Pyrimidinderivate aus Purinbasen.

Von

Richard Burian.

<IK‘r Redaktion zugegangen am 2«. Marz lltuT.)

Zur Darstellung der Pyrimidinderivate aus den Nuclein-
sauren bedient man sich meist sehr eingreifender Prozeduren:
man erhitzt das Ausgangsmaterial zwei Stunden lang mit 206-
bis ;iO°/oiger Schwefelsdure im Autoklaven auf 150° oder kocht
(‘s 12 Stunden lang mit HO- bis 500/oiger Schwefelsdure und
dergleichen mehr. Hierbei spielen sich allerlei sekundare Zer-
setzungen ab, speziell werden die Kohlehydratgruppen unter
Bildung von Lavulinsdure und von Huminstoffen zerstort und
die Purinbasen mehr oder minder vollstandig aufgespalten. I>
ersch(»int deshalb die Frage berechtigt, ob die Pyrimidinderivale.
die aus den Nucleinsduren durch jene Prozeduren gewonnen
werden, nicht vielleicht von der Zersetzung der Purinbasen
herstujimen. Fur das Thymin, als 5-M.ethyluracil, ist dies
allerdings von vornherein wenig wahrscheinlich, da in den Purin-
basen das C-Atom 5 des Pyrimidinringes nicht mit einer CII.,-.
sondern mit einer NH-Uruppe verbunden ist. Anders liegen
die Verhdaltnisse aber beim Cytosin und beim Uracil. Diese
Pyrimidinderivate konnten, wie ich in den «Ergebnissen der
Physiologie» (Jahrgang Ill, Bd. 1, S. 98, 1904) ausfuhrlich be-
sprochen habe, recht wohl durch gleichzeitige Hvdrolyse und
Deduktion aus Adenin resp. Xanthin oder Hypoxanthin ent-
stehen. Die fur einen solchen Vorgang erforderlichen redu-
zierenden Substanzen konnten in den Kohlehydratgruppen der
Nucleinsduren gegeben sein: erfahrungsgemal vermdgen ja die
beim Erhitzen von Kohlehydraten mit starker Schwefelsdure
resultierenden Zersetzungsflissigkeiten kraftige Reduktionswir-
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kungen auszutben.l) Zur Veranschaulichung des hypothetischen
Vorganges stellte ich die folgenden Gleichungen auf. *

N -=c NIL N — C * NH.
| | | t
HC C-NH +311,0 + 11, — oC CIl + NH, HO
I I \CH V.H
N-C-N/ ‘ N — CH + NH,
Adenin. Cytusin. Ameisensaure.
HN — CO HN — CO
e _ -
oC C-NH +2H,0+ 212 - OC C1l + NH, HOV
| Ie \;H o .+ VIH
HN- (.- N HN-Ctl + NU, on
Xanthin. | racil. Ameisensaure.
HN — CO HN — CO
HC O- NH + AHa0 + H, = OC|) CH -} Nil, HOV
ch | + N
N—C—l\'ﬁ HN —CH4.NH, 07
Hypoxanthin. Cracil. Ameisensaure.

In der Tat konnte ich bereits an der obengenannten Stelle
(S. 100) im Sinne einer vorlaufigen Notiz mitteilen, dali man
beim Erhitzen gleicher Gewichtsteile von Guanin und Trauben-
zucker mit 30°/oiger Schwefelsaure ein Produkt erhalt, das
alle Merkmale eines Pyrimidinderivates aufweist.

Ich habe diese Reaktion seither weiter verfolgt und bin
zu dem Resultate gelangt, dal3 bei mehrstindigem Kochen
von Adenin- resp. Guanin-Kohlehydratgemengen mit
30- bis 10°/oiger Schwefelsaure unter weitgehender
Zersetzung der angewandten Purinbasen faktisch Py-
rimidinderivate entstehen, die mit dem Cytosin die
allergroRte Ahnlichkeit besitzen. Mit dem letzteren iden-
tisch sind diese Pyrimidinderivate indessen nicht, vielmehr
durfte, nach der Zusammensetzung und dem Verhalten der
fraglichen Substanzen zu schlieBen, die aus dem Adenin sieh

*) P*es ergibt sieh z. H. daraus, dal man nach A shoth (Chem.
Zentralbl.,, 18H(i, S. 101) bei der N-Bestimmung mittels des Kjeldahl-
\ erfahrtns den Stickstoff der Nitro* und Cyangruppen organischer Ver-
bindungen durch Zusatz von Zucker quantitativ in. Ammoniak Uber-
fuhren kann.
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bildende Verbindung als B-Aminopyrimidin, das aus dem
Guanin hervorgehende Produkt als 2-Amino-6-oxypyrimidin
— Isocvtosin von Wheeler und Johnson s — anziisj»rechen
*'»in. Ob man Pento.scn, Hexosen, Disaccharide oder Poly-
saccharide als reduzierenden Zusatz verwendet, ist, wie Ver-
suche mit Arabinose, Traubenzucker, Rohrzucker, Starke und
Cellulose lehrten, fur das Endergebnis ganz irrelevant, fli«*
Reaktionsgleichungen, durch welche sich die ‘Entstehung der
vhengenannteu Pyrimidinderivate aus den betreffenden Purin-
basen-veranschaulichen lafdt, sind folgende:

| ' N-C NH,
n(n "MHaO + 2 1I, =IIP (IH -f NH HO
I >ch | J+ \CH
xX-c-x/ X—Cll pXlly Of
Adenin. 3-Amino- Ameiscn-
pyriniidin. SAauro.
H>|< co HX — CO
NH,C ¢ — X +211,0+ 211, = XI,*0  CH+NC g,
i ¢y i o Ly
_C~ Ll £ \rn
X -C~-X N-CH + XH, O
Cuanin. 2-Amino- Ameiscn-
3-Oxy-pyrimidin  saure.
( - Isocytosinii.

Nclien den cytosindhnlichen Pyrimidinderivaten bilden sich
b<d der Aufspaltung des Adenins resp. des Guanins durch das
Zueker-Schwehdsauregemisch. kleine Quantitaten uracilartigcr
Verbindungen, iiei der Zerselzung von Guanin handelt cs
sicli allem Anscheine nach um Uracil selbst: seine Entstehung
erklart sich ohne weiteres durch die beim Kochen mit Schwefel-
saure statllindende geringgradige Desamidierung des Isocytosins,
die von Wheeler und Johnson*) zuerst beobachtet wurde.
Das bei «ler Zersetzung von Adenin auflretende uracilartige.
Produkt ist vielleicht li-Oxypyrimidin, das durch Desamidie-
mng eines Teiles des (i-Aminopyrimidins entstanden ist. Zur
genaueren Charakterisierung waren die Mengen der uraeiiartigen
Korper, die mir zur Verfigung standen, nicht iiinreicliend.

Y Ameéne. Clicm. Journ., lid. XXIX, S. 492
) 1o<os. tu;.
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Weit groliere Mengen von uraciléhnlidien Produkten bilden sich

lifim Erhitzen von Xanthin und Hypoxanthin mit Zucker und
uwefelsdure: doclj erhalt man auch aus diesen Ausgangs-
materialien daneben Pyrimidinderivate, die — gleich dem
Cytosin und abweichend vom Uracil — mit Phosphorwolfram-
-»ure einen Niederschlag liefern. Eine nédhere Untersuchung der

aus den Oxypurinen hervorgehenden Pyrimidinkdrper habe ich nicht
dtirchge fuhrt.

Um Mildverstandnissen vorzubeugen, mochte ich hervorhehen, dal
sich meine im folgenden ausfuihrlicher beschriebenen Experimente von einem
ahnlichen Versuche, den Levene und Mandel') kurzlich zu anderen
Zwecken unternommen haben, hinsichtlich der Versuchsbedingungen ganz-
lich unterscheiden. Jene Autoren erwarmten fiuanin mit (iulose und nur
I'»" iger Schwefelsdure unter Kupfersulfatzusalz im Wasserbade.
Herbei blieb ein grof3er Teil files (iuanins unverandert (Ausscheidung als
Sulfat , daneben hddete sich eine eigentiimliche Stickstoff. Schwefelsdure
uinl Kupferoxydul enthaltende organische Substanz, hingegen entstanden
keine Pyrimidinderivale. Diese letzteren treten eben nur bei Anwen-
dung betrachtlich hoher konzentrierter Sdure auf. auch dirfte
<t (»egenwart des die Kohlehydralzersetzungsprodukte oxydierenden
Kupfersulfales fir die Pyrimidinbildung wenig ginstig sein. Hei genauer
Einhaltung der unten beschriebenen Bedingungen gelangt man mit grof3ter

Leichtigkeit von den Purinbasen zu den entsprechenden Pvrimidin-
stoft'en.

Experimentelle Belege.

Zur Abscheidung der Pyrimidinderivate aus den Purin-
. basenzersetzungsflissigkeiten wurde in allen Fallen das .nach-
folgende Verfahren angewendet. Die von den ungel6sten Humin-
substanzen abliltrierte, meist tiefdunkel gefarbte L6sung wurde
zunachst durch einen groben Uberschuld stark ammoniakalischer
Silbernitratlosung vollstandig von den Kesten der Purinbasen
befreit und das silberhaltige Filtrat sodann unter Kihlung vor-
sichtig mit Salpetersdure neutralisiert: im Momente der er-
reichten Neutralisation bildet sich plotzlich ein neuer
Silberniederschlag. Der Sicherheit halber, setzt man noch
etwas mit ein wenig Ammoniak «neutralisierte» Silberltsung
hinzu. Nunmehr wird der Silherniederschlag (nach sehr sorg-
faltigem Auswaschen) bei Gegenwart von etwas Schwefelsdure

b Diese Zeitschrift, Bd. L. S. 5.

Uoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol, (".tienne. LI. 30
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mit ILS zerlegt>) und dip vom Schwefolsilber al.filtiierte i io,, ,
— nach Hehandlung mil Tierkohle und starkem Einen,,, "
mil 1I"husphorwolframsuure versetzt. Die hierbei |,
stehende reiehliehe Fallung enthalt den cy,usinai....-hen d';
k.l rat den nraetlurligen Korper. Die erstere wurde in
dblichen Weise mit llaryt zerlegt. Zu dem Kiltrat da,,,.,,,
":":h hllllernu”!'f der Dhosphorwollrumsaure neuerdin <

neutralisierte, Silherlisung hinzugeliigl und der hierdurch
Niederseilag mit Schwelelwasserstoi)

Ad en in versuch«».*)

Versuch |i des Drolokolles. « « svnthetischen
I ©* lrauhe,izucker + :lt«, een, Schwefelsaure v,,,,
.ewmhlsprozeut. Ig Stunden lang am lItiiekllullkthler g,.
Lo Teri,rl™,|'»'IR der Zersctzungsflissigkeit wie oben an,,.-
sW,e". Aus dem Dhosphorwolframnie.lerschlag werden o.:K,,
«mis etwas gell, gclnrblen I'roduktes gewon..... das in kleinen

anggezogenen Dliittehen mit unregelmiiligen Flachen krvsinlli-
Sle,rt" 1,;'s [,ro(1'jkl "d'l die Weidelsche Allo.xaureaktion
ui dTl' T T ,US"™™g) mit «'««dwismutjodkahum

",r d«*s Cytosin charaklerislisehen roten Ni,,Im
schlag: mit neutralisierter Silherlisung liefert es eine Fallu,,,

«Im un Ammoniak,ihersehull sofort wieder in Lésung gehl. Zur
endgultigen llemigung wird die wasserige Ldsung” der lke-i.-
m" alkoholischer I'ikrins&urelésung fraktioniert gefallt. |,,..
«m«sie Fraktion, die etwas braunlich gefarbt ist. wird we,,e-
worlen; die Ubrigen drei Fraktionen, welche ganz gleiehmahi-
krystaHisierl und hellgelb gefarbt sind, werden vereinigt und

« In rang™ Fallen wurde der Silberniederschlag vorerst um-,
Marn.sloltr.usulr. ,n kalter Salpetersaure gelost und durch vorsi, h,,,-

1.2

L e ,f'ak wieder abgeschieden. Diese Umfallun
Ils «Ml,Iss,g und wurde deshalb in der Mehrzahl d-,

*l l'as synthetische Adetiin. das fur die in diesem Abschnitt,
hes, hnehenen \ersuche Verwendung land, war .... von der ...

VR (7 1
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aus wenig Wasser umkrystallisiert. Das aul' solche Weise her-
gestellte Pikrat (Ausbeute 0,7 gi bildet hellgelbe Nadeln; sein
Schmelzpunkt variiert sehr stark, je nach der Geschwindigkeit
des Erhitzens: bei mittlerer Geschwindigkeit beginnt es bei 215°
zu erweichen und schmilzt unter Zersetzung bei 235—240°.

Analyse des Pikraies.
0.2428 g Substanz: 0,3278 g 00,. 0,0514 g 11*0.

(»1720 * * 40,4 ecm N Uber 40°«ig<‘r Kalilauge (b - 745 mm,
t - 22'/«° 0.).
. Berechnet fiir Gefunden
Uytosinpikrat Amiiiopyrimiilinpikrat
115NsO-C,,!1,N30;: CJIL.N.
C — 35,27°/« 37.04°« 30.82°, «
tl -= 235V 2.47°/« 2.35°%
N = 24,70°/« 25,02° « 20,23°/«

DalR hier nicht Cytosin vorliegl, ergibt sich einerseits aus
den Eigenschaften der freien Basis (undeutliche Alloxan-, fehlende
Jodwismutjodkaliumreaktion), anderseits aus dem Schmelzpunkt
und der Zusammensetzung des Pikrates. Nach der letzteren
zu urteilen, handelt es sich um ein Aminopyrimidin: angesichts
der Entstehungsweise der Substanz kann aber wohl nur das bisher
noch nicht beschriebene 6-Aminopyrimidin in Fragt» kommen.

Versuch 7 des Protokolle«, © g synthetischen Ade-
nitis -j 10g Rohrzucker -|~ 145ccm Schwefelsdure von 40Ge-
wichtsprozent, 12 Stunden lang gekocht. Das aus dem Phos-
phorwolframniederschlag gewonnene Produkt wird in stark

\erdinnter Salzsdure gel6st und durch Zusatz weniger Tropfen
konzentrierter Platinchloridlosung in das Chloropiat inat uber-
gefiihrt, das nach dem Einengen der Flissigkeit beim Erkalten
in schi>n glasglanzenden gelben Schippchen auskrystallisiert.

0,2H67 g bei 100° getrockneter Substanz: 0.0775 g.'pt.

Berechnet fir Gefunden:
Gy tosinc hloroplati nat A minopyrimid ine hloro-
platinat
d'AN,Oi,-H,PICIO: (r4HaN.)4» HJ'tClg .
Pt — 30,85°.. 32.55°%« . 32.HK",

Auch hier stimmt das Analysenergebnis auf das Ainino-
pyrimidinderivat.
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Die* in den verschiedenen Adeninversuchen <4,0 und 7 fjf.s
Protokolls) aus den Phosphorwolframfiltraten gewonnenen
Silberntederschlage (Vgl. ol.cn S. 4i2i wurden vereinigt und
mit N liwefclwasserstoir zerleg!, liei sehr starkem Kinei. o0,
der /erlegungsllissigkeit schieden sich 0,15 g eines etwas gél,,
ich gefarbten Produktes ah, das aus ganz wenig Wasser Imi
kristallisiert wurde. Die undeutlich krystallisierte Verhimlun-
{l«l) die AJloxanreaklion nur schwach

<U| V) g Imm im. getrockneter Substanz: 30.1 ccm X Uber io« ,,j,,,.r
Kai lauge b [>25 mm. t - 20" U.i.

hn, t fir Oxypyrimi<in Gefunden
O.H.X.O:
X - 2lU<% 20.07°

Das llesultat der “Bestimmung. 1at vermuten, dal! hier
durch Desamidierung von li-Aminopyrimidin entstandenes (i-0.\ v-
Pyrimidin, vorliegen dirfte.

Guaninversuche.

\ ersneh { des Prolokolles. dg Guanin -!- Ir.
Ira Uben zucket- -f GlI) ccm Wasser + do ccm konzentrierter
Schwefelsdure. 12 Stunden lang am KickfluBkihler gekocht.
I>as aus dem Phosphorwolfram niedersehlag erhaltene Pro-
dukl, das m Nadeln krystallisiert, gil.t starke Weideisehe
Alloxanreaktion und (in schwach schwefelsaurer Ldsung) mit
. odwismuljndkalium den typischen ziegelroten Niederschlag. Zur
Itemigung wird cs in der oben bei Versuch t! angegebenen
Weise ,,, das Pikrat (bergefiuhrt. Das letztere besteht aus
hellgelben Nadeln, die (rasch erhitzt) bei ca. 2(55* unter Zer-
setzun# schmelzen.

Analyse des Pikrates.

0.1000 g Substanz: 0,2108 g CU,. 0,0451 g H.0.
Berechnet fur * Gefunden:

Cytosin- oder Isocytosin pik rat
C4HaN,O + Ceir3X,0r .
(. -= 30.20°0 35.28°/-»
H = 235°0 2,«3tlo

\ ersuch S des Protokolls. 5 g Guanin -f- 10 g Kohr-
zucket- -f 115 ccm Schwefelsdure von 40 Gewichtsprozent,
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12 Stunden lang am RuckfluBkihler gekocht. Aus deiii Phos-
phorwolframniederschlage werden 0,3 g des in Nadeln krv-
stallisierenden Pyrimidinderivates gewonnen. Kin Teil der Sub-
stanz wird direkt zur Analyse verwendet.

0.00H4 g lufttrockener Substanz verlieren bci -loo? nur
0.0014 g an Gewicht! 0,0070 g Substanz: 0.1525 g CO... 0.0401 g H,(J.

Berechnet fur Cytosin oder Isocvtosin Gefunden:
C4H,N30:
C = 43,24°¢
H -- 4.50°0
Der Rest der Substanz wird in verdinnter Salzsiure ge-
I6st und die Lésung nach Zusatz einiger Tropfen konzentrierter
Platinchloridlésung eingeengt. Reim Erkalten krystallisieren
prachtvolle Drusen aus, die aus ca. 4 mm langen hellgelben
Nadeln bestehen. Die Pt- und CI-Restimmung lehrt, daB das
Produkt eine Doppel Verbindung des Chlorhydrates und
des Chloroplatinates ist.

0.1305 g Substanz: 0,0281 g Pt. — 0.1402 g Substanz: 0.1720 g AgCl.

Berechnet fir Gefunden:
2 (C4H6X30 ¢« HCI) -f (C4HaX,0), * II,PtCI6

Pt -i 21,03v 21.40° «

Cl -- 30.03°0 30.51°,

Nach all diesen Befunden kann die aus dem Guanin durch
die Einwirkung des Zuckerschwefelsduregemisehcs» entstellende
Pyrimidiohase nicht (.-ytosin sein, denn sie kristallisiert in
Nadeln und ohne Krystallwasser, und der Schmelzpunkt
iltres Pikrates weicht von jenem des Cytosinpikrates nicht un-
erheblich ab. Dagegen stimmen die gewonnenen Ergebnisse
durchaus auf das von Wheeler und Johnson synthetisch
dargestellte Cytosinisomere, das 2-Amino-G-oxypyrimidin
oder Isocvtosin. Die eigentimliche Chlorhydrat-Cldoroplat inat-
DoppelVerbindung ist allerdings fir das Isocvtosin bisher noch
nicht beschrieben worden.

Aus den hei verschiedenen Guaninversuchen (3.f);imd 8 des
Protokolles» erhaltenen Phosphorwolframi il traten wurden
in der oben beschriebenen Weise ca. 0.2 g einer in mikro-
skopischen Nadelrosetten krystallisierenden Substanz gewonnen,
die starke Alloxanreaktion gab.
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<U7H8 R Substanz: 0.2741 g CO,. 0.0041 g 110.

Berechnet fur Uracil Gefunden-
C - 42,85% 48.01%
[l 8.5/ % 4,00%

Ks kann wohl kaum einem Zweifel unterliegen, daR cs
sich hier um Unicil handelt, das durch Desamidierung eines
kleinen leiles des lIsocytosins entstanden ist.

Kin quantitativ durchgeftihrtes Experiment (\VVersuch |
<les Protokolle*) sollte lehren, ob die Purinbasen bei der
hinwirkung des ~Zuckerschwefelsduregemisches> lediglich die
zur Hihlung der Pyrimidinderivate fihrende Aufspaltung oder
aber daneben auch noch anderweitige Zersetzungen erleiden.
Genau 2 g Guanin wurden mit 2 g Stickstoff- und aschefreien
I" iltrierpapicres und 120ccm Schwefelsdure von 25 Gewichts-
prozent im EinschluBrohr zwei Stunden lang auf 150—0>0(
erhitzt. Die mir feinsten schwarzen Partikeln reichlich durch-
setzte Zersetzungsflussigkeit wurde durch Nachwaschen des
Holires auf ein Volumen von 102 ccm gebracht. Hiervon wurden
loccin zur Hestunmutig des unzersetzt gebliebenen Gua-
nins nach der Methode von Durian und W. Halll) ver-
wendet: es wurden gefunden 0,0189 g Guanin-N, entsprechend
0,(Hosi g Guanin; somit waren in der gesamten Zersetzungs-
flussigkeit 0,4411 g imzersetzten Guanins enthalten. Es waren

mit anderen Worten

1,5589 ¢
tiumim der Zersetzung anheimgefallen. Auf der anderen Seite

wurden aus | tu ccm der ZersctzungstlUssigkeit nachdem friher
beschriebenen Verfahren unter strenger Heobachtung aller gtmn-
htativen Kautelen 0,1170 g Isocytosin gewonnen; fir das Ge-
samt volnmen der Zerselzungsllissigkeil macht das 0,172.8 g.
Pies Isocytosin,inantnm entspricht aber einer zersetzten tuanin-
menge von blot!
0,2343 ¢!

Ks wurde demnach nur etwa der 7. Teil des zerstorten
(luanins als Isocytosin wiedergefunden.

) O'cse Zeitschrift. 111 XXXVIII. S. >>.



Pyrimidinderivate aus Purinbasen. 4\1

Die Gegenprobe auf die Richtigkeit dieses Ergebnisses
bilden die Resultate der Restimmung des Ammoniak- und
IInmin-N in der Zersetzungsflissigkeit. Rei der Bildung von
0.172:1 g Isocytosin aus 0,2343 g Guanin mufiten durch'die
Aufspaltung des im Guanin enthaltenen Imidazolringes' (vgl.
die Reaktionsgleichung auf S. 440) 0,0028 ¢ Ammoniak ent-
stehen. Tatsachlich waren aber 0.8871» g Ammoniak in der
Losung anwesend — das bedeutet einen Ammoniaklberschuld
vu <>5318 g entsprechend 0,2752 g N. Aullerdem enthielt die
Zersetzungslliissigkeit 0,3143 g Itumin-N. Aus diesen Zahlen
ergibt sich, dal der N des zerstorten, aber nicht als Isoeylnsin
wiedergefundenen Guanins (I,H24(> g entsprechend 0,011 g N)
vollstandig in Form von Ammoniak- und llumin-N zugegen war:

( berschiissiger Auimoniak-NI 0.2752 ¢
I in der Zersetzungsflissigkeit
IIumin-NJ 0,5145 ¢

Summe: 0,5805 ¢
X des nicht als Isocytosin wiedergefundenen zerstorten

GUANINS: . et e . 0,0140 ¢

Zur ({(‘Stimmung des Hurnin-N und des Ammoniaks wurde fol-
gendermalen verfahren: Behufs mdoglichst gleichmaliger Verteilung der
lluminpartikel wurde die gesamte Zersetzungslliissigkeit zunachst gut
(hirchgeschittelt. Dann wurden rasch In ccm derselhen abgemessen und
<|uanlitativ durch N-freies Papier filtriert: in den auf dem Kilter zurick-
bleibenden unldslichen Huminsubxtanzen wurde der X nach Kjeldabl
bestiinint : das nur mehr schwach braunlich gefarbte Filtrat wurde mit
Magnesia  ustadestilliert und die vorgelegte Saure  nach beendigter
Destillation und vor der Titration ausgekocht.l) Die unléslichen Humin-
stolle enthielten 0.0*201 g N, fir das (iesamtvoiumen der Zersetzungs-
llussigkeit berechnen sich also 0,3143 g Humin-X. Die Ammoniakmeuge
I'etrug in den 15 ccm Prohellussigkeit 0.0358 g. das gibt fir das (Jesamt-
gnantum der LoOsung 0.3876 g. t

Auf welchem Wege erfolgt die durch das Zuckerselnvefel-
siure-Geinisch > bewirkte Zerstdrung jenes weit Uberwiegenden
Anteiles der Rurinbasen, der nicht in Form von Ryrimidin-
derivaten in der Zersetzungsflissigkeit wiodererseheint? Kr-
Inidet dieser Anteil irgend eine ganz andersartige Aufspaltung,

I Vgl. F. Mdller, Diese Zeitschrift. IM. XXXVIII, S. 286.
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o.ler wird zwar auch er zunachst in das betreffende Pvritnidi.,
dérivat verwandelt, dies letztere aber sodann unter der Ki,.
Wirkung des «Zuokerschwefelsdure-Gemisches. seinerseits weiter
zersetzt ? Wahrscheinlich ist beides der Kall. Dali wenigstens
bei sehr energischer Einwirkung jenes Gemisches diel'vH-
midindcrivate selbst gleichfalls zerstért werden, geht darin»,
hervur. dall sien mit Hilfe der v. Ashdlhsehen Modilikalien
«les Kjeldahl-VVerfahrens — Erhitzen mit Traubenzucker und
konzentrierter Schwefelsaureri — der Gesnmt-N der Pyrimidin,
derivate leicht als Ammoniak bestimmen laRt.

Has in dem soeben beschriebenen Versuch | gewonnene ls,,.
Nntos*n wur,le unter Zusatz von 0,5 g reinsten Traubenzuckers de,,,
hjeldah!-\erfahren (zum Schlisse Behandlung mit Permanganat, unie

warfen.
0.1170g bei 100" gelrockneler Substanz: 31,*5 ccm ',,,,-n-Srhwefelsm,,..

Iterecbnet fir Isocytosin Gefunden-
G.Ib-VI:
X *37X1 <K

Diskussion der Frage nach der Bedeutung des bei der Nucleinsaurc-
Spaltung auftretenden Cytosins.

Die Tatsache, daB das Adenio und das Guanin heim
Kochen mit Kohlehydraten und starker Schwefelsdure unter
teilweiser Umwandlung in Pyrimidinderivale in sehr ciln-b-
hehem | infange zerstort worden, liesilzt nach mehreren Kk-li-
limgco hin Interesse. Zundchst eroffnet sie uns das Vor-daml-
ms fir die von Durian und W. Hall-'» gegebene empirische
1. cgel: man habe bei der Bestimmung der Purinbasen in Nuclein-
sauren resp. in Organen stark verdunnte Schwefelsdure (von
N A nliimprozonl) zur Hydrolyse anzuwenden, weil bei lle-
uiilzmig hoéher konzentrierter Sdure Verluste eintreten, die z li
sclu.n hei Verwendung HF/oiger Schwefelsdure recht fihlbar
werden. Die Ursache dieser Verluste war bisher unbekannt,
Uenn die l'urinbasen an und fur sich bleiben selbst beim
Krhdzcn mil *>_ H)»/oiger Schwefelsdure auf 100« unveran-

) Vurl- dit* Anm. 1 auf S. 43».
“91 r. S iym,
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dort.l) Durch die im Vorhergehenden besprochenen Resultate
wird der Sachverhalt jetzt vollkommen aufgeklért: sowohl «lie
Nucleinsduren als auch die Organe enthalten ja reichlich Kohle-
hydrate, so dal} bei der Einwirkung von Sdure, deren Kon-
zentration zu einer ausgiebigen Zersetzung der Kohle-
hydrate genugt, stets auch eine mehr oder minder umhin«'-
liehe Zerstorung der Purinbasen zustande kommen mulR.

Die wichtige Frage, ob das bei der Zersetzung der Nudein-
siiuren auftreten.de Cytosin ein primares oder -ein von den
Purinbasen abstammendes sekundéres Spaltungsprodukt dar-
stellt, wird durch die mitgeteilten Beobachtungen gleichfalls
von einer neuen Seite her beleuchtet. Man erhalt zwar aus
der Nucleinsdure nicht, wie aus dem Adenin und Guanin,
Aminopyrimidin und Isocytosin, sondern regelmaRig Cytosin,
ja. die beiden erstgenannten Pyrimidinderivate sind bisher nicht
einmal als Beimengung neben dem Cytosin, dem sie ihrem
ganzen Verhalten nach hartndckig anhaften mufRten, gefunden
worden. Auf der anderen Seite erscheint es aber geradezu als
unabweisliehes Postulat, da die oben beschriebene oder doch
eine ganz ahnliche Zersetzung des Adenitis und-Guanins
auch heim Erhitzen der Nucleinsaure mit RO—40"(t, iger
Schwefelsdure vor sich gehen muR: denn schon kurze Zeit
nach dem Beginne des Erhitzens ist es ja ein Gemenge von
Adenin, Guanin und abgespaltenen Kohlehydrat kom-
plexen, auf welches die Schwefelsdure einwirkt. Sollen wir
annehmen, dall das bei der Behandlung der Nucleinsdure mit
RO—RP/oiger Schwefelsdure auftretende Cytosin ein primares
Abbauprodukt ist, und dal} die Zersetzungsprodukte des Adenins
und des Guanins, die sich notwendigerweise dabei ebenfalls
bilden miRten, nur bisher dem Nachweise entgangen
sindV Oder liegen die Bedingungen beim Erhitzen der Nuclein-
sture mit starker Schwefelsdaure vielleicht derartig, dal’ hier
die reduktive Aufspaltung des Adenins und des Gua-
nins statt zur Bildung von b-Aminopyrimidin und Iso-
cytosin zur Entstehung von Cytosin fuhrt? Diese Alter-
native l&Rt sich vorldufig noch nicht mit Sicherheit entscheiden.

) Vgl. Kossel und Strudel, Diese Zeitschrift. IM. XXXVIII. S. ;K.
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the Menge (l.t durch die Einwirkung d.-s' «Zurkerschwefrlséur.-

aus dem Guanin und Adéniti hervorgehenden pyri,
Jerival." ist keineswegs so gering, daR sich ein fhersehen \ler Irl/Iro ,

he, der | nlersnchung ,ler XurleinsaurrspaltnngBprodiik....... . «eile,. 1
Misl, ", U(he. Ans ,, g Ailenin bekam ich in, Maxim,,,, iVersuch tu
120 § Aimnnpynmidin, d. i. ,,hgefdhr die Halfte des aus der

sprechenden Nncleinsduremenge (23 g) erhéllliehen Cylosinquantunis! »
(<m!',CU meine Versuche nun aber auch noch keine end-

gultige Antwort aut die Frage der Itedeutung des bei dir
Niicloinsdiirezersetzung auftretenden Cytosins, so wird doch
bei der Diskussion dieser Frage von nun ab stets die Tatsache
berlicksichtigt werden miussen, dal! Adenin und Guanin .......
Hedmgungen, die denjenigen der Niieleinsturespaltung moéglichst
getreu Hochgebildet sind, cytosiniilinliche Zersetzungsproduktc
Inder”. Diese Tatsache verdient umsomehr lieriieksichligiing als
(Ur die herrschende Ansicht, nach welcher das Cytosin ein pri

niares Spaltungsprodukt der Nueleinsiiure sein soll, bisher meist
mir Walirsehcinliehkeilsgriinde vorgebraehf worden sind, die
einer ernstliehen Kritik kaum standzi.hallen vermogen, s,
bildet z. li. der Umstand, dal} sieh aus der angeblich purin-
korpcrlrcicn Thyminsaiirc Cytosin gewinnen lalt, wie ich

schon ui den Ergebnissen der Physiologie.. (Jahrg. Ill. lid. ||,
S. m, litdij hervorgehoben habe,'deshalb keineiTsicheren Ile-

weis gegen die Herkunft des Cytosins aus den Furinbasen. weil
die Iliyminsaure, nach ihrer Zusammensetzung(Verhaltnis N:I'i

und nach Korunden von SebmiedebergC zu urteilen, in Wirk-
liebkeil noch purinkoérperlialtig sein dirfte. Ebensowenig lic-
weiskralt scheint mir der Tatsache zuzukommen, dal} sich hei
der Aulolyse nucleinsaurehaltiger Organe Uraeil bildet.3i Es

' Nach .Stendel ,Hirse Zeitschrift, Itd, XLII. S. Ifi6 u. Ihl. XL'lI.
S. -toil h/'trugt der Sliekslull des aus der Thymusnuclcinsdurc abspall-
haren lLylosins ca. li»/,, des Gesamtslicksloffes. Hieraus berechnet sich,
lai aus i.t g Nurleinsdure diese Nucleinsduremenge enthtll nach
den li,.Stimmungen von Schmiedeberg. Hang und anderen 6 g Arnim,-
punno - ungefdhr 1.13 * Cytosin hervorgehen wurden.
al Areli. f. exp. Pathol, u. Pharm., Bd. XL1Il. S. 82,
» Vitrl. Levene, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII. S. 527 Belt Hof-
meislcrs Beitrége, Itd. HI. S. odlitt; Jones. Diese Zeitschrift. Bd." XLII.
*>  Levene, Ameéne. Joitrn. of Physiol., Bd. XI. 8. 137.
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ist zwar zweifellos richtig, daR dies Liraeil die Stelle des Cy-
tosins vertritt, das man bei der Zersetzung des frischen Ma-
teriales mit starker S&ure erhalt: ware die Autolyse ein Vor-
gang, bei welchem sich niemals sehr tiefgreifende Zersetz-
ungen der priméren Abbauprodukte abspielen, so mifte man
deshalb aus dem Auftreten des Uraeils bei der Autolyse schlie3en,
dal dessen Muttersubstanz, das Cytosin, unmdglich von einer
reduktiven Aufspaltung der Purinbasen herstammen kdnne. Die
\ oraussetzung dieses Schlusses ist indessen durchaus unbe-
grindet. Wir wissen heute, daR sich bed der Autolyse, an den
primdaren Abbauprodukten manchmal ausgiebige* Reduktions-
prozesse (Tmwandlung von Kohlehydraten in Fettsduren!), aller-
hand Abspaltungen, kurz eine Reihe zum Teil sehr eingrei-
fender sekundarer Veranderungen vollziehen. 1st es da wirk-
lich erlaubt, anzunehmen, dal3 bei der Autolyse keine reduktive
Aufspaltung der Purinbasen stattlinden kdnne? Noch viel we-
niger Bedeutung fur unsere Fragt; besitzt, wie ich gleichfalls
>chon in den «Ergebnissen der Physiologie* ausgefilirt habe,
das von Kossel und Steudell) als Beweismittel horangezogenc
\ ersuehsergebnis, dal} Guanin bei mehrstindigem Erhitzen mit
barker Schwefelsdure auf 150° kein Cytosin liefert. Kossel
und Stendel haben Ubersehen, dal3 elne Bildung von Cytosin
aus Purinbasen ohne Mitwirkung reduzierender Agen-
zien gar nicht denkbar ist. Bei Gegenwart von Kohle-
hydraten — also von jenen reduzierenden Substanzen, die
hei der Nucleinsaurespaltung in erheblicher Menge in Aktion
treten konnen—, erhalt man aber aus dem Guanin durch Er-
hitzen mit starker Schwefelsdure sofort ein dem Cytosin auf3erst
ahnliches (wenngleich nicht mit ihm identisches) Pyrimidin-
derivat.

In neuester Zeit hat sich besonders Stendel2) beminht,
nachzuweisen, daR das Cytosin der Nucleinsdure nicht von
den Purinbasen derselben abstammt. Zu diesem Zwecke zer-

-y Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 58.

2 Diese Zeitschrift, Bd. XLIf, S. Kif»; Bd. XLI1l, S. 40g. Bd. XLVI,
m.
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setzte er das Kupfersalz der Thymusnucleinsaure a (Neumann
naeli vier verschiedenen Methoden, bei denen eine verschiede,,
weitgehende Zerstoérung der Purinbasen erzielt um|
m .jedem Falle wurde dann der Purinbasen- und der <:l,,,i,-
gehalt der Zersetzungsllissigkeit bestimmt. Die hierbei
wonnenen Resultate sind in der nachfolgenden Tabelle wide,-
gogebon :

L 11 V.
Kochen

_ Kochen  Kochen Erhitzen
mit Jod- mi_t mit mit 25u 0 |o,.r
wasser-  50°/t>iger 25°/oiger  ScliWet'ei-
stoff -r Schvvefel- Salzsaure séure
Phosphor  sjure . -F SnGi, auf 150"

Guan-ln-N in 3,0i 10,07 3.15 1)
Adenin-N  _ _ _ . Pro- 13.45 10.30 4./() 0
Xanthin-N . . . . )
) Hio N zenten '’ .74 » 0 0
oxanthin- .

yp " des 5,20 0 0
Summo  Total- Ge-

lurinbasfn-N  samt- 29.00 20,46 791 °

. !

Gv tosin-N 11,45 11,47 10,15 7.9

)| Oytosinausbeute zeigt sich also in jenen Fallen, in
denen die Purinbasenmenge besonders stark herabgesetzt ist
(Il mid 1V der Tabelle), durchaus nicht entsprechend
vergrobert, sondern sogar eher vermindert. Stendel
glaubt hieraus schnellen zu sollen, dal! die bei der Saure-
behandlung der Nuclcinséure stattlindende Purinbasenzerstérmi
mit der Cvtosinbildmig nichts zu tun habe. .Man mifte jelzxt
s, hon zu ganz gekiihstellen Erklarungsversuchen greifen, so
schreibt er, wollte man noch langer behaupten, dal die
Pyrimidinderivate, die man bei S&aurespaltung findet, weder
nichts wie Zersetzungsprodukte der Purinbasen seien.- Mir
will cs indessen scheinen, als brauchte man keineswegs zu
gekunstelten Erklarungsversuchen zu greifen, um Stendel.-
Resultate mit der Annahme, dal! das Cytosin von den Punn-
basen abstammt, in Einklang zu bringen. Wie die Salnm-
nueli insdure nach den Restimmungen von Schmiedebei .
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outhdlt auch die Thymusnucleinsdure nach Hangs!) sorgfaltigen
Anal\**en pro Molekul (auf die einfache Formel bezogen)
- Aminopurinmolekile. Hang gewann aus der Thymus-
inicleinséure 22ftlo eines Hurinbasengemenges, das zu | i aus
(illanin und zu 2i* aus Adenin bestand; da ciu derartiges (ie-
inenge 50,0°/i> N besitzt, so ergibt sich, daR von den 15,40% N
«& Nucleinséiire2) 11,0Vo den Hurinbasen angehotren, oder
mH anderen Worten, dal der Purinbasen-N in der Tliymus-
nucleinsaure 71,420/0 des Gesamt-N ausmacht. Die Theorie
verlangt — vorausgesetzt, dal} das einfache Molekiil der Nuclein-
siure (mit 14 N-Atomen)3) zwei Aminojuirinmolekile (mit 10
N-Atomen) enthalt — ?l,4:P\o. Zu einem ziemlich &dhnlichen
I»csultat ist 0brigens neuerdings*) auch Stendel selbst ge-
langt ; er findet jetzt, dalR von dem Gesamt-N der Nucleinsaiire
des lleringsspermas (und gleiches gilt auch fir die Thymus-
micleinsture) (w,37\o auf di( Purinbasen’) kommen. Ver-
gleicht man auch selbst nur mit diesem letzteren, niedrigeren
Werte die Prozentzahlen, die Steudel in seinen oben Dbe-
sprochenen Kx-perimenten fiir den Purinbasen-N erhielt, so er-
kennt man sogleich, dafl nicht bloR in den sub 111 und IV,
sondern auch in den sub | und Il der vorhergehenden
Tabelle registrierten Versuchen eine sehr umfang-
liche Zerst6rung der Purinbasen stattgefunden hat.
Kocht klar kommt diese Tatsache in der auf der nachsten Seite
folgenden Zusammenstellung zum Ausdruck. Nach den dort an»e-
lithrton Zahlen 4Rt sich Steudels Hesultat in den nachstehenden
Satz zusammenlassen : Die Menge des beim Krhitzen von Nuelein-
s.liue mit starken Sduren entstehenden Cytosins weist nur ge-
ringe Unterschiede auf, gleichviel ob von dem in der Nuclein-

¥ Hofmeisters Meitrdge z. ehern. Physiol, u. Pathol., lid. IV. 8. H31.

*) \gl. mein Essay «Chem. d. Spermatozoon 1» in Ergehn, d. Phy-
siologie. Jahrgang Ill, Md. XLVIII.

) Fur dih Annahme von Steudel (Diese Zeitschrift, Md. XUX,
A H)(» daB dem Nueleinsduremolekll nicht 14, sondern 15 N-Atome
xukommen, liegen, wie weiter unlen noch besprochen werden wird, keine
genltigenden analytischen Anhaltspunkte vor.

4) Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 406.

6) 28,95V auf Guanin-N und H8.42°/0 auf Adenin-N.
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saure entha tenei ] r|n ..... uci oamt?ut*nuriQlui|(r

ca. to0°/o oder 90—100% der Zerstdrung anheimgefallen s

In solch richtiggestellter Form besagt aber das Ergebnis der
Sten de Ischen Versuche nichts oder doch sehr wenig

die Mdoglichkeit der Herkunft des Cytosins aus den zersetze,,
Durinbasen! Diese Mdglichkeit wurde nur dann ausgeschlossen
erscheinen, wenn sich auch bei vollkommenem Erhalter,,
bleiben oder hochstens ganz geringflgiger Zerstorung
der hirinbasen «wine nennenswerte Cytosinmenge aus d«r

Nueleinsdure gewinnen liehe.

L H. lit. \
Im den \ersuchen gefun-
dener ... Totalpurin-, 2000 2046 791
o basen-X in °u ' ' V
hn Ansgangsmali rial vor- des D N
handener - . . . es Desamt-
LIAl 6747 6747 e7.47
ZTsinrl.r Piiiin- | 1, ":'saml-V « + 48,47 4091 59.{6 6747
basen-N in ", | des urspringlichen

56,«<5 60.72 88.25 100.0

Eine wirklich ernst zu nehmende experimentelle Hogriin-
\orgehildel enthalten sei, ist erst in allerjlingster Zeit vmi
Stendell, erbracht worden. Stendel oxydierle Xucleinsiim.-
(aus Heringsmilch) mit Salpetersdure in der Kalte: aus
dem Heaklioiisgemiseh lieh sich eine Krystallfraktion absch(‘ih i,
,u" =‘Cll°/o N enthielt, was auf ein Gemenge von ca.
Thymin und Vio Uracil stimmen wiurde.2] In der Tat komii-
Stendel hei der mikroskopischen Untersuchung der Krvslail-
Iraklion neben den charakteristischen Thyminkrystallen deut-
li< h die zu kreisrunden Scheiben konzentrisch zu-
sammengesetzten Nadeln des Uracils» erkennen. Di«
| racil wird man in Anbetracht des Umstandes. Vlall im
Hcaktionsgcmische bedeutende Mengen von salpetriger Sam¢

zugegen waren, durch deren Einwirkung bekanntlich aus Cylnsiu

") Diese Zeitschrift. Hd. XLVI1IIl. S. 42.).
v, Tlivmin besitzt 22.4«/0. Uracil 25.0V N.
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| lacil gebildet wird wohl zweifellos als umgewandeltes
Cytosin anzusehen haben. Da nun einerseits hei der Kin-
wii kung der kalten Salpetersaure aui die Nueleinsaure ‘die
Purinbasen der letzteren so gut wie vollstdndig als Nitrate
auskrystallisieren (Stendeli, anderseits a priori hochst un-
wahrscheinlich ist, dal hei dieser Beaklion eine reduktive
AntSpaltung der Purinhasen erfolgt: so wird man, tails
sich Steudels Deohachtnng fernerhin bestéatigen sollte,
allerdings annehmen missen, dafl das Cytosin ein primaéares!
nicht \on den Purinhasen abzuleitendes Spaltungsprodukt der
Nueleinséure darstellt. Dann stehen wir aber wieder vor der
ungelosten Krage, warum beim Krhitzen der Nueleinsdure mit
starker Schwefelsdure nicht neben dem Cytosin auch die in
dieser Mitteilung beschriebenen -Zersotzungsprodukte des Guanins
und Adenins auftreten!

Nach all* dem durfte es sich wohl empfehlen, in der
frage nach der Bedeutung des aus der Nueleinsdure darstell-
baren Cytosins noch eine abwartende Haltung einzunehmen —
zumal Steudels Angabe (ber die Bildung von Kracil bei der
Salpetersdurejyehandlung der Nueleinsiure sieh bisher blof} auf
die N-Bestimmung in einem Gemenge und auf den mikro-
skopischen Augenschein stitzt. Die grofRe Sicherheit, mit der
Stendel das Cytosin als priméren Bestandteil der Nuclein-
saure bezeichnet, scheint mir verfriiht zu sein. Stendel geht

sugar so weit, die quantitative Aussage zu machen, dal} das
Molekil der Nueleinsidure, auf die einfache Formel bezogen.

| Molekll Cytosin enthalte, obzwar er bei der Schwefelsdure-
Zersetzung von nucleinsaurem Kupier nur 4,26° < und nicht,
wie das von ihm angenommene Verhaltnis verlangen wirde,
7.56°/o Cytosin gewann! Seiner Auffassung entsprechend, ver-
andert Steudel auch die Formel der Nueleinsiure, welche
"**h i,,m nicht CdolL,6Ni4»W sondern C40II5fiN15P4(W lauten
"H-  Diese Anderung erscheint allerdings notig, wenn man

annimmt, dall das Nucleinsduremolekil 2 Aminopurinmdlekiile
1,0 N) und je [ Molekil Thymin (2 X) und Cytosin (& \, jn

\" Diese Zeitschrift, Rd. XhlIX, S. iou.
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sich schliet; sichere analytische Rélege flr die Richtigkeit der
neuen Formel liegen aber bisher nicht vor. Bei seinen &uferst
exakten Analysen reinster Salmonucleinsaurepraparate lan,]
Miesch er *) mittels der volumetrischen Methode 15.77",, \
die alte Formel fordert 15,-10°/0, die neue 13,31°/0 N;.und
Stendel selbst2) erhielt bei der Analyse des thymonuclein-
sauern Kupfers, fur welches die alte Formed H,10°/o0, die
neue 14.1)2° n N verlangt, — 1-07"'/«, 14,17<Vo und H.4AK" , \
(freilich mittels des Kjeld ah 1-Verfahrens). Die von Stendel
vorgeschlagene Anderung der Nucleinstiureformel beruht also
nicht so sehr auf den Ergebnissen der Nucleinsaureanalvse als
vielmehr auf einem Postulate, das aus dem N-Gehalte
und dem mikroskopischen Aussehen eines Krystall-
gemenges abgeleitet ist.

Wir konnen die vorstehende Diskussion dahin restimieren,
da es zur Zeit unentschieden ist, ob die Nucleinsgure eine
pruformierle Cytosingruppe enthalt. Fur diese Modoglichkeit
spricht die — der voélligen Sicherstellung allerdings noch be-
dirftige - Reobachtung des Auftretens von Uracil bei der
Salpetersaurebehandlung der Nucleinsdure; gegen sie der Re-
fund. dall unter der Einwirkung des «Zuckerschwefelsaure-
gemisches’ aus Adenin und Guanin cytosindhnliche Pyrimidin-
derivate hervorgehen.

Ich moéchte zum Schlisse betonen, dal? ich meine Ver-
suche Uber die Zersetzung der Purinbasen durch das Zucker-
schwefelsauregemisch* keineswegs fiir abschlielRende halte. Wenn
ich trotzdem meine Resultate der Offentlichkeit tbergebe, so
geschieht es deshalb, weil ich gegenwartig nicht in der Lage
bin. diese rein chemischen Untersuchungen fortzusetzen, und
di° Hoffnung hege, die hier beschriebene Reaktion werde nun-
mehr von anderer Seite eingehender studiert werden.

) Arch. f. exp. Pathol, u. Pharmakol., Bd. XXXVII.
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 335.



