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Stunde am Wasserbade erbitzt. 1Die Ldsung wurde mit etwas
Tierkohle versetzt und beifl filtriert. Beim Abkiihlen schied
sich das Osazon in reichlicher Menge in charakteristischer Yorm
aus. Es wurde abgesaugt und mehrmals aus heiBem, pyridinhaltigem
Wasser umgeldst. Die Substanz zeigte dann denselben Schmelz-
punkt und dasselbe Drehungsvermigen wie das d-Ribose-Derivat.
Im Capillarrobr rasch erhitzt, schmolz es gegen 163—164° (korr.).

0.0684 g des Osazons wurden in 5 ccm Pyridin-Alkohol-Gemisch
aufgelost. . Im 0.5-dm-Robr bei Natriumlicht drehte die Losung 0.32°
nach links, Wepn dieser Wert fiir 0.2 g Substanz in 10 ccm geldst
und im 1-dm-Rohr umgerechuet wird, betrigt er —0.94°. Dieser Wert
stimmt ganz gut mit dem beim reinen Ribosazon erbaltenen iiberein').

0.1206 g Sbst.: 17.4 cem N (219 762 mm).

Ci1H3N;O;. Ber. N 17.08. Gef. N 17.19.

Da das Xylosazon in den Loslichkeitsverbaltnissen sehr dem Ri-
bose-Derivat iihnelt, ist es vollstindig ausgeschlossen, daf wihrend der
Darstellung oder des Umldséns das Xylosazon, wenn es vorhanden
avar, entfernt wurde.

487. P. A. Levene und W, A, Jacobs:
Uber die Hefe-Nuoleinsiure. III.
[Aus dem Rockefeller-Institute for Medical Research, New York.]
(Eingegangen am 2. August 1910.)

Unsere Aulfassung iiber die Konstitution der Hefe-Nucleinsiure
beruhte auf lolgenden Tatsachen: Bei der Hydrolyse der Substanz
wittels Mineralsiuren wurden die folgenden Bestandteile erhalten:
Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil, d-Ribose und Phosphorsiure. Bei
der Hydrolyse mit schwach alkalischen Liosungen erhielt man Pro-
dukte der intermedidren Spaltung, die von Phosphorsaure Irei waren
und die Eigenschaften der Glykoside besafen. Auch bei der Hydro-
lyse mittels ganz verduonter Mineralsiuren lieBen sich unter be-
stimmten Bedingungen Komplexe partieller Hydrolyse gewinnen, die
alle phosphorhaltig waren und entweder nur eine Base im Molekiil
enthielten oder ganz basenfrei waren. Die Zahlen der Elementarana-
iyse stimmten am besten auf die Formel: C3sHisO:aNisPs. Diese Tat-
sachen und die Betrachtungen?), die an einer anderen Stelle dargelegt

1) Vergl. FuBnote 3 auf S. 3149.
3) Biochem. Ztschr. 17, 120 [1909]; diese Berichto 42, 2703, 2474 {1909
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waren, fibrten zu der vorlaufigen Auffassung iber die Zusammen-
setzung des Molekils der Hefe-Nucleinsaure in Form der folgenden
schematischen Darstellung?):

0= P<_8_H__0,H,0. .CsH.N;
o = P<—O__CSH3 0‘ . CSH‘NSO
(0] =P<—O——CsHaoa .CiHN,0 -

0 = PGy CsHaOi .CiHiNs O

Der Teil dieses Formelbildes, welcher die Bindung der Purin-
basep im Molekiil veranschaulicht, lieB sich durch die Auffindung
zweier Pentoside des Adenosins und des Guanosins bestatigen.

Nun aber sind Tatsachen bekannt, die mit der Annahme der
Identitit der Bindungsform der Pyrimidinbasen und der der Purine
nicht ganz im Eioklang stehen. Bei der Destillation der Nuclein-
siure mit Salzsiure vom spez. Gewicht 1.06 lieB sich eine Menge
Furfurolphloroglucid gewinnen, die einem Gehalt von etwa 25 %, an
d-Ribose entsprach. Diese Zahl deutet auf Anwesenheit von nur
zwel Molekiilen der Pentose in dem Nucleinsiure-Molekiil. Sollten
auch die Pyrimidine in pentoseartiger Form gebunden sein, so wiirden
vier Molekiile Pentose vorhanden sein miissen, und es miiiten dann
48 9/ Pentose im Molekiil der Nucleinsdure anwesend sein. Ferner
lassen sich die Purine der Nucleinsiiure aus dem- Molekiil schon
durch ganz kurzes Erhitzen mittels verdiinnter Mineralsduren in Frei-
heit setzen, wihrend zur Darstellung der Pyrimidinbasen ein tieferes
Eingreifen notig ist. AuBerdem sind noch von anderen Seiten Be-
denken iiber die Anwesenheit von Pyrimidinbasen im Molekiil der
Nucleinsiiure susgesprochen worden. So peigen sich Burian?) und
Schmiedeberg®) der Annahme zu, daB das Cytosin sekundir aus
den Purinbasen entsteht, und Steudel?) ist der Ansicht, daB auch
in der Hefe-Nucleinsaure das Uracil primir nicht existiert.

Es ist klar, daB die folgenden Fragen weiterer Aufklirung be-
diirftig waren: 1. Ist das Cytosin, welches bei der Hydrolyse der
Nucleinsdure vorkommt, durch die Zersetzung der Purinbasen ent-
standen? 2. Wenn nicht, in welcher Form ist es dann im Molekil der

) Mit der Losung der Frage tber die genauc Natur der Bindung der
einzelnen Nucleotide im Molekil der Nucleinsiure sind wir jetzt beschiftigt.

7 Ergebnisse der Physiol., 3. Jahrg.; I. Abt. 98 [1904]; Ztschr. f. phy
siol. Chem. 51, 438 [1907].

9 Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 37, 309 {1907).

%) Abderhaldens Arbeitsmethoden 2, 5395 [1910).
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Hefe-Nucleinsiure gebunden? 3. Ist auch das Uracil im Molekiil der
Hefe-Nucleinsiure primar vorhanden?

In vorliegender Untersucbung wird bewiesen, daf das Cytosin
nicht aus Purinbasen bei der Spaltung der Nucleinsiure entsteht,
und weiter, daB das Cytosin nicht io Form eines Pentosids im
Molekiil der Nucleinsiiure gebunden ist. Es ist uns némlich gelungen,
eine Substanz zu gewinnen, deren Zusammensetzung am besten mit
der theoretischen Formel CoH;30:N; iibereinstimmt. Die freie Sub-
stanz ist zwar picht in krystallinischer Form erbalten worden. wohl
aber ibre Derivate, wie das Sulfat, Chlorhydrat, Pikrat und das Ben-
zoylderivat. Weiter liel sich die Substanz io das entsprechende
Uracilderivat CyH,30,N, iiberfiibren, welches sich krystallisieren lieB.
Bequemlichkeitshalber schlagen wir fiir die zwei Substanzen die
Namen Cytidin und Uridin vor.

Nach der elemeptaren Zusammensetzung ist die peue Substanz
den Nucleosiden ganz analog, sie zeigt aber sebr betrichtliche Unter-
schiede in den chemischen und physikalischen Eigenschalten. Wie
bekannt, 1Bt sich die Base in den Nucleosiden mit groSer Leichtig-
keit bei kurz dauerndem Erhitzen mit sebr verdionter Mineral-
siure abspalten; bei dem Cytidin aber wird das Cytosin nur durch
Anwendung voo gréerer Konzentration der Saure oder beim Er-
hitzen unter hoherem Druck abgespalten. Bei der Spaltung der
Nucleoside entsteht auBler der Base eine Pentose, d-Ribose, wiahrend
bei der Spaltung des Cytidins keine Pentose, liberhaupt kein Zucker,
auch keine Lavulinsdure crhalten werden konnte.

Jedoch gibt die Substanz eine ganz schwache, aber nie fehlende
Orcinprobe. Die Intensitit der Probe kanu bei Anwendung eiver
konzentrierten Losung des Cytidins mit der Intensitit einer Pentose-
18sung verglichen werden, die nur Spuren des Zuckers enthilt.

Alle Nucleoside besitzen eine ganz betrichtliche Linksdrebung,
wihrend das Cytidin nur eine geringe Rechtsdrehung zeigt. Aus
dem Inosin erhielten Haiser und Wenzel ein krystallinisches Tri-
acetvlderivat. Wire das Cytidin auch ein Pentosid, so sollte man daraus
ein Tetraacylderivat darstellen kénnen. Es war aber unmiglich, eine
krystallinische Acetylverbindung daraus zu gewinnen. Das Benzoyl-
derivat krystallisierte leicht aus Alkohol, es enthielt drei Benzoyl-
gruppen, von denen die eine in Bindung mit der Aminogruppe des
Cytosins stand. Io das Tribenzoylderivat konnten weitere Acetyl-
gruppen picht eingefiihrt werden.

Das Cytidin wie auch das Uridin reagieren neutral, auch pach
einstiindigem Erhitzen mit einer "/io-Lauge. Sie enthalten also keine
Siiurelactone im Molekiil.
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Die genaue Konstitution der Substanzen ist noch nicht aufgeklart.
Da aber die Gewinnung des Cytidins mit groBer Miihe verbunden ist,
wird man mit der Losung der Frage einige Zeit warten missen. Es
mul aber erwidhnt werden, daB das Verhalten der Pyrimidinbasen im
Cytidin und Uridin ganz abnlich dem Verhalten der Basen in_den
Nucleinsiuren ist; und weiter, daB die Auffindung dieser Substanz
das Resultat der Destillation der Nucleinsiure mit Salzsiure leicht
erklirlich macht. Ist nimlich die Menge der Pentose im Nuclein-
siure-Molekiill nur den Purinbasen &#quivalent, so ldBt sich ibr Ge-
halt im Molekiil zu 25 %, berechnen. Diese Zahl lieS sich: in der
Tat bei der Furfurol-Destillation mittels Salzsiure erhalten.

Die Auffindung des Cytidins gibt auch Auskunit iiber die dritte
der im Begion dieser Mitteilung aufgestellten Fragen, nimlich
iiber die primire Natur des Uracils im Molekiil der Hefe-Nucleinsiure.
Dariiber kann man aus dem Verhdltnis des Stickstolfs in Form von
primiren Aminogruppen zu dem Totalstickstoff im Molektl der
Nucleinsiure einen SchluB ziehen. van Slyke gelang es niam-
lich im hiesigen Laboratorium, das Verfahren der Aminstickstoff-
Bestimmung so zu verbessern, daB die Bestimmung mit absoluter
Genauigkeit sich ausfiihren 1a8t. Nun berechnet sich das Ver-
haltnis des Aminstickstoffs zum Totalstickstoff zu 3:15 im Falle, daB
die Nucleinsdure die vier Basen enthalt, und 3:13, wenn nur die drei
Basen Adenin, Guanin und Cytosin vorhanden wiren. In der Tat
gelang es, das Verhaltnis zu 3:15 zu bestimmen. Auflerdem gelang
es, bei 5-stiindiger Hydrolyse der Mutterlauge von Cytidin mit 5-proz.
Schwefelsiure Uracil zu gewinnen. Die Isolierung des Uridins aus
den Produkten der Hydrolyse ist wegen der groBeren Loslichkeit der
Substanz und der Schwierigkeit, irgend welche charakteristische Ver-
bindung zu gewinnen, noch ‘ni_cbt' gelungen. Wir hoffen aber, alle
Schwierigkeiten iiberwinden zu kdnnen.

Ehe zur Mitteilung. des experimentellen Teiles ibergegangen wird,
sollen noch einige Tatsachen tber die Nucleoside erwahnt werden.
Es gelang nidmlich, das Adenosin io Inosin iberzufiihren und das
Guanosin in Xanthosin. Damit ist ein weiterer Beweis daliir ge-
liefert, daBl das Nucleosid der Inosinsiiure und der Hefe-Nucleinsiure
eine identische Bindungsform besitzen, und duch ein weiterer Beweis
daliir, dal die Pentose in der Inosinsiure und in der Hefe-Nucleinsiure
identisch sind.

Experimenteller Teil
Methode zur Gewinnung der Nucleoside und des Cytidins,
Das iltere, mit Erfolg angewandte Verlahren zur Gewinnung der
Nucleoside erwies sich als uogeniigend bei der Isolierung der Pvri-
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXIII. 204
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midinkomplexe. Zu ihrer Gewinnung miissen die folgenden Bedia-
gungen eingehalten werden. Erstens muB die Phosphorsiure-Ab-
spaltung moglichst vollstindig sein, zweitens muB man die Einfuhruug
von anorganischen Reagenzien in das Reaktiomsgemisch moglichst ver-
meiden. Nach laogeren Versuchen erwies sich das folgende Verfahren
als das brauchbarste.

100 g Nucleinsdure werden in einer Ldsung von 80.0 ccm wiBrigem Am-
moniak in 420.0 ccm Wasser aufgelost. Dic Losung wird dabn im Auto-
klaven bei 175—180° 3!/, Stunden erhitzt. Die Dauer und die Temperatur
der Erhitzang missen ganz genau eingehalten werden, damit Schwierigkeiten bei
der Darstellung der Nucleoside und des Cytidins vermieden werden. Beim
Abkithlen erstarrt das Reaktionsgemisch zn eciner scheinbar homogenen
Gallerte. Nach dem Umrithren 148t sich aber das Roh-Guanosin ganz leicht
abfiltrieren. Das Filtrat wird dann von Ammoniak, Phosphorséiure und phos-
phorshurehaltigen Substanzen moglichst befreit. Um das zu erreichen, ver-
dinnt man das Filtrat mit heiBem Wasser und versetzt so lange mit heifler
konzentrierter Barytldsung, als noch ein Niederschlag von phosphorsaurem
Barium entsteht. Das Filtrat von diesem wird im Vakuum bis zur Trockne
eingedampft, in wenig heiBem Wasser gelost und vom Baryt moglichst quau-
titativ belreit. Sollte die Losung noch alkalisch reagieren, so wird sie mit
Schiwefelsiure neutralisiert oder ganz schwach sauer gemacht. Sie wird dann
mit Pikrinsiure so lange versetzt, als noch ein Niederschlag entsteht; dieser
besteht ans rohem Adenosin-Pikrat. Da dabei eine ganz erhebliche Menge
von Pikrinsiurelosung angewandt werden muB, so wird die urspring-
liche Losung betrichtlich verdinnt. Das Filtrat von Adenosinpikrat enthalt
noch einen Teil dieser Substanz in Lésung. Will man Verloste an Adenosin
moglichst vermeiden, so engt man das Filtrat bei vermindertem Druck bis
auf otwa 400—500 ccm ein und 148t das Adenosinpikrat sich ausscheiden.
Dabei kann aber ein Teil des Cytidin-Pikrats mitgefallt werden. Kommt es
nur darauf an, maglichst gute Ausbeute an Cytidin zu erhalten, so tut man
besser daran, das Filtrat vom evsten Pikrinsgure-Niederschlag sogleich auf
Cytidin zu verarbeiten. Das Verfahren zum Trennen der Pyrimidinkomplexe von
den Nucleosiden griindet sich auf die leichtere Zersetzlichkeit der letzteren
mittels verdinnter Mineralsduren. Das Filtrat von Adenosinpikrat wird mit
2-proz. Schwefelsanre 1Yy Stonde am RackluBkihler erhitzt und das abge-
kithlte Reaktionsprodukt von der Pikrinsiure befreit. Die frei gemachten
Purinbasen werden mit Quecksilbersulfatlosung entfernt. Das Filtrat wird
von Quecksilber nand von Schwefelsfure befreit, bei vermiundertem Druck bis
zu einem ganz kleinen Volumen eingedampft und mit Pikrinsiure versetzt,
bis die Losung opalescierend geworden ist. Diese Losang wird dann wieder
zu einem ganz kleinen Volumen bei vermindertem Druck eingedampit. Es
scheidet sich dabei das Cytidinpikrat ans. Zur Reinigung wird es in wenig
heiflem Alkohol gelést und umkrystallisiert. Schmp. 185—187° (unkorr.).

Im Toluol-Vaknumexsiccator getrocknet, hatte die Substanz die folgende
Zusammensetzung:
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0.1284 g Sbst.: 0.1796 g CO;, 0.0538 g Hy0. — 0.1206 g Sbst.: 19.2 ccm
N (249, 764 mm).

C,'H][O;Na.CﬁHg(NO,);(OH). Ber. C 38.14, H 3.40, N 17.79.
Gef. » 38.15, » 3.81, » 1881

Alle Versuche, die freie Substanz in krystallinischer Form zu erhalten,
waren vergeblich. Es wurde denn versucht, das Pikrat in das Sulfat dberzu-
fihren, welches in schon krystaljinischer Form erhalten wurde, und ans dem
Sulfat die freie Substanz zu erhalten, abesr auch das gelang nicht. Zar Dar-
stellung des Sulfats wurde das Pikrat von Pikrinsaure mittels Schwefelsiure
und Ather befreit, dann die Schwefelssure mit Barytwasser entfornt, bei ver-
mindertem Druck bis zu ganz kleinem Volumen eingedamplt und wieder mit
einem kleinen UberschuB von Schwelelsare versetzt. Es scheidet sich' dabei
das Solfat beim Stehen der Ldsung in Form von langen, prismatischen Nadeln
sus. Um die Ausscheidung des Sullats zu beschleunigen, gibt man zu der
Sulfatlgsung Alkohol bis zur beginnenden Opalescenz. Das Sulfat krystalli-
sierte ohne Krystallwasser und besal deu Schmp. 233°. Mit Orein und
Salzsure erhitst, gibt die Substanz eine ganz schwache, aber nie fehlende
Violettlarbung. Die Zusammensetzung der Substanz war:

0.1196 g Sbst.: 0.1666 g CO4, 0.0526 g HyO. — 0.1214 g Sbst.: 15.2 cem
N (269 767 mm). — 0.1012 g Sbst.: 0.416 g BaSO..

(CsHuOsN.),H’SO‘. Boer. C 87.00, H 4.80, N 1424, S 5.48.
Gel. » 37.23, » 490, » 14.35, » 5.65.

Das optische Drehungsvermégen der Substanz war das folgende:
0.4444 g der Substanz wurden in 4.0 ccm l-proz. Schwefelsfiure gelost. Ge-
samtgewicht 4.4434 g, im 1-dm.Rohr bei Natriumlicht drehte die Losung
4 3.43°. Nach einer halben Stunde war die Drehung bei +-8.30° konstant.
Mithin ohne Beriicksichtigung des spez. Gewichts

[} = + 29.70,

Zar Bestimmung des Drehungsvermégens der freien Base wurden
1.5119 g der Substanz in berechneter Menge von “/is-Barythydratldsung auf-
gelost und tiltriert, Im 0.865-dm-Rohr bei Natriumlicht drehte die Léeung
0.58°. Mithin ohne Ricksicht auf das spez, Gewicht

(a)f) = +19.140.

Das Chlorhydrat wurde ans dem Pikrat aul analoge Weise wie das
Sulfat dargestellt, Schmp. 218° (unkorr.) Es gab die foigenden analytischen
Werte.

0.1175 g Sbst. (in Wasser geldst und nach Volhard titriert):
0.01562 g Cl.

(CsH;3OsN;)HCL.  Ber. Cl. 12.88. Gef. Cl 12.06.

Um nun ndbere Auskunft tiber die Eigenschaften der Stickstoff-
und Sauerstoffatome im Molekil zu erbalten, haben wir die Einwirkung
von salpetriger Saure, von Eassigsiureanbydrid und von verdinsten
Alkalien untersucht.

204*



Mit salpetriger Siure wurde das Experiment in dem von Dr.
D. D. van Slyke in diesem Laboratorium Lkonstruierten Apparate
(vgl. S. 3170) ausgefiibrt. In einem Vorversuch haben wir uns davon
tiberzeugt, daB nach dem Verfabren von van Slyke auch Aminopurine
und Aminopyrimidine quantitativ den Stickstoff der priméren Amino-
gruppe abspalten. .
Zum Versuche wurden 0.1720 g Substanz genommen. Die Lin-
wirkung der salpetrigen Siure wurde 2 Stunden lang fortgesetat.
Nach dieser Zeit war eine weitere Entwicklung von Stickstoft nicht
mebr bemerkbar. s entwickelten sich 14.2 cem N bei 24° und
760 mm, von welchen die Hilite aus dem Cytidin stammte.
CsHy0,.C{l,ON; Amino-N. Ber. 0.00792. Gef, 0.00783.

Daraus a8t sich schlieBen, dal im Molekiil des Cytidios nur eice
primare Aminogruppe vorhanden ist.

Der Versuch, ein krystallinisches Acetylderivat zu erhalten, welches aus
Inosin so leicht darstellbar ist, miBlang. Zwecks Benzoylierung wurde das
Sulfat nach Schotten-Baumann mit Benzoylchlorid behandelt. Das auf
diese Weise erhaltene Derivat ist unloslich in Wasser, maBig leicht. laslich
in heifem und wenig laslich in kaltem Alkohol. Es kann daher auf diese
Weise umkrystallisiert worden. Da die Substanz in Benzol leicht laslich ixt,
kann man sic auch aus der Benzollosung mit Alkohol fallen. Unter beiden
Bedingungen scheidet sich die Substanz in langen primatischen Nadeln vom
Schmp. 205° (unkorr.) aus. Mit salpetriger Saure nach dem Verfahren von
van Slyke behandelt, entwickelte die Substanz keinen Stickstoft.

Eine Stickstolfbestimmung gab die folgenden Zahlen:

0.1180 g Sbst.: 7.6 ccm N (iber 50-proz. Kalilauge) (229 754 mm).
CoH,yOs N5 (Ce H; CO);. Ber. N 7.57. Gef 7.47.

Zur Bestimmung der Benzoylzahl wurden 0.1120 g Substanz in 25 ccm
Natrivmmethylat eine Stunde am RuckfluBkihler erhitst. 25 ccin Methylat
entsprachen 111.5 cem ®/;p-H2SO,. Nach dem Erhitzen wurden zum Neu-
tralisieren der Lésung 105.6'ccm "/y0-Hy SO, verbraucht, die Benzoesiure neu-
tralisierte also 5.9 cem /-NaOH. Die Theorie fir cin Tribenzovlderivat
verlangt 6.06 ccm.

Es wurde nun ein Versuch gemacht, das Benzoylderivat mit Essigsiaurc-
anhydrid und Natriumacetat zu acetylieren. Die Substanz lost sich leicht in
heiBem Anhydrid, scheidet sich aber becim Abdampfen der Losung fast
juantitativ aus. Der Acetyvlierungsversuch wurde mit dem Niederschlay
wicderholt. Dic so erhaltene Substanz wurde aus Benzol und Alkohol um-
krystallisiert. o

Die Stickstoffbestinmung gab die folgenden Zablen:

0.1010 g Sbst.: 6.6 cem N (iaber 50-proz. I{OH) (25° 763 mm).

CoHyoOsN3(Co Hs CO). Ber. N 7.57. Gef. N 7.53.

Far die Bestimmung der Siurezahl warden 0.1540 g Shst. mit Natriunm-

methylat erhitzt. Die abge~palteuen Sduren neutralisicrten 8.68 cem */y-Na OH.
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Die Theorie fir das Trilionzoylderivat verlangt 8.35 cem “/,,-NaOH. Die
Substanz st also durch Behandeln mit Acetanhydrid unverindert geblieben.

Um das Verhalten des Cytidins gegen verdiinnte Alkalien zu
priifen, wurden 0.1530 g der Substanz in 20.0 ccm "/y0-Natronlauge
aufgelost und etwa 2 Stunden am RiickfluBkithler erbitst. Die
Lésung wurde dapn mit 7/;o-Sohwelelsiure zuriicktitriert. - Gebraucht
wurdep 20 ccm zum Neutralisieren. Die Substanz enthielt also keine
lactonartige Bindung.

Hydrolyse des Cytidins.

5.0 g Sulfat wurden in 150.0 ccm 10-proz. Schwefelsdure ge-
lést und im Einschmelzrohr 4 Stunden in einem Olbade von 125°
erhitzt. Die resultierende Fliissigkeit enthielt nur Spuren von
Melanin und war ziemlich hell geblieben. Sie reduzierte Fehlingsche
I.osung auch nach dem Erhitzen nicht. Die Flissigkeit wurde rmit
gereinigtem Ather ausgezogen. Der atherische Auszug wurde auf
Livulinsiure und andere Fettsiuren untersucht. Es lieB sich zwar
aus dem Riickstande dieses Auszuges eine kleine Quantitit. eines
Silbersalzes gewinnen, aber beim Umkrystallisieren blieben nur Spuren
davon iibrig.

Die mit Ather ausgezogene Fliissigkeit wurde mit Barytlosung
von Schwelelsiure quantitativ befreit, bei vermiodertem Druck einge-
dampft uod nach dem Verfahren des einen von uns zur Gewinnung
des Cytosins!) mit Pikrinsdure behandelt. Es bildete sich ein Pikrat
vom Aussehen des Cytosinpikrats, welches nicht umkrystallisiert einen
Gebalt von 24.47%, Stickstoff aufwies, wihrend Cytosinpikrat 24.71%
Stickstoff verlangt. Die Ausbeute an diesem Pikrat betrug 1.5 g.
Beim weiteren Eindampfen der Mutterlauge schied sich wiederum ein
Niederschlag vom Aussehen des Cytosinpikrates aus. Die Ausbeute be-
trug diesmal 2.5 g. Der erste und der letzte Niederschlag wurden ver-
einigt, umkrystallisiert und zur Analyse gebracht.

0.1162 g Sbst. (im Toluolbad bei vermindertem Druck iiber PyOs ge-
trocknet): 0.1496 g CO,, 0.0288 ¢ H,O.

CcHs ON;. CoHy (NOy);(OH). Ber. C 35.29, H 2.35.
Gef. » 35.20, » 2.75.

Schmp.275° (korr.). Eslag also Cytosin-pikrat vor. Es war aber
auch klar, daf die Hydrolyse nicht einfach unter Bildung von Cytosin
und dem basenfreien Rest verlief, sondern daB dabei noch tiefer eingrei-
fende Reaktionen stattfanden. Um einen Einblick in den quantitativen
Verlaut der Reaktion zu gewinnen, haben wir einen zweiten Versuch

) Levene, Ztschr. §. physiol. Chem. 87, 402 [1902].
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angestellt, bei welchem die Ammoniakbildung und das optische Dre-
bungsvermégen der Losung nach der Hydrolyse bestimmt wurden.

1.5043 g des Sulfates wurden in 50 ccm 5-proaz. Schwefelsiure aufgelost
und in einem zugoschmolzenen Rohr 4 Stunden im Olbado von 125° erhitzt.
Die Flissigkeit wurde mit Tierkohle entfarbt und auf ein Volumen von
100 ccm gebracht; Drehungsvermégen im 1-dm-Rohr 0.18°. Dadurch wurde
erwiesen, daB der basenireie Rest bei der Hydrolyse nicht vollkommen zer-
stort war. Das Cytosin erlitt aber auch cine teilweise Zersetzung, da 15.8%/,
des Gesamtstickstoffs der Flissigkeit in Form voo Ammoniak vorhanden
waren. Die Ammoniakbestimmung wurde nach dem Verfahren von Folin-
Schatter ausgefihrt (Luft-Durchblasen nach Zugabe eines Uberschusses von
Kaliumcarbonat).

Dieser Befund steht in gewissem Widerspruch mit den Resultaten,
die Osborne') und Heyl bei der Hydrolyse der Triticonucleinsiiure
erhieiten. Diese Autoren konnten dabei keine Ammouiakbildung be-
obacbten und haben wichtige Schliisse iiber die Konstitution der
Nucleinsiure daraus gezogen. Das Febhlen des Ammoniaks bei der
Hydrolyse der Nucleinsdure kdonte vielleicht durch eine Kondensation
des Ammoniaks mit der Pentose oder deren Abbauprodukten uater
Melaninbildung erklirt werden. Die Ansichten von Osborne und
Heyl iiber die Zusammensetzuog der Nucleinsiaure stinden danp mit
den unserigen ganz im Einklang. Es wurde nun daran gedacht, dall
die sekundéren Reaktionen vielleicht vermieden werden konnten,
wenn die Hydrolyse ohne Zubilfenahme von Siuren ausgefiihrt
wiirde. Zu diesem Zweck wurden 1.4720 g Sulfat mit der berechneten
Menge 1/10-Barythydratldsung vonSchwefelsiure befreit, auf ein Volumen
von 10 ccm eingeengt und im zugeschmolzenen Robre 10 Stunden
im Olbade von 160° erhitzt. Die resultierende Fliissigkeit hatte das-
selbe Drehnngsvermogen wie bei obigem Versuche. Sie enthielt hier
24.35%, des Gesamtstickstoffs in Form von Ammoniak, und aus ibr lief3
sich leicht das Cytosinpikrat darstellen,

Weitere Untersuchungen iiber die genaue Konstitution des Cytidins
miissen verschoben werden, bis groflere Quantititen der Substanz zur
Verlligung stebhen.

Uridin.

Da das Cytidin und dessen Derivate in Wasser spielend leiclit
léslich sind, wébrend das Uracil viel schwerer loslich ist als das Cy-
tosin, wurde daran gedacht, die Arbeit iiber die Konstitution des Cytidins
dadurch zu erleichtern, daB man die Substanz zuerst in den Uracil-

komplex des Uridins iiberfiihrte. Es wurde auch tir wiinschenswert
gebalten, die Eigenschaften des synthetischen Uridins kennen zu

) Osborue und Heyl, Journ. of Physiol. 21, 157 [1908].
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lernen, um die eventuelle Isolierung aus den Spaltungsprodukten der
Nucleinsaure zu erleichtern. Da wir uns davon {iberzeugt hatten,
daB bei der Aminstickstoff-Bestimmung nach dem Verfahren von van
Siyke die Abspaltung der Amingruppe quantitativ verliuft, wurde
versucht, auch die Uberfthrung des Cytidins in Uridin unter Beob-
achtung derselben Bedingungen auszufthren.

Zu diesem Zwecke warden 20.0 g des Cytidinpikrates mittels Schwefel-
siure und Ather von Pikrinsdure befreit, die L&sung von Schwefelsiure
quantitativ befreit, bei vermindertem Druck auf ein Volumen von 70 ccm
gebracht, in die Losung 80 g Kaliumnitrit eingetragen und zu der
Losung 25 ccm Eisessig zugegeben. Es beginnt sofort eine lebhafte Ent-
wicklung von Stickstoff. Nach 5 Stunden war die Reaktion vollstindig be-
endigt. Die Losung wurde wieder etwas verdimnt, mit 50-proz. Kalilauge
zuerst neutralisiert und dann mit derselben Losung bis zu einem Gehalt
von 109, der Lauge gebracht. Diese Losung wurde hierauf mit Benzoyl-
chlorid bonzoyliert. Das erhaltene Benzoylderivat erwies sich als unléslich
in Wasser, als leicht 1dslich in den meisten organischen Losungsmitteln und lie
sich nicht in gut krystallinischer Form erhalten; es wurde deshalb verseift
mit der Absicht, die froie Substanz zu erhalten. Zu diesem Zwecke wurde
das Benzoylderivat in 140.0 ccm Alkohol geldst, zu der alkoholischen Lisung
eine Lésung von 36,0 g Barythydrat in 800 ccm Wasser zugegeben
vud das Gemisch 1 Stunde am RickfluBkihler gekocht. Das Reaktions-
produkt wurde dann mit Schwefelsdure vom Baryt und vom groBten Teile
der Benzoesanre befreit; die noch in Losung gebliebene Benzoesiure wurde
mit Ather ausgezogen. Obwohl das urspriingliche Benzoylderivat mehrere
Male mit Wausser gewaschen wur, enthielt es doch noch Spuren von Natrium-
chlorid, zu dessen Entfernung das Reaktionsprodukt nach dem Ausziehen
mit Ather mit Silbersulfat behandelt wurde. Das Filtrat vom Silber-
chlorid wird vom dberschissigen Silber und daon von der Schwefelsture
mittels Barytwassor befreit. Auch nach allen diesen Behandlungen enthielt
die Losung auBer dem Uridin noch kleine Mengen von Verunreinigungen;
um diese zu entfernen, fillten wir das Uridin mittels Bleizackerlosung
und Barythydratlosung. Der Niederschlag wurde dann vom Blei mit einem
UherschuB von Schwefelsiure und von dieser quanmtitativ mit Barytldsung
befreit. Die auf diese Weise erhaltene Lisung wurde bei vermindertem
Druck bis zu einem ganz kleinen Volumen ecingedampit, in einer Schale
in den Vakuum-Exsiccator gebracht und bis zar Konsistenz eines Sirups ein-
geengt. Der sirupartige Rickstand wird daon mit absolutem Alkohol gut
umgeriihrt, bis die Substanz auskrystallisiert. Aus verdinntem Alkohol um-
krystallisiert, scheidet sich das Uridin in langen primatischen Nadeln aus.
Schmp. 165° (unkorr.).

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum-Exsiccator iiber Phosphor-
pentoxyd bei der Temperatur des siedenden Toluols getrocknet. Die Analvse
ergab die folgenden Zahlen:

0.1308 g Sbat.: 0.2128 g CO,, 0.0632 g HyO. — 0.1248 g Sbst.: 12.8 ccm
N (dber 50-proz. KOH) (23°, 755 mm).
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CgHanNg. Ber. C 44.16, H 4.99, N 11.44.
Gef. » 44.36, » 5.36, » 11.79.

Die Lésung der Substanz in Wasser reagierte nentral und blieb so auch
nach dem Erhitzen mit verdinnter Natronlauge. Nie ist optisch-aktiv und
zeirt merkbare Multirotation. Die spezifische Drebung nimmt mit zu-
nehmender Konzentration der Lisung ab.

0.3978 g der Substanz, in 4.0 ccm Wasser gelost, gaben ein, Gesamt-
gewicht von 4.3798 g. Das Drehungsvermégen war im l-dm-Rohr bei
Natriumlicht + 0.50°. Mithin ohne Beriicksichtigung des spez. Gewichtes:

() = +5.15°

Ein krystallinisches Acetylderivat herzustellen, gelang auch hier nicht
ganz gut. Zwar schieden sich einige lange prismatische Nadeln aus, aber
nur nach sehr langem Stehen und in viel eingetrockneter Mutterlauge einge-
bettet. Es wire moglich, bei Anwendung von viel mehr Substanz das Acetyl-
derivat krystallinisch zu erhalten, aber gegenwirtig muf darauf verzichtet
werden. Wir begniigten uns vorlaufig mit der Bestimmung der Acetylzahl.
Zu diesem Zwecke wurden 0.2120 g des Uridins mit Acetaphydrid und ge-
schmolzenem Natriumacetat acetyliert. Das Reaktionsprodukt wurde bei ver-
mindertem Druck bis zur Sirupkonsistenz eingedamplt, in absolutem Alkohol
aufgeldst, die Losung mit "/i-Natronlauge alkalisch auf Phenolphthalein
gemacht, bald darauf mit »/;5- Schwefelsiure neutralisiert, wieder mit
50 cem "/1p-Natronlauge verdinnt und eine Stunde am RickfluBkiahler znr
Verseifung erhitzt.  Zur Neutralisation gebraucht 28.5 cem "/jo-Schwefel-
siure; durch die Essigsiure wurden also 21.5 cem "/,o-Lauge neutralisiert
Dic Acetylzahl fir ein Diacetylderivat verlangt 17.37 ccm und fir ein Tri-
acetylderivat 26.06. Es wurde versucht, die Verseifung nach weiterer Zugabe
von 25 ccm "/,o-Natronlauge fiir zwei Stunden zu wiederholen; hierbei wurde
aber keine Essigsiure mehr abgespalten. Man ist also berechtigt anzunch-
men, daB nur zwei Acetylgruppen in das Molekil des Uridins einfithrbar sind.

Aminstickstoff-Bestimmung in der Nucleinsédure.

Ebe zur Isolierung des Uracilkomplexes aus den Spaltungspro-
dukten der Nucleinsiure iibergegangen wurde, muBte man die Uber-
zeugung haben, daB die Substanz wirklich im Molekdl vorkomumnt.
Da Uracil keine Aminogruppe enthilt und die auderen drei Basen
je eine Aminogruppe im Molekiil enthalten, so koonte man aus dem
Verhiltnis voo Aminostickstoif zum Gesamtstickstoff tiber die An- oder
Abwesenheit von Uracil urteilen. Bei der Anwesenheit des Uracils
wilrde das Verhiltnis 3 : 15, bei Abwesenbheit 3 : 13 sein.

Zum Versuche wurden etwa 3.0 g der durch Eisessig ge-
reinigten Nucleinsdure in etwa 26 ccm Wasser, welches eine
genigende Menge Alkali enthielt, aufgelost. 10.0 ccmi dieser La-
sung wurdeo im Apparate von van Slyke fir finf Stunden der
Einwirkung der salpetrigen Siure iiberlassen. Die Reaktion war



daou vollkommen beendet. Es entwickelten sich (6.2 ccm Stick-
stoff. 3.0 cem derselben Losung wurden zur Gesamtstickstolf-
Bestimmung nach Kjeldahl benutzt. Zum Neutralisieren verbraucht
35.85 ccm “/1o-SRure. Daraus 1aBt sich der Gesamtstickstolf der
10 cem zu 0.1673 g berechnen. Fiir das Verbiltois 3:15 war die
Entwickluog von 67.0 ccm Stickstoff, und fiir das Verhdltnis 3:13
77.3 cem Stickstoff zu erwarten. Die gefundene Zahl berechtigt also
zur Anvabme, daB Uracil im Molekiil der Nucleinsiure praformiert
vorbanden ist.

Von dem Auftreten des Uridins bei der partiellen Hydrolyse der
Nucleinsiiure haben wir uns noch dadurch iiberzeugt. daB wir aus der
Mutterlauge des Cytidiopikrates nach vierstindiger Hydrolyse mittels
9-proz. Schwefelsiure das Uracil isolierten. Die Mutterlauge von Cytidin-
pikrat wurde von Pikrinsdure befreit und mit Mercuriacetatlésung ge-
fillt. Der Niederschlag wurde in Wasser suspendiert, mit Schwefelwasser-
stoff behandelt, zum Filtrate vom Mercurisulfid Schwefelsiure bis zu
einem Gehalte von 59, zugegeben und dann fiinf Stunden am RicklluB-
kiibler erbitzt. Darauf wurde das Reaktionsprodukt von Schwelel-
siiure befreit und das Uracil mit Silbernitrat und Barytlosung ge-
fallt. Aus dem Silberniederschlage liel sich das Uracil auf ibliche
Weise darstellen. Die freie Substanz, im Toluolbad bei vermindertem
Druck iber Phosphorpentoxyd getrocknet gab bei der Analyse die
fulgenden Zahlen:

0.1426 g Sbst.: 30.0 ccm N dber 50-proz. KOH (21.69, 768 mm).

CiHi¢O3N;. Ber. N 25.05. Gef. N 25.12.

Verwandlung des Adenosins in Inosin.

5 g Adenosinpikrat wurden in einer Losung von 10 g NaNO; in 30 cem
Wa:ser heil gelost. Beim Abkihlen schied sich pikrinsaures Natrium aus.
Ohge zu filtrieren, wurde die Ldsung mit 10 ccm Eisessig versetzt und um-
gerihrt. Ke trat sofort cine lebhafte Stickstoif-Entwicklung ein; in etwa
5 Minuten war die Reaktion beendet. Nach einigen Stunden wurde die
Mischung in Eis gestellt und mit verdinnter Schwelelsiure solange versetzt,
bis sie auf Kongopapier schwach sauer reagicrte. Die Losung wurde dann
mit mehreren Volumen absoluten Alkohols versetzt und nach einigem Stehen
io einer Gefriermischung abgesaugt. Das Filtrat wurde mit einigen Tropfen
Ammoniak necutralisiert und zum Sirup eingedampit. Der Rickstand wurde
nochmals mit wenig Alkohol versetzt und wieder cingedampit. Er wurde
dann mit Essigsiureanhydrid dbergossen und einige Minuten gekocht. Der
UberschuB von Anhydrid wurde abdestillicrt und der Rackstand mit Chloro-
form ausgekocht. Nach 24-stindigem Stehen im Eisschrank wurde von anorga-
nischen Salzen abfiltriert und das Chloroform abgedonstet. Alle diese Ope-
rationen haben wir bei moglichét nentraler Reaktion vorgenommen, um Hydro-
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1yse des Ribosids zu vermeiden. Auf diese Weise wurde das entstandene
Inosin in ein Acetylderivat Gbergetilirt, Ohne dies zu isolicren, kochte man den
Rickstand mit einem UberschuB einer verdannten Barytlosung eine halbe
Stunde, Das Barlum wurde mit einem kleinen Uberschul von Schwefel-
siure gefallt; dann haben wir, um kleine Mengen aus dem Chloroform cnt-
standener Salzsaure zu entferncn, mit wenig Silbersulfat versetzt. Das Filtrat
wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt, der Uberschull des letzteren vertrieben
and das Filtrat mit reinem Bleiessig genau gefsllt. Das Filtrat wurde mittels
Blei und Ammoniak gefallt.

Auf diese Weise wurde das Inosin von allen Verunreinigungen
befreit. Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff griindlich
zerlegt und das wasserklare Filtrat eingeengt. Das Inosin blieb als
krystallinische Masse zuriick. Es wurde aus 80-proz. Alkobol um-
krystallisiert. Die Substanz war wasserfrei und glich im ganzen Aus-
sehen dem aus Carnin dargestellten Inosin. Zur Analyse wurde sie
iiber Schwefelsiure getrocknet.

0.1457 g Sbst.: 27 ccm N (20°, 757 mm).

CioHi3Os Ny, Ber. N 20.89. Gef. N 21.12.

Die Substanz wurde gleichzeitig mit dem Inosin aus Carpin auf
den Schmelzpunkt gepriift. Im Capillarrohr rasch erhitzt, schmolzen
sie zusammen bei 218° (korr.). Die optische Bestimmung wurde in
alkalischer Liésung gemacht, weil die Substanz nur in warmem Wasser
geniigend 16slich ist und beim Abkiihlen sich rasch abscheidet.

0.3544 g Sbst. wurden in 1.4 ccm a-NaOH und 2.2 cem H,0 gelost.
Gesamtgewicht der Losung 3.962 g.  Drehte im I-dm-Rohr bei Natrium-
licht bei 20° 6.48° nach links. Ohne Beriicksichtigung des spez. Gewichts ist
{a)® = 72450 (£ 0.2. Tnosin aus Carnin wurde auf dicselbe Weise optisch
geprift. 0.5022 g Sbst. wurden in 2 ccm n-NaOH und 3 cem H,0 gelist.
Gesamtgewicht der Losung 55155 g. Drehte im l-dm-Rohr Dbei Natrium-
licht uad bei 20° 6.64° pach links. Mithin

()20 = 72.92° (£ 0.29).

Die optische Untersuchung in alkalischer Losung muBl mog-
lichst rasch ausgefiihrt werden, weil nach einigem Stehen sich das
Natriumsalz des Inosins in schén ausgebildeten, 6fters zentimeter-
langen Prismen auszuscheiden anfingt. Diese Verbindung gehért zu
den schdnsten Verbindungen der Nucleoside und kann, da bei den
anderen auf dieselbe Weise kein Auskrystallisieren beobachtet wurde,
wobl zur Charakterisierung des Inosins dienen. Analysiert wurde es
picht. Aus beiden Inosinen wurde dieses Salz erbalten. Es kann
also kein Zweilel iiber die Identitit dieser Substanzen vorliegen.
Man muB demnach annehmen, daB, weil bei der Desamidierung nur die
Aminogruppe in Reaktion eintritt, die Bindungsstelle der Ribose im
Adenosin die gleiche ist wie beim Inosin.
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Verwapdlung des Guaunosins in Xanthosin.

10 g Guanosin wurden mit einer Losung von 25 g NaNO; in
75 ccm Wasser aulfgekocht. Das Guanosin schied sich beim Abkithlen
wieder als eine Gallerte aus, die mit einem Glasstab zerteilt
wurde. Es wurden nun 25 ccm Eisessig zugegeben und tiichtig
durchgeschiittelt, bis alles Guanosin in L3sung gegangen war und
die heftige Stickstoff-Entwicklung aufgeb5rt hatte, was nach etwa
5 Minuten der Fall war. Die Ldsung wurde nun mit dem gleichen
Volumen Wasser versetzt und abgekiihlt, Beim Reiben fingt alsbald
die Krystallisation des Xanthosins an, das sich als gelbes, krystalli-
nisches Pulver rasch am Boden des Gefifles absetzt. Nach 24 Stun-
den wurde es abfiltriert. Die Ausbeute betrug 6 g. Durch Umkry-
stallisieren unter Anwendung von Tierkohle kann man es nicht von
den gelben Beimenguugen befreien. Zu diesem Zwecke wurde es in
beiBem Wasser geldst, noch beil mit ein paar Tropfen Bleizucker
versetzt und mit Schwefelwasserstoff bebandelt. Nach dem Aufkochen
wurde das Schwefelblei abfiltriert, und beim Erkalten schied sich das
Xanthosin in farblosen, gliuzenden, 8fters zentimeterlangen Prismen
ab. Es ist das schonste der Nucleoside. Im Capillarrobr rasch er-
bitzt, verkohlt es bei hoher Temperatur, obne zu schmelzen. In kal-
tem Wasser ist es nur wenig l8slich, leicht aber beim Erhitzen. In
heiBem, verdinntem Alkohol ist es auch léslich und krystallisiert
beim1 Abkiihlen beim lingeren Stehen langsam in harten Warzen ohne
Krystallwasser. Fiir die Avalyse wurde es an der Luft bis zum kon-
stanten Gewicht getrockuet. :

0.2026 g Sbst. wurden diber P;O0; im Vakuum bei 110° erhitzt: 0.0230 g H,O.
0.1191 » » > » » > » » » » 00131» »

CloHuOoN‘ “+ 2 H,O Ber Hao 11.25. Gef H’O 11-35 11.00.

0. 1060 g Sbst. (wasserfrei): 17.7 ccm N diber 50-proz. KOH (22°, 772 mm).
CioHi306Ni. Bor. N 19.72. Gef N 19.63.

Die Substanz zeigt alle die allgemeinen Reaktionen der Nucleo-
side. Mit Orcin und Salzsiure gibt sie sehr stark die Pentosen-
Reaktion. Von Mineralsiuren wird sie leicht hydrolysiert und redu-
ziert dann Fehlingsche Losung. Nach der Hydrolyse wurde Xanthin
leicht erbalten.

0.1404 o Sbst. (iber P3 Os bei 110° getrocknet): 45.6 cem N (229, 761 mm)

CH,0;N,. Ber. N 36.84. Gef. N 36.65.

Fir die optische Bestimmung wurde das Xanthosin in Alkali
gelost.

0.4471 g Sbst. (krystallwasserhaltig) in 3.1 cem 0.5-2-NaOH und 1.5 cem
H,0 gelast. Gesamtgewicht der Losung 5.2317 g.  Spez. Gewicht 1.039.
Drehte im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht uad bei 307 4.53° nach links. Mithin

[@]® = — 51210





