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138. P. A. Levene und W. A, Jacobs: TUber die Hefe-
nucleinsure. IV.
[Aus dem Rockeleller Institute for Medical Research, New York.]
(Eingegangen am 23. Marz 1911.)

Friihere Arbeiten') haben uns zu der Aunsicht gebracht, dn8 das
Molekiil der Hefenucjeinsiure aus 4 Nucleotiden zusamsnengessbzt ist.
Als Nucleotide. wurden Kérper bezeichnet, die det Inbsinsiiure und
Guanylsiure analog siud und etwa die der folgenden Formel entspre-
chende Zusammensetzung besitzen:

_/OH
0:PZ-0.CH; O,.Cs HiNs O.
\OH

Die Griinde fiir diese Auffassung waren: 1. die Analogie der
‘einfacheren Nucleinsiuren mit den komplizierteren in manchen Eigen-
schaften; 2. die Auffindung der Komplexe Adenosin, Guanosin uud
Cytidin bei der partiellen Hydrolyse der Hefenucleinsiure. Zur. voll-
kommenen Begriindung unserer Anschauung {iber die Konstitution
der Hefenucleinsiure bedurfte es jedoch noch der Auffindung des
Uracil-Komplexes und der einzelnen Nucleotide.

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

OH
Cytidin-Nucleotid: O':P<—O.C;H;9N;O4, und das Uridis-Nu-
OH

/O .
cleotid: O:PZ- \8 .CoH;i N3 Os, darstellen. Aus dem letzteren lie
sich - der Uracilkomyplex, das: Uridin, gewinuen. Dieser Befund ist
von grofler Wichtigkeit als Bewasis fiir die Anwesenbeit der Substanz
im Molekille der Nucléinsiure. Friiher ‘war das Uridin nur- aus
Cytidin erhalten worden, und noch vor ganz kurzer Zeft hat
Steudel mit grofem Eifer die Annahme der sekundiren Bildung des
Uracils auch in der Hefenucleinsiure verteldigr. Es zeigte slch daB
das durch direkte Spaltung dar Nucleotide exludtene Uridin mit der
Substanz, die aus dem Cytidin durch - Behandel;n mittels salpetriger
Saure, entsteht, identisch ist.

Die: organischen Komplexe der Hefenucleinsiure . sind also in
zwei. Kladsen einzuteilen:' Die der Purinbasen, welche glykosid-
artige Verbindungen -darstellen, und die der Pyrimidinbasen, deren
Konstitition noch nicht ganz-aufgeklirt ist.

1) B. 48, 2703, 2474 [1909); 43, 3150 [1910].
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Experimenteller Teil

Darstellung der Nucleotide.

Die Darstellung der Pyrimidinnucleotide beruht anf der gréBeren Re-
sistenz dieser Komplexe gegen Mineralsiuren im Vergleich zu den Purin-
komplexen. Wahrend diese durch 2-stindiges Erhitzen mittels 2-prozentiger
Schwefelsdure vollkommenen in Phosphorsiure, Ribose und Base gespalten
werden, bleiben die Pyrimidinkomplexe bei dieser Behandluog grdBtenteils
intakt. Thge Gewionung geschieht auf folgende Weise: Je 100 g der Nu-
cleinsiure werden in einem Liter 2-proz. Schwefelsiure am RickiluBkiihler
2 Stdn. im Olbade (125% gekocht und die etwas abgekihlte Flassigkeit mit
reinem Silberoxyd im UberschuB versetzt. Dabei scheiden sich dic Silber-
salze der Purinbasen aus. Zur Vervollstindigung der Fallung 1aBt man das
Gemisch ber Nacht stelien und entfernt die Purinsilbersalze durch Filtration.
Das Filtrat neutralisiert man mit chemisch reiner Barytldsung, wodurch sich
die Silbersalze der Nucleotide und Silberphosphat ausscheiden. Der Nieder-
“schlag wird in Schwefelsdure gelost, mit Schwefelwasserstoft von Silber be-
freit, das Filtrat vom Silbersultid mit Barytlésung genau auf Phenulphthalin
peutralisiert, vom Bariumphosphat abfiltriert und bei vermindertem Druck
fast zur Trockne cingedampft. Eio Teil der Salze geht dabei in eine in
‘Wasser unldsliche Form iiber. Das Gemisch wird mittels Essigsiure in Li\-
sung gebracht und die Losuag in absoluten Alkohol eingetragen, wobei sich
die Bariumsalze der Nucleotide ausscheiden. Dieses Rohprodukt ist schon
vollstindig frei von Nucleinsiure oder von Purin enthaltenden Komplexen.
Beim Arbeiten mit der Hefenucleinsaure 1aBt sich das leicht erkennen, da dic
Purinkomplexe eine starke Orcinreaktion geben und nach kunrzer Hydrolyse
mittels Mineralsinre Fehlingsche Liosung reduzieren. Dagegen geben die
Bariumsalze der Nucleotide nur eine ganz schwache Orcinreaktion, und nach der
Hydrolyse wmit Mineralsduren wird Fellingsche Losung auch nicht spuren-
weise reduziert, und Silbernitrat gibt keinen Niederschlag von Purinsalzen. ~

Zum vélligen Nachweis der Abwesenheit von Puriobasen in den vor-
liegenden - Nucleotiden wurde moch der folgende Versuch ansgefihrt: 1 g der
Substanz wurde in 75 cem 2-proz. Schwefelsdure 4 Stdn. am RickfluBkihler
gekocht, die Lésung auf 100 cem verdinnt und ihr Stickstoffgehalt bestimmt.
Er betrug 00452 g. Nun wurden 60 ccm dieser Losung mit Silbersulfat
versetzt, wobei sich kein merklicher Niederschlag bildete. Die Flissigkeit
wurde iiber Nacht im Kalteraum bei —1° stehen gelassen, filtriert, mit Salz-
‘sdure von Silber befreit, das Filtrat vom Chlorsilber auf 100 cem gebracht
und 20 cem davon zar Stickstoffbestimmung verwendet. Der Stickstoffgehalt
in dieson 100 ccm, die 60 cem der urspriinglichen Lésung erntsprachen, be-
trug 0.02695 g. Der totale Gebalt der urspriinglichen 100 cem wiirde dem-
nach nach dem Behandeln mit Silbersulfat 0.0449 g betragen. Die Losung
entbielt also keine Purine, und man war demnach berechtigt, die Substanzen als
die Pyrimidin-nucleotide zu betrachten. Weitere Untersuchungen unter-
stiitzten diese Anpahme.
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Analyse der Substanz.

Die Reinigung der Substanz fiir die Analyse wurde auf folgende Weise
ausgefihrt. Die mit Alkohol und Ather getrockneten Bariumsalze wurden
mit heifem Wasser im Mérser gut verrieben, der unlésliche Teil fber Seide
auf einer Nutsche abfiltriert, mit heiBem Wasser, dann Alkohol von steigen-
der Konzentration ‘und endlich mit Ather gewaschen und die Operation
mehrere Mal wiederholt. Zur Analyse wurde die Substanz im Tolunolbad bei
vermindertem Druck iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.

0.1190 g Sbst.: 0.1060 g COs, 0.0272 ¢ Hy0. — 0.1570 g Sbst. ver-
brauchten bei der Stickstolfbestimmung nach Kjeldahl 7 8 ccm 0.1-n, Schwefel-
saure. — 0.2150 g Sbst.: 0.0490 g Mg P; 07, — 0.113 g 8bst.: 0.0560 g
Asche.

Fir ein #aquimolekulares Gemisch von Cytidin- und Uridin-nucle-
otiden ergibt sich:

Ber. C 23.5¢4, H 256 N 7.62, P 6.75, Ba;P; Q7 48.90.
Gef. » 24.29, » 2.56, » 6.96, » 6.4, » 49.57.

Die Zahlen weichen bei Bericksichtigung der Eigenschaiten der Substanz
nicht weit von den theorétischen ab. Es wurde versucht, die Substanz noch
weiter zu reinigen, aber ohne Erfolg. Vielmehr nahm der Stickstotfgehalt
dabei ab, und man erhielt eine Substanz, -die nur etwa 6.4%, Stickstoff enthielt,
wihrend der Barium- und Phosphorgehalt nnverindert blieb. Es schien,
als wire das Uracil-nucleotid weniger laslich. im Vergleich zu dem Cytidin-
komplex.

Um wombglich die Nucleotide in reinerem Zustande zu erha.lten, haben wir
versucht, sie in die Natriumsalze fiberzufihren. Zu diesem Zwecke wurde
die Lésung der Bariumsalze mit etwas mehr als der berechneten Menge Na-
triamearbonat versetzt,’ ~vom Bariumearbonat abfiltriert und das Filtrat auf ein
kleines Volumen - bei vermindertem. Druck emgedampft Die Lésung wurde
',dann in Alkohol eingetragen, wobel sich ein heller harzactiger - Nlederscﬁlnu'
ansschied. Wurde dieger mit gADZ Wenig Essigsture versetzt und wieder in
absoluten Alkahol elngetragan, 50 ‘schied er sich in weien Flocken aus. Der
‘auf diese Weise érhaltene Niederschlag wurde mehrere Male mit Alkohol um-
‘gefallt, dann mit Alkohol und Ather gewaschen und zur Anulyse bei ver-
mindertem Druck im Toluclbad. dber Phosphprpentoxyd getrocknet

0.1524 g Sbst.: 0. 1610 g CO,, 0.426 g H,O —-0.1218 g Sbat verbn.uchten
bei der Kjeldahl-Stickstolfbestimmung 8.2 com n/lQ‘H’SO‘

" 0.2324 g Shst.: 0.0646 g Mg, Py 0y, A 0.0964 | g Sbst.: 0.0372.g Asche,
Gef. C 2881, H 3l3 N 9O, P 77 A.sche 88.6.

Werden die Zahlen auf einen Aschengehalt von 36.19% berechnet, wie
der Theorie -entspricht, ergibt sich:

C]aHz]NsOﬂPjN}h Ber. C 29 39 H 3 12 N 95 P 859
Gek. » 292, » 331, » 992, » 192,

Amidstiekstott-Bestimmung.
Um eine Orientierung aber die Natur der Basen zn erhalten, haben wir eine
Amidstickstoff-Bestimmung nach dem Verfahren von-van Slyke ausgefithrt
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Hierzu wurde eine Losung der Nucleotide bereitet, welcho in 10 cem 0.0249 g
Stickstoff enthielt. Von dieser wurden 9.40 cem 3'/s Stunden mit salpetriger
Saure behandelt, wobei sich 7.95 ccm Stickstoff (229, 758 mm) entwickelten.
Der Betrag an Amidstickstolf in der ganzen Losung war demnmh 0.00473 g,
oder Y5 des Gesamtstickstoffes. Diese Zahl entspricht einem Aquimolekularen
Verhaltnis des Cytidin- und des Uridin-Komplexcs in dem vorliegenden
Gemenge.

Die gefundenen Zahlen weichen also nicht viel von den .theore-
tischen ab. Zieht man aber die groBe Ldslichkeit der Substanz in
Betracht, und die Tatsache, daB man sie nur durch Fillen mit Al-
kohol aus waBriger Losung erbalten kann, so ist es nicbt zu verwun-
dern, daBl es bis jetzt noch nicht gelungen ist, die Salze in reinerem
Zustande zu erhalten. AuBerdem darf man auch nicht erwarten, daB
die Nucleotide sich immer in Aquimolekularem Verhaltnisse ausscheiden.
Allerdings ist dieser Ubelstand nicht von groBer Wichtigkeit, da mao
iber die Zusammensetzung der vorliegenden Substanzen durch die
Untersuchung der Produkte der weiteren Hydrolyse Auskunit erbalten
kann.

Hydrolyse mittels 10-proz. Schwefelsiure.

8.0 g der Bariumsalze wurden in Wasser geldst, vom Barium mittels
Schwefelsaure befreit und die Siure bis zu einem Gehalt von 109/, zugegeben.
Das Gesamtvolumen der Lésung betrug 100 cem. Sie wurde in einem Ein-
schmelzrohre vier Stunden auf 125° erhitzt, dann mit einer Losung von
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 Flissigkeit bei vermindertem
Druck eingedampft und das Cytosin-Pikrat nach dem Verfahren des einen
von uns dargestelltl). Die Ausbeute betrug 1.5g. Das Pikrat hatte pach
dem Umkrystallisieren aus Wasser den Schmp. 255°. Das Filtrat vom Pi-
krat wurde von Pikrinsiure befreit, mit Quecksilbersulfat gefallt, der Nieder-
schlag mit Schwelelwasserstoff zersetzt und aus dem Filtrate des Sulfids das
freie Uracil gewonnen.

Zur Analyse wurde die Substanz im Toluolbad bei vermindertem Druck
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet,

0.1692 g Sbst. verbranchten bei der Kieldahl-Stickstoffbestimmung
31.1 ccm 0.1-n. Schwefelsaure.

C.H(N;0;. Ber. N 2500. Gef. N 25.08.

Hydrolyse mittels verdiinntem Ammoniak,.

Um aus den Nucleotiden des Pyrimidinkomplexes das Cytidin und Uridin
zu erhalten, haben wir folgenden Weg eingeschlagen: Die Losung der Barium-
salze wurde quantitetiv von Barinm befreit und die resultierende, sterk sauer

1) Levene, H. 87, 402 (1902].
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reagierende Losung zunichst mit wilrigem Ammoniak neutralisiert und dann
mit einem UberschuB von Ammonisk bis zu einem Gehalt von 39/, versetat.
Die ammoniakalische Lésung wurde entweder im Einschmelzrohre bei 135°
oder im Autoklaven im Olbad bei 175° 81/3 Stunden erhitzt. Die Méglichkeit
der Isolierung der Pyrimidinkomplexe beruht auf ihrer Laslichkeit in Alkohol.
Das Produkt der Hydrolyse warde bei vermindertem Druck bis zur Sirup-Kon-
sistenz eingedampft und der Rickstand mit Alkohol extrahiert, der alkoho-
lische Auszug wurde dann unter vermindertem Druck eingeengt, der Riick-
stand wieder mit Alkohol extrahiert und eingedampft. Von diesem Punkte
an warde das Produkt bei den einzelnen Versuchen auf verschiedenc Weise
behandelt.

Es ‘hatte sich in einer Untersuchung iiber die Konstitution des

Cytidins, die gemeinschaitlich mit Dr. La Forge im Gange ist, het-
ausgestellt, daB sich das salpetersaure Salz dieser Substanz wegen
seiner Schwerloslichkeit in Wasser zur Isolierung der Base gt
eignet. Diese Erfahrung wurde bei einem Versuche verwertet. Der
Riickstand, welcher beim Eindampfen des alkoholischen Auszuges zu-
riickblieb, wurde mit. Salpetersiure bis zur sauren Reaktion auf
Congo versetzt und die Lésung in einer Kiltemischuog aufbewahrt.
Die Abscheidung des salpetersauren Salzes des Cytidins begann sofort
und wurde durch Zusatz eines halben Volumens Alkohol zu Ende
gefiihrt. .
Das salpetersaure Salz wurde nach einmaligem Umkrystallisieren aus
Wasser unter Zugabe vor wenig Salpetersiure analysiert. Zar Identifizierung
der Substanz wurde eine Stickstolf- und eine Amidstickstoff-Bestimmung nach
dem Verfahren von van Slyke ausgefibri.

0.1086 g Sbst.: 17.5 cem N (21.5% 762 mm). — 0.1149 g Sbst.: 3.28 cem
N (199, 758 mm) im Apparate von van Slyke. _

CgHuNaOs, HNO;. Ber. Geaamt-N 18.34, Amid-N 457.
© .-Gef.. -». » 1836, » » 4,61,

Das Filtrat vom salpetersauren Cytidin wurde bei Zimmertemperatur
im Vakuum-Exsiccator vom Alkohol befreit nnd der Riickstand nach
Schotten-Baumann benzoyliert. Es wurde aul diese Weise das
Dibenzoyl-uridin erhalten. Dieses wurde nach dem fraher ange-
gebenen Verfahren in das Uridin itbergefiibrt und analysiert. Die
Substanz wurde zur Analyse bei vermifidertem Druck im Toluolbad
iiber Pbosphorpentoxyd getrocknet.

0.1008 g Sbst.: 10.0 cem N (15°, 768 mm).

' CoHy3NyOs. Ber. N 11.48. Gel. N 11.79.

Bei diesem Experimente war die Moglichkeit einer sekundiren
Bildung des Uridins nicht ganz ausgeschlossen. Es wurde deswegen
versucht, das Uridin auf einfacherem Wege zu gewinnen, was in zwei
Versuchen gelang.
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Die Hydrolyse wurde gerade wie bei dem ersten Versuche ausgefihrt,
der alkoholische Auszug von Alkohol befreit und mit Pikrinséure behandelt.
Aus der Losung die bei vermindertem Druck auf ein ganz kleines Volumen
eingedampft war, schied sich beim Stehen bei — 1.0° Cytidinpikrat aus.
Dieses wurde zur Reinigung aus Alkobol umkrystallisiert. Die Ausbeute aus
50.0 g der Bariumsalze der Nucleotide betrug 10.0 g. Nachdem die Mutter-
lauge vom Cytidinpikrat von Pikrinsiare miitels Schwefelsiure und Ather
befreit und die Schwefelssure quantitativ mit Barytlosung entfernt war, lieB

- sich aus dieser Losung das Uridin aut folgende Weise gewinnen: Die Losung
wird mit basischem Bleiacetat behandelt. Es bildet sich ein Niederschlag;
dieser wird entfernt. Im Filtrate bildet sich bei Zugabe von Barythydrat-
16sung ein zweiter Niederschlag, welcher das Uridin enthalt. Der Niederschlag
wird vom Blei mittels Schwefelsdure und von dieser quantitativ mittels Baryt-
l6sung befreit. Die abfiltrierte klare Losung wird bei vermindertem Druck
eingedampft, der Riickstand mit 95-prozentigem Alkohol aufgenommen und
der alkoholische Auszug rasch auf dem Wasserbade eingedampft. Es ist rat-
sam, den Riickstand einige Male in Alkohol zu ldsen und einzudampfen, um
“ihn mdglichst vom Wasser zu befreien. Beim Impfen mit ganz wenig Uridin
erstarrt der Riickstand dann zu ciner krystallinischen Masse, welche sich
leicht aus 93-prozentigem Alkohol umkrystallisieren 1a8t. Zur Analyse wurde
die Substanz bei vermindertem Druck im Toluolbad itber Phosphorpentoxyd
- getrocknet.

0.1174 g Sbst.: 12.0 ccin N (279, 763 mm)..

CanNgOs. Ber. N 11.48. Gei. N 1L.72.

Zum Schlull war noch die Identitdt des natiirlichen Uridins mit
der Substanz nachzuweisen, welche aus Cytidin durch die Einwirkung
salpetriger Siure entsteht. Die zwei Substanzen erwiesen sich als
identisch auf Grund der Gleichheit der Schmelzpunkte (164 —165°) und
des optischen Drehungsvermdgens. '

0.4265 g der aus dem  Nucleotid dargestellte- Substanz wurden in 4.5 cem
Wasser gelost. Die Losung hatte das Gesamtgewicht von 4.8920 g und besa8
in 1-dm-Robr bei 20° und bei Natriumlicht das Drehungsvermégen von
=+ 0.550. Mithin

[a]h = 6.36° (£0.29.

0.5006 g der aus. Cytidin dargestellten Substanz wurden in 4.5 cem Wasser
gelost. Die Losung hatte das Gesamtgewicht von 5.4844 g und besaB in
J-dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht das Drehungsvermégen von — 0.60°.
Mithin

(o] = 6.40° (£ 0.29).

Diese Resultate berechtigen zu der Annahme, dal das wmatiirlich
vorkommende und das aus Cytidin dargestellte Uridin identisch sind.
Diese Tatsache ist von groBer Wichtigkeit, weil die Aufklirung der
Konstitution einer der beiden Substanzen auch fiir. die andere maB-
gebend sein wird.



