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106. Richard Burian: Zur Kenntniss der Bindung der
Purinbasen im Nucleinsduremolekiil.

[Aus dem physiologischen Tnstitut der Universitit Leipzig.]
(Eingegangen am 8. Februar 1904.)

Die Purinbasen des Nucleinsiuremolekiils zeichnen sich vor dessen
iibrigen Bestandtheilen dadurch aus, dass zu ibrer Abspaltung eine
sehr gemissigte Hydrolyse geniigt. Schon beim blo:sen Auflésen
der Nucleinsiure in Wasser von 60° {ritt einc partielle Absprengung
der Purinbasen einl), und nahezu vollstindig wird dieselbe, wenn man
10 Minuten lang mit Wasser kocht?)- Die sonstigen Componenten
der Nucleinsiiure werden hierbei nicht aus ihrer Verbindung losgeldst.

Die Purinbasen sind also mit dem Reste des Nucleinsiuremole-
kiils relativ locker verkniipft. Eine pricise Vorstellung von der Art
der Verkniipfung fehlt bis jetzt; man weiss nur, dass es sich hochst-
wahrscheinlich nicht um eine »salzartige«, sondern um eine sogen.
sorganische« Bindung handelt %).

Die in der vorhergehenden Mittheilung beschriebene Purinbasen-
Reaction giebt nun Lei ihrer Anwendang auf die Nucleivsiuren Resul-
tate, welche geeignet erscheinen, einen etwas tieferen Einblick jo den
fraglichen Bindungsmodus zu eréffoen.

Versetzt nan eine Losung von Nucleinsiure in Natronlauge
mit Diazobenzolsulfosiiure, so erfolgt keine nachweisbare Reaction:
das Gemisch bleibt farblos. und die Nucleinsiiure ldsst sich durch
Salzsdure unveriindert wieder ausfillen. Die Nucleinsduren ver-
mdgen somit trotz ihres erheblichen Puarinbasengehaltes
nicht. mit Diazokdrpern zureagiren. Die Ursache hiervon liegt
keineswegs in einer Storung, die den Eintritt der Reaction — etwa
auch bei Gegenwart reactionsfihiger Stoffe — hemmen wiirde; denn
Guanin, das zu einer Nucleinsiureldsung hinzugefigt ist,
verbindet sich vollig unbehindert mit Diazobenzolsulfosiure. Demnach
miissen die Purinbasen im Nucleinsiiuremolekiil unter besonderen Be-
dingungen stehen, welche ihre Reactionsfihigkeit gegeniiber Diazo-
korpern aufheben. Die Letztere kommt erst zum Vorschein, wenn
die Purinbasen durch Hydrolyse abgespalten worden sind: Zusatz
von Diazobenzolsulfosiure zn (alkalisch gemachten) Nucleinsiure-

Y Necumann, Arch. {. (Anat. u.) Physiol. 1899, 552.

2 Kossel und Neumann, Zeitsehr. f. physiol. Chem. 22, 74.

%) Die Grinde fir diese Annahme s. bei Kossel und Neumann, a.a. 0.,
ferner bei Kossel, Arch. f. (Anat. n.) Physiol. 1894, 194 und bei Ham-
marsten, Zeitschr. {. physiol. Chem. 19, 19.
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Zersetzungsfliissigkeiten bewirkt die Bildung der Diazoamino-
verbindungen in vollkommen {vpischer Weise.

Experimentelle Belege. — I. Sperma-Nucleinsiure. Als Aus-
gangsmaterial diente das Sperma von Heringen, die durch Einsalzen
conservirt und lingere Zeit anfbewahrt waren. Derartiges Material
giebt — wahrscheinlich wegen »Denaturirunge« des Nucleopro-
teids — an verdinnte Siuren kein Protamin (Clupein) ab;:
das Letatore haftet in diesem Falle den Nucleinsiureniedersehligen mit beson-
ders grosser Hartnickigkeit an. Tnfolgedessen fithren hier weder die
Miescher-Altmann’sche?), noch die Neumann’sche?) Methode der Nucle-
insiurcdarstellung zum Ziele. Als brauchbar erwies sich schliesslich folgen-
des Verfahren, het welchem zuniichst (in Anlehnung an die Schmiede-
berg’sche Methode®) die Kupferverbindungen der Nucleinsiure dar-
gestellt werden.

Das Sperms wird mit Wasser verrieben, zur Beseitigung der binde-
gewebigen Antheile durch ein Tuch gepresst, bis zum fast vollstandigen
Verschwinden der Chlorreaction mit Wasser centrifugirt und mit Alkohol
und Acther entfettet. Den Riickstand 16st man nach der Vorschrift von
Neumann in heisser Natronlauge unter Zusatz von Natriumacetat, fiigt nach
dem Abkihlen so lange Kupfersulfat hinzu, bis sich aus der (durch Biuret-
reaction) violett gefiirbten Flissigkeit nucleinsaures Nupfer und Kupfer-
hydroxyd abscheiden4) und versetzt das Gemisch sodann mit dem gleichen
Volumen Alkohol. Nach einigem Stehen wird der Kupferniederschlag abge-
saugt, mit verdinntem Alkohol (ca. 30 Gew.-pCt.) gewaschen und in einer
kleinen Menge warmen verdiinnten Ammoniaks gelost. Die Losung tber-
sittigt man unter Kithlung in emer Kiltemischung mit Salzsiure, fillt den
hierbei entstandenen Nucleinsiureniederschlag mehrmals (unter Kithlung) aus
Ammoniak mit Salzsiure nm und wischt endlich mit eiskalter verdiinnter
Salzsiure sorgfiltig aus.

P-Gehalt der Nucleinsiure. — 0.4186 g Sbst.: 0.1426 g Mgs P2 O
= 0.62 pCt. P. .

a) 1 g des Priparates wurde in 30 ccm warmer, verdiinnter Natronlauge
gelost und die Losung sofort in Eis abgekihlt. Zusatz von Diazobenzol-
sulfosiure bewirkte keine sichtbare Verinderung. Beim Ansiuern des
Gemisches (unter Kihlung) schied sich ein rein weisser Niederschlag ab, der
mehrmals aus Ammoniak mit Salzsiure umgefillt wurde: die P-Bestimmung
ergab, dass es sich um unverinderte Nucleinsdure handelte.

0.2107 gz Sbst.: 0.0700 g MgoP307 = 9.28 pCt. P.

5 Arch. f. (Anat u.) Physiol. 1889, 524. ?) Ebenda 1899, H25.

3 Arch. . oxp. Pathol. u. Pharmak. 43, 57.

4) Ob der Niederschlag hereits Kupferhydroxyd entlilt, ldsst sich da-
durch entscheiden, dass man eine Probe des ersteren anhaltend mit Natron-
lange kocht: das nucleinsaure Kupfer bleibt hierbei unverindert, wihrend
sich die beigemengten Brickel des Kupferhydroxyds in der bekannten Weise
brilnnen.
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b} Zu einer in geoau derselben Weise bereiteten Nucleinsdurelésung
wurden 0.05 g Guanin hinzugefigt. Auf Zusatz von Diazobenzolsulfosiure
entstand sofort sehr intensive Rothfirbung.

¢) 1 g des Priparates wurde 1 Stunde lang mit verdannter Sulzsdure
gekocht. Hierauf wurde die Flassigkeit mit Thierkohle entfirbt, eingeengt,
mit Natronlauge alkalisch gemacht und auf ein Volumen von 30 cem gebracht, —
Diazobenzolsulfosiure rief lebhafte Rothfarbung hervor. Diese Rothfirbung
war nicht, oder doch nicht bloss durch die aus der Nucleinsiure abgespaltenen
Kohlehydrate bedingt; deon beim Ansiuern mit Salzsiure bildete sich ein
gelbrothier Niederschlag, der vollkommen die Eigenschaften des Diazobenzol-
sulfosfiure-guanins besass(insbesondere charakteristische Silberverbindung ).

II. Thymus-Nucleinsiure. Darstellung aus Kalbsthymus nach dem
Verfahren von Neumann.

a) 2 g Nucleinsiure, in Natronlauge gelost: Zusatz von Diazohenzolsulfo-
saure bewirkt keine Reaction.

b) 2 g Nucleinsiure + 0.1 g Guanin, in Natronlauge gelost: mit Diazo-
benzolsulfosiure starke Rothfirbung.

¢) 2 g Nucleinsfiure mit verdiinnter Salzsiure zersetzt, weitere Behand-
lung der Fliassigkeit, wie oben sub ¢) angegeben: mit Diazobenzolsulfosiure
starke Rothfirbung. Beim Ansiuern mit Salzsiure scheiden sich briun-
liche Flocken aus, die aus Ammoniak mit Essigsaure umgefillt werden. Die
tiefrothe, ammoniakalische Losung des Productes giebt mit ammoniakalischer
Silberlésung einen schwarzrothen, gallertigen Niederschlag, der in Ammoniak-
iiberschuss so gut wie unléslich ist.

III. Befe-Nueleinsidure, nach der Altmann’schen Methode dargestellt.

a) 8 g Nucleinsiure, in Natronlauge geldst: mit Diazobenzelsulfosiure
keine Reaction.

b) 3 g Nucleinsiure + 0.1 g Guanin in Natronlauge: mit Diazobenzol-
sulfosdure Rothfirbung.

¢) 3 g Nucleinsiiure, mit Salzsiiure zersetzt und wie in den vorhergchenden
Versuchen verarbeitet: mit Diazobenzolsulfosiure Rothfirbung. Salzsiure
fillt aus dem Gemisch ein gelbrothes Product, das aus Ammoniak mit Essig-
siure umge(dllt wird. Die geringe, davon zur Verfiigung stehende Menge
aiebt bei der Stickstoff-Bestimmung ein Resultat, das auf Diazobenzolsulfo-
siiure-xanthin stimmt.

0.C300 g Sbst.: 6.5 cem N (14340, 759 mm).

Die bei der Umféllung hinterbleibende Mutterlauge wird stark ammonia-
kalisch gemacht und mit ammoniakalischer Silberlosung versetzt. Der
dunkelrothe, gallertige Silberniederschlag liefert bei der Analyse einen Kohlen-
siiurc-Werth 1), der abermals auf Diazobenzolsulfosiure-xanthin passt.

Y Der Werth fiir Wasser ist etwas zu hoch, was vielleicht darauf bernht,
dass die gelatinosen Silberniederschlige sich bei 1000 schwer vollkommen
trocknen lassen.
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0.1725 g Sbst.: 0.0855 g Ag, 0.1260 g COy, 0.0392 g HyO. — Anf Ag-freie
Sbst. umgerechnet.: 0.0878 g Sbst.: 0.1260 g CO;, 0.0464 g Hs0.
Cu HgOsNGS. Ber. C 39.28, N 2507
Gef. » 39.18, » 253714,

Die Thatsache, dass die Nucleinsiduren mit Diazokdrpern nicht
reagiren, gestattet — abgesehen von der Annahme etwaiger Hinder-
nisse unbekannter Art — pur zwei Deutungen. Entweder sind die
Purinbasen in den Nucleinsinren nicht ganz fertig vorgebildet?),
sondern gewinnen erst im Momente ihrer Abspaltung die typische
Stroctur.  Oder aber die Purinbasen sind in der Weise gebunden, dass
der Imidwasserstoff bei 7 durch den Rest des Nucleinsiure-
molekiils ersetzt ist; das Ausbleiben der Diazokérperreaction hitte
dann bei den Nucleinsiuren eine #hnliche Ursache, wie beim Caffein
und Theobromin. Angesichts der Leichtigkeit, mit der die Purinbasen
aus den Nucleinsiuren schon beim blossen Erwirmen mit Wasser
austreten, muss von den beiden genannten Moglichkeiten entschieden
die zweite als die wahrscheinlichere bezeichnet werden.

Dafiir, dass die Purinbasen thatsiichlich durch Vermittelung eines
Stickstoffatomes an den Rest der Nucleinsiure, und zwar speciell
an deren Phosphor gebunden sind, spricht auch noch ein anderer
Umstand, auf den schon Osborne und Harris?) in dieser Beziehung
hingewiesen haben: nidmlich der Umstand, dass siedende Natronlauge
— im Gegensatze zu kochendem Wasser und zu Sduren — die Purin-
basen der Nucleinsiuren nur sehr schwer abzuspalten vermag ).
Dies erinnert durchaus an das Verhalten gewisser organischer
Phosphorsiureamide gegen hydrolysirende Agentien. So ist nach
einer Angabe von Stokes, die Osborne und Harris citiren, »in
der Amidophenylphosphorsiure der Amidstickstoff gegen Siuren sehr
unbestindig, gegen Alkalien sehr resistent.« Ich méchte hinzufiigen,

1) Die an dieser Stelle mitgetheilten Analysen hat Hr. E. Singewald
freundlichst fir mich ausgefihrt.

%) Man konnte sich z. B. vorstellen, dass der Imidazolring keine Amidin-
bindung aufweist, oder vielleicht iberhaupt noch nicht geschlossen ist.

%) Zeitschrift fir physiolog. Chem. 36, 85.

%) Wie unempfindlich die Nuecleinsiuren gegen Alkali sind, geht u. w.
daraus hervor, dass man bei der Nucleinsiure-Darstellung nach Neumann
auf die Ausgangsmaterialien ohne Schaden eine siedende Losung von 1.65 pCt.
Natronlauge -+ 10 pCt. Natriumacetat eine halbe Stunde lang einwirken lasst;
dehnt man die Kochdauer auf zwei Stunden aus, so erhalt mar allerdings ein
etwas verdndertes (depolymerisirtes?) Product, von einer Absprengung der
Purinbasen ist aber auch dann noch nichts zu bemerken.
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duss nuach den Befunden von Michaelis und seinen Schiilern®) auch
die Dianilidophosphorséure (I) und die Anilidophenylphosphinsiure (1I)

CeH;.NH CsH;
1. GCiH;.NH  P:O 1I. CsHs; .NH- P:0O,
OH OH-

beim Kochen mit Alkali unveridndert bleiben, withrend sie durch
siedendes Wasser und leichter noch durch Siuren zu Anilin und
Phosphorsiare resp. ’henylphosphinséure verseift werden.

Haochstwahrscheinlich besteht also — mnach Anpalogie der Phos-
phorsiureamide — in den Nucleinsiuren eine directe Bindung
zwischen Phosphor und Purinbasenstickstoff, und zwar muss es —
wegen der Unfihigkeit der Nucleinsiiuren, mit Diazokdrpern zu
reagiren. — das N-Atom 7 der Purinbasen sein, das mit dem
Phosphor des Nucleinsiuremolekiils verkniipftist. Es wiirde
sich hiernach z. B. die Bindung des Guanins in den Nuecleinsduren
durch folgendes Schema darstellen lassen:

HN—CO p
NH.,.C C.N_
2. N
.. .o CH.

N—C.N™

Neapel, Januar 1904, |

107. F. v. Lepel: Beziehungen zwischen Flammenbogen,
Temperatur und Ausbeute an Stickoxyden aus der Luft bei
elektrischen Entladungen.

(Eingegangen am 1. Februar 1904.)

Bei den Versuchen iiber die Oxydation des Stickstoffes sah ich mich
veranlasst, auf Grund der Arbeiten der HHrn. Muthmann und Hofer
(diese Berichte 36, 438 [1903]) den Eigentiimlichkeiten des Flammen-
bogens zwischen zwei verschiedenartigen Elektroden nidher zu treten.
Der Bogen war 25 mm lang, die Anode ein Kupferdraht von 1 mm
Stirke, die Kathode ein Stiick Retortenkohle. Bei 11—12 Amp. und
(0 Volt des primiren Stromes liess sich Folgendes beobachten:

Die Erscheinungen, wie sie die HHrn. Muthmann und Hofer
beschrieben. sind leicht wahrzuonehmen. Auffallend war in diesem

5 Ann. d. Chem. 229, 339 und 293, 193.



