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Produkt ab, das roh bei 280O und nach dem Umkrystallisieren aus Salzsaure 
bei 288O schmilzt. 

5.030, 5.266 mg Sbst.: 9.970, 10.395 mg CO,, 2.010, 2.160 mg H,O. 
Cl2H1,O,. Ber. C 53.7, H 4.5. 

Gef. ,, 54.1, 53.8, ,, 4.5, 4.6. 
Die neue Saure erweist sich gegen Kaliwnpermanganatlbsung in soda- 

alkalischer LGsung als gesattigt. Nach Darstellung und Zusammensetzung 
ist sie als 6 - [ Ox y - i s  o p r o p y1J - 3 - met  h y 1 - p h t h a1 s Bur e (VII) anzusprechen. 

H y d r i e r u n g  des  Adduk tes  XI zu r  Dihydro-Verbindung.  
0.3 g des Adduktes XI werden in Essigester-Losung mit Pt-Oxyd als 

Katalysator reduziert, wobei die fur eine Doppelbindung berechnete Wasser- 
stoffmenge aufgenommen wird. Nach dem Abfiltrieren vorn Platin wird der 
Essigester abgedampft und der krystalline Ruckstand aus Acetonitril um- 
krystallisiert . Die Dihydro-Verbindung schmilzt bei 202-203° (unter Wasser- 
Abspaltung). Sie erweist sich gegen soda-alkalische Kaliumpermanganat- 
Losung als ungesattigt. 

5 168, 4.962 mg Sbst.: 12.66, 12.12 mg CO,, 3.38, 3.27 mg H,O. 
CI,H,,O, (252). Ber. C 66.7, H 7.9. 

Gef. ,, 66.8, 66.6, ,, 7.3, 7.4. 

239. R. Vestin, F. Schlenk und H. von Euler: Ein Beitrag zur 
Konstitutionsermittelung der Cozymase; Isolierung des Spaltstiickes 

Adenosin -diphosphorsaure . 
(Eingegangen am 19. Mai 1937.) 

Fur Cozymase (Codehydrase I), das wasserstoffubertragende Coenzym 
der alkoholischen Garung, haben wir vor einiger Zeit die Konstitutionsformel I 
angegebenl) . 

[Aus d. Institut fur Organ.-chem. Forschung d. Universitat Stockholm.] 

N=CH-N 
I1 ---0 -~ 
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1. 

Diese stutzt sich auf folgende experimentelle Ergebnisse : a) Summen- 
formel,) C,lH270,,N7P,, b) Spaltprodukte bei der sauren Hydrolyse: Adenin*), 

l) H. v. E u l e r  u. F. S c h l e n k ,  Ztschr. physiol. Chem. 246, 64 [1937]; F. Schlenk  

z ,  H. v. E u l e r  u. F. S c h l e n k ,  Svensk kem. Tidskr. 48, 135 [1936]. 
u. H. v. E u l e r ,  Naturwiss. 24, 794 [1936]. 

H. v. E u l e r  u. K. M y r b a c k ,  Ztschr. physiol. Chem. 177, 237 [1928]. 
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Nicotinsaure-amid4) , Pentose-5-phosphorsire 6), c) Titrationl). Das 
Nicotinsaure-amid ist als Pyridiniumbase gebundens) , und zwar liegt ein 
Pyridiniumphosphat vor '). In den Adenin-Nucleotiden ist die Ribose an das 
N-Atom 9 des Adenins gebundenll). 

Die P yrophosphatbindung zwischen den beiden Mononucleotiden wurde 
auf Grund der Summenformel und der Titration angenommenl) . Besonders 
in diesem Punkt erschien ein direkter experimenteller Beweis wunschens- 
wert. 

Dieser Beweis ist uns jetzt gelungen, da wir unter den Spaltstucken der 
Alkalihvdrolvse A den o sin - di p h osp h o ~ s  aur  e fanden, welche nach 
I,ohm&m8( die Konstitution 

N=C.NH, 
I 1  

I1 hat: 

--0-1 
OH OH I 0 OH 

, I  \/ ,OH 
C .  C .  d .  C .  CH,. 0 . P . O . P : O  

I I I I  'OH H H H H  
IT. 

Schon fruher wurde das Entstehen von Adenosin-diphosphorsaure bei 
der Alkalihydrolyse der Cozymase vermutet9), denn es zeigte sich, d& dabei 
ein betrachtlicher Teil der organisch gebundenen Phosphorsaure in leicht 
hydrolysierbare Form ubergeht, und daR dem Hydrolysengemisch bzw . 
den daraus isolierten Rohprodukten die Fahigkeit zukam, als Coenzym bei 
Umphosphorylierungsvorgangen zu wirken 10). 

Alkal i sche  H y d r o l y s e  d e r  Cozymase:  In  anderem Z~samrnenhang~) ist be- 
reits betreffend die Ausbeute an Adenosin-diphosphorsaure bei alkalischer Hydrolyse 
von Cozyrnase folgendes betont worden. Eine Behandlung in der K a t e  fiihrt zur Zer- 
storung der Cozymase, ohne da13 leicht hydrolysierbares organisches Phosphat gebildet 
wird. Findet die Behandlung dagegen in der Warme rnit iiberschiissigem Alkali statt, 
so wird das entstandene saurelabile Phosphat weiter gespalten. Um die bestmogliche 
Ausbeute zu erhalten, wurde die Cozymase in Losung (enthaltend 1 mg/ccm) unter Luft- 
ausschlu13 mit moglichst geringem UberschuI.3 von Alkali behandelt. Durch sukzessiven 
Zusatz von Alkali wurden die freigelegten Saureaquivalente neutralisiert. Die Hydrolyse 
wurde fortgesetzt, bis zwei Saureaquivalente gebildet waren. 

4, H. v. E u l e r ,  H. Albers  u. F. Schlenk ,  Ztschr. physiol. Chem. 240, 113 [1936]. 
6, F. Schlenk ,  Svensk Vet. Akad. Ark. f .  Kemi 12, (B) 17 [1936]; H. v. E u l e r ,  

6, P. K a r r e r ,  G. Schwarzenbach ,  F. Benz  u. U. Solmssen,  Helv. chim. 

') E. Adler ,  H. H e l l s t r o m  u. H. v. E u l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 242,225 [1936]. 
*) Biochem. Ztschr. 282; 120 [1935]. 
Q, R. V e s t i n  u. H. v. E u l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 245,l [1937]; ebenda 247, 43 

[1937]; F. Schlenk ,  H. v. E u l e r ,  H. Heiwinkel ,  W. Gleim u. H. N y s t r o m ,  Ztschr. 
physiol. Chem. 247, 23 [1937]. 

lo) H. v. E u l e r ,  Die Cozymase, Ergebnisse der Physiologie, Bergmann,  Miinchen 
[1936]. 

11) J .  M. G u l l a n d  u. E. R. H o l i d a y ,  Journ. chem. SOC. London 1936, 765. 

P. K a r r e r  u. B. Becker ,  Helv. chim. Acta 19, 1060 [1936]. 

Acta 19, 811 [1936]. 
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Isolierung von Adenosin-diphosphorsaure aus dem 
Hydrolysengemisch. 

D a r s t e l l u n g  d e r  Adenosin-diphosphorsaure aus  Cozymase: 
i;'bcrsicht. 

A 1 kal isch es  €I y d r o l  y s  c n g  e misc h angesauert, Ag- Fallung (AgNO, + KH,) 
/ ... 

A 

Praktion a ( p ~  6) Fraktion b ( p ~  7.5) + Mutterlauge c 
I H,S, cinged, H,S, einged, (Xicotinsaure-amid) 

Y Y 
Ila-Pallg. bei PH 9 

l > r a k t i o n  a, + M u t t e r l a u g e  
~ . ~ 4 Alkoholfilllung 4 Alkoholfallung 

(Ba-Salz, P r a k t i o n  a2 F r  a k t i o n  b, 
Cophosphorylase- 
wirksam, enthalt 
IIauptmengc des leicht 
hydrolysierbareu 

Phosphates) 

Ba-Pallg. bei PH 9 

F r a k t i o n  b, + M u t t e r l a u g e  

Gcmisch von Ribose-phosphorsaure, Phosphorsaure, 
Adenylsaurc, wenig Adenosin-diphosphorsaure 

Auflosen in verd. HNO,, E'allung mit €Tg(K03)B, 
Ndschl. + H,S, Filtr. eingeengt, Alkoholfallung. 

h d e  n o s  i n  - d i p  h o s  p h o r s  Bur e , durch geringe Mcnge Adenylsaure verunreinigt. 
I n  H,O gelost, rnit Ba" bei p~ 9 gefdlt. (Adenyls. in der Mutterlauge.) 

Adenosin-diphosphorsaures Ba 
Ba" mit H,SO, entfernt, eingeengt, 
Alkoholfallung 

4 
4 
I 

Adenosin-diphosphorsaure 

Das Hydrolysengemisch wurde neutralisiert und unter vermindertem Druck auf 
ringedampft, durch Zusatz von verd. HNO, auf p a  5 gebracht und rnit AgNO, versetzt. 
Der Niederschlag (a) wurde abzentrifugiert und mit wenig verdiinnter Silbernitrat-Losung 
gewaschen. Mutterlauge und Waschwasser wurden vereinigt und mit verdiinntem Am- 
moniak auf p~ 7.5 gcbracht : Mederschlag b. Die Mutterlauge von b cnthielt das ab- 
gespaltene Nieotinsaure-amid. 

Die Falungen a und b wurden in I1,O rnit H,S zersetzt, Ag,S abfiltriert und ge- 
waschen, die Ibsungen unter vermindertem Druck ( <40°) auf geringes Volumen eingeengt. 

Losung a wurde mit wcnig 20-proz. B a r i u m a c e t a t - L i g  und gesatt. Ikryt-I,osung 
bis p a  9 vcrsetzt, die dabei entstandene Piilillung a, rnit absol. Alkohol gewaschen und 
getrocknet. Aus der Mutterlauge wurde durch Zusatz von iiberschiissigem Alkohol 
Praktion a, erhalten. 

Aus Losung b wurden wie bei 1,iisung a durch Ba '. und Alkohol zwei Fraktionen b, 
und b, erhalten. 

Der Gehalt an Adenosin-diphosphor- 
saure in den auf diese Weise hergestell- 
ten Praparaten a,, a2, b, und b, wurde 
durch Hydrolyse in 1-n. HC1, enthaltend 
f).8mgSubstanz/ccm (als Bariumsalz be- 
rechnet) ermittelt. Das durchdieHydro- 
lyse freigelegte anorganische Phosphat 
wurde coiorimetrisch gemessen. 

Aus Fig. I geht hervor, dafi die 
Adenosin-diphosphorsaure hauptsach- 
lich in der Fraktion al enthalten ist, in 
geringerem Mafie in der Vraktion a2. 

Ilerichte d. D. Cliern. Geuellschaft. Jahrg. I.XX. 

Fig. 1. 
Hydrolysengeschwiudigkei t 

i n  1-n. HCl bei 1000. 
88 
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Die ubrigen Fraktionen enthalten dagegen kein saurelabiles Phosphat - 
Die beiden Praktionen a1 und a2 wigen auch, im Gegensatz zu den 

ubrigen, eine betrachtkhe Aktivitat als Cophosphorylase bei der Minerali- 
sierung von Phosphoglycerinsaure im dialysierten Musk el ex t r a k t ; siehe 
folgenden Versuch. 

1) B e s t i mmun g d er C o p h o s p h o r y 1 as e - A k t ivi t a t  d er 
Prapara te  al, a2 und b2. 

1% PrIiparnte wurilen vor dcrii Vcrsuch init iiberschiissigeiu Na,SO, umgesetzt. 
Als Vrrgleich wurtle Adenylsbure I-Ie niiing verwendet. System : ’rotalvolunien 
2.0 ccni, ~~iit11:~ltetrcl 9.S y-Aquiv. ~ l ~ o s p l ~ o g l y c e r i n s i i ~ ~ r e - ~ : ~ ,  0.1 mg Mg und 0.7 ccm 
1~;~ttciiiniiskel-l‘;gtrakt (Dinlyse 3 Stdn. 20 Min. gegen 0.9 ()” RCl durch Kollodium) PH 7.5. 
Ink111)ation GO illin. 1)ri 30”. Die Versuclismiscliuiigeii cnthalten vor der Inkubation 
0.43 y-Atonie anorg. I’/ccm. 

I’hosph :1 t 
yAtonir l’!cctt~ 

Nach Al,zu# tles 
Blinctwrrtcs . . 

0 . 0 3  ( i .W 0.68 4.97 1.23 3.41. 1.14 3.01 0.55 0.83 

~ 0.1 0.1 4.4 1 0 . 6  2.5 0.5 2.4 0.0 0.2 

* 
-? 
.? 
$, 

nic4irfacli init ahsol. Alkohol gewaschen 
uud getrocknct. 

A u s b e u t c  (Ikispiel) : IIydrolyse von 
Pr i ipra t  1344 (8. IV. 1937). Einsatz 433 mg 
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Die ubrigen Fraktionen enthalten dagegen kein saurelabiles Phosphat - 
Die beiden Praktionen a1 und a2 zeigen auch, im Gegensatz zu den 

ubrigen, eine betrachtkhe Aktivitat als Cophosphorylase bei der Minerali- 
sierung von Phosphoglycerinsaure im dialysierten Musk el ex t r a k t ; siehe 
folgenden Versuch. 

1) B e s t i mmun g d er C o p h o s p h o r y 1 as e - A k t ivi  t a t  d er 
P r a p a r a t e  al, a2 und b2. 

1% PrIiparnte wurilrn vor clcm Vcrsuch init iibersdiiissigeii~ Na,SO, umgesetzt. 
Als Vrrgleich wurtle Adenylsbure H e  riiling verwenilet. System : 'rotalvolunien 
2.0 ccm, ~~11tl1:~ltencl 9.S y-Aquiv. ~ l ~ o s p l ~ o g l y c e r i n s i i ~ ~ r e - ~ : ~ ,  0.1 mg Mg und 0.7 ccm 
1~;~ttctiiiiuskel-l';~trakt (Dinlyse 3 Stdn. 20 Min. gegen 0.9 ()" RCl durch Kollodium) PH 7.5. 
Inkul~ation GO illin. bri 30". Die Versuclismiscliuligeti enthalten vor der Inkubation 
0.43 y-Atonie anorg. I'/ccm. 

1)ie 1;raktion a, wurde folgenderldkn weiter hearbeitet : 
N:lch Zusati.. von Wasser wurde durch Zutropfcn von verd. IZNO, dles in Losung ge- 

1)raclit. 1);lnn wurde EIg (NO,,),-1,osung itn fiberschufl zugegeben nnd auf pa: 3 abgestumpft. 
I)er Nictlerscl~lag wurcie zweitnal gewaschen und in I3,O mit H,S zerlegt, nach Filtrieren 
:L1lf eiii gcriiiges Volumcn eingeengt und mit iiherscliiissigem Alkohol die Adenosin-- 
~lipllosphors$urc ausgcf$]lt. I)ie Substanz war noch iiicht analysenrcin. Sie wurde in 

r aufgelost und wenig RaCl,-I,osnng und n/,,,-NaOH bis p~ 9 wurden zuge- 
gehen. Tkr Niederschlag wurde abzcntrifu- 
giert, mit verd. 11ariumclilorid-Losung ge- 
waschen, dann Ea . . ihirch vcrd. H,SO, ent- 
fernt, die Losung eingeengt und mit fiber- 
schiissigcm Alkohol gefallt, dcr Niederschlag 
nic4irfacli uiit ahsol. Alkohol gewaschen 
uud getrocknct. 

A u s b e u t c  (Ikispiel) : IIydrolyse von 
Pri iprat  1344 (8. IV. 1937). Einsatz 433 mg 
Cozymase. T m  I-lydrolysengemisch 40 yo 
d. Th. Pyrophosphatfraktion, entspr. 111 mg 

Fig. 2.  A tlenosin - diphospliorsiinre. Fraktion a1 : 
1 ~yt l ro lysenj iesc l iwi i i i~ i~ l~~i t  cltr Adcnositi- 120 nig Ilw-Salz; 1 .  Reinigung: 50 m g  

dipliospliors8nrc azis Cozym Adenosiii-dipliosphors~~ire ; 2. Reinigung 

A n  a1 y t i s ch e clh a r a k t  e r i s t i k d e r i s o  1 i e r t e n Ad en o s i n d i p h o s - 
pliors %lire: 1)as so erhaltene l'raparat wnrde in (hen angegehener Weise 
in 1-n. IT21 liytlrolysiert. 

Die Hydrolysenkurve zeigt, tlaG die heergestellte SubsLaiu ein in Same 
iiiilhst leicht and eiii scliwer abspalthares Phospliorsainreniolekul enthllt. 

(Analysenpriip.) : 22 nlg. 
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Die Hydrolysenkurve scheint auch eine geringere Menge urspriinglich vor- 
handenen anorganischen Phosphats (3 yo des Gesamtphosphats) anzugeben. 
Die Gegenwart einer groWeren Menge von Pyrophosphat beeintrachtigt bei 
colorimetrischer Phosphatbestimmung nach der Molybdatrnethodik imrner 
die Ergebnisse in dieser Richtung. 

Elementaranalyse des Praparates : Gewichtsabnahme beim Trocknen irn Hochvak. 
bei 1100 etwa 5 %  - 3.727 mg Sbst.: 3.890 mg CO,, 1.330 mg H,O. - N-Best. nach 
K j e l d a h l - F r i e d r i c h * ) :  3 364 mg Sbst.: 3.85 ccm n/loo-HC1 (K Wallenfels). 

7 120 mg Sbst. : 68 470 mg Ammoniumphosphormolybdat (A. Schoel ler) .  
C,,H,,O,,NSP, (427.16) Ber. C 28.10, H 3.54, N 16.39, P 14.52. 

Gef. ,, 28.47, ,, 3 99, ,, 16 07, ,, 13.98. 

Biologische Charak te r i s t i k  der  isol ier ten Adenosin-  
d iphosphorsaure .  

Die erhaltene Substanz zeigte also in analytischer Hinsicht gute Uber- 
einstimmung mit Adenosin-diphosphorsaure. Um einen endgiiltigen Beweis 
fur die Identitat zu erhalten, war eine biologische Charakterisierung notwendig. 
Zu diesem Zweck wurde das hergestellte Praparat auf seine Wirksamkeit 
als Cophosphorylase bei der Mineralisierung von Phosphoglycerinsaure in 
frischem dialysierten Muskelextrakt untersucht . Vers. 1 scheint zu zeigen, 
daW schon die beiden Fraktionen al und a2 eine wesentlich grd3ere Wirksamkeit 
als Phosphatubertrager ausuben als die reine Adenylsaure. Dies tritt noch 
deutlicher hervor bei Versuchen mit weiter gereinigter Substanz. Indes 
besteht in diesem System derselbe Unterschied zwischen Adenylsaure und 
Adenosin-triphosphorsaure. Durch geeignete Behandlung des Enzym- 
praparates kann dieser Unterschied beseitigt werden. (Eine ausfiihrlichere 
Besprechung dieser Erscheinung wird in anderem Zusammenhang erfolgen.) 
Vergleicht man die hergestellte Adenosin-diphosphorsaure einerseits und 
Adenylsaure andererseits unter Verwendung von solchen Enzympraparaten, 
so zeigt die Aktivatonvirksamkeit der beiden Praparate volle Ubereinstimmung . 
(Die in Vers. 2 verwendete Adenosin-triphosphorsaure war nicht ganz rein 
und deshalb entsprechend weniger wirksam.) 

2)  V e r g 1 ei  c h de r  Cop h o  s p  h o  r y 1 a s  e- A k t iv  i t at f o 1 gender 

1) a u s 
P r a p a r a t e :  

Cozy mas  e her  g e s t ell t e Ad en  o sin- d ip  h o sp h o r s a u  r e , 
2 )  Aden y 1 s a u  r e , 3)  Aden o s i n- t r i p  h o sp h o r s au r  e. 

System : Mineralisierung der Phosphoglycerinsaure, Totalvolumen 2.0 ccm, ent- 
haltend 0 70 ccm mit Veronalpuffer (PH 7.4) hergestellte Enzym-Losung. Phospho- 
glycerinsaure: 5 MM, Mg: 1 MM. Inkubation 60 Min. bei 30°. Die Versuchsmischungen 
enthalten vor der Inkubation 0 13 y-Atome anorg. P/ccm. 

Als ein weiterer Beweis fur die Identitat des isolierten Praparates mit 
Adenosin-diphosphorsaure wurde eine enzymatische Phosphorylierung aus- 
gefuhTt. Wird das Praparat in gealtertem Muskelextrakt mit geeignetem 
Phosphat-Donator (Phosphokreatin) behandelt, so erfolgt eine Umesterung, 
wobei die saurelabile Phosphatfraktion verdoppelt wird, was einem Ubergang 
von Adenosin-diphosphorsaure in Adenosin-triphosphorsaure entspricht. 

*) Ilrn. Prof. Th.  W a g n e r - J a u r e g g  danken wir fur den freundl. Hinweis, daB 
bei manchen Nucleotiden die N-Bestimmung nach D u m a s  versagt; vergl. auch Ztschr, 
physiol. Chem. 239, 188 [1936]. 

88* 
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________ 
Adenosin- 

Adenylsaure diphosphorsaure 
(MM) (MM) 

Aktivator- 
Konzentrat. . .  

- 

Adenosin- 
triphosphorsaure 

(MM) 

Freigelegtes 
Phosphat 
y-Atome P/ccm 

Nach Abzug des 
Rlindwertes . . 

0.05 0.10 0.15 0.35 

- 
ohne 
Akti- 
vator 

0.52 

- 

1 0.05 0.10 0.15 0.20 0 05 0.10 0.15 0.20 I '  

1.55 1.96 2.07 2.48 1.49 1.86 2.04 2.19 1.37 1.61 1.78 1.86 

3) Enzymatische Phosphorylierung der aus Cozymase 
hergestell ten Adenosin-diphosphorsaure. 

System : Umesterung mit Phosphokreatin in gealtertem Muskelextrakt. Total- 
volurnen 2.0 ccm, enthaltend 1 .0 ccni Extraktmischung (17 Stdn. gegen Leitungswasser 
dialysiert, 4 Tage aufbewahrt, Kaninchenmuskel), enthaltend Phosphokreatin und Mg. 
Inkubation 10 Min. bei ZOO. Der Gehalt von anorg. Phosphat (einschl. Phosphokreatin- 
Phosphat) wird vor und nach der Hydrolyse in 1-n. HCl (7' bei looo) bestimmt. 

1.03 1.44 1.55 1.96 I 0.97 1.34 1.52 1.67 

y-Atome P/ccm 
Pyro-P vor Hydrol. 1 nacli Hydrol. Phosphat- Acceptor 

0.85 1.09 1.26 1.34 

Ohne Acceptor . . . . . . . . . . . . . . . .  
0.40 mg Adenylsaure,. . . . . . . . . .  
0.25 mg Adenosin-diphosphorsaure 

vor der Inkubation . . 
nach der Inkubation . 

240. 0. Hahn, L. Meitner und F. Strassmann: uber die Trans- 
Urane und ihr chemisches Verhalten. 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Chemie, Berlin-Dahlem.] 
(Bingegangen an1 15. Mai 1937.) 

I n h a l t s u b e r s i c h t .  
Einleitung : Schemata der Prozesse und Bemerkungen zur Methodik der Messungen. 

I) Unterscheidung aller Trans-Urane (Ordnungszahlen 93-96) vom Uran und den 
benachbarten tiefer stehenden Elementen. 

11) Chemischer Nachweis der kiinstlichen Uran-Isotope. 
111) Unterscheidung des Eka-Rheniums (2 = 93) von den Homologen der Platinmetalle 

IV) Unterscheidung der Homologe der Platinmetalle untereinander. 
(2 = 94, 95, 96). 

1) Trennung des Eka-Osmiurns (2 = 94) vom Eka-Iridium (2 = 95). 
2) Trennung des Eka-Platins (2 = 96) von den iibrigen Homologen der Platinmetalle 

V) Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Trans-Uranen und ihren niedrigeren 
(Z = 95 und 94). 

Homologen Rhenium und den Platinmetallen. 

1.23 1.30 0.07 
0.58 1.18 0.60 

1.07 1.29 0.22 
0.94 1.34 0.40 


