Uber eine neue Spaltungsmethode der Nucleinsanre.

Von
H. Steudel und E. Peiser.

(Ans dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.)
(Der Redaktion zngegangen am 1. November 1920.)

Die ndhere Charakterisierung des in der echten Nuclein-
sdure enthaltenen Kohlenhydrates stoRt bei Anwendung der
bisher Ublichen Spaltungsmethoden auf Schwierigkeiten, man
erhalt meist viel huminartige Nebenprodukte oder sofort Spalt-
stiicke des Kohlenhydrates: L&vulinsdure, Ameisensaure, Fur-
furol. Es muBte also nach einem sehr milden Spaltungsmittel
gesucht werden, und als solches ist von dem einen von uns
(St.) schon seit mehreren Jahren die sogenannte Sulfitlauge,
wie sie in den Sulfitcellulosefabriken angewandt wird, benutzt
worden. Es ist ja bekannt, daf} in den Endlaugen der Sulfit-
ceilulosedarstellung sich viel reduzierende Substanzen, hervor-
gegangen durch Hydrolyse aus den Gummistoffen und Pento-
sanen des Holzes, befinden, und Tollens und Hauers') haben
die Sulfitflissigkeit benutzt fur die Hydrolyse von Kirsch-
gummi, Rubenschnitzeln, Buchenholz und Kiefernholz und die
gunstigsten Bedingungen festgestellt, unter denen eine Hbéchst-
ausbeute an reduzierenden Substanzen gewonnen werden kann.
Es erschien nun nicht aussichtslos, mit Hilfe dieser Methode
auch bei dem Kohlenhydrat der Nucleinsdaure zu neuen Re-
sultaten zu kommen. Wahrend man namlich bei den ublichen
Spaltungen der Nucleinsdaure mit Schwefelsdure, Salzsaure,
selbst mit Oxalsdure dunkelbraunschwarze Reaktionsflissig-
keiten erhélt, so bleiben bei der Spaltung mit Sulfitflussigkeit
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die Losungen vollkommen wasserklar, hochstens tritt eine
leichte hellbernsteingelbe Farbung auf. Aus der Reaktions-
flussigkeit setzt sich ein schwerer pulveriger Niederschlag ab
der den groten Teil der Alloxurbasen enthaltl), und es war
nun zu erwarten, dal die bei der Spaltung der Nucleinsdure
freiwerdende reduzierende Gruppe des Kohlenhydrates vor
weiterer Verdnderung durch die schweflige Saure geschutzt
wirde, die sich ja leicht mit Aldehyden und Ketonen ver-
bindet.

Bei den ersten Versuchen wurden nun Versuchsbedingungen
eingehalten, die sich an die von Tollens und Hauers ge-
fundenen gunstigsten Bedingungen anlehnten. Als Spaltungs-
flissigkeit benutzten wir eine Calciumbisulfitlésung, die durch
Einleiten von S02 in eine Aufschwemmung von 30 g Calcium-
carbonat pro 1 1 Wasser bis zur Losung und vollkommenen
Sattigung hergestellt war.

Je 50 g nucleinsaures Natrium aus Heringssperma wurden
mit 500 ccm Sulfitlésung 2 Stunden im Drucktopf auf 120
bis 130° erhitzt. Nach dem Erkalten wrurde vom Bodensatz
filtriert und die klare, hellgelbe Losung mit Alkohol versetzt:
hier entstand nur ein spéarlicher Niederschlag, der durch Fil-
tration entfernt wurde. Nunmehr wurde tropfenweise kon-
zentrierte Calciumacetatlosung hinzugesetzt und der volumindse
Kiederschlag nach einigem Stehen von der Mutterlauge ge-
trennt und mit walirigem Alkohol ausgewaschen. Dann wurde
wieder in Wasser gel6st, schwach mit Essigsaure angesauert
und mit Bleiacetat versetzt. Da hierbei kein nennenswerter
Niederschlag entstand, konnte in der Losung keine unzersetzte
Nucleinsdure mehr vorhanden sein. Beim darauffolgenden
Zusatz von basischem Bleiacetat entstand nun ein dicker,
weiller Niederschlag, der nach vollstdndigem Absitzen von
der Mutterlauge getrennt, sorgfaltig mit Wasser wiederholt
verrieben und ausgewaschen wurde. Er wurde dann in Wasser

*) Bei den Versuchen hatte ich mich anfangs der Hilfe des Herrn
Dr* Feulgen, jetzt Privatdozent in Giel3en, zu erfreuen. Von ihm ist
inzwischen schon mitgeteilt (Diese Zeitschr. Bd. 102, S. 244), wie man
aus der Hydrolysenflussigkeit die Purinbasen quantitativ gewinnen kann.
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aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Losung
mit reinem Baryumcarbonat in geringem Uberschul3 versetzt,
aufgekocht und vom Bleisulfid und Uberschiissigen Baryum-
carbonat getrennt. Dann wurde das Filtrat im Vakuum bei
niederer Temperatur auf ein kleines Volumen eingeengt — es
blieb hierbei vollkommen farblos — und mit Alkohol gefallt.
Das ausgefallene Baryumsalz wurde noch einmal in Wasser
gelost und wieder mit dem gleichen Volumen Alkohol unter
Zusatz eines Tropfens konzentrierter Baryumacetatlésung aus-
gefallt, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Es resultiert ein feines, weilles, staubendes Pulver, in dem
zur Orientierung der Stickstoff- und Phosphorsauregehalt be-
stimmt werden (die Substanz enthielt keine mit Magnesia-
mixtur féllbare Phosphorsaure und wurde vakuumtrbcken
analysiert) :

0,2742 g neutralisieren 6,4 ccm n/10 Saure (Kjeldahl) = 3,27% N

0,2062 g , 55 , n/l0 " = 3,74% N
0,2430 g * 26,2 , n/2 NaOH(Neumann)= 5,97% P
0,2300 g " 240 , n/2 ” , = 5,77%P.

Berechnet man sich aus den Mittelzahlen 3,50% N und
5,87 °lo P das Verhaltnis von P: N, so erhalt man 1: 0,596.

Ein anderes Praparat, in gleicher Weise hergestellt, gab
folgende Werte:

0,1179 g neutralisieren 1,9 ccm n/10 Saure (Kjeldahll = 2,23% N
0,1481g . 22 , n/10 , = 2,08% N
0,1492 g " 119 , n/2 Lauge (Neumann) = 4,42% P
0,1442 g ” 118 , n/2 " » — 4,53% P.

Hier berechnet sich aus den Mittelzahlen ein Wert fir
PN gleich 1:0,486.
Diese Werte stimmen zu dem Werte, den das Verhéltnis
P :N in der Thyminsdure verlangt. In dieser Sdure kommen
auf 5 N-Atome 4 P-Atome, und das Verhaltnis P : N verlangt
1:0,566. Gefunden 1: 0,596 und 1:0,486.
In einem dritten Praparat fand sich:
0,1297 g neutralisieren 2,6 ccm n/10 Saure (Kjeldahl) = 2,81% N
0,1346 g , 126 , n/2 Lauge (Neumann) = 5,19% P.

Gefunden P : N = 1:0,542, berechnet P: N = 1:0,566.
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Schweflige S&ure lieR sich in den Praparaten, abgesehen
davon, dalR Baryumsulfit so gut wie unldslich in Wasser ist,
mit Hilfe von Nitroprussidnatrium und Zinksulfat oder Ferro-
cyankalium nicht nachweisen. Auch gebundene schweflige
Séaure lieR sich durch Erwarmen mit einem geringen Uber-
schuR von Baryumhydroxyd auf 70—80° nicht nachweisen.
Die Praparate reduzierten kraftig und stark Fehlingsche
LOsung.

Die Baryumbestimmungen fielen in Ubereinstimmung mit
friheren Resultaten, die von Steudel und Brigl gewonnen
waren, zu hoch aus; so lieferte z. B. das erste Praparat fol-
gende Zahlen:

0,2444 g gaben 0,1120 g BaS04 = 26,4:1% Ha
02300g , 0,1054 g BaS04 = 26,97% lia.

Daraus berechnet sich ein Verhaltnis von N : Ba = 1: 7,029,
das ungefahr einem Verhaltnis von 5 N :4 Ba entspricht.
Berechnet 1:7,85. Ein neutrales Salz wirde aber ein Ver-
haltnis von 5N :2 Ba = 1: 3,924 verlangen. Man scheint
also gewohnlich keine neutralen Salze, die 2 Atome Baryum
enthalten muRten, zu erhalten, sondern basische Salzel), ein
Verhalten, das dem der echten Nucleinsiiure entsprechen
wurde, die mit Erdalkalien auch leicht basische Salze bildet.
Ein neutrales Baryumsalz der Thyminsédure ist bisher nur von
Feulgen?) erhalten und analysiert worden.

Wir haben diese Verhaltnisse vorlaufig nicht weiter unter-
sucht, sondern haben uns bemiiht, durch hydrolytische Spal-
tung einen genaueren Einblick in unsere Substanz zu gewinnen.
Eine quantitative Bestimmung aller oder zum mindesten ein-
zelner Spaltstiicke halten wir fur die nédhere Charakterisierung
dieser hochmolekularen Korper fir durchaus erforderlich. -
Elementaranalysen an den meist amorphen Substanzen kdnnen
leicht irrefihren. Selbst bei den kristallisierenden Alkaloid-
salzen der einfachen Nucleinsduren, in denen an die hoch-
molekulare Sdure noch das groRe Molekil eines Alkaloids

) Siehe dazu Steudel und Brigl, Diese Zeitschr. Bd. 70, S. 400.
4) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 305.



Uber eine neue Spaltungsmeihode der Nucleinsaure. 301

angefugt ist, erlebt man gelegentlich Uberraschungen, wenn
man quantitative Spaltungen durchfthrt.

20,25 g lufttrockenes Baryumsalz wurde mit Schwefel-
sdure 14 Stunden lang am RuckfluBkihler gekocht’) (auf 1 g
Substanz wurden 3 g konzentrierte Schwefelsdure und 6 g
Wasser genommen). Die Losung wurde nach dem Erkalten
auf 500 ccm gebracht und enthielt 0,610 g N.

10 ccmneutralisieren 8.7 ccm n/10S&ure = 0,0121 g N
15 ccm " 13,0 ccm »/10 v = 0,01S2g N
15 ccm , 13,1 ccmn/10 = 0,01S3 g N.

In 50 ccm wurde nach der Neutralisation mit Baryt und
Zusatz von uberschussigem Baryumcarbonat das Ammoniak
mit Wasserdampf ausgetrieben und abdestilliert. Es wurden
0,9 ccm n/10 112S()4 verbraucht. In einem zweiten Versuch
wurden auf 50 ccm 1,2 ccm n/10 Saure verbraucht = 0,00126 g N
resp. 0,00168 g N. In den 500 ccm Ausgangslosung waren
also rund 0,0147 gN = 2,41% des Gesamt Stickstoffs.

Es wurde dann noch eine zweite Spaltung in gleicher
Weise wie vorstehende ausgefihrt mit 15 g Substanz; die
Losung, auf 500 ccm aufgefullt, enthielt 0,4515 g N.

20 ccm neutralisieren 12,9 ccm n/10 S&ure r= 0,01806 g N.

Die beiden Losungen wurden vereint, mit Baryt genau
neutralisiert und nach Zugabe von Baryumcarbonat das Am-
moniak durch einen Wasserdampfstrom abgetrieben.  Die
Niederschldage waren 3mal mit Wasser ausgekocht und die
Waschwésser mit der llauptmenge vereint. Die nunmehr
Schwefelsdure- und phosphorsaurefreie Losung gab mit Silber-
nitrat in schwach saurer LdOsung nur einen verschwindend
kleinen Niederschlag. Sie wurde auf ein kleines Volumen
eingeengt und lieferte dann eine Kristallisation, die nach dem
Umkristallisieren 1,62 g wog und aus Thymjn bestand.

0,1704 g, bei 100° getrocknet, neutralisieren 26,9 ccm n/10 S&ure
(Kjelduhl) = 22,10% N,

0,1809 g, bei 100° getrocknet, neutralisieren 28,7 ccm n/10 Saure
(Kjeldab 1) = 22,21°/., N.

Berechnet fir Thymin 22, '2°/0 N.

[) Steudel und Brigl, Diese Zeitschr. BdT 70, S. 401.
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Wenn man sich die Menge Thymin berechnet, die ver-
langt wird, wenn auf 5 N-Atome 1 Molekil Thymin kommt
(Thymin hat 2, Cytosin* hat 3 N-Atome), so erhalt man, da
in der Losung nach Abzug der fur die Bestimmungen ver-
brauchten Mengen noch 0,9585 g N waren, einen theoretischen
Wert von 1,72 g Thymin, der mit dem gefundenen von 1,62 g
gut Ubereinstimmt.

Das Filtrat von der Thyminkristallisation, das zur Be-
stimmung des Cytosins resp. Uracils dienen sollte, ist uns
leider verloren gegangen. Bei den mangelhaften Methoden
zur quantitativen Bestimmung gerade dieser beiden Korper
und den in Betracht kommenden geringen Mengen halten wir
diesen Verlust nicht fur so wesentlich, dall wir uns nicht fir
berechtigt halten, die von uns analysierte Substanz fir Thymin-
saure anzusehen.

Das Resultat des Versuchs ist sehr bemerkenswert. Bis-
her galt die Thyminsdure flr einen Korper, der nur mit grof3er
Sorgfalt dargestellt werden konnte. Es sind von den bis-
herigen Untersuchern ausfihrliche Vorschriftenl) ausgearbeitet
worden, nach denen man sehr genau arbeiten muf3te, um den
hochst labilen Korper zu erhalten. In der Spaltung der
Nucleinsdure mit Sulfitlosung haben wir nun ein Mittel, be-
quem groRere Mengen von Thyminsdure darzustellen; sie hat
sich bei Anwendung dieser Methode als ein verhaltnismalig
recht bestandiger Korper erwiesen, vertragt sie doch gut ein
mehrstindiges Erhitzen mit der Sulfitlosung auf 120—130°.
Den Grund hierflr vermuten wir in der schutzenden Wirkung,
die die Sulfitlésung auf die reduzierende Gruppe des Kohlen-
hydrates auslibt. Dieser Schutz scheint so weit zu gehen,
dall die Praparate von Thyminsaure, die nach der Sulfit-
methode dargestellt wurden, nach lénger als einjahrigem
Liegen weder ihre weille Farbe noch ihre Leichtléslichkeit
in Wasser verloren hatten, ebensowenig ihre Reduktionskraft
gegen Fehlingsche Ldsung. Irgend ein Gehalt der Praparate
an freier oder gebundener schwefliger Saure war allerdings

*) Kossel und Neumann, Diese Ztitschr. Bd. 22, S. 74. — Steudel
uud Brigl 1L c¢c. — Feulgen 1 c.
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auf keine Weise nachzuweisen, so dald mdglicherweise doch
noch andere Verhaltnisse bei der Bestandigkeit gerade dieser
Praparate von thyminsauren Salzen in Frage kommen.

Die Untersuchungen der Einwirkung der schwefligen
Saure auf die Nucleinsaure, besonders auf die Kohlenhydrat-
gruppe, auch unter anderen Versuchsbedingungen, werden von
uns fortgesetzt.

Zusatz (H. Steudel). In den hier mitgeteilten Ver-
suchen habe ich die aus der Nucleinsaure entstandene Substanz
noch mit dem alten Namen Thyminsdure bezeichnet. Dieser
Name ist seinerzeit von Kossel und Neumannl) eingefuhrt,
als unsere Kenntnisse von der Struktur der Nucleinsaure und
ihrer Derivate noch unvollkommen waren. Nach unseren
jetzigen Anschauungen und nach den Bezeichnungen, die fur
die hoéheren Spaltstiicke der Hefenucleinsdure eingefuhrt sind,
miflite man aber denken, daf die Thyminsdure ein Ka&rper
wéare, der nur Tliymin als einzige stickstoffhaltige Kompo-
nente in seinem Molekul enthielte. Nun enthalt der Korper
aber neben dem einen Molekil Thymin noch ein Molekil
Cytosin, und um dies kurz auszudricken, mochte ich vor-,
schlagen, in Zukunft die Saure als ,,Thymosinsaure* zu
bezeichnen. Dieser Vorschlag lait sich weiter damit recht-
fertigen, dafl voraussichtlich sich noch eine zweite S&ure
wird darstellen lassen, die dhnlich wie das freie Cytosin sich
leicht in Uracil verwandeln laf3t, nun an Stelle von Cytosin
Uracil neben Thymin in ihrem Molekil enthalt. Dieser Saure
mufte dann die Bezeichnung ,,Thymacilsdure* zukommen.
Sie steht zur Thymosinsaure in derselben Beziehung wie z. B.
die Guanylsaure zu der von M. Knopf?2) dargestellten XanthyD
saure. '

Fur die Durchfiuhrung der Untersuchungen standen uns
Mittel aus der Grafin-Bose-Stiftung zur Verfugung, fir deren
Bewilligung wir dem Kuratorium der Stiftung zu besonderem
Dank verpflichtet sind.

) L ¢
5) Diese Zeitschr. Bd. 92, S. 159.



