Uber die Hefenucleinsanre.

(Zur Mitteilung von H. Steudel und E. Peiser, Diese Zeitschrift
Bd. 108, S. 72)

Von
S. J. Thannhauser und P. Sachs.
(Ans der Il. med. Klinik (F. Maller), Minchen.)

(Der Redaktion zugegangen am 27. Januar 1920.)

Nach den analytischen Resultaten der unter der Leitung
von H. Steudel ausgefiihrten Arbeit von Kowalewsky!) soll
die Hefenucleinsanre ein Trinucleotid sein, das aus drei Mono-
nucleotiden, die Guanin, Adenin und Cystosin enthalten, auf-
gebaut ist. Das Urazil soll kein priméares SpaltOtiiek der
Hefenucleinséure sein, da es sekundar durch saure Hydrolyse
aus Cytosin entsteht. Durch die Untersuchungen von Levene
und Jakobs?) wurde zweifelsfrei erwiesen, dal das Urazil*
neben dem Cytosin in der Hefenucleinsdure vorgebildet ist.
Levene konnte durch alkalische Hydrolyse der Hefenuclein-
saure mit Ammoniak unter Druck ein Urazilglykosid, das
Uridin, kristallisiert isolieren. Ferner beschrieben Levenei
und Jakobs eine Hydrolyse der Hefenucleinsdaure mit 20/oiger
Schwefelsaure, wobei ein Gemisch von Uridin- und Cytidin-
phosphorsame entsteht. Es gelang jedoch diesen Forschern
nicht die beiden Mononucleotide zu trennen und kristallisierte
Derivate derselben zu isolieren. Nach der Auffassung von
Levene und Jakobs ist die Hefenucleinsdure ein Tetra-
niicleotid. das aus vier Monocleotiden, die Guanin, Adenin,
Cytosin und Urazil enthalten, besteht. Das Molekil der
Hefenucleinsdure sei derartig aufgebaut, daR die vier
Mononucleotide nur durch Phosphorséureanhydritbindungen
zusammengehalten werden.

) Kowalewsky, Diese Zeitschrift Bd. «0, S: 2t0 (1910).

1) P. A Levene und Jakobs. Bericht der deutsch, cbem. Gesell-
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(1010); Bd. 44, S 740 (1911)

H-»|ip«-S yler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 12



178 S. J. Thannhauser und P. Sachs,

OH

°7P Zucker Guanin

b7|].’ Zucker Adenin

>\
OJP Zucker Cytosin
°7

P Zucker Urazil

OH

Im Verlauf einer Reihe von Untersuchungen, die den
Zweck hatten, hochmolekulare Spaltstiicke der Hefenuclein-
saure zu isolieren und die Aufspaltung der Nucleinsduren im
menschlichen Darmkanal aufzuklaren, konnte der eine von
uns und G. Dorfmuller!) sowohl durch milde ammoniaka-
lische Hydrolyse als auch durch Verdauung mit menschlichem
Duodenalsaft ein hochmolekulares Spaltstiick gewinnen, das
mit Brucin ein Kristalisiertes Salz gibt. Dieser Korper er-
wies sich durch Analyse und vollstandige Hydrolyse als ein
Trinucleotid, das aus den Mononucleotiden Guanosin-Adenosin-
und Cytidinphosphorsdure besteht und mit 6 Molekilen Brucin
kristallisiert. Diese Substanz nannten wir Triphosphonuclein-
sdure. Neben der Triphosphonucleinsdure konnten wir bei
den gleichen chemischen und fermentativen Hydrolysen ein
Mononucleotid, die Uridinphosphorsaure als kristallisiertes
Brucinsalz isolieren und durch volistandige Hydrolyse. Ana-
lyse und optische Aktivitat charakterisieren. Auf Grund
dieser analytischen Resultate, insbesondere aus der Tatsache,
dal} die Triphosphonucleinsdure mit 6 Mol. Brucin ein kristal-
isiertes Salz bildet, nahmen wir an, dal} die vier Mononucleo-
tide im Hefenucleinsduremolekil nicht nur durch Phosphor-
saureanhydritbriicken verbunden sind, sondern dal drei Mono-
nucleotide, und zwar die das Molekil der. Tiiphosphonuclein-
“liure autbauenden Guanin-Adenosin- und Cytidinphosplior-
‘sduren noch durch intramolekulare Bindungen, wahrscheinlich

¥ 8. J. Thannhauser und G. Dorfmuller, Diese Zeitschrift
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durch atherartige Sauerstoffbriicken von Kohlehydrat zu Kohle-
hydrat, zusammengehalten werden. Durch die milde, ammo*
niakalische Hydrolyse und durch die fermentative Hydrolyse
im menschlichen Dinndarm werden nur die Phosphorséaure-
anhydridbindungen geldst, so dal} die mit 6 Mol. Brucin ein
Salz bildende Triphosphonucleinsdure und die mit 2 Mol.
Brucin kristallisierende Uridinphosphorsaure entstehen. Die Uri-
dinphosphorséure durfte somit lediglich durch eine Phos-
phorsaureanhydritbindung im Molekil der Hefenucleinsdure
verankert sein, wahrend die drei anderen Mononucleotide noch
durch intermolekulare Bindungen aneinandergefiigt sind. Die
durch die Isolierung der Triphosphonucleinsdure begriindete
Annahme, dal? im Hefenucleinsduremolekil auf3er den Phos-
phorsdureanhydritbindungen noch intermolekulare Verkettungen
der Kohlehydrate bestehen, wurde, zundchst ohne experimen-
telle Beweise, von Feulgenl) auch fir die tierischen Nuclein-
sduren postuliert. In einem Schema konnen wir uns den
Aufbau der Hefenueleinsdure auf nebenstehende Weise ver-
anschaulichen. Die punktierten Linien zeigen den Verlauf der
milden ammouiakalischen und fermentativen Hydrolyse an.
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Steudel und E. Peiser suchen nun in einer neuerlichen
Untersuchung Uber die Hefenucleinséaure *) die divergierenden
Befunde der Beteiligurg der Uridinphosphorsaure an dem
Aufbau der Hefenucleinsdure von Levene und Jakobs und
von dem einen von uns und G. Dorfmuller einerseits und
der aus dem S teudelschen Laboratorium stammenden Unter-
suchung von Kowalewsky anderseits aufzuklaren. Steudel
glaubt, dal} das Ausgangsmaterial fir die Untersuchungen,
die von Bohringer und Soéhne gelieferte Hefenucleinsaure’
durch den Darstellungsprozel? in der Fabrik derartig veran-
dert sein konnte, dal} bereits die Uridinphosphorsdure in dem
gelieferten Praparat nicht mehr in molekularer Bindung mit
den drei anderen Mononucleotiden vorhanden sei und eventuell
durch einen hydrolytischen Prozel3 der an Fermenten reichen
Hefe aus der Cytidinphosphorsaure sekundar hervorgegangen
sein konnte. Als experimentellen Beweis dieser nicht direkt
von der Hand zu weisenden Voraussetzung verwandelte
Steudel zuerst die von Bohringer gelieferte Hefenuclein-
saure Uber das Bleisalz in die freie Nucleinsdure und fallte
dann die schwach essigsaure Losung der freien Nucleinséure
fraktioniert mit Baryumacetat und Alkohol. Die in den
Fraktionen entstandenen Niederschldge wurden in heiem
Wasser gelost und wieder mit Alkohol geféllt. Beim Losen
in heilem Wasser blieb bei jeder Fraktion ein unl6slicher
Rickstand. Diese unloslichen Rickstdnde wurden vereint,
mit Natronlauge gelOst, mit Essigsdure angesauert und mit
Alkohol gefallt. Beim Lgsen in verdinnter Natronlauge blieb
ein kleiner unléslicher Rickstand.

Von allen Fraktionen (5) wurde das Verhéltnis P:N
untersucht. Es wurden natirlich grof3e Schwankungen (1:2,09
bis 1:0,87) gefunden, da die auf diese Art gewonnenen Pré-
parate keine analysenreifen Korper sein konnen.

Die in verdunnter Natronlauge unlosliche Baryumfallung
zeigt ein Verhéltnis von P : N von 1: 0,87, das dem Verhalt-
nis P : N der Uridinphosphorsdure entsprechen wurde. Steu-

Y H. Steudel und E. Peiser, Diese Zeitschrift Pd. 108, S. 42.
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del und Peiser halten daher diese Fallung fur ein Baryumsalz
der Uridinphosphorsaure und schlieen, daR in dem hefe-
nucleinsauren Natrium Bohringer die Uridinphosphorsaure
von dem Polynucleotidkomplex losgeldst sei. Dieser Befund
wirde nach Steudel die Resultate des einen von uns ,,in einer
neuen Beleuchtung“ zeigen. Dieser Ansicht Steudels kdnnen
wir nicht beipflichten, selbst wenn die fir Uridinphosphor-
saure angesprochene Baryumfallung tatsachlich ein Baryum-
»alz der Uridinphosphorsaure ware. Ein derartiger Befund
wirde nur sagen, dafl3 bei der Ublichen praparativen Darstel-
lung der Hefcnucleinsdure ein Teil der Uridinphosphorsaure
aus dem Hefennucleinsduremolektl losgel6st wird, wie dies
in vollstandiger Weise durch die von uns ausgefuhrte
milde, chemische und fermentative Hydrolyse bewirkt wird.
Der Befund Steudels wirde eine Stltze unserer experimentell
begrindeten Annahme sein, dal} die Uridinphosphorsaure im
Hefenucleinsduremolekil lockerer als die anderen Nucleotide
verankert ist und jedenfalls nur durch die Phosphorsaure-
anhydritbildung im grofen Molekll gehalten wird.

Um festzustellen, ob die von Bohringer bezogene liefe-
nucleinsaure tatsachlich freie Uridinphosphorsaure enthélt,
suspendierten wir 30 g freie Hefenucleinsdure in 500 ccm
Wasser und schittelten die Suspension 24 Stunden auf der
Schittelmaschine. Die Uridinphosphorsaure ist in Wasser
aullerordentlich leicht loslich. Vom ungelésten Ruckstand
wurde abfiltriert und die Flussigkeit unter vermindertem
Druck auf ca. 60 ccmm eingeengt. Diese Lodsung wurde zum
Kochen erhitzt und 30 gr Brucin, in 60 ccm heiliem Alkohol
gelést, hinzugegeben. Nach vierwdchentlichem Stehen war
kein Brucinsalz ausgefallen. Die Hauptmenge des Brucins
konnte der Loésung durch Ausschutteln mit Chloroform wieder
entzogen werden. Ware freie Uridinphosphorsdure in der
Losung der von Bohringer gelieferten Hefenucleinsdure zu-
gegen, so wurde das Brucinsalz dieser Saure ausgefallen sein,
da das Uridinphosphorsaurebrucinsalz in Wasser und verdinn-
tem Alkohol auf3erordentlich schwer 16slich ist. Die Uridin-
phosphorsaure ist durch ihr kristallisiertes Brucinsalz vom
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S. P. 177/178 und durch ihre optische Aktivitat aD == T 14 4.
charakterisiertl). Die von Steudel und Peiser mit Baryum-

acetat aus der Hefenucleinsaure fraktionierte Substanz ist bis-
her nicht genigend charakterisiert, um als Baryumsalz der
Uridinphosphorsaure angesprochen zu werden. Die Hefenuclein-
saure ist nach den bisherigen analytischen Daten als Tetra-
nucleotid, das aus der Guanosin-Adenosin-Cyditin- und Uridin-
phosphorsaure aufgebaut ist, anzusprechen.

") Diese Zeitschrift lid. 100, S. 121.



