung.
Nucleinsaure der Spermatozoen des Maifisches (Alosa).

Von
P. A. Levene und J. A. Mandel.

(Aus dem Rockefeiler Institute for Medical Research, New-York,
und aus dem Chemischen Laboratorium der New-York University und Bellevue-Hospital
Medical College).

(Der Redaktion zugegangen am 3. September 1906.)

Die Untersuchungen uber die Nucieinsduren der Fisch-
spermatozoen sind sehr eingehende und sorgféltige gewesen,
doch liegen nur wenige Arbeiten vor, in welchen eine quan-
titative Bestimmung der Spaltungsprodukte durchgefiihrt war.
Angaben (ber den Puringehalt finden sich in der Mitteilung
von Schmiedebergl) Uber die Lachsmilchnucleinsdure, und
Kossel und Steudel?) erwédhnen, dal es ihnen gelungen ist,
aus 800 g Testikeln 5 g Uracil zu gewinnen. Nun ist aber der
prozentische Gehalt dieses Organs an Nucleinsaure nicht be-
kannt, aullerdem ist es durch die Arbeiten von Jones3)4und von
einem von uns (Levene)d) klargelegt worden, dald in Gberleben-
den tierischen Organen Cytosin in Uracil umgewandelt wird.

Es ist also ersichtlich, dal unsere Kenntnis Uber die
guantitative Zusammensetzung der Spermatozoennucleinsiure
mangelhaft ist.. In der vorliegenden Arbeit versuchten wir
quantitativ die Spaltungsprodukte der Nucleinsaure der Maifisch-
testikeln zu bestimmen.

0 Arch. f. exp. Pathol, u. Pharm., Bd. XLIII, S. 57, 1900.

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 245, 1903.

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 100, 1904.

4) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 393, 1904; Amer. Journ. of Physiol.,
Vol. XII, S. 276, 1904.
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Die Substanz wurde nach dem Verfahren von einem von
uns (Levene) dargestellt und als Kupfersalz analysiert.

Die Zusammensetzung war die folgende:

0,1971 g der Substanz, im Vakuumexsikkator getrocknet, gaben
bei Verbrennung 0,2339 g C0.2 und 0,0791 g H20.

C == 32,300, N = 4,46 =

0,3853 g der Substanz wurden fur eine Stickstoffbestimmung nach
Kjeldahl verbraucht. Es verlangte zum Neutralisieren 39,6 ccm Schwefel-
saure (1 ccm = 0,001382 g N), N — 14,20 °/o.

0,2016 g der Substanz gaben 0,0520 g Mg2P207, P = 7,22 °/o.

Die Substanz enthielt 27,53 °/0 Asche (Kupfer und Phosphorsaure

mitgerechnet).
Fur kupferfreie Substanz berechnet:

Milz Milchdrise Niere Maifischtestikeln
C 37,78 34,67 _— 36,27 °lo
H 4,86 4,39 - 5,00 °/o
N 16,51 15,60 15,13 15,96 °/o
P 8,99 8,48 8,66 8,11 °lo
Basen 7,35 7,00 4,56 11,00°/0

Die Substanz war biuretfrei und besald alle Eigenschaften

der Nucleinsauren.
Purinbasen.

Bei den mehrfachen Analysen der Nucleinsduren ver-
schiedener Herkunft hat einer von uns (Levene) den Eindruck
gewonnen, als ob die Resultate, die man bei Anwendung von
Kupfersalzen erhélt, keine zuverldssige Auskunft tber den Ge-
halt der Substanz an Guanin gaben. In einigen Versuchen, in
welchen maRige Quantitdten des Salzes zur Analyse kamen,
war die Ausbeute minimal. Um Klarheit Uber diese Erschel-
nung zu gewinnen, wurden zur Analyse der Purinbasen in der
vorliegenden Nucleinsaure zwei Praparate in Anwendung ge-
nommen, ein Kupfersalz und die freie Sdure. — Die Spaltung
der beiden Praparate wurde in ganz ahnlicher Weise ausge-
fihrt. Um den EinfluR der Anwesenheit des Kupfers auf die
Ausbeute an Guanin bei der hydrolytischen Spaltung der Nu-
cleinsaure genauer zu studieren, wurde in einem Versuche
reines Guanin mit Schwefelsdure und Kupfersulfat in Anwesen-
heit von Zucker iIn derselben Weise erhitzt, wie die zur Ge-
winnung der Purinbasen angewandte Nucleinsdure.
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Wie zu erwarten, war die Ausbeute an Guanin viel be-
deutender bei Anwendung von freier Saure, und iIm dritten
Experimente konnte nur eine ganz geringe Quantitdt von dem
angewandten Guanin zurtckgewonnen werden. Die Einzelheiten
der Versuche folgen.

Experiment I. 95,0 g des Kupfersalzes wurden mit
500 ccm 10°/oiger Schwefelsaure am Ruckflukihler im kochen-
den Wasserbade 8 Stunden erhitzt. Am Ende dieser Zeit be-
stand das Reaktionsprodukt aus einem braunen Niederschlage
und einer braunen Losung. Diese wurden durch Filtration
getrennt, das Filtrat diente zur weiteren Analyse. Es wurde
mit einer 10°/oigen Phosphorwolframsiure so lange behandelt,
als sich noch ein Niederschlag bildete. Dieser wurde In
Ublicher Weise mit Barythydrat zersetzt und die alkalische
Losung mit Schwefelsdaure so lange behandelt, bis die Losung
auf Lackmus sauer, auf Congo aber neutral reagierte. Das
Filtrat von Baryumsulfat wurde bis zum ganz kleinen Volumen
eingedampft und der Krystallisation Uberlassen. Nach langerem
Stehen beil etwa -f- 2° C. bildete sich ein reichlicher krystalli-
nischer Niederschlag. Dieser wurde in einem groBen Uberschisse
von Wasser erhitzt. Ein kleiner Teil blieb unl6slich, und der
grélere schied sich nach Eindampfen der Ldsung wieder in
Krystallform aus. Die Mutterlauge von dem letzten Nieder-
schlage wurde mit einem Uberschiisse von Ammoniak ein-
gedampft, und der entstandene Niederschlag wieder In das
Sulfat umgewandelt.

Das umkrystallisierte Sulfat wurde lufttrocken der Ana-
lyse unterworfen und erwies sich als Adeninsulfat. Der unlGs-
liche Teil bestand aus Guanin.

Die Ausbeute an Adenin betrug 2,0 g, an Guanin 0,95 g.

Die Analyse des Adeninsulfats ergab die folgenden Zahlen:

0,1581 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,1748 g CO* und
0,0605 g H20.

Fiir (C5H5N5)2S04 + 2 H20

Berechnet : Gefunden :
C = 29,70°0 30,15°/o
H = 3,96°0 4.25°/o
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Die Analyse des Guanins ergab die folgenden Zahlen:

0,1489 g der Substanz gaben 0,2132 g CO0? und 0,0500 g H20.
Fur C5HoN50

Berechnet Gefunden .
C = 39,73°lo 39,05 °/o
H = 331 3,72°lo
Die Mutterlauge wurde dann mit einer ammoniakalischen
Losung von Silberchlorid behandelt. — Der Niederschlag der

Silberpurine wurde mit Salzsdure zersetzt und das Filtrat von
Silberchlorid nach Zugabe eines Uberschusses von Ammoniak
auf dem Wasserbade eingedampft. — Es bildete sich ein
amorpher Niederschlag, welcher durch Filtration entfernt wurde.
Die zurtckbleibende Losung wurde erwarmt und mit einer
wasserigen Pikrinsaurelosung behandelt, so lange sich ein Nieder-
schlag bildete. — Die Mutterlauge wurde von Pikrinsaure in
tblicher Weise befreit und wieder mit einer ammoniakalischen
L6osung von Silberchlorid behandelt; es bildete sich dabei ein
nur ganz unbedeutender Niederschlag, der nicht weiter unter-
sucht wurde. Der braune Niederschlag, der vermutlich aus
Guanin bestand, wurde in Salzsaure aufgeldst, mit Tierkohle
gekocht, und wieder mit Uberschissigem Ammoniak bis zu
kleinem Volumen eingedampft; — beim Erkalten bildete sich
ein Niederschlag, der zur Analyse verbraucht wurde.

0,1280 g im Xylolbad getrocknete Substanz gaben beim Verbrennen
45,8 ccm Stickstoff (tGber 50°/0 KOH) bei T. = 24° G. und P. = 760 m.
N = 28,44°/0.

Die Substanz war also kein Guanin.

Das unlosliche Pikrat, welches als Adenin erhalten wurde,
lieferte beim Umkrystallisieren nur eine ganz unbedeutende
Menge einer Substanz, welche die Beschaffenheit des Adenin-
pikrates besall.

Das Filtrat vom Phosphorwolframséaureniederschlage wurde
in Ublicher Weise mit Barythydrat zersetzt, vom Uberschusse
des Baryts mittels Schwefelsaure befreit und zu kleinem Volumen
eingedampft. Es schied sich dabei ein Niederschlag aus, der aus
Schwefelsaure umkrystallisiert alle Eigenschaften des Thymins
besal3. — Die Mutterlauge von Thymin wurde wieder mit Phosphor-
wolframsaure behandelt, es bildete sich aber kein Niederschlag.
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Die Analyse des Thymins ergab die folgenden Zahlen:
0,1623 g der Substanz gaben 0,2837 g CO02 und 0,0711 H20.
Fir C5H6N20

Berechnet : Gefunden:
C = 47,62°lo 47,67 °lo
H = 4,760 4,87 olo

Experiment Il. 50 g der kupferfreien Substanz (enthalt
40 g der freien S&ure) wurden auf demselben Wege wie In
vorigem Experimente hydrolysiert.

Die Ausbeute an Guanin betrug 2,0 g, die an Adenin 1,4 g.
Aus dem Filtrate vom Phosphorwolframsaureniederschlage lie
sich nur eine ganz unbedeutende Menge von Thymin gewinnen.

Es schien also aus diesen zwei Versuchen, dal} beim
Erhitzen mit verdlnnten Sauren in Anwesenheit von Kupfer
das sich bildende Guanin weitere Veranderung erleidet, viel-
leicht unter Bildung von sekundaren komplizierten Substanzen
durch synthetische Vereinigung mit anderen Bestandteilen der
Nucleinsdure. Um den Vorgang genauer zu erforschen, wurde
folgender Versuch angestellt.

Experiment Ill. 2,0 g Guanin und 20 g Gulose wurden
mit 150 ccm 10°/oiger Schwefelsaure, in welcher 4,0 g Kupfer-
sulfat aufgelost waren, Im Wasserbade mit BulckflulZkihler
erhitzt. Es bildete sich sofort ein kleiner heller flockiger
Niederschlag. Am Ende des Tages wurde die Operation unter-
brochen. Wahrend der Nacht schied sich der groBte Teil des
Guanins in Form des Sulfates aus. Die blaue Flussigkeit
nahm allméhlich eine braune Farbung an, anstelle des amorphen
flockigen Niederschlags schied sich eine braungefarbte krystal-
linisehe Masse aus, die aus langen prismatischen Nadeln bestand.
Die Krystalle losten sich nicht in heillem Wasser, in maRig
verdinnten Sauren, wohl aber in Alkalien und in konzentrierten
Sauren. Die Krystalle enthielten Schwefelsaure und Kupfer,
doch nach Zugabe von Ammoniak zu einer Suspension der
Substanz in Wasser farbte sich dasselbe blau nur nach
langerem Stehen.

Die Substanz hatte die folgende Zusammensetzung :

0,1952 g der Substanz gaben bei Verbrennung 0,1732 g CO0? und
0,0486 g H20; C = 19,01; H = 2,76.
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0,4423 g der Substanz wurden fir eine Kjeldahlsche Stickstoff-
bestimmung gebraucht. Es verlangte zum Neutralisieren 78.7 ccm Schwefel-
saure (1 ccm = 0,00133), N = 26,1 °/o.

0,4515 g der Substanz, beim Schmelzen mit Natronhydrat (aus
Natrium dargestellt), mit Salpeter tber einer Gasolinflamme, gaben 0,2018 g

BaS04; H2S04 = 18,79 °/o.
0,1364 g der Substanz gaben beim Schmelzen 0,040 g CuO; Cu =

23,35 °lo.
Ein Teil der Substanz wurde In malig konzentrierter

Salzsdure aufgel6st. Ein kleiner brauner Niederschlag blieb
ungelost. Aus der Losung wurde auf Ubliche Weise mittels
ammoniakalischen Silberchlorids Guanin gewonnen. Diese Sub-
stanz ist also auch kein Guaninkupferoxydul. Die genauere
Natur der Substanz wird eingehend untersucht werden.

Die Mutterlauge von den Krystallen wurde auf ein Vo-
lumen von 225 ccm gebracht, und 12,5 ccm von diesen wurden
fir eine Bestimmung des freien Ammoniaks angewandt. 0,012 g
Stickstoff oder 1,39°0 des gesamten Stickstoffs waren in
dieser Form vorhanden. Die Hauptmenge des Filtrates wurde
mit einer 10°/oigen LOsung von Phosphorwolframsédure be-
handelt. Der Niederschlag wurde auf Ubliche Weise auf Purin
und Pyrimidinbasen untersucht. Es gelang, 0,150 g Guanin, aber
keine merkliche Quantitat von Pyrimidinbasen zu gewinnen.
Ebensowenig war es mdoglich, Pyrimidinbasen aus dem Phos-
phorwolframsaurefiltrat zu gewinnen.

Es geht aus diesem Versuche hervor, dald bel der Spaltung
des Kupfersalzes mittels verdinnter Schwefelsdure nur ein
Teil des in der Nucleinsaure vorhandenen Guanins wieder
aufgefunden wird, und dald das dbliche Verfahren zur Dar-
stellung der Purinbasen keine Auskunft tber den wirklichen
Gehalt an Guanin geben kann, wenn das Kupfersalz zur Analyse
angewendet wird.

Pyrimidinbasen.

Obwohl die vorherige Erfahrung uns keinen Anlall zur
Vermutung gab, dalR die Anwesenheit des Kupfers einen Einflul}
auf die Bildung von Pyrimidinbasen besitzt, war es doch
winschenswert, die Besultate der Analyse des Kupfersalzes
mit denen der freien Saure zu vergleichen.
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Experiment |. 61 g der freien Sdure und 500 ccm
25°/oiger Schwefelsdure wurden 5 Stunden im Autoklaven
auf 160° C. erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde einige Tage
stehen gelassen. Die Melaninbildung war sehr sparlich. Das
Melanin und das Thymin wurden abfiltriert und das Filtrat
nach dem Verfahren von einem von uns auf die Pyrimidin-
basen weiter verarbeitet. Die Ausbeute an Thymin betrug 5,5 g ;
In der Cytosinfraktion wurden 10 g eines unloslichen Pikrates
erhalten. Beim Versuche, das Pikrat in Sulfat Uberzuflihren,
erhielt man eine Substanz, die das typische Aussehen des
Cytosinsulfates nicht besal. Die Ausbeute an dieser Substanz
betrug 2,9 g. Beil der Analyse erwies sich, dal} Adeninsulfat
vorlag.

0,1631 g der Substanz gaben bei der Analyse 0,1812 g CO? und
0,0679 g H,0.
Fir (C5H5N5)2H2S04 » 2 H20

Berechnet: Gefunden:
C = 29,70°0 30,29 °lo
== 3,96 °/o 4,16 °lo

Die Mutterlauge von Adeninsulfat wurde mit ammonia-
kalischer Ldsung von Silberchlorid behandelt. Es bildete sich
ein ganz sparlicher Niederschlag von Adeninsilber. Das Filtrat
von diesem wurde mit Salpetersaure angesauert, von Silber-
chlorid abfiltriert und das Filtrat nach Kossel-Jones auf
Pyrimidinbasen untersucht. Es gelang dabei, Cytosinsulfat
darzustellen, welches in das Chloroplatinat tbergefthrt und
als solches analysiert wurde.

0,1658 g der Substanz gaben 0,0506 g Pt.
Flr 2 (C4H5N30)PtCl4 + 2 HCI
Berechnet: Gefunden :
Pt =,30,84° 30,52 °lo
Experiment Il. 85,0 g des Kupfersalzes wurden auf ahn-
liche Weise wie im vorigen Experimente behandelt. Es bildete
sich dabei 5,0 g Thymin, 2,5 g Adeninsulfat und eine unbe-
deutende Menge von Cytosin.
Die Melaninbildung war in diesem Experimente viel be-
deutender.

Die Filtrate der unl6slichen Pikrate wurden vereinigt, von
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Pikrinsdure befreit, mit Barythydrat neutralisiert und auf ein
ganz kleines Volumen eingedampft. Die Ldsung wurde wieder
mit Schwefelsdure angesduert und mit einer 5°/oigen Phos-
phorwolframsdure behandelt. Ein Versuch erwies, dalR der
Niederschlag aus Purin und Pyrimidinbasen bestand. Die Tren-
nung derselben wurde auf Ubliche Weise ausgefiihrt. Die Aus-
beute an Purinbasen war sehr spéarlich; in der Pyrimidinfraktion
konnte Cytosinsulfat nachgewiesen werden.

Das Phosphorwolframsaurefiltrat wurde nach Kossel-
Jones auf Pyrimidinbasen untersucht. In dieser Fraktion
wurde bel der Analyse von Nucleinsauren anderer Herkunft
Uracil aufgefunden; in dem vorliegenden Versuche konnte aber
nur etwa 1 g Thymin, aber gar kein Uracil erhalten werden.

Kohlehydrate.

In threm Gehalt an Kohlehydraten unterschied sich diese
Substanz von anderen Nucleinsduren nicht. Die freie Saure
gab eine positive Orcinreaktion, und bei der Hydrolyse mit
30°/oiger Schwefelsaure bildete sich eine sehr betrachtliche
Menge von Lavulinsdure. Diese wurde in Form ihres Silber-

salzes isoliert und identifiziert.
0,2190 g der Substanz gaben 0,1056 g Ag.
Fir GSH703Ag
Berechnet: Gefunden:
Ag = 48,43° 48.22 °lo
Die Resultate der vorliegenden Analyse unterscheiden sich
von denen der anderen Nucleinsduren wesentlich. Am meisten
auffallend sind die Unterschiede im Gehalt an Pyrimidinbasen.
Die Ausbeute an Cytosin war sehr sparlich und Uracil konnte
Uberhaupt nicht nachgewiesen werden. Auch ist auffallend,
dal beim Erhitzen auf 160° C. mit 30°/oiger Schwefelsaure
noch eine sehr betrachtliche Menge von Adenin unangegriffen
bleibt, was bei den anderen Sauren nicht der Fall ist. Nun
Ist es denkbar, dall das Intaktbleiben des Adenins durch Ver-
suchsbedingungen verursacht war und nicht durch die ab-
weichende Zusammensetzung dieser Saure. Doch waére es eigen-
timlich, dall sie gerade bei diesen zwei Versuchen zum Vor-
schein kamen, und dal3 sie niemals vorher bei der Analyse
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anderer Nucleinsduren animalischer Herkunft beobachtet worden.
Sollte aber die kleinere Ausbeute an Cytosin wirklich mit dem
Vorkommen von Adenin in Zusammenhang stehen, dann wurde
man zur Annahme gezwungen sein, dafl das Cytosin nicht
praformiert im Moleklil vorhanden ist, sondern dal} es ein
sekundéres Zersetzungsprodukt ist. Weitere Untersuchungen
sollen eine Aufklarung dieser Frage geben.

Es ist auch bemerkenswert, dall beim Erhitzen der Saure
Im Wasserbade mit einer 10°/oigen Schwefelsaure die Bildung
von Thymin zum Vorschein kam. Auf Grund dieses Befundes
darf man jedem Zweifel wegen der Zugehdrigkeit des Thymins
zu den primaren Zersetzungsprodukten des Nucleinsauremolekdls
fallen lassen.

Die maximale Ausbeute an den einzelnen Spaltungspro-
dukten, auf 100 g der freien Saure berechnet, war die
folgende .

In Grammen In Prozenten des Gesamtstickstoffs
Adenin 4.6 14,4
Guanin 5,0 14,4
Thymin 10,0 13,9
Cytosin quantitativ nicht berechnet.

Doch darf man auch diese Zahlen nur als annahernde
annehmen. Es werden weitere Versuche gemacht, die sekun-
daren Veranderungen der Basen zu verhindern.

An der Ausfiihrung der Analysen hat auch Dr. W. A. B e atty
teilgenommen, woflr wir thm unseren besten Dank aussprechen.

Als diese Arbeit schon vollendet war, ist diejenige von
Katsuji Inouye erschienen, in welcher eine quantitative Ana-
lyse der Spaltungsprodukte der Nucleinsdure aus den Sperma-
tozoen des Hamo ausgefiihrt wurde. Die Besultate dieser Unter-
suchung weichen von den unsrigen ziemlich betrachtlich ab.



