Uber die Zusammensetzung der Nucleinsdure aus Hefe.

Von

Katharina Kowalevsky.

(Au." *l<‘m Institut der |.’niversitiit I'nilin.)

(Di-r Hi:d;ikti<in ziii'*Raiij;<Mi am 18. Sopteinher lillfl.)

Nach der Entdeckung des Nucleins resp. der echten Nu-
cleinsaurc in den Kernen der Ucukocyten durch Miesch er!
hatte man sofort die neuen Untersuchungsmethoden auf di»*
lirfe Ubertragen, deren hoher Phosphorgehalt scjion seit langem
bekannt war und die (Jegenwart eines nucleindlinliclien Kor-
pers vermuten lie3. Ks wurde denn auch zuerst von Hoppe-
Soy ! (»r-) konstatiert, dall sich aus der Hefe ein phosphor-
haltiger Korper isolieren lie3, der sich in sehr vielen Bezie-
hungen wie das Nuclein aus Eiter verhielt. Rossel, 3) der die
Untersuchungen lloppe-Seylers weiterfuhrte, konnte die Xu-
cleinsdure aus der Hefe in mehreren Arbeiten genauer charak-
terisieren und hat schon betont, dal} die Hefenucleinsaure unter
den verschiedenen Substanzen der Nucleinsliuregruppe eine be-
sondere Stellung einnahme, weil sich aus ihr mit Leichtigkeit
(in reduzierendes Kohlenhydrat darstellen liel3, das aus den
damals bekannten Nuclcinsduren tierischen Ursprungs nicht
gewonnen werden konnte. Hierbei handelte es sich um eine
Pentose und eine nur locker gebundene Hexose.

Nachdem nun durch die Untersuchungen Steudelsl) Klar-
heit Uber den Aufbau der echten Nucleinsaure tierischen Ur-
sprungs geschallen worden war, lag es nahe, die neuen Me-
thoden und Uberlegungen auch auf die Nucleinsiaure aus Hefe
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anzuwenden und zu versuchen, ob man hier auch zu einem
ahnlichen Hilde wiirde gelangen koénnen, wie wir es uns jetzt
von der echten Nucleinsdure machen konnen. Die sorgfaltigen
Hestimmuugen der Elementarzusammensetzung allein, wie sie
von Herlant't und Boos2 unternommen wurden, haken uns
in der Erkenntnis der Hefenucleinstiure nicht weiter gefihrt:
sie haben, wie di« gleichen Untersuchungen an der Thymus-
icsp. Eachsnucleinstuure von Schmiedeberg, nur allzu deutlich
bewiesen, daB selbst mit der allergréfiten Mihe eine Keindar-
slclhing der Substanzen last unmdglich ist. Eine praparative
Darstellung von Nudeinsdure nach Herlant oder Doos fir
groRere Spaltungsversuche ist natlrlich ausgeschlossen. Dal
man dagegen die Anschauungen Steudels mit Erfolg auf die
Hefenucleinsture Ubertragen kann, beweist eine Arbeit Leve-
ues,3) auf die bei Besprechung der Resultate dieser Arbeit
noch einmal zuriickzukommen sein wird.

Die nachste Aufgabe bestand nun in der Beschaffung des
notigen Hntersuchungsmaterials.

Da die Methoden von Herlant und Boos sich im groRen
Stil nicht anwenden lieBen, so habe ich zundchst die Pr&pa-
rate, die man bei Anwendung der von All mannlj und Neu-
mann 1) angegebenen Verfahren bekommt, auf ihren H- und
X-Uehalt untersucht, um ein Urteil Gber die Reinheit der er-
haltenen Substanzen zu haben, (ileichzeilig wurden kleine 'Mo-
difikationen versucht, um die Arbeit bequemer und die Aus-
beuten womdglich besser zu gestalten. Als Ausgangsmaterial
diente mir entweder frische Hefe, die eiskalt aus einer hiesigen
groRen Brauerei bezogen wurde, oder frische Prel3hefe, die mir
in zuvorkommendster \\ eise vom Institut fir (idrungsgewerbe”)
zur Verfugung gestellt wurde.

M Arch. f PNp. Path,, Irl. XUV. S. 15S.

2| Aich. f. exp. Path.,, Md. M\ S. Di.

3) Biochemisch«* Zeitschrift. IM. XVII. S. 12°P
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1. Darstellung von Hefenucleinsaure nach Altmann.

l. 3000 ccm frischer Hefebrei wurde in der Kosselschen
Zentrifuge ausgeschleudert, die Flussigkeit abgegossen und der
Rickstand mit 9000 ccm Wasser angerihrt, dann 300 g NaOH
in 750 ccm Wasser hinzugesetzt und die Flussigkeit jetzt in
2 Teile geteilt.

Die eine Halfte (A) wurde 2\ Stunden stehen gelassen,
die andere (H) wahrend 15 Minuten gut umgerihrt, mit 200 ccm
HCIl (1,19 spez. Gew.) versetzt und soviel Essigsaure zugesetzt,
bis die Reaktion stark sauer auf Lackmuspapier war, gut ge-
mischt und 21 Stunden stehen gelassen. Nach 24 Stunden
wurde die Flissigkeit abgegossen, der Niederschlag abzentri-
fugiert und die vereinten Losungen wurden mit HCI, bis ein
nicht verschwindender Niederschlag entstand, versetzt und noch
aufoKoo ccm Flussigkeit 40 ccm Salzsaure (1,19) zugesetzt, so dal3
der Gehalt der Salzsdure gleich 2,5 auf 1000 wurde. Die saure
Fllssigkeit wirdjetztmit dem gleichen Volumen 96°igen Alkohols
+ 2,5«fo« Salzsaure ausgefallt (6000 ccm Wasser - 40 ccm
Salzsdure) und bis zum folgenden Tage stehen gelassen.

Der Niederschlag, in Wasser unter Zusatz von NaOH ge-
l6st, wird vom UngelOsten abzentrifugiert, mit Essigsaure un-
gesauert, wieder vom Niederschlag abzentrifugiert und das
Filtrat mit dem gleichen Volumen salzsiurehaltigen Alkohols
(3: 1000) gefallt, im ganzen 1000 ccm Flussigkeit.

Am folgenden Tage wird die Flussigkeit vom Niederschlag
abgegossen, der Niederschlag durch Dekantieren zuerst mit
;>0°/oigem Alkohol -J- (3 : 1000) Salzsdure, dann mit 96°igem
Alkohol gewaschen, abgesaugt, mit 99°igem Alkohol getrocknet,
wieder abgesaugt, mit Ather gewaschen und an der Luft ge-
trocknet. Ausbeute 28,8 g.

Fur die Stickstoffbestimmung wurde die Substanz bei 80"
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

O.gMI g sattigen, nach Kjeldahl verascht. 21.5 ccm n/tu-H,,S04
- 12,12 VN.
0.2200 g sattigen, nach Kjeldahl verascht, 10.2 ccm n/io-H2SO,
-= 12,2150 N.
Mittel: 12,17% N.
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Fur die Phosphorbestimmunsen wurde die bis zum kon-
stanten Gewicht getrocknete Substanz mit Soda und Salpeter
verbrannt, mit Ammoniummolybdat gefallt, der Niederschlag
in NH3-haltigem \\ asser gel6st, mit Mg-Mischung gefallt und
als Mg2P207 gewogen.

(V2369 g Substanz geben 0,0955 g Mg,P207 ™ 11.21 °0 P.
0,2183 » » » 0,0805 » » no;‘', ,

Mittel: 11,14«/,, P.

Die erhaltene Nucleinsédure enthélt also 12,17°/o Stick-
stoff und Il,U°/0 Phosphor. Die Nucleinsdaure wurde mit
Fehlingscher Losung gekocht, keine Reduktion. Eine kleine
Menge der Nucleinsaure wird mit 5°/«iger H2S04 versetzt und
wéhrend einer halben Stunde im Wasserbade erhitzt: die neutra-
lisierte Losung wird mit Fehlingscher Losung gekocht: es ent-
steht eine weiRe Fallung der Kupferoxydulverbindungen von den
Purinkorpern und allmé&hlich eine rétliche Fallung von Cu20.

Die erste Halfte (A) der Flussigkeit dieses Versuchs, die
erst nach 24stindigem Stehen in alkalischer Losung in Arbeit
genommen wurde, wird ebenso behandelt wie die vorige. Aus-

beute 14 g. Die Substanz enthalt aber nur 3,13°/0 N und
8,79°/0 P.

0,m2H) g verbrauchen  112ccm/lo-n-HASO, ™ 3.00% N iKjeldahl).

0,3084 » » 7.0 » = 3,17"0 »
<»,3(>('jO » > 8.4 » 3.15% »
0.1037 » » 9,1 » » 322 )

Mittel: 3,13% N.
0.2520 g Substanz geben nach der Veraschung mit Soda und Salpeter
- 0,0792 g MgjjPjO- = 8,74V P.
0,2312 g Substanz geben 0,0735 g Mg,P.07 , 8.85% P.
Mittel: 8,79% P.

[I. 1023 g frische Pref3hefe werden mit 8000 ccm Wasser gut
vermischt, 201 g NaOH in 500 ccm Wasser zugesetzt und 5 Mi-
nuten mit einem Glasstab gerihrt. Dann wird die Flissigkeit in 2
leile geteilt und die eine Halfte wie oben bei dem frischen
Hefebrei sofort nach Altmann weiterverarbeitet. Ausbeute-
aus 112 g PreBhefe 9,2 g. Fur N-Restimmungen wird die
Substanz bis zu konstantem Gewicht getrocknet.
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0,2500 g Substanz verbrauchen 20,'»coin | lo-n-I"St)4  12,50% X iKjeldahl
0.2525 » > 25 » » 12.00%

P-Hostimmungen:
M.J*;r»T g Substanz geben 0.0;V»5 g Mg.P.0. p.n;oa P.
0.2200 > 0.0727 » 0.2005
Mittel: 0.1*9%.

Die erhaltene Substanz enthélt 12,50°;« N und 9,18°/* \\
sie reduziert Fehlingsehe Ldsung nur nach dem Erwarmen
mit 6\,>iger 112S0,.

Die andere Hélfte wurde vor dem Zusatz des salzsauren
9tj° «igen Alkohols mit Soda genau neutralisiert und bis auf500 ccm
eingedampft, die eingedampfte stark braun gefarbte Flussigkeit
wurde mit Salzsaure bis zum Hntstehen einer starken Tribung
versetzt und mit dem gleichen Volumen 9f>°/oigen Alkohols
~b »"«« 1K1 geféllt. Am folgenden Tage wurde die Flissig-
keit von dein Niederschlag abgegossen, der Niederschlag mit
ot)r,oigem Alkohol durch Dekantieren gewaschen, abgesaugt,
mit 99"/«tigern Alkohol getrocknet, abgesaugt, mit Ather ge-
waschen, gewogen. Ausbeute 0 g.

Die Substanz enthalt 12,83°0 Stickstoff und 9,4P*
Phosphor.

X-llest im inii ngen:
0.2750 « Substanz verbrauchen 25.2 ccm | io-n-11,S04 12.52°,0 X
0.2200 » ) 202 > — 12,8%)%
Mittel: 12.85" x.
P-Itest immun«:

0.2208 r Substanz geben 0.0770 g Mg,P8<). «l,it% p.

Die erhaltene Nucleinsaure reduzierte Fehlingsche Lo-
sung erst nach dein Kochen mit 5%iger 112S()4.

[ll. 2285 g frische PreRhefe + 8000 ccm Wasser und
bin ccm 33°/,>iger NaOH wéhrend 5 Minuten gut gemischt und
genau nach Altmann verarbeitet, Ausbeute 31 g.

Die Substanz enthalt 11,59°/oN und 10,83° « P.

i ;{85 g verbrauchen 11.5 ccm ! io-n-II,SU4 11.(12°1* X.
0.2150 » v ma » » 1140,
Mittel: 11.00°,o.

P-Itest imniungen:

0.2120 g Substanz geben 0,0800 g Mgj\0. - 10.23°,) P.
0.2158 . » 0,0810 » * ' — 10,14% .

Mittel: 10.33° ..
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Die Substanz reduziert ebenfalls Feh!ingsehe Ldsum*
nur nach dem Kuchen mit 11,80".

2. Darstellung von Helenucleinsdure nach Neumann.

1000g derselben Prel3hefe -f- 4000 ccm Wasser -] 2(H)ccm
:»d°,0ige NaOH -f- *00 g Natriumacelat gut gemischt werden
in einem Kolben in kochendem Wasserbade wéhrend ‘>0 Minuten
erhitzt, der grufdte Teil wird dabei mit dunkelbrauner Farbe
gelost. Nach der Neutralisation durch Zusatz von 150 ccm
50°/oiger Kssigsaure wird die Flussigkeit auf 1000 ecm einge-
dampft, der Niederschlag abzentrifugiert und zu der Kklaren
Flussigkeit ein gleiches Volumen Alkohol (%<Voigi zugesetzt.
Nach dem Absitzen des Niederschlags wird die Flussigkeit ab-
gegossen: es bleibt eine zdhe Masse, die hei weiterem Aus-
waschen und Zerreiben mit WH’igcm Alkohol pulverig wird
und sich absaugen 1aBt. Der so erhaltene Niederschlag wurde
in 200 ccm Wasser gelost und auf dem Wasserbade so lange
erwarmt, bis sieh am Hoden des (Hases ein Niederschlag ab-
>etzt. Das Filtrat von diesem Niederschlag wurde» wieder mit
Alkohol gefallt, der erhaltene Niederschlag mit WF'/.dgem Al-
kohol gewaschen, mit (HP’igem Alkohol getrocknet, mit Ather
gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute betragt 17 g.

Die Substanz enthalt 8.64°;« Stickstoff und 2,70«,» P,

Die in Wasser gelOste Substanz gibt nach Zusatz ivon
Fehlingscher Losung eine volumindse Fallung.

Diese Féllung enthalt wahrscheinlich das von Salkowski »)
beschriebene Hefegummi.

Sie gab nach der Veraschung nur einen geringen Nieder-
schlag mit molybdansaurem Ammoniak und reduziert«; nach
der Hydrolyse mit 5n/oiger H2SO, stark Fehlingsche Losung.

Sémtliche Substanzen geben beim Auflésen in Natron-
lauge nach Zusatz von CuSO, keine Biuretreaktion.

Stellt man die erhaltenen Resultate zusammen, so ergibt
sich folgende Ubersicht:

*) Her. d. Deutsch, ehern. (Jos.. Bd, XXVII, S. IU7 u. 025. — Osbi ma,
These Zeitschrift, Btl. XXXVI. S.\2. _ Meigen u. Spreng, Diese Zeit-
s hrift. Iki. LY, S. 50,
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| Ange- | N- P
Ausgangsmaterial wandte |  Ausbeute Gehalt Gehalt
Menge . V

Frischer Hefebrei 1500 ccm 2889 — 10,200 1217 1114
Frische Prefshefe ~ Mach 2285 g 31,00 — 136% 1150 1033
' > Alt- 512, 02» — 170% 1250 018

> » mann i \ i
eingeengt . 512 » G0» = 117°% 1238 044
Mittel . . . 12.32, 10

Frischer Hefebrej 21 Std. mit |
NaOH behandelt, dann nach 1500 ccm 14 ¢ 313 873
Alt mann verarbeitet
Frische PreRhefe nach Neu- !
mann 1000 g | 17 * 8,64 270

Aus dieser Ubersicht geht mit Klarheit hervor, daB sieh
die Neuman nsche Methode zur Darstellung einer reinen Nuclein-
suure aus der Hefe nicht eignet, so zweckmaRig sie auch fir
die Darstellung der Nucleinsaure aus der Thymusdruse ist. Hier
wird das Hefegummi immer mitgefallt werden, das dieselben
Loslichkeitsverhaltnisse besitzt. Aber auch nach der Methode
von Altmann bekommt man, wenn man die Hefe zu lange
der Einwirkung des Alkalis tberlalt, keine reinen Nucleinsdure-
praparate, wie sich besonders in dem niedrigen Stickstoffwert
von 3,13°/0 zu erkennen gibt. Dagegen zeigen die (brigen
Zahlen eine annéhernde Ubereinstimmung, aber selbst das Ein-
dampfen der groRen Flussigkeitsmengen, das eine Ersparnis an
Alkohol bringen sollte, hat keinen EinfluR auf die Erhéhung
der Ausbeute.

Nach diesen Befunden ist es also das zweckmaRigste, an
der alten, von Altmann angegebenen Darstellungsmethode
festzuhalten.

Vergleicht man nun die hier von mir gefundenen Analysen-
zahlen, die unter sich ja eine ziemlich befriedigende Uberein-
stimmung zeigen, so konnte man meinen, dal sie der wahre
Ausdruck fur die Zusammensetzung der Hefenucleinsdure seien,
besonders wenn man sich die von Altmannl) und auch von

*) Arch. f. [Anal, u] Physiol., 1880, S. 526.
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anderen gedullerte Anschauung zu eigen macht, daB gerade
die Praparate mit den hochsten Phosphorwerten am wenigsten
zersetzt seien. Wir werden aber spéater bei Besprechung der
Spaltungsversuche sehen, dal} der hohe Phosphor- und relativ
niedrige StickstofTgehalt dieser Praparate wahrscheinlich auf
eine durch die Salzsédurewirkung verursachte Abspaltung von
stickstoffhaltigen Korpern aus dem Molekil der Nucleinséure
zuriickzufuhren ist. Meine Zahlen stimmen (brigens ann&hernd
mit den von anderen Untersuchern der Hefenucleinsédure gefun-
denen P- und N-Werten (berein.

Herlant h Mi_ttel

Boos*) _ Levene . meiner

a) b) a'i3) b)4i Analysen
p % 8.78 | y.00 10.81 8.0 8.08 10.02
X< <y 18,80 | 15.27 10.84 15,21 17,«» 12.82

(Berechnet auf (.u-freie Substanz.)

Eine Darstellung von Hefenucleinsdure im Grollen aber
nach der Methode von Altmann war im Laboratorium mit
grolRen Schwierigkeiten verbunden, ganz abgesehen davon, daf3
die zum Schluf3 erhaltenen Praparate wahrscheinlich noch mehr
durch die Reagenzien alteriert worden wéren wie die Praparte,
die ich bei der Verarbeitung relativ kleiner Mengen erhalten hatte.
Eine Inangriffnahme quantitativer Spaltungsversuche wurde daher
bedeutend dadurch erleichtert, dall mir die Firma C. F. Boeh-
ringer und Séhne in Mannheim-Waldhof5) ein groRes Quantum
Hefenucleinsdure zur Verfugung stellte. Die Substanz war aus
gewaschener und entfetteter Bierhefe im wesentlichen nach der
Methode von Altmann hergestellt und stellte ein feines weilRes
staubendes Pulver dar, das sich vollkommen farblos in Wasser
auflost. Es gab die Biuretreaktion nur spurenhaft.

¥ Arch. f. exp. Path., Bd. XLIV, S. 158.
*) Arch. f. exp. Path., Bd LV, S. If>

3) Biochem. Zeitschr., Bd. XVII, S. 128.
4) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 548.

vy Der chemischen Fabrik C. F. Boehringer u. Séhne in Mann-
heim spreche ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank fiir ihr freund-

liches Entgegenkommen aus.
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lici der Analyse des bis zur Gevviehlskonstanz getrock-
neten Préparates wurde ein Gehalt von 10,16% N und 8.65" , I*
gefunden, also weniger P und mehr N, wie in den von mir
dargestellten Praparaten. . Wir werden aber, wie schon oben
erwahnt ist. spater sehen, dal) diesen letzten Zahlen jedenfalls
der Vorzug zu geben ist.

Spaltungsversuche mit llefenueleinsaure.

Ks wurde nun zunachst die nach Altmann von mir
dargestelite Xueleinsaure aus den verschiedenen. Versuchen vcr-
eint. sodal) (in Praparat erhalten wurde, das 12.27°/0 N und'
10,02° 0 1' enthielt.

1. Hiervon wurden 10 g mit Salpetersaure (10 ccm 11X0,
spez. Gew. 1,1 -j- 10 ccm 11%0) (bergossen und fortgestelit :
da die Xucleinsdure mit dieser Menge Salpeterséure einen dicken
Sirup bildete, der auch nach mehrtagigem Stehen nichts Krystai-
linisohcs absetzte, wurden nach, einiger Zeit noch 5 ccm 11X0,
spezifisches Gewicht 1,5 -j- P ccm ILO hinzugesetzt. Dann ting
in der klaren, hellgelben, viskosen Flussigkeit allmahlich eine
Kristallisation an; nach MO Tagen wurden die Krystalle abge-
trennt. Die Flussigkeit war noch immer sehr zédhe, sodal) die
Filtration nur &aufRerst langsam vor sich ging.

Der Niederschlag wurde mit 10'foiger 11X03, Alkohol und
Allier gewaschen und gewogen, 1,5980 g. Die LOsung des
Niederschlages in Wasser farbte sich beim Zusatz von Nil.
orangegelb und der ausgeschiedene Niederschlag von Guanin
war auch gelb gefarbt.

Erhalten Guanin 0,8510g mit 45,99° 0 N. Gerechnet:
56,86 " h X.

Das ammoniakalische Filtrat vom Guanin wurde auf Adeniti
verarbeitet und erhalten Adeninpikrat 1,8620 g vom Schmelz-
punkt 278—280° unkorr.

Das Filtrat von Adeninpikrat wurde von Pikrinsaure be-
freit und auf Xanthin- und Hypoxanthin verarbeitet.

Das Filtrat von den auskrystallisierten Nitraten wurde
mit 500—500 ccm ILO versetzt und bei 4.0—50° zur Entfer-
nung des grol3ten Teils der Salpetersaure bis auf 50 ccm ein-
gedampft. mit NIL versetzt — starke orange Farbung und ein
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weiller Niederschlag, der bei der weiteren Untersuchung, als Cal-
ciumphosphat erkannt wurde. Der Niederschlag wog lufttrocken
0.598 g und enthielt 13,73% Ca. 0.078 g gaben 0,015 g CaO.
Das Filtrat hiervon zusammen mit dem Filtrate von Adenin-
pikrat wurde mit ammoniakaliseher Silberlésung ausgefallt;, der
Niederschlag gewaschen, mit HCI zersetzt und die Chloride
auf Xanthin und Hypoxanthin verarbeitet und erhalten: Xanthin
0,1730 g mit 36,98% N. Verlangt: 36.85% N. Hypoxanthin-
chlorid 0,2160 g mit 20,39°/0 N. Verlangt: 20,38% N. Aus dem
Filtrate von Hypoxanthinchlorid konnten noch 0,1530 g Hypo-
xanthinpikrat isoliert werden.
Es wurde gefunden: Guanin und Adeninnitrate 1,5080 g
in 0,402, mithin in 10g = 1,7000 g.
In 0,402 g der Nucleinstiure wurde'n gefunden:
Guanin aus Nitrat 0,3410 g
Guanin als Xanthin ~ 0,1719*

0,5150 g.
Im ganzen wurden also in diesem Versuch wiedergefunden .
Guanin aus Nitrat 0.3140 g
+ Guanin als Xanthin 0,1710 »
0,5159 g.
Adenin aus Fikrat 0,5051 °
als Hypoxanthin 0,2312 »
0,7363 g.
Also 5,16 °/o Guanin.
7,30% Adenin.
Analysenlabelle der HNO3-Spalt ung.

Angewandte Menge “ert Ge- Mittel \V
brauchte funden™ o N aus 2 beresh
Substanz Jio-H,, S04 xt %t gefunden! bcstiin-
) N-Menge net
in g cem mungen
Guanin 0.0750 24,7 0.03458 46,10 | 45.99
b 0.0720 236 0,0330-1 4588 |
Xanthin 00590 157 002178 3601 | oo 68
) 00460 122 001708 ; 3706 | ~ . = %
Hypoxanthin- f 0,095 20,0 | 0.0280 29.47 | 29 39 ' 20 38
| 1

cblorid. (0.064 | 134  00187t; 2931
Hoppo-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 1*7
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2. 2)22*1 g Nucleinsdure naeh Altmann wurde mit H..,SO4
ilOAeun 114S04 -f- 210 ccm 11,0) hydrolysiert, die nach der
Hydrolyse erhaltene Flussigkeit von der ausgeschiedenen Kohlel)
abgesaugt, die Kohle mehrmals mit Wasser ausgekocht, die
erhaltenen Filtrate bis auf 500 ccm konzentriert und N-Bestim-

tmmgen nach K.jeldahl gemacht.
) ccm der Flussigkeit verbrauchten 25,1 ccm »'io-H.,.SO4 0.03511 g N

P - » . ¥ 250 » » . 0.0350
Mil lei aus 2 Bestimmungen 0,03507: in 500 ccm wurden also 3.507 g X
gefunden.

Setzt man den Stickstolf der angewandten Menge Sub-
stanz 1,180 g x in 32,01 g Nucleinsaure gleich 100, so ergibt
sich ein Verlust an HuminstickstofT von 0,073 g oder 16,10%
vom (iesamtsticksloff.

In 20 ccm wurde sodann der Ammoniakstickstoff durch
Destillation der neutralen Flissigkeit mit BaC()3 im Wasser-

dampfstrom bestimmt:
20 ccm der Flussigkeit verbrauchten 14.5 ccm n/iu-11aS04 = 0,0203 g X,
20 » » » 145 » » 0,0203 »

in 500 ccm 0.5075 g - 12,14°0 des Gesamtstickstoffs.

Die von Schwefel- und Phosphorsaure befreite Flissigkeit
wurde auf (000 ccm gebracht und mit Schwefelsdure schwach
ungesauert. Beim Stehen Uber Nacht schied sich ein krvstalli-
nischer Niederschlag aus, der abliltriert wurde, in NaOH gelost
und mit Fssigsdure wieder ausgefallt wurde. Der nunmehrig»
Niederschlag wurde in Wasser unter Zusatz von 112SOt geldst,
mit Tierkohle gekocht und bis auf ein kleines Volumen ein-
gedampft. Fs wurde 0,7300 g Guaninsulfat gewonnen, mil
31.05° 0 und 8° o 1120. Berechnet 32,00 /o N und 8,24°,0 II.,0.

Aus dem Filtrate vom zuerst ausgefallenen Guaninsulfat
wurden die Alloxurbasen hei schwach schwefelstiurer Reaktion
mit Silbernitrat gefallt und hei weiterer Verarbeitung der Alloxur-
hasenfraktion wurden noch 0,1500 g Guaninsulfat erhalten.
Adenin wurde als Pikrat gefallt und 1,1780 g erhalten (Sp. 270"

‘I Bei der Hydrolyse der Hefenucleinsdure scheiden sich grobe
Mengen Kohle ab: schon hierdurch unterscheidet sie sich augenfallig von
der Nucleinsdure aus Thymus resp. aus Sperma. Bei diesen komm!
es unter den gleichen Bedingungen nur zu einer minimalen Kohleaus-
scheidung.
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unkorr.t. Das gewonnene Xanthin war etwas dunkel geférbt
.nd halte 33,210 0 N.

Die Fraktion, in der Hypoxanthinchlorid zu erwarten war,
+*25 war ganz braun, enthielt Asche und nur 19*34°lo N und
wird deswegen bei der Berechnung nicht mitberechnet. Cytosin
.nd I'racil wurden aus dem Filtrate von den Alloxurbasen mit
\gX03 und BaiOH), geféllt. Die Ag-Verbindung wurde wie
gewohnlich verarbeitet und das Cytosin wurde vom Uracil mit
I'nosphorwolframsaure getrennt. Es wurde Cytosin 0,7800 g
mit 13,72" 0 H,0 und 38,00° 0 N erhalten und aus der Mutter-
auge mit Pikrinsaure als Cytosinpikrat noch 0,1020 g = 0,0333 g
Cytosin geféllt. Uracil wurde erhalten 1,000 g mit 25,10°/o N.
Thymin konnte nicht nachgewiesen werden. Die H2S0i4-Spaltung
gab Guaninsulfat 0,8800 g = 0,3049 g Guanin in 32,91 g.

0.1100 g Xanthin — 0,1094 g Guanin in 32,91 g, mithin
it.3324 in 100 g.

Adeninpikrat 1,1780 = 0,4092 g Adenin in 32,91 g und
m 100 g = 1,2430 g,

Cytosin 0,8133 g in 3291 g = 2,4712 g in 100 g.

Uracil 1,0000 g in 32,91 g = 3,0386 g in 100 g oder
— 3,0672 g Cytosin.

Analysentabelle der 11,$04-Spallungsprodukte.

- 0 : : - i
) Ver- Ge Mittel i \V N Ver- rfL .1 WV
unite Menge . 5 n- N ] g oren 1&10
brauchte | f|>np _aus 2 be- eim 7 ° | bhe-
ibsianz ge i Sub-
ccm x-  fun- Bestim- rech- ¢ ITrock- gefun* rech-
™ g ,ilio-HiSO4 Menge | den mungen net SN2 hen y den et

" oam<lidtat 0.138 | 315 0.0441031.05 31,05 32,06 0,1500 0,0120 8,00 g24

|
\iorom 0,1100 26,1 0.03654 33,21 33,21 ; 36,KF —
c,M1 0'058Oi 15.75 0 02205 38,01 1 38.0
0.0490 13.3 0 01862 38,00 %
0.068 12,2 0,01708 25,11 )
\ >25 10
0.0580 10.4 , 0.01458 25.10)

37.81« 0,1240 0,0170, 13,72 13,95
25,05

Setzt man die Stickstoffmenge des Ausgangsmaterials
— 100, so sind in diesem Versuch in Prozenten des Ausgangs-
'naterials wiedergefunden:

17
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Humin-N = 16,10%
NH.rN = 12,14 V*
Guanin-N = 3,38%
Xanthin-N = 0,97" »
Adeniti-N = 5.08 %
Cvtosin-N = 7,30 %
UracilFN = 5,98%

51,01 %.

In diesem Versuch konnte also nur die Halfte des Stick-
stofTs des Ausgangsmaterials wiedergefunden werden. Zwei-
fellos haben hier aber groBe Verluste bei der Isolierung dei
Alloxurbasen stattgefunden, die wohl groRtenteils in den Baryt-
niederschlagen verloren gegangen sind, denn die Salpetersaur«s
Spaltung hat sehr viel groRere Mengen Alloxurbasen geliefert.

In dem Spaltungsversuch mit Salpetersdure wurden wiedev-
gefunden: 5,10% Guanin

7,36% Adenin.

In dem Spaltungsversuch mit Schwefelsaure wurden
wiedergefunden .

in 32,91 g Substanz 0,5075 g NH” = 15,43%
0,3049 » Guanin = 0,93°h
0,1100 » Xanthin = 0,33%
0,4092 » Adenin = 1,24%
0,8133 » Cytosin =: 2,47%
1,0000“» Uracil = 3,04%

Auffallend ist die grole Menge Ammoniakstickstoff 12,14°
des Gesamt-N gegentber 5,20% bei der analogen Spaltung!) der
Thymusnucleinsaure. Ihre Erklarung lindet sie in dem reichiichen
Auftreten des Uracils, das sofort rein und ohne eine Beimengun;
von Thvmin isoliert werden konnte. Dadas Xanthin, das Hypo-
xanthin und das Uracil sekundar durch weitergehende Hydrolyse
aus dem Guanin, Adenin und Cytosin unter Ammoniakabspal-
tung hervorgehen, so muf} natirlich bei einer Vermehrung des
Uracils auch gleichzeitig die Ammoniakmenge vermehrt sein.

% Il. Steudel. Diese Zeitschrift, Bd. XL1II. S. 403.
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Kechnet man nun die sekundaren Spaltungsprodukte in die
primdren um. so geben

0,1100 g Xanthin = 0,1004 g Guanin

1.0000 » Uracil = 1,0000 Cytosin, es waren
demnach wiedergefunden:
0,4143 g Guanin = |,2t»°,0

0.4092 » Adenin 1,24° ¢
1.8133 * Cytosin = 5,54

Da sich nun aus diesen Versuchen noch kein Bild vom
Aufbau der Nucleinsaure gewinnen liel3, wurden noch 2 analoge
Versuche mit der Hefenucleinsdure Boehringer angesetzt:

I. 10 g Nucleinsaure mit 16,16°/0 N und 8.05 g P wurden
mit 10 ccm Salpetersaure (1,4 spez. Gew.) -f- 10 ccm Wasser
-tchen gelassen. Die Nucleinsaure quillt zuerst, dann wird
allmahlich alles zu einer farblosen Flissigkeit gelést und nach
1 - 24 Stunden erscheinen Krystalle. Nach 8 X 24 Stunden
wurde der kristallinische Niederschlag abgesaugt? mit IOVoiger
11X0., dann mit Alkohol und Ather gewaschen und nach dem
Trocknen an der Luft gewogen. Erhalten 2,8684 g.

Die Nitrate wurden in Wasser gelost, mit NHJ wie ge-
wohnlich behandelt, um Guanin von Adenin zu trennen. Der
ausgeschiedene Niederschlag von Guanin wurde nach dem Aus-
waschen mit 2°/oiger NH,, mit Alkohol und Ather getrocknet
und gewogen, erhalten 1,2840 g Guanin mit 47,69°/0 N.

Aus dem Filtrate von Guanin nach Entfernen von NH,,
bdsen in HCI und Entfernung des Uberschusses der HCI durch

Abdampfen wurde das Adenin mit Pikrinsaure gefallt und er-
balten 0,7640g Adeninpikrat, das bei 272—280° unkorr. schmolz.

Das Filtrat von Guanin- und Adeninnitrat wurde mit
Wasser versetzt und bei 40-50° vorsichtig eingedampft> um
‘s moglichst von Salpetersaure zu befreien. Nach dem Stehen
‘diied sich ein Niederschlag von Hypoxanthin- und Xanthinnitrat
aus. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, in Wasser geldst und
bc Alloxurbasen mit ammoniakalischer Silbernitratlésung gc-
billt, das Filtrat von Xanthin- und Hypoxanthinnitrat wurde
ebenfalls stark ammoniakalisesh gemacht und mit ammoniaka-
lischer Silberlosung gefallt: die samtlichen Silberverbindungeil
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wurden NHOrfrei gewaschen, mit Salzsaure zersetzt, und an-
dern Fitrat die Uberschiissige Séure durch vorsichtiges Abdampfen
entfernt. Der Rickstand wurde mit Wasser von 4-0* behandelt,
das ungelést gebliebene Xanthin abfiltriert, mit Alkohol und Athei
getrocknet und gewogen: 0,1910 g Xanthin mit 30.88°,n X.

Aus dem Filtrate vom Xanthin wurden 0,7503 g Hyp<
xanthinchlorid mit 30,30°/0 N gewonnen.

Ks wurden also im ganzen 1,2810 g Guanin, dann 0.1910 g
Xanthin = 0,1898 g Guanin, mithin 1,173s g Guanin gefunden
Die gefundene Menge Adeninpikrat betrug 0,7010 g = 0,2833 g
Adenin und 0,7503 g Hypoxanthinchlorid = 0,5302 g Adenin.
mithin 0.8135 g Adenin.

100 g Nucleinsdure geben also 11,71 o Guanin und
8,1 i'Vo Adenin.

Ana lysentabollo zur Salpetersdurespaltung.

Angewandte Menge Ver- Ge- o0 Mittel o mic
brauchte fund aus 2 stoft

Minsumz » «o-H,S04 Hneene Stickstoff Bestim- berei !

’ N-Menge. °HCKStO '

5 ccm mungen ne!

(iuanin 0,0885 30.2 0.01228 17.77
0.0785 257 003738 17,51

Xanthin 00311 90 0012050  3(5.95
00122 111 001551  3(582

Hypoxanthin- f ~,037 8,0 0,0112 30.27
ehlorid j o 9,75 001355  30.33

| 1759 Jil.ow)
| 388  388.

l 30.30 29.3-S

II. lot) g Nucleinsaure mit 10,10°/o N und 8,65°/0 P wurden
mit 300 ccm H2SOt -f- 000 ccm H20 wahrend 10 Stunden am
KicklluBkihler gekocht. Die erhaltene dunkelbraune Flissigkeit
enthalt viel Kohle. Die Kohle wurde abgesaugt, dreimal mit
Wasser ausgekocht und samtliche Filtrate bis auf 1000 c« m
eingedampft und N bestimmt.

5 ccm der Flussigkeit bei der N-Bestimmung nach K.jel-
dahl verbrauchten 19,9 ccm n io-H2SU4 = 0,06986 g N: in
1000 ccm = 13,972 g N. Von 10,16 g N wurden 13,972 g
wieder gefunden, es fehlten 3,188 g N = 19,72° » des Gesamt-
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Stickstoffs. In je 10 ccm der hydrolysierten Flissigkeit wurde
der Ammoniakstickstoff bestimmt.

10 ccm verbrauchten 15.2 ccm "ij-H,S0, - 0.0212S e N.
10 » » 150 » » 0.021(H) » *

MiMd aus 2 X-Beslimmim”en 0.02111 g. in JHIO ccm sind 2.11h) ni"
Ainmoniakstickstoli oder IM.OS0/» des Gesamtsticksioll's.

Die Ubrig gebliebene Flissigkeit — BIT) ccm — wurde
mit Ha(O0ll)2 von Schwefel- und Fhosphorstiure befreit, der
Ba-Niederschlag dreimal mit 3000—4000 ecm Wasser aus-
gekocht. die sdmtlichen Filtrate schwach schwefelsauer bis auf
[ 1 eingedampft. Heim Erkalten schied sich ein kristallinischer
Niederschlag aus. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde alt-
filtriert, in Wasser unter Zusatz von NaOll gel6st, mit'Essig-
sdure geféllt, die Fallung in Wasser unter Zusatz von li2S(),
und Erwédrmen geldst, die Losung mit Tierkohle entfarbt, etwas
konzentriert und stehen gelassen, es krystallisierte Guaninsulfat
in Form von Nadeln. Die Krystalle wurden abgesaugt und
gewogen = 1,3230 g.

Das Filtrat wurde noch auf die Hillte eingedampft und
mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt — es schieden
sieh schneeweifle Nadeln aus — 1.5030 g, mithin im ganzen
2,8800 g Guaninsulfat mit 32.21 °/o N und 8,22%) 1120* gleich
1.000U g Guanin in 915 ccm oder 1,0928 g in 1000-g..

Im urspriinglichen, schwach sauren Filtrate von Guaninsulfat
wurden die Alloxurbasen mit Silbernitrat gefullt: die Silberver-
bindungen wurden wie gewdéhnlich verarbeitet und das Adcnin mit
pikrinsauremNatrium gefullt und erhalten 5,4000g9 Adcninpikral,
aas zwischen 275—280° unkorr. schmolz. Die 5,4000 g Pikrat
sind gleich 2,0242g Adcnin in 915ccm oder 2.2122 g in 1000ecm.

Die Xanthinfraktion gab bei der Analyse zu hébe N-Wcrte
— 10.11%» N —, was auf eine Verunreinigung mit Adcnin
binwies, die erhaltene Menge wurde in Wasser unter Zusatz
von 1l. S04 beim Erwérmen gehist und erhalten 0,2425 g Adenin-
sulfat mit 35,35" « N und 5°/0 1120, diese Menge Sulfat ist
gleich 0,0810 g Adcnin in 915 ecm oder 0.08K5 g in 1000 ccm.
Dei* liest der Xanthinfraktion gab 0,1347 g Xanthin, das ent-
spricht 0,1339 g Guanin in 915 ccm oder 0,1103 in 1000 ecm.
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Die Hypoxanthinfraktion trab als Ilypoxanthinpikrat 0,4700 ¢
gleich 0,1751 g Hypoxanthin, das entspricht 0,1739 g Adenin
in 915 (-cm oder 0.1900 g in 1000 ccm.

Das Filtrat von den Alloxurbasen wurde mit AgXO03 und
Ha(0ID? versetzt, der Niederschlag mit Salzsaure zersetzt, das
Filtrat vom AgCl bis zur beginnenden Krystallisation einge-
dampft, die abgesaugten Krvstalle wurden in warmem Alkohol
gelost; da sie ziemlich viel Alkohol zum Auflésen brauchten,
so wurde die alkoholische Lésung auf die Halfte eingedampft,
beim Krkalten schieden sich Krvstalle aus, die abfiltriert, in
Wasser gelost, mit Tierkohle entfarbt und wieder auskrystalli-
sicren gelassen wurden. Sie batten 25,71 °* N und wurden als
Uracil gewogen -- 3,2X10 g.

Die alkoholische Mutterlauge wurde zur Trockene ein-
gedampft, in Wasser gelost, mit Tierkohle entfarbt und die
Losung eingedampft, und es wurden noch 0,0800 g Uracil er-
halten, da der N-Gehalt gleich 25,20°/0 war.

Das Filtrat vom Uracil wurde mit Wasser verdunnt, mit
JUSO, vom Haryt befreit, mit 100 ccm 5°/oiger HsSO4 ange-
sduert und mit Phospliorwolframsaurc vorsichtig geféllt, um
einen UberschuB von der Saure zu vermeiden. Der Nieder-
schlag wurde abfiltriort und zum Filtrate eine neue Portion
der Phosphorwolframséaure zugesetzt, der neue Niederschlag
abfiltriert und jeder Niederschlag besonders zersetzt, doch nach
den N-Hestimmungen zeigte es sich, dal} beide Niederschlage
(lytosin enthielten.

Der erste Niederschlag gab 1,3630 g Cytosin mit 37,94°/« N
und 13,56Vo 11.0.

Der zweite gab 0,6980 g Cytosin mit 39,09 °/0 N und
15,00",0 11,0.

Im Filtrat von dem auskrystallisierten Cytosin wurde der
Hest von Cytosin mit Pikrinsaure geféllt und erhalten 0,6270 g
Cytosinpikrat gleich 0,2109 g Cytosin.

So wurden 2,2719 g Cytosin in 915 ccm gefunden oder
2,1938 g in 1000 ccm.

I Aus dem Filtrat von dem Phosphorwolframsdurenieder-
schlage wurde die Schwefelsdure und Phosphorwolframséaure
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mit BafOHi., .entfernt und die samtlichen Filtrate und Wasch-
wasser eingedampft. Es wurden noch 0,d28g Uracil gewonnen,
mit 24,96'Vo X.

So wurden 4,8890 g Uracil in 915 ccm gefunden, oder
5.3431 g in 1000 ccm, die gleich 5,3733 g Uytosin sind, (iuanin
als Sulfat wurde gefunden 1,0928 g und in Xanthin verwandelt
0.1463 g, im ganzen 1.2391 g.

Adenin gefunden als Pikrat 2,2122 g. Adenin als Sulfat
+t.0885 g und in Hypoxanthin verwandelt 0,1900 g, im ganzen
2,4907 g.

In 100 g Nucleinsaure hei H2SOrSpaltung wurde also
gefunden:

Cytosin = 2,4938 g = 0,9142 g N.
Uracil = 53431 » =1,3381 , >
Guanin = 1,0928 » =0,5066 ¥
Adenin = 2.3007 » —1.1929 - ¢
Xanthin = 0,1472 » =0,0542 *»
Hypoxanthin — 0,1913 - =0,0788 » >
Ammoniak-N — 2.1140 »
6,2291 g N.

Analysentabeélle fur die Il._,S04-Spaltung.

ver- 6¢c- 0  Mittel .4 x Ver- %y
andte Monge fun- X . * Inion
brauchte be- . 11,0
Sub dem* ge- Sul»-  beim
ubstanz ccm X-  fun- beslini- rech- Trock- gefun-
in g » lo-HgSOj Monge den mungon net stanz nen g den

s>ulfat 0,1305 321 0,04494 32.21 3221 32,00 0,1520 0.0125 H.22

aMilfat 0,000 IG,r>  0.02310 35,00 \ 0.2125 0,0115 5<u)
;30.3i> 31,05 '
0.0490  12; 0,0175035,71 |
Mil  0,0490 9,0 0.012002571 2571 25< — -
00R0  10,s 0,01512 2520 2520 25()5 — —
‘411 01530, 415 0,05S| 37.94 —  37HO 0.1770 0.0240 13.50
0,1000  27.9  0.03900 39.(Mi \ 0,1000 0.015 15.00
.39.05 37,s0
01llos 30.9 0.04320 39,04 j 0,1125 0.0l7 15,0

In Prozenten des Gesamtstickstoffs (16.16 g) berechnet,
ergibt sich aus dieser Schwefelsaurespaltung folgendes Resultat.

%
11,0

rech-
net

s.21
8,91

13.95
13.95
13.95
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Verlust (Humin)-N = 10,72"
NIlj-N = 13.08° 0
Guanin-X = 311" |
Adenin-N = 7,38°0
Xanlhin-N = 0,34"
Hypoxantliin-N = 0.40°;,
Cytosin-N — 584
Cracil-N = 8.200/0

Wiedergefunden : 58.28 V>,

Diese Schwefelsdurospaltung allein wirde also auch nicht
genligen, um sieh ein Bild von dem Aufbau der Nucleinstiuio
zu 'machen; ist doch nur wenig mehr als die Halfte des Siick-
slofis wiedergefunden. Halt man ab(‘r die Hesultate der Sulpcter-
saurespaltung zusammen mit denen der Schwefelsaurespaltung.
so zeigt sich deutlich, daR bei den Alloxurbasen ein grollet
Verlust bei der Aufarbeitung eingetreten ist.

Oofundcn:
10i IINO.-Spallim”™  Inm 1.SO”-Spaitung
QOuanin (1.71 00 1,24°¢ (Xanthin auf' (inanin berechnet».
Adenin 8.1 2,100. (Hypoxanthin auf Adenin berechn.’

Will man also anndhernde Werte fir Guanin und Adenin
haben, so muH man die Werte der Salpetersdurespaltung nehmen
Kochnet man dazu noch den aus der Schwefelsidurespaltung
gewonnenen Wert fur Cytosin (mit Addition des Cracils).
erhalt man:

14.75Vo Guanin. 8,14 Adenin und 7.87 °/n Cytosin.

Dali man wirklich fiir | raeil Cytosin berechnen darf, ebenso
wie fur Xanthin Guanin und fir Hypoxanthin Adenin, ergibt
sich unter anderem daraus, dafl z. B. das von mir im zweiten
H.,S(),-Versuch gefundene Ammoniak 2,1140 g hei weitem au>-
reichl, um das beim ( bergang der Aminokoérper in die Oxv-
korpor freiwerdende Ammoniak nach der theoretischen Berech-
nung zu decken: es ist sogar nach dieser ein groRer Uber-
schull an Ammoniak gefunden — ein weiterer Beweis, da!
bei der Darstellung der Spaltungsprodukte Verluste stattge-
funden haben.
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Beim \erwandel-n v<»n g Cuyt<wsin ui I'iacil wird ab-
gespalten n.S22!» g Xli,
Ueim Verwandeln von O.IUNJ g .Guanin in Xantliin wird
abgespalten........cccocoviieii i 0.0Ul

li im Verwandeln von O.[HH) g Adenin in Hypoxanthin
wird abgespalten ... »

Verlangt . . . O.Htilg g Mp
Befunden ... 21110
Sttdlt man nun die Stickslollwerle fur die gefundenen
Mengen der drei Spaltungsprodukte zusammen, so erhdlt man
fir 10 g Nucleinsdaure mit HUb'Vo N.

1171 g Ouanin — O.IMU gN + 12.25) vom Uesaml-X.

0.S14  Adenin 0,1221 » -- 2(1tl’
0.71:t » Cytosin — 0.205)7» 10.05)°4
Sn.12 %

Somit wéren 80.120/0 vom GesamtstickstolT wiederge-
limden. Die noch fehlenden 15°/0 kann man ohne weiteres als
\erlust hei der Darstellung betrachten, da weder die Alloxur-
basegféallung und Aufteilung absolut quantitativ arbeitet, noch
die Ausbeute an Cytosin der wirklichen Menge an Cytosin resp.
| raeil genau entspricht. Die erhaltenen Zahlen sind séamtlich
Mindestzahlen.

Cs wurde demnach der stickstoffhaltige Teil der
llefenucleinsdure aus Guanin, Adenin und Cytosin
bestehen und sich von der Thymusnueleinsdaurc durch das
Fohlen von Thymin unterscheiden. Das Fehlen des Thymins
unter den Spaltungsprodukten der llefenucleinsaure war friher
schon von Levenel) behauptet worden, freilich ohne dal» er
stichhaltige Beweise vorgebracht hatte. Von Levene-| ist
ferner in der schon in der Einleitung erwahnten Arbeit be-
hauptet worden, dal das | raeil ein priméres Spaltungsprodukt
der !lelenueleinsdure sei. Als Beweis hierflir bringt er aber
nur einen Versuch, in dem das Uracil nur qualitativ, und noch
nicht einmal quantitativ dargestellt worden ist. Irgendwelche
Angaben (ber die bei diuv* Hydrolyse freiwerdenden Mengen
Ammoniak sucht man ebenfalls in der Levenosehon Arbeit

I Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, S. s.
* Biochem. Zeitschrift, Bd. XVII. S. 2
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vergeblich. Dioso Bestimmungen sind aber durchaus notwendig,
wenn man ein Urteil dariber gewinnen will, ob das Uracil zu
den primadren oder sekundéren Spaltungsprodukten gehort.

Die Bestimmung des stickstofffreien Teils der Hefe-
nueloinsduro, fur den von Levene in Analogie mit der Inosin-
sdure und (iuanylsdure als Bestandteil die d-Biboso angegeben
worden ist, stobt auf grofRere Schwierigkeiten.

Zunachst 188t sich leicht feststellen, dal} die Boehringer-
sehe Ifefeniideinstiure keine llexose enthélt.

10 g Xucleinsdure wurden mit 100 ccm 10'V.iiger HUI
Is Stunden lang im siedenden Wasserbade gehalten und nach
Zugabe von 10 ccm konzentrierter 11AS04 im Atherextraktions-
«I»parat mit Ather erschopft. Das Atherextrakt hinterlieR nach
dom Verdunsten eine geringe Menge eines Sirups, aus dem
sich keine Lavulinsaure gewinnen lieR, der aber kréaftige Fur-
furolrcaklionon gab.

Bei einer quantitativen Furfurolbestimmung nach Tollens
lieferten sodann 2 g Xucleinsdure 0,3029 g Furfurolphloroglucid
— ferner | g Xucleinsdure 0,227H g Phlorogiucid, entsprechend
einem Gehalt von 19,95 resp. 23,44°/o Pentose.l)

Ls besieht also der stickstofffreie Teil der Hefenuclein-
saure sicher aus Pentose. Dabei ware noch eine Beobachtung
von Boos -i zu besprechen, der aus der Hefenueleinsaure einen
Korper der Formel CT7IIHO mit Hilfe von Benzylphenylhydrazin
isoliert hat. Nun ist aber nach Ufner5 beim Arbeiten mit
Benzylphenylhydrazin zu beachten, daR die Praparate sehr leicht
durch Bonzylidenbenzylphenylhydrazon verunreinigt werden
konnen, und die Vermutung liegt nahe, dal} auch Boos sich
durch das Benzylidenbenzylphenylhydrazon hat tduschen lassen.

Fs stimmt ndmlich sowohl der Schmelzpunkt 114" ( Boos)
mit dem Schmelzpunkt des Benzylidenbenzylphenylhydrazon-;
uberein (111°). als lassen sich auch die von Boos bei der

‘1 Levene. ihr (liest* Versuche auch .schon angeslellt hat. find* t
0 1VnInsP.
Boos. Joum. <f biolojx. chemistry. Bd. V. y. PiO.
Monatsin-He fur r.hcmif. Bit. XXV. S.
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Klementaranalyse seines Korpers gefundenen Zahlen gut mit
denen des Benzylidenbenzylphenylhydrazons vereinigt*!).

Gefunden beivclmet berechnet fir
von boos Von Hoos benzylidenbenzvl|»lienyUiv drazon
(Durelisclinitt): fur C,JIZUX2:
C . S30S00 83.3tV 83.0)1 0,
0.78 i 0Ni % G21> %
S 0.71u *>72 0.80..

Ofnerl) gibt Ubrigens am Schluf? seiner Arbeit eine Auf-
zéhlung von Forschern, die schon vor Boos ein Opfer dieses
Irrtums geworden sind. Nachzupriifen bliebe immerhin die An-
gabe von Boos, daB sein Korper eine hohe spezifische Drehung
gehabt hat jajo = — 02,5.

Versucht man nun, aus den von mir erhaltenen Resul-
taten sich ein Bild von der |lefenucleinsdure zu machen, so
mussen augenscheinlich meine beiden ersten Spaltungsversuche
ausgeschieden werden. Die Menge der Alloxurbasen in meinem
Praparat war sehr viel geringer wie in dem Boehringerschen
und es ist anzunehmen, dal aus meinem Praparat wéhrend
der Darstellung Alloxurbasen abgespalten worden sind.

Die Resultate der Spaltungsversuche mit der Boeh-
ringerschen Nucleinsédure erlauben dagegen, wie oben abge-
leitet wurde, den Schluf3, dal Guanin, Adenin und Cytosin die
drei Stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefenucleinsdure sind.
Rechnet man nun wie Steudel bei der Thymusnucleinsiure
aufje ein stickstoffhaltiges Spaltungsprodukt ein Molekil Kohlen-
hydrat (also hier Pentose) und ein Molekil Phosphorsaure,
so ergibt sich folgendes:

W.O + W™ r CAN.0  3tyill0f + 3HjPO
— N297i2N13023P3 -f- 6H20.

Man wirde also jetzt eine Formel C29HI2N13()23P3 be-

kommen. die als einfachster Ausdruck der Hefenucleinsdure

anzusehen waére, und es ware zu priufen, wie sich die experi-

mentell gefundenen Werte zu den von dieser Formel verlangten
verhielten.

« 1 c. S. 600—1502.
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Zunachst fur die Spaltungsprodukte:

Verlangt: Gefunden:
Guanin  11.03% 14,71 " |
Adenin  13.08% K.11%
Gytosin  10.7:%)0 » 7571
Pontwst*  39,13% 23.11%

Zu diesen Zahlen ist zu bemerken, dal) die gefundenen
\\ <irt<’,  wie schon erwahnt ist, Mindestwerte vorstellen, dal)
feiner das Guanin einen etwas zu hohen N-Gehalt hatte und
wahrscheinlich noch Adenin beigemengt enthielt. Endlich ist
die quantitative Isolierung des Cytosins mit grof3en Schwierig-
keiten verknuUpft, die noch dadurch erhdoht werden, dal} man
einen teil des Cytosins ja als Uracil gewinnt und erst auf
Cytosin umrechnen muB. Gedenkt man alle diese Grinde, so
wird man zu dem Schlul3 kommen, dal} die gefundenen Zahlen
fur die X-haltigen Spaltungsprodukte sich ganz gut mit der oben
aufgestellten Formel vereinen lassen. Der gefundene Wert fir
die Pentose will nicht viel bedeuten, erstens ist die Furfuml-
methode ja an und liir sich rein konventionell und zweitens
ist es fraglich, ob die in der Nucleinsdure gebundene Pentose
ebensoviel Furfurol liefert wie freie Pentose oder wie Pentosane.

Es bliebe also nur noch dbrig, die Zahlen der Elementar-
analysen mit denen fur meine Formel verlangten zu vergleichen.

Berechnet fir Gefunden von
Verfasser licriant,l Itoos-: Leve ne
a) h| alll hi*
C 1 33,09% — 30,10  33.0r> 36.20 31,97  300.)
1 1.10"0 — 1.25 1.0,s 1.71 ~UlI 1.57
N 17.03° 10,10 13.00  >.27 10.81 1521 178
P= %00 8.05 S.73 9,00 10,31 8,0 8.03

Das ist aber mit den Analysen der verschiedenen Untersuche!
eigentlich nicht ohne weiteres angangig, da die verschiedenen

) Auli. f. exp. Path., Bd. XL1V, S. 159 lauf Cu-freie Substanz,
umgerechneti.

I Auli. f. exp. Path.. Bd. L\. 8.20 (dort noch mehrere Analysen
nach lle riant).

" Bm< hem. Zeitschrift, Bd. XVII. S. 123.
4i 1'icsu Zeitschrift. Bd. XXXII, S. alH.
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untersuchten F raparate mich verschiedenen Methoden gewannen
wurden und keines irgend ein Kriterium der Reinheit besah.

\on mir selbst sind bisher keine C- und H-Rostimmungen
gemacht worden, da ich nicht glaube, dal} sie zu der hier be-
handelten Frage irgend eine Entscheidung liefern werden.

Zum Schluff mul» ich noch einige Worte Uber, die von
Levenel) aufgestellte Formel Ca8lli,Ntil>/),,, und ihre Regriin-
diing sagen. Sie ist dadurch zustande gekommen, .da Levene
'je Ansicht Stendels lber den Aufbau der | hymusnueleinsiiure
schematisch auf die llefenucleinsiiure Ubertragen hat und daf3
er das Uracil fur ein priméres Spaltungsprodukt der llefe-
nucleinsdure gehalten hat. Dies ist aber nach meinen obigen
Ausfiihrungen nicht richtig und kann auch schon deswegen nicht
richtig sein, weil ich mehr Uracil gefunden habe, als die
Levenesche Formel verlangt. Die Formel ist aber an und
Air sich schon garnicht moglich, weil die Summe der Valenzen
keine durch zwei teilbare Zahl ist! dieser Fehler ist dadurch
uMursacht, daB Levene das Cytosin als solches in die Formel
mitgenommen hat, ohne ein Atom .11 abzuziehen fir die Rindung
an der Pentose.

Seine Analysenzahlen hat Levene aber gar nicht auf
«lie Formel C.J8H-0Ni;,PtO2t bezogen, sondern er hat (Riochem.
Zeitschr., Rd. XYrll, S. 123, Zeile 11 von unten) dieser Formel
noch C.H/L (wohl 1 Moiekiil Essigsaure?) hinzuaddiert. Hier
|«leibt er freilich jede Erklarung fur diese merkwirdige Re-
rechnung schuldig. Mdoglicherweise sollten durch diese Art der
Berechnung seine Analysenzahlen eine bessere Ubereinstimmung
mit den verlangten Werten bekommen. Es ist namlich:

t«’rechnet fir Berechnet fir Gefunden von

a U\ Pr ool NPV -f- C4HAO:  Levene (B. Z. XVII. S. 123):
< =!I 35.00". C = 3517% C = 34.97°,

H= 379 I — 3.98°, H— 441" "

X = 16,13% N 15. *0°, N - 15.21°,"'

f — 952% P = 9,08 % P= 80%

In den Versuchen, auf die Levene jetzt seine neue
Formel stitzt, vermifst man vor allen Dingen exakte giiautita-

*i Riochem. Zeitschrift. Rd. XVII. S. 122.
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live Angaben Uber die Ausbeuten an den einzelnen Spaltungs-
produkten und Angaben Uber den Grad der Reinheit der in
Rechnung gestellten Fraktionen. Fs erscheinen wohl Analysen
der gereinigten Substanzen, aber diese geben natirlich kein
Kriterium ab fur die Reinheit der als Ausbeute berechneten
Rohprodukte.

Ich glaube also, daf} der llefenucleinsiure als einfachste]
Ausdruck die Formel GK)IIL,NI3Rjojs zukommt und dal’ sie bei
der Spaltung zerfallt nach der Gleichung:

C* U4*NiaR8025 + 011,0 = C»H5N50 + C5H.N5 + G.H-OX
+ 3711,00s + 3HsPO4

Je ein stickstoffhaltiger Korper ist analog wie bei derThv-
inusnucleinstiureaneinKohlenhydrat(l’'entose)gebundenundz\\ar
unter Hesetzung der reduzierenden Gruppe derselben und da<
Kohlenhydrat ist anderseits mit der Phosphorsaure in Verbindung.

Fine locker gebundene llexose enthalt die reine llefc-
nudeinsdure nicht.

Fs liegt nun nattrlich nahe, zu vermuten, dal} die Nuclein-
saure des Weizenembryos, die von Osborne und Harris|
beschriebene Tritieonucleinsdure, einen &hnlichen, vielleicht
denselben Aufbau hat wie die llefenucleinsdure. Nach den
Angaben von Osborne und Harris2) enthélt sie kein Thymin.
und das als Spaltungsprodukt aufgefundene Uracil wird man
hier wohl ebenso als sekundares Spaltungsprodukt anzusehen
haben wie bei der llefenucleinsdure. Die bisherigen Unter-
sucher h_aben das nicht getan, wohl gréRtenteils aus theore-
tischen Uberlegungen.3)

Hieriber sollen gelegentlich Untersuchungen angestell!
werden.

/um Schlul3 sei es mir gestattet, Herrn Prof. Stendel
fur seine mannigfachen Anregungen bei diesen Untersuchung» n
meinen besten Dank auszusprechen.

") Diese Zeitschrift, IM. XXXVI, S. 85.

*) Diese Zeitschrift, IM. XXXVI, S. 85. Osborne und Heyl, A:
Jour, of Physiol.,, IM. XXI, S. 157.

") Siehe auch Il. Steudel, Handbuch der biochem. Arbeitsmethode
\'>n Abderhalden, IM. I, S. 5tW.



