Experimentelle Stadien tber den Nucleinstoffwechsel.
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in der Hitze. Isolierung der kristallisierten Cytidinphosphorsaurel).
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S. J. ihannhauser und G. Dorfmiiller.

Au» clor zweiten medizinischen Klinik |F. Mullcrj Minchen.)
(lior Redaktion zugegaugen am 22. August 1918.)

Durch Hydrolyse mit sehr verdiinnten (2 %) Mineral-
sauren werden die aus Purin- und Pyrimidinnucleotiden aufge-
bauten Polynucleotide derartig aufgespalten, daf3 die im Poly-
nucleotidmolekil vorgebildeten Purinnucleotide in ihre Bausteine
Purine, Zucker und Phosphorsaure zerfallen, wahrend die Pyri-
midinnucleotide als Nucleotidkomplexe erhalten bleiben. Die
Isolierung der ungespaltenen Pyrimidinnucleotide aus dem sauren
Hydrolysengemisch gestaltete sich bisher sehr umstandlich
und verlustreich. Durch Hydrolyse der Hefenucleinsédure mit
2°/0iger Schwefelsédure konnten Wir die Uridinphosphorséure
als kristallisiertes Brucinsalz isolieren. Die Cytidinphosphor-
sdure, welche bei der sauren Hydrolyse der Hefenucleinsdaure
neben der Uridinphosphorsaure ebenfalls entsteht, gibt zwar
auch ein kristallisiertes Brucinsalz, es gelang uns aber bisher
nicht, dieses Brucinsalz aus der Hydrolysenflissigkeit voll-
stdndig rein zu erhalten. Ein anderer Weg mulfite gefunden
werden, um die Cytidinphosphorséure darzustellen.

J) Die in den 13er. d. d. ehern. Ges., Bd. 51, S. 467 (1918) ange-
kindigte ausfihrliche Veroffentlichung der Darstellung eines kristallisierten
Dinucleotides (wahrscheinlich Guanosin-Adenosinphosphorséure) kann in-
folge meiner abermaligen Abstellung ins Feld erst spéater erfolgen. Th.
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Bei der ammoniakalischen Hydrolyse der Hefenuclein-
saure am RuckfluBkihler zerfallt dieselbe in die Uridinphos-
phorsaure und die Triphosplionucleinsdaure, welche hinwieder-
um aus den drei Mononucleotiden Guanosin-, Adenosin- mul
¢'ytidinphosphorsaure aufgebaut ist.

Eine schwachsaure Hydrolyse der Triphosplionucleinséure
mulite, falls die von uns angenommene konstitutionelle Zu-
sammensetzung der Triphosplionucleinsaure richtig ist, zur
Isolierung des in ihr enthaltenen Pyrimidinnucleotides der
Cytidinphosphorséaure fiihren. Nach unseren Erfahrungen ist
die Trennung der Pyrimidinnucleotide von den Reaktionspro-
dukten der mineralsauren Hydrolyse durch die zahlreichen hei
dieser Operation notigen Eallungsreaktionen mit grofRen Ver-
lusten fir das zu isolierende Pyrimidinnucleotid verbunden.
Wir suchten daher die Hydrolyse mit einer organischen Séure
durchzufihren und fanden hierzu die Pikrinsaure besonders
geeignet, weil die Hauptreaktionsprodukte der Hydrolyse, die
abgespaltenen Purine, beim Erkalten sofort als unldsliche
Pikrate ausfallen. Aus der hinterbleibenden Hydrolysenflissiir-
keit 1aRt sich die geloste Pikrinsaure leicht durch Ather ent-
fernen und das gesuchte Pyrimidinnucleotid nach dem Konzen-
trieren der Losung mit Alkohol fallen. Das mit Alkohol ge-
fallte Rohprodukt gibt ein kristallisiertes Brucinsalz, das nach
einmaligem Umkristallisieren bereits rein ist. Wir hvdrolv-
sierten auf diese Weise die Triphosplionucleinsdure und erhielten
das Brucinsalz der Cytidinphosphorsdure in guter Ausbeute.
Zur Darstellung der freien Cytidinphosphorsaure zerlegten wir
das Brucinsalz S. P. 205° mit Ammoniak, féllten die Losung
des Ammoniumsalzes mit Bleiessig (D. A. B.) und zerlegten das
entstehende Bleisalz mit Schwefelwasserstoff. Beim Einengen
der wasserigen Losung im Vakuumexsikkator kristallisiert
dann die freie Cytidinphosphorsaure in schonen Kristallen.

In der IV. Mitteilungn unserer experimentellen Studien
uber den NucleinstoliWechsel haben wir zwei scheinbar isomere
rriphosphonucleinsguren beschrieben, die sich nur durch ihre

¥ § J. rhannliauser und G. Dorfmdaller. Diese Zeilseliiv.
Bd. 100, S. 121 (1017).
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\eischiedene optisclie Aktivitat und in dem Schmelzpunkt der
Brucinsalze unterscheiden. Die Triphosphonucleinsidure aus
Brucinsalz S. P. 205° drehte nach links, wéhrend die Triphos-
phonucleinsdurc aus Rrucinsalz S. P. 185—187° optisch inaktiv
war.  Wir unterwarfen nunmehr die freien Sduren beider
Brucinsalze der Pikrinsauren Hydrolyse. Das aus der Hydro-
lysenfliissigkeit beider S&uren isolierte Brucinsalz gibt Ana-
lysenzahlen, die fir das Rrucinsalz der Cytidinphosphorsaure
stimmen. Zersetzt man aber die beiden Brucinsalze zur Iso-
lierung” der freien Cytidinphosphorsaure, so kristallisiert die
freie Cytidinphosphorsdure in guter Ausbeute nur aus dem
Brucinsalz, ”~as clurcll die Hydrolyse der Sdure Rrucinsalz

C-Triphosphonucleinsdure) gewonnen war, wahrend die
Cytidinphosphorsdure aus Hydrolyse der Sdure Rrucinsalz
I's) 77 (angeblich d-1- rriphosphonucleinséure) nur in spar-
liclien Kiistallen sich absetzte und zum Teil sirupts blieb.

Lin derartiges Verhalten haben wir auch bei der Dar-
stellung der freien Cytidinphosphorsdure aus einem Brucinsalz,
elas noch mit Rrucinsalz der Uridinphosphorsdure verunreinigt
war, beobachtet. Dieser experimentelle Befund veranlal3t uns
zu der Feststellung, dafl von den beiden isomeren Triphospho-
micleinsdauren nur die linksdrehende Triphosphonucleinsdure
ein einheitlicher, chemischer Koérper ist.

In der gleichen U eise wie die I-Triphosphonucleinsdure
haben wir auch die Hefenucleinsdure der Hydrolyse mit Pikrin-
saure unterworfen. Nach dem Abfiltrieren der abgespaltenen
Burinpikrate und dem Entfernen der tberschissigen Pikrinsaure
mit Ather wird durch Alkohol ein Gemisch von Uridin- und
Cytidinphosphorséure niedergeschlagen. Eine Trennung beider
lyrimidinnucleotide gelingt nur mit Hilfe der fraktionierten
Kristallisation ihrer Brucinsalze. Da aber die L&slichkeit beider
Biucinsalze in Wasser nicht sehr verschieden ist, muR die
fraktionierte Kristallisation mehrere Male wiederholt werden
und fuhrt schliel3lich nur zu einer ganz geringen Ausbeute an
reinen Brucinsalzen. Es empfiehlt sich daher, zur praparativen
Herstellung der Uridin- und Cytidinphosphorsaure die Hefe-
nucleinsdure zuerst durch ammoniakalische Hydrolyse am
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RuckfluBkuhlery in 1-Triphosphonucleinsaure und Uridinphos-
phorsaure aufzuspalten und dann durch Hydrolyse der 1-Tri-
phosphonucleinsaure mit kochender Pikrinsdurelésung die
Cytidinphospliorsaure darzustellcn.

Wir behalten uns vor, die Methode der Hydrolyse mit
Pikrinsaure und mit anderen organischen Sauren bei
verschiedenen Temperaturen auch mit tierischen Nuclein-
sauren auszufihren.

|
Experimenteller Teil. ! l

Hydrolyse der 1-Triphosphonucleinsdure mit konzen-
trierter Pikrinsaureldosung in der Hitze. Darstellung
der kristallisierten Cytidinphospliorsaure.

30 g Brucinsalz der Triphosphonucleinsaure S. P[ 205"
werden in reinem Wasser suspendiert, mit Uberschissigem
Ammoniak versetzt und dann in Eis gekuhlt. Das Bruein
fallt vollstdndig aus. Nach dem Abkthlen auf 0° und halb-
stundigem Stehen wird das Bruein abfiltriert, auf der Nfctschc
scharf abgepret und mit Eiswasser nachgewaschen,| Das
Filtrat wird bei 40—50° im Vakuum stark konzentriert. Die
konzentrierte Lésung des Ammonsalzes wird mit viel Pikrin-
saure in Substanz (ca. 30 g) versetzt und die Mischung I*/2 bis
2 Stunden am RuckfluBkuhler im Sieden erhalten. Zuerst lost
sich alle Pikrinsdure in der Siedehitze, dann fallt allmé&hlich
unter starkem Stof3en ein Pikrat aus. Man kocht vorsichtig
trotz des StofRens die vorgeschriebene Zeit weiter. Nach
2 Stunden laflt man abkuhlen und stellt die Hydrolysenflissig-
keit zur vollstdndigen Ausfillung der Purinpikrate, des Ammo-
niumpikrates und unveranderter Pikrinsdure Gber Nacht in den
Eisschrank. Die ausgefallenen Pikrate und die Pikrinsdure
werden abgenutscht, das Filtrat im Vakuum bei 40—50° stark
konzentriert und mehrmals in den Eisschrank gestellt. Es
scheidet sich neben Pikrat noch eine gallertige Substanz ab.
Man saugt abermals ab, wascht mit wenig Wasser nach und

------- s I

) S. J. Thannhauser und G. Dorfmilller, Diese Zeitschr..
13d. 100. S. 121 (1917).
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atliert das mit etwas Wasser noch weiter verdinnte Filtrat
aus, bis alle Pikrinsdure entfernt ist. Die ausgedatherte Losung
wird im Vakuum bei 30—40° stark eingeengt und im Vakuum
uber konzentrierter Schwefelsaure vollstandig konzentriert.
Der hellgelbe Sirup wird mit der 10—11 fachen Menge Wasser
gekocht und die siedend heiBe Losung in eine heil3e alko-
holische Brucinlosung, die an Brucin die doppelte Gewichts-
menge des Sirups gelost enthélt, gegossen (Verhaltnis des
Brucins in Alkohol wie 1:2). Es beginntalsbald eine Abscheidung
von Brucinsalz, die bei langerem Stehen im Eisschrank voll-
standig wird. Das ausgefallene Brucinsalz wird abgesaugt, mit
wenig Alkohol nachgewaschen und mit reinem Chloroform
dekantiert. Nach dem Umkristallisieren aus Wasser schmilzt
das Brucinsalz bei 180—182°. In Wasser ist das Brucinsalz
ziemlich schwer l6slich, in heiBem Alkohol ist es leicht l6slich.

0.1318 g Substanz : 11 ccm N (20°, 722 mm)
L,H140™8C(GMHMO4Nt)L.  ]>er.. N 8,82
lief.. N 9,00.

Zur Darstellung der freien Cytidinphosphorsédurc wird
das Brucinsalz in heillem AVasser gelost, mit Uberschiissigem
Ammoniak versetzt und bei 0° unter Eiskihlung stehen ge-
lassen.

Das ausgefallene Brucin wird abgesaugt, das Filtrat im
\ akuum konzentriert und die ammoniakfreie Losung des Ammon-
>alzes mit Bleiessig (D. A. B.) gefallt. Das ausgefallene Blei-
salz wird in Wasser aufgeschlemmt, abfiltriert und mehrere
Male unter Aufschlemmen mit Wasser dekantiert. Die Suspen-
sion des Bleisalzes in Wasser wird mit Schwefelwasserstoft
zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert und das Filtrat im Vakuum
bei 40° auf 30 ccm eingeengt. Diese LoOsung laf3t man lang-
sam im \akuumexsikkator Uber Schwefelsdure eindunsten.
Hierbei scheidet sich die Oytidinphosphorsdure in derben,
weillen Kristallen, die in Rosetten angeordnet sind, aus. Aus
Wasser umkristallisiert.  Schmelzp. 227°. Herr Geheimrat
Rroth hatte die grol3e Liebenswuirdigkeit, die Kristallform zu
bestimmen. Die Oytidinphosphorséaure Kkristallisiert monoclin-
sphenoidisch.
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Gy tidiuphosphorsaui e.
0,1227 g Substanz 0,1525 g CO. 0.0529 g 11,0

0,0819 g " 9,G ccm N (15°, 718 mini
0,1285 gSubstanz 0,6950 g 1\,05. + 24 MoO.,
0,1265 g " 0,0844 g P*03. + 24 MoO

Gytidinpliosphorsdure CttHMOS8N3 P.
Ber.: C 33,48% H 4,33 % N 13,00% P 9,59%
Gef.: G 33,89% H 4,78% N 13,09% P 9,32%

Bestimmung der optischen Aktivitat: 0,1115 g Substanz
(im Vakuum bei 130° getrocknet) drehen in 4 ccm /2 n-Na-
Lauge gelést in einem 18,94 ccm-Rohr 1,24° nach rechts
MI? = + 28,43°.

Die bei der Hydrolyse der Triphosphonucleinsdure mit
Pikrinsaureldsung ausfallenden Pikrate wurden zur ldentifizie-
rung auf folgende Weise aufgearbeitet. Das Pikratgemisch
wird zuerst zur Entfernung der freien mitausgefallenen Pikrin-
saure mit sehr viel Ather in der Warme behandelt. Die hinter-
bleibenden Pikrate werden in heiBer konzentrierter Salzsdure
gelést und Uber Nacht stehen gelassen. Von der sich aus-
scheidenden Pikrinsaure wird auf einem geharteten Filter ab-
Hitriert. Die salzsaure Losung wird auf ein Kkleines Volumen
eingeengt. Die hinterbleibende Substanz wird in Wasser ge-
I6st und mit Ammoniak versetzt. Die ausfallende Substanz
wird abfiltriert und mit\%o igem Ammoniak dekantiert und
dann mit Wasser gewaschen. Hierauf bringt man die Sub-
stanz mit-wenig 5°/ciger Schwefelsdaure in Ldsung und fallt
mit Kkaltgesattigter Pikrinsaurelésung. Uber Nacht kristalli-
siert das Guanin als schdnes Pikrat aus. ,

0,0517 g Substanz 14,2 ccm N (24°, 720 mm)
Guaninpikrat.  C5H3N50. CJLN.,0-. Ber.: N 29,47%

Gef.: N 29,86%

0N
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Das ammoniakalische Filtrat der Guaninfallung wird zur
Trockne eingeengt. Das zurlickbleibende Kiristallisat wird in
wenig Wasser gel6st, eventuell vom Ungel6sten abfiltriert, und
mit kaltgeséattigter Pikrinsdurelosung versetzt. Es fallt sofort
ein schones Pikrat aus.

0.0437 g Substanz 12,20 ccm N (16°, 717 mm)
Adeninpikrat.  C,H5N3..C6H3N:IO0;.  Her.: N 30,780/,
Gef.: N 31.02%

Hydrolyse der Hefenucleinsdure mit konzentrierter
Pikrinsadureldésung in der Hitze.
Darstellung- des Cytidin- und Uridinphosphorsaure-
brucinsalzes.

Zu 100 g Hefenucleinsaure in 500 ccm Wasser werden
00 g Pikrinsdure hinzugegeben und 2 Stunden am RuckfluB-
kihler gekuhlt. Die Aufarbeitung der Hydrolysenflissigkeit ge-
schieht in der gleichen Weise, wie dies bei der vorstehenden
Pikrinsadurehydrolyse der Triphosphonucleinsdure beschrieben
ist. Nach dem Entfernen der Purinpikrate und der Pikrinsdure
wird die Flussigkeit im Vakuum zum Sirup eingeengt. Der
Sirup (ungefahr 00—70 g) wird in 500 ccm Wasser siedend
hei geldst und in eine heille, alkoholische Brucinlésung, die
ca. 00—70 g Brucin geltst enthalt, eingegossen. Die kochende
Losung 14Rt man bis 60° C. abkuhlen, saugt rasch vom aus-
fallenden Brucinsalz ab und a3t dann weiter bei Zimmer-
temperatur stehen. Kristallisat | (100-60°) enthalt zum gréten
Teil das Brucinsalz der Uridinphosphorsaure, Kristallisat 11
(60° Zimmertemperatur) ist ein Gemisch der Brucinsalze der
Uridin- und Cytidinphosphorsaure. Kristallisat I wird mit heilem
Wasser ausgezogen. Der ungeloste Rickstand aus sehr viel
heiRem Wasser auskristallisiert. Auf diese Weise erhalt man
«las Brucinsalz der Uridinphospliorsédure. Schmelzp. 175—177°.

0,1023 g Substanz 7,00 ccm (16°, 709 mm)

AaH,aNjOuP (U* 1180 O4N,)*. Her.: N 7,55 °/

Gef.: N 7,5 o/,
Kristallisat 11 wird zur Entfernung des Uridinphosphor-
sdurebrucinsalzes mehrmals auf die beschriebene Art frak-
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tioniert kristallisiert. Schlie3lich erhalt man das Cytidinphos-
phorsaurebrucinsalz in der Fraktion 60° Zimmertemperatur
rein. Die Ausbeute ist durch das wiederholte Fraktionieren
allerdings sehr gering. Schmelzp. 180—182°.

0,1014 g Substanz 8 ccm (19°, 712 mm)
CuHuUN308P(C,,HmO4N2)2. Ber.: N 8,82%
Gef.: N 8,61%

Die Isolierung des Guanin- und Adeninpikrates aus dem
bei der Pikrinsdurehydrolyse der Hefenucleinsaure ausfallenden
Pikratgemische geschieht in der gleichen Weise, wie dies bei
der vorstehenden Hydrolyse der Triphosphonucleinsaure be-
schrieben wurde.



