Experimentelle Studien Iber den Nucleinetoffwecheel.

I1l. Mitteilung.
Hochmolekulare, kryatallielerte Spaltstiioke der Hefenuolein-
saure.
Von AVAS

S. J. Thannhauser und CK Dorfmttller.

(Aus der Il. Medizinischen Klinik zu Minchen, F. v. Miller).
(Oer Redaktion zugegkngen am 89. September 1915.)

In der ersten Mitteilung «Experimentelle Studien tber den
NucleinstofTwechsel» *) beschrieb der eine von uns ein hochmole-
kulares Spaltstiick der Hefenucleinséure, die <Triphosphonuclein-
saure von derwahrscheinlichenZusammensetzungC8,H490MNwPs.
Diese Saure wurde durch Verdauung der Hefenucleinséure (B6h-
ringer) mit menschlichem Duodenalsaft erhalten. -Charakteri-
siert ist diese Substanz durch ein einheitlich kristallisierendes
Brucinsalz vom S. P. 200—205° und durch die Drehung des
polarisierten Lichtes [a]D = —19,6. Bei der alkalischen Hydro-
lyse unter Druck wurden aus dieser Substanz Guanosin, Adenosin
und Cytidin erhalten. Durch die Darstellung der friphospho-
nucleinsdaure mittels menschlichen Duodenalsaftes war zum
erstenmal Einblick gewonnen in die ersten Stadien des
menschlichen Nucleinabbaus. Ein eingehenderes Studium der
chemischen Konstitution dieser wichtigen Substanz und eine
Erforschung ihres weiteren Abbaues im intermediaren Stoff-
wechsel war durch die mihsame Gewinnung des zu ihrer
Darstellung notigen Duodenalsaftes sehr erschwert. Es mufite
daher ein rein chemischer Weg gefunden werden, der zu dem
gleichen Spaltstick wie die enzymatische Hydrolyse fihrte.
Es ist uns gelungen, aus Hefenucleinsdure durch Hydrolyse

1) S. J. Thannhauser, Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 329 (1914).
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in ammoniakalischer Lésung unter ganz geringem Druck eine
Substanz als Brucinsalz zu isolieren, die nach Schmelzpunkt
S. P, 205 und Analysendaten mit der Triphosphonucleinsiure
identisch sein durfte. Zudem konnten wir noch ein weiteres
Spaltstiick als krystallisiertes Brucinsalz S. P. 182—185° fassen
und zur Analyse bringen. Die beiden Spaltstiicke wurden auch
bei ammoniakalischer Hydrolyse ohne Druck erhalten. Wir
behalten uns vor, auch andere Nucleinsauren unter den von
uns angewandten Bedingungen der alkalischen Hydrolyse zu
studieren. Durch unsere Einberufung zum Heeresdienst wurde
die Arbeit vor Jahresfrist unterbrochen. Wir sehen uns daher
veranlal3t, Gber die noch unvollstdndigen Ergebnisse vorlaufig
zu berichten.

50 g Hefenucleinsdure (Bohringer) werden in einer
Mischung von 40 ccm 25°/oiger Ammoniaklésung und 210 ccm
Wasser geldst und die Losung im Autoklaven bei 120—125°
13/4 Stunden lang hydrolysiert. Die erkaltete Ldsung wird
in 800 ccm gutgekihlten Alkohol (96°/0) eingegossen. Nach
langerem Stehen wird die grauweil’e hygroskopische Fallung
abgenutscht, in kaltem Wasser geldst und aus der Ldsung
In Siedehitze mit heil3er Bleiessiglosung (D. A. B.) die Saure
als ein weildgrauer Niederschlag ausgeféllt, der nach Absaugen
in kaltem Wasser aufgeschwemmt und mit SchwefelWasserstoff
zerlegt wird. Nach kurzem Aufkochen saugt man vom Blei-
sulfid ab, konzentriert das Filtrat im Vakuum bei 30—35°
auf ca. 40 ccm und setzt zur goldgelben Lésung solange Alkohol
(96°/0), als eine gallertartige hygroskopische Fallung entsteht.
Sie wird nach Abnutschen in lauwarmem Wasser gelost. Die
Losung wird im Vakuum bei 30—35° auf ungeféhr 35 ccm
konzentriert und hierauf in 400 ccm Alkohol (96°/0) unter
standigem Rdudhren eintropfen gelassen. Die weil’e Fallung
wird abgesaugt und sofort mit absolutem Alkohol und Ather
nachgewaschen. Ausbeute 2—3 g.

Die Darstellung des Brucinsalzes der S&ure erfolgt am
besten in nicht allzugroRen Portionen. 2 g der Saure in 25 ccm
heiBem Wasser geldst, werden mit 4 g wasserfreiem Brucin,
geldst in 8 ccm siedendem Alkohol, versetzt. Die sehr rasch
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ausfallende Rohkrystallisation wird aus siedendem Wasser um-
krystallisiert, mit Alkohol nachgewasehen und mit Chloroform
ausgekocht. Ausbeute 2 g. S. P. ca. 205.

Als Analysenmaterial wurde (ber das Silbersalz ge-
reinigtes Brucinsalz verwendet. Zu diesem Zweck wurde das
Brucinsalz in viel warmem Wasser suspendiert und mit Am-
moniaklosung versetzt. Es geht sehir rasch alles, in Ldsung.
Man filtriert schnell von geringer Verunreinigung ab, kuhlt
die Lésung durch Stehen in Eis ab und konzentriert nach Ab-
saugen des ausgefallenen Brucins das Filtrat bei 30° im
Vakuum. Hierauf féllt man mit Silbernitrat, bis kein Nieder-
schlag mehr entsteht, nutscht das ausfallende weil3e Silbersalz
ab, suspendiert es in kaltem Wasser und leitet Schwefel-
wasserstoff ein. Die vom Schwefelsilber abfiltrierte L&dsung
wird bei 30° konzentriert und portionenweise mit Brucin in
sehr wenig siedendemAlkohol gel6st, versetzt. Das aus-
fallende Rohkrystallisat wird aus siedendem Wasser um-
krystallisiert, mit Alkohol nachgewaschen und mit warmem
Chloroform ausgekocht. Das Brucinsalz wurde tUbet Phosphor-
pentoxyd bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. (12h.)

Analyse:

0,1577 g Substanz 0,3407 g COt; 0,0862 g H,0
0,1613 *  * 14,8 ccm N (bei 17\ 760 mm)
02200t  » 0,0231g Mg,Pa07
L»*H4@N160s,PsfC,,HtaNa04)6
Berechnet: C =158,82#0 H=577°%0 N=109 P =288
Gefunden: C =15892#o0 H=16,07lu N=10,7 P ==29%°0.

Wie schon erwéahnt, wurde zu der, nach Zerlegung des
Bleisalzes mit Schwefelwasserstoff und darauffolgender Kon-
zentration erhaltenen goldgelben Ldsung nur solange Alkohol
gesetzt, als ein gallertartiger Niederschlag entsteht. Aus dem
Filtrat hiervon konnte ein Brucinsalz erhalten werden, welches
einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweist und dessen Analysen-
werte von jenen des bei 205° schmelzenden Salzes abweichen.

Die von der gallertartigen Féallung abgesaugte L&sung
wurde im Vakuum bei 30—35° sehr stark konzentriert, in
300 ccm absolutem Alkohol unter stdndigem Ruhren tropfen-
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weise eingetragen und die ausfallende hygroskopische Substanz
nach Abnutschen mit absolutem Alkohol und Ather sogleich
nachgewaschen. Die Substanz reagiert stark sauer und ist,
einmal trocken, luftbestdndig. Ausbeute 3—4 g.

Zur Darstellung des Brucinsalzes wurden 3,3 g der Séure
in 44 ccm warmem Wasser gelost, mit 6,6 g Brucin in 13 ccm
siedendem Alkohol, versetzt. Das auskrystallisierende Brucin-
salz wird nach Abkihlen auf Zimmertemperatur abgenutscht
und aus siedendem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 2,2 g.
SP. 177—184°.

Das gleiche Brucinsalz konnte auch aus der alkoholisch-
ammoniakalischen Losung erhalten werden, die beim Eingiel3en
der hydrolysierten Hefenucleinlosung in Alkohol entsteht. Das
durch Absaugen vpn der grauweien hygroskopischen Fallung
erhaltene Filtrat wird im Vakuum bei 30—40° stark kon-
zentriert, in Siedehitze mit Bleiessig (D. A. B.) versetzt und
die Fallung nach Absaugen in kaltem Wasser suspendiert, mit
Schwefelwasserstoff in der Kalte zerlegt, aufgekocht, vom
Schwefelblei abfiltriert und bei 30—35° im Vakuum das Filtrat
sehr stark konzentriert. Die konzentrierte Losung lalt man
in viel absoluten Alkohol unter Rihren eintropfen. Die abge-
schiedene weiRe krimelige Substanz wird abgesaugt, mit abso-
lutem Alkohol und mit Ather nachgewaschen und getrocknet.
Ausbeute 6 g. S. P. 182—183®.

Zu Analysenzwecken wurde das aus der Sdure erhaltene
Brucinsalz ebenfalls in der beschriebenen Weise Uber das
Silbersalz gereinigt.

Analyse:

0,1733 g Substanz 0,3706 g CO,; 0,0921 g H,0
0,1556 > * 10,1 ccm N (bei 17#und 766 mm)
0,1473 » » 101 » N(» 24° » 760 »)
0,2157 » » 00228 g MgtP,0,.
Gefunden: C =5832> H =58> N=76°0 P =298
N=77>.



