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188. P. A. Levene Und W. A. Jacobe: lher die He& 
nualeine8ure. ITT. 

[Aus dem Rockeleller Institute for Medical Research, New York.] 
(Eingegangen am 23. M&rz 1911.) 

Friihere Arbeiten') haben uns zu der Ansioht gabraeht, &ps das 
Molekiii der Hefenudeinsiiure aus 4 Nucleotiden zuom&aengesaw ist. 
Als Nucleotide wurden Korper bezeichnet, die der Inc#rinsiiure und 
Guanylsiiure analog siod uod etwa die der folgenden Formel entepre- 
cbende Zusammensetzung beaitzen: 

Die Grtinde fiir diese AuIFassung waren: 1. die Analogie der 
einfacheren Nucleiosiiuren mit den komplizierteren in manchtn Bgp- 
schaften; 2. die Auffindung der Komplexe Adsnosin, Guano& rrd 
Cytidin bei der partiellen Hydrolyse der Hefenucleinsiiure. Zur roll- 
kommenen Begrtiodung unserer Anschauung fiber die Konotitution 
der 'Hefenucleinsaure bedurfte es jedoch nocb der Auffiadang des 
Uracil-Komplexes und der einzelnen Nucleotide. 

Die Isolierung solcher Nucleotide ist uns jetzt gelungen, und 
zwar koonten wir ein Gemisch der Pyrimidin - Nucleotide, das 

/OH C y t i d in -  Nuc leo  t id : 0 :P-0. C9Hla Ns 0 4 ,  und das U rid1 u - B u  - 
\OH 

c leo t id :  O:P-0.C9HliN,0;, /OH daretellen. Aus dem letzteren lie0 
'\ OH 

aich der Uracilkomplex, d w  U r i d i n ,  gewinnen. Dieser Belund ist 
yon groBer Wichtigkeit ale b w d i s  fiir die Anwesexheit der Sobstone 
im Molekiile der Nucl6inePnle. Frtiher war das Uridin nur aua 
Cytidin erhalten wordba, und noch vor ganz kurzer Zef't bfit 
S t e u d e l  mit grodem Ei?er die Annahme der sekundiiren Bildung dee 
Uracil! auch in der XIefenucleiesiiure verteidip. Ee zeigte sich, daB 
daa durch direkte Spaltung dar Nucleotido e r h & m e  Uridin mit der 
Substqsz, die ttw dem Cytidin durch Behenhelp mittels a a l w a e r  
Siiure mtsteht, idebtipch ist. 

Rie organisahen Komplexe der Hefenucleinsiiure sind also in 
zwei KllaBsen ehzuteilen: Die der P u r i n  base  n ,  welche glykoaid- 
artige Verbmdungea damtellen, und die der P y r i m i d  i n  b a s e n , deren 
KonstituOEbn noch nicht ganz aufgekliirt ist. 

1) B. 48, 2703, 2474 [1909]; 43, 3150 [1910]. 
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E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  

D a r s t  el lun g d e r N u cl e o t i d e. 
Die Darstellung der Pyrimidinnucleotide beruht auf der gr6Bereu Ra- 

sistcnz dieser Komplexe gegen Mineralsiuren irn Vergleich zu den Purin- 
komplexcn. Wihrend diese durch 2-stiindiges Erhitzen mittcls 2-prozentiger 
Schwefelsiiure vollkommenen in Phosphors&ure, Ribose und Base gespalten 
werden, bleiben die Pyrimidinkomploxc bei dieser Behandlung gr6Btenteils 
intakt. Ihqe Gewinnung geschieht auf folgende Weise: J e  100 g der Nu- 
cleinsiiure werden in einem Liter 2.proz. Schwefelsiiure am RiickIluBkiihler 
2 Stdn. im dlbade (1250) gekocht und die etwas abgekiihlte Fliimigkeit mit 
rcinem Silberoxyd im UberschuS versetzt. Dabei scheiden sich die Silber- 
balze der Purinbasen aus. Zur Vervollstindigung der Piillnng IiiBt man das 
Gemisch iiber Nacht stehen und cntfernt die Purinsilbersalze durch Filtration. 
Das Filtrat neutralisiert man mit chemisch reiner Barytlbsung, wodurch sicli 
die Silbersalze der Nucleotide und Silberphosphat ausschoiden. Der Nieder- 
schlag wird in Schwefelsgure gelbst, mit Schwelelwasserstoff von Silber bc- 
freit, das Filtrat vom Silbersultid mit BarytlLung genau aut Phendphthaliit 
neutralisiert, vom Bariurnphosphat abfiltriert und bei rerrnindertem Druck 
fast zur Trockne eiugedamplt. Ein Teil der Salse geht dabei in eiue iit 
Wassor unlbsliche Form iiber. Das Gemisch wird mittels Essigsaure in Lia- 
sung gebracht und die LSsung in absoluten Alkohol eingetragen, wobei sich 
die Bariumsalze der Nucleotide ausscheidcn. Dieses Rohprodukt ist scliou 
vollsthdig Irei von Kucleinsiiure oder yon Purin cnthaltenden Komplexen. 
Beim Arbeiten rnit der Hefenucleinsiture I d t  sich das leicht erkensen, da die 
Purinkomplexe eine starko Orcinreaktion geben und nach k u m r  Hydrolyse 
rnittels Yineralsiare Fe hlingsche LOsung reduzieren. Dagegen geben die 
Bariumsalze der Nucleotide nur eine ganz schwache Orcinreaktion, und nach dcr 
Hydrolyse mit Mineralsiuren wird Felil ingsche Lijsung auch nicht spuren- 
wcise reduziert, und Silbernitrat gibt keinen Niederschlag von Purinsalzen. 

- 
Zum volligen Nachweis der Abwesenheit von Pnrinbasen in den vor- 

liegenden Nucleotiden wurde noch der folgende Versuch ansgefiihrt: 1 g der 
Substanz aurde in 75 ccm 2-proz. Schwefelsiiure 4 Stdn. am Riickflullkiihler 
gekocht, die Lbsung auf 100 ccm verdiinnt und ihr Stickstoffgehalt bcstimmt. 
Er betrug 0.0452 g. Nun wurden 60 ccm dieser Lbsung mit Siberdulfat 
versetzt, wobei sich kein merklicher Niederschlag bildete. Die Fliissigkeit 
wurde iiber Nacht im Kllteraum bei -10 stehen gelassen, filtriert, mit Salz- 
siure yon Silber befreit, das Filtrat vom ChlorsiIber auf I00 ccm gebracht 
und 20 ccm davon zur Stickstoffbestimmung verwendet. Der Stickstoffgehalt 
in diesen 100 ccm, die 60 ccm der urspriinglichen Lbung entsprachen, be- 
trug 0.02695 g. Der totale &halt der tmprbnglicheh 100 c m  wiirde dern- 
nach nach dem Behandeln mit Silbcraulfat 0.0449 g betragen. Die LBsung 
entbielt also keine Purine, und man war demnach berechtigt, die Substanzen a h  
die P p r imid i n -nu c 1 e o t i d e zu botrachten. Weitere Untcrsuchungen unter- 
sthtzten diese Annahme. 



Analyse  der  Subatanz. 
Die Reinigung der Substanz fiir die Analyse warde au€ folgende Weise 

ausgff~hrt. Die mit Alkohol und dther getrocknet& Bariumsalze wurden 
mit heiDem Wasser im MBser gut verrieben, der unl6sliche Teil fiber Seide 
auf ainer Nutsche abfiltriert, ?nit heihm Wasser, d a m  Mkohol von steigen- 
dar Konzentration und endlich mlt h e r  gewaschen and die Operation 
mehrere Ma1 wiederholt. Zur Analyse wurde die Substanz im Toluolbad bei 
vermindertem Druck iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0.1190 g Sbst.: 0.1060 g CO,, 0.0272 g E20. - 0,1570 g Sbat. ver- 
brauchten bei der Stichtoffbestimmung nlbch K j e l d a h l 7  8 ccm 0.1-n. Schwefel- 
siiure. - 0.2150 g Sbst.: 0.0490 g Mg,P207. - 0.113 g Sbrt.: 0.0560 g 
Asche. 

Far ein iiquimolekulares Gemisch von Cyt id in-  und U r i d i n - n u c l e -  
o t iden  ergibt sich: 

Ber. C 23.54, H 2.56, N 7.64, P 6.75, BasP2Q7 48.90. 
Gef. * 24.29, n 2.56, * 6.96, * 6.4, * 49.57. 

Die Zahlen weichen bci Beriicksichtigung der Eigenscheften der Substanz 
nicht weit von den theoretichen ab. Es wurde versucht, die Substanz nocli 
wciter zu reinigen, abor ohne Erfolg. Vielmehr nahm der Stickstoffgehalt 
dabei ab, und man erhiclt eine Substanz, die nur etwa 6.4% Stickstoff enthielt, 
wiihrend der Barium- und Phosphorgehalt nnveriindert blieb. Es schien, 
als w k e  daa Uracil-nucleotid weniger laslich im Vergleich zu dem Cytidin- 
komplex. 

Urn wom6glich die Nucleotide in reinerem Znstande zu erhalten, haben wir 
versucht, sie in dio N a t r i u m s a l z e  iiherzufhhren. Zu diesem Zwecke worde 
die LBsung der Bariumsalze mit etww mehr ala der berechneten Mmge Na- 
triumcarbonat versetzt, vom Bmiumcarbonat abfiltriert und daa Filtiut auf ein 
kleines Volornen bei vermindertem Druck eingedampft. Die LBsung wurde 
d a m  in Alkohol eingetragen, woki  sigh ein heller harza-r Niederschlng 
ausschied. Wurde dieser mit gwz wenig Esigsknre versetzt uod wieder i n  
absoluten Alkahol eingetragen, so ochied er sich in weieanFlocken aus. Der 

diem Weise ethaltene kederschlag wurde mehrere Male mit Alkohol um- 
gefiillt, dann mit Alkohol und Ather gewaschen und zur Andyse bel ver- 
mindortern Druck im Toluolbad fiber PhqS)hprpentoiyd getrobknet. 

0.1524 g Sbst.: 0.1610 g co2, 0.426 g,b@. - 0.1278 g Sbst. rerbmuchten 
bei der Kieldahl-Stickstolfbestimmung ,8.? cun "/~o-&SOI.  

0.2344 g Sbst.: 0.0646 g Mg2P9O7. '~  6.0964 g Sbst.: 0.0372 g Asche. 
Gef. C 28.81, H 3.13, N 9.0, P 7.7, h h e  88.6. 

Werden die Zahlen auf einen Aschengehalt von 36.19°/0 berechnet, wie 
der Theorie entspricht, ergibt sich: 

C l ~ H ~ ~ N ~ 0 1 7 P ~ N e r .  Ber. C 29.39, IL 3.12, N 9.53, I? 8.59. 
GeL 29.62, )D 3.21, B 9.22, 7.92. 

A m  1 ds t i t! ka t o  f &BBs ti m mm g. 
Um eine Orientierung fiber die Natur der Basen zu erhalten, haben wir eine 

AmidsticketoIGBestimmung nach dem Verfahren von v a n  Sly he ausgefiihrt 



IIierzu wurde eine LBsung der Nucleotide bereitet, welcho in 10 ccm 0.0249 g 
Stickstolf enthielt. Von dieaer wurden 9.40 ccm 3% Stunden mit salpetriger 
Siure behandelt, wobei sich 7.95 ccm Sticlmtoff (2'20, 758 mm) entwickelten. 
Der Betrag an Amidsticketofl in der ganzen LBsung war demnach 0.00473 g, 
oder '/5 des Gesamtstickstoftes. Diese Zahl eutspricht einem Aquimolekularen 
Verhiltnis des Cytidin- und dea Uridin-Komplexcs in dem vorliegenden 
Gemenge. 

Die gefundenen Zahlen weichen also nicht vie1 von den *ore- 
tischen ab. Zieht mau aber die grol3e Liislichkeit der Substanz in 
Betracht, und die Tatsache, daB inan sie nur durch Fliilen mit Al- 
kohol aus  wiiBriger Losung erbalten kann, so ist es nicht zu verwun- 
clern, daB es  bis jetzt noch nicht gelungen ist, die Salze in reinerem 
Zustande zu erhalten. AuBerdern d a d  man auch nicht erwarten, daB 
die Nucleotide sich irnmer in lquimolekulnrem Verhaltnisse ausscheiden. 
Allerdings ist dieser Ubelstaod nicbt von groBer Wichtigkeit, d s  mnD 
iiber die Zusamrnensetzung der vorliegenden Substanzen durch die 
Untersuchung der Produkte der  weiteren Hydrolyse Auskunft erhalten 
kann. 

H y d r ol  y s e m i  t t e  1 s 10- p r o  z. S c h w e f e 1s H u r e. 
8.0 g der Bariumsalze wurden in Waaser gel6st, vom Barium mittels 

Sehwefelsaure befreit und die Siiure bis zn einem Gehalt von zugegeben. 
Das Gesamtvoluman der Losung betrug 100 ccrn. Sie wurde in einem Ein- 
schmelzrohre vier Stunden auf 1250 erhitzt, dann mit einer LBsung son 
chemisch reinem Bariumhydroxyd bis zur alkalischen Reaktion auf Pheool- 
phthalein versetzt und vom Bariumsulfat und Phosphat abfiltriert. Der Uber- 
schuB von Baryt wurde quantitativ entfernt, die Fliissigkeit bei vermindertem 
Druck eingedampft und daa C y t o s i n - P i k r a t  nach dem Verfahren des eioen 
von uns dargestelltl). Die Ausbeute betrug 1.5 g. Das Pikrat hatta nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser den Schmp. 2550. Das Filtrat vom Pi- 
%rat wurde von Pikrinsiiure befreit, mit Qnecksilbersulfat gefillt, der Nieder? 
schlag mit Schwetelwasserstoff zeisetzt und aus dem Filtrate des Sulfids das 
freie U r a c i l  gewonnen. 

Zur Annlyse wurde die Substanz im Tolnolbnd bei vermindertem Druck 
itber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0.1692 g Sbst. verbrauchten bei der K i e l d a h l  -Sticlistoffbestimmung 
31.1 ccrn 0.l-n. Schwefelsiiure. 

C I H ~ N ~ O ~ .  Ber. N 25.00. Gel. N 28.08. 

H y d r o l y s e  m i t t e l s  v e r d u n n t e m  A m m o n i a k .  
Um BUS den Nucleotiden dea Pyrimidinkomplexes das Cytidin und Uridin 

zu erhalten, haben wir  folgenden Weg eingeschlagen: Die Losung der Barium- 
sdze wurde quantitativ von Barium befreit nnd die remltierende, stark sauer 

I) Levene,  H.. 87, 402 [1902]. 
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rwgierede LBsung zunichst mit wiDrigem Smmoniak neutralisiert und dnnn 
mit. einem UbenchuD von hmmoniak bis zu einem Gehalt von 3O/o versetzt. 
Die ammoniakalische L8sung wurde entwcder im Einschmelzrohre bei 135O 
oder im Autoklaven im Olbad bQ 175O 3 */s Stunden crhitzt. Die Miiglichkeit 
der Isolierung der Pyrimidinkomplexe beruht ruf ihrer Lhslichkeit in Alkohol. 
Das Produkt der Hydrolyse wurde bei vermindertem Druck bie eur Sirup-Kon- 
sistenz e i n g e h p f t  nnd der Ricketand mit Alhohol extrahiert, der alkoho- 
lischo Anszug worde dann unter vermindertem D w k  eingeengt, d e i  Riick- 
stand wider  mit Alkohol extrahiert und eingedampft. Von dieaem Pnnkte 
an wurde daa Produkt bei den einzelnen Versuchen auf verechiedenc Weim 
behandelt. 

Es hatte sich in  einer Untersuchung uber die Koastitution dee 
C y t i d i n s ,  die gemeinschaftlich mit Dr. La F o r g e  im Gange ist, hef- 
ausgestellt, daB sich das s a l p e t e r s a u r e  S a l z  dieser Substanz wegen 
seiner Schwerloslicbkeit in Wasser zur Isolierung der Base glit 
eignet. Diese Erfahrung wurde bei einem Versuche verwertet. D e r  
Riickstand, welcher beim Eindampfen des alkoholischen Auszuges zu- 
riickblieb, wurde mit Sdpetersiiure bis zur sauren Reaktion auf 
Congo versetzt und die Losung in eiqer Kaltemischung aufbewahrt. 
Die Abscheidung des salpetersauren Salzes des Cytidins begann sofort 
und wurde durch Zusatz eioes halben Volumens Alkohol zu E n d e  
gefiihrt. 

Das salpetersaure Salz wurde nach einmaligem Umkrystallisieren ous 
Wasser untar Zugabe von wenig Salpetersanre analysiert. Znr Identifizierung 
der Substnnz wurde eine Stickstoff- und eine Amidstickstoff-Bestinimung nacb 
dem Verfahren von van  S l y k e  awgefibrt. 

0.1086 g Sbst: 17.5 cpm N (21.5O, 762 mm). - 0.1149 g Sbst.: 9.28 ccm 
N (19O, 758mm) im Apparate von v a n  Slyke. 

CgHl~NsOs, HNOa. Bat. Geaaplt-N 18.34, Amid-N 4.57. 
Gef. a ' 18.36, D s 4.61. 

Das Filtrat vom salpetersauren Cytidin wurde bei Zimmertemperatar 
im Vakuum-Exsiccator vom AlkohQl befreit' nnd der Riickstaod nach 
S c h o t t e n - B a u m a n n  benzoyliert. Es wurde auf diese Weise das 
D i b e n z o y l - u r i d i n  erhalten. Dieses wurde nach dem fraher ange- 
gebenen Verfahren in das  U r i d i n  ubergefiihrt und analysiert. Die 
Substanz wurde zur Analyse bei vermiddertem Druck im Toluolbad 
iiber Pbosphorpentoxyd getrocknet. 

0.1008 g Sbst.: 10.0 ccm N (15O, 768 mm). 

Bei diesepl Experimente war die Miiglichkeit einer sekundiiren 
Bildung des Uridins nicht ganz ausgeschlossen. Es wurde deswegeo 
versucht, d a s U d d i n  auf einfacherem Wege zu gewinnen, was in zwei 
Versuchen gelang. 

C9HI,N,0s. Ber. N 11.45. Get. N 11.79. 



Die Bydrolyae wurde gerade wie bei dem ersteh Versuche ansgcfhhrt, 
der alkoholiscbe Auszug von Alkohol betreit und mit Pikrinsirure behandelt. 
Aus der LBsung die bei vermindertem Druck aut ein ganz kleines Volumen 
eingedampft war, schied sich beim Stehen bei - 1.00 Cytidinpikrat aus. 
Dieses wnrde zur Reinigung aus Alkohol umkrystallisiert. Die dusbeute aus 
50.0 g der Bariumsalze der Nucleotide betrug 10.0 g. Nachdem die Mutter- 
lauge vom Cytidinpikrrt von Pikrinsiinre mittels Schwelels&ure und h e r  
befrei't und die Schwefelsiiure quantitativ mit BarytlBsung entfernt war, lie13 
sich aus dieser LBsang das Uridin auf rolgende Weise gewinnen: Die LBsnng 
wird mit basischem Bleiacetnt behandelt. Es bildet sich ein Niederschlag; 
dieser wird entfernt. Im Filtrate bildet sich bei Zugabc ron Barytbydrat- 
ltisung ein zweiter Niederschlag, welcher das Uridin enthhlt. Der Niederschlag 
wird vom Rlei mittels SchwefelsHure und von dieser quantitativ mittels Baryt- 
16sung befreit. Die abfiltriertc lilare Losung wird bei vermindertem Druck 
eingedampft, der Riickstand mit 95-prozentigem Alkohol aufgenommeu und 
der alkoholische Auszug rasch auf dem Wasserbade eingedempft. Es ist rat- 
Sam, den Ehckstand einige Male in Alkohol zu h e n  und einzudampfen, uni 
ihn mciglichst rom Wssser zu befreien. Beini Impfen niit ganz wenig Uridin 
erstarrt der Ruckstand d a m  zu einer krystallinischen Maese, welche sich 
leicht aus 95-prozentigem Alkohol umkrystallisieren le13t. Zur Analyse wurde 
die Substanz bei vermindertem Driick im Toluolbad iiber Phosphorpentoiyd 
getroc kne t . 

0.1174 g Sbst.: 12.0 ccxn N (270, 763 mm). 
CgH,,NgOs. Ber. N 11.48. Gef. N 11.73. 

Zurn SchluB war noch die Identitiit des natiirlichen Uridinv mit 
der  Substanz nnehzuweisen, welche aus Cytidin durch die Einwirkung 
salpetriger Siiure entsteht. Die zwei Substanzen erwiesen sich als 
identisch auf Grund der Gleichheit der Schmelzpuokte (164 -1G5O) und 
des  optischen DrehungsverrnGgens. 

0.4265 g der nus dem Nncleotid dargestellte Substanz wurden in 4.5 ccni 
Wasser gelijst. Die Losung hatte das Gesamtgewicht von 4.8920 g und besnl3 
in 1-dm-Rohr bei 200 and bei Natriumlicht das Drehungsvermtigen yon 
+ 0.55O. Mithin 

[II];' = 6.36O (& 0.2O). 

0.5006 g der aus Cytidin dargestellten Substanz wurdcn in 4.5 ccm Wasser 
gelBst. Die Losung hatte das Gesamtgewicht von 5.4S44 g und bcsaD in 
.l-dm-Kolir bci 204 und Natriumlicht das DrehungsvermBgen ron - 0,60°. 
Mitbin 

[a]: = 6.40° (* 0.2O). 

Diese Resultate berechtigeo zu der Annahme, da13 das mtiirlich 
vorkommende und das  aus  Cytidin dargestellte Uridin identisch siod. 
Diese Tatsache ist von groI3er Wichtigkeit, weil die Aufktiirung der 
Konstitution einer der beiden Substanzen auch fiir die andere maB- 
gebend sein wird. 

_____ 


