Nr. 6/1937] Vestin, Schlenk, v. Euler. 1369

Produkt ab, das roh bei 280° und nach dem Umkrystallisieren aus Salzsiure
bei 288° schmilzt.

5.030, 5.266 mg Sbst.: 9.970, 10.395 mg CO,, 2.010, 2.160 mg H,O.

CpoH1,0,. Ber. C 53.7, H 4.5,
Gef. ,, 54.1, 53.8, ,, 4.5, 4.6.

Die neue Siure erweist sich gegen Kaliumpermanganatlfsung in soda-
alkalischer Losung als gesdttigt. Nach Darstellung und Zusammensetzung
ist sie als 6-[Oxy-isopropyl|-3-methyl-phthalsiure (VII) anzusprechen.

Hydrierung des Adduktes XI zur Dihydro-Verbindung.

0.3 g des Adduktes XI werden in Essigester-Losung mit Pt-Oxyd als
Katalysator reduziert, wobei die fiir eine Doppelbindung berechnete Wasser-
stoffmenge aufgenommen wird. Nach dem Abfiltrieren vom Platin wird der
Essigester abgedampft und der krystalline Riickstand aus Acetonitril um-
krystallisiert. Die Dihydro-Verbindung schmilzt bei 202—203° (unter Wasser-
Abspaltung). Sie erweist sich gegen soda-alkalische Kaliumpermanganat-
Losung als ungesattigt.

5168, 4.962 mg Sbst.: 12.66, 12.12 mg CO,, 3.38, 3.27 mg H,0.

¢, H,,0, (252). Ber. C 66.7, H7.9.
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-diphosphorsiure.

[Aus d. Institut fiir Organ.-chem. Forschung d. Universitiit Stockholm.]
(Eingegangen am 19. Mai 1937.)
Fiir Cozymase (Codehydrase 1), das wasserstoffitbertragende Coenzym
der alkoholischen Girung, haben wir vor einiger Zeit die Konstitutionsformel I

angegebenl).
-,,,,_O ——— — Oy —— N:CH—N
- | |i
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Diese stiitzt sich auf folgende experimentelle Ergebnisse: a) Summen-
formel?) CyHoOy,N,P,, b) Spaltprodukte bei der sauren Hydrolyse: Adenin?),

1) H.v. Euler u. F. Schlenk, Ztschr. physiol. Chem. 246, 64 [1937]; F. Schlenk
u. H. v. Euler, Naturwiss. 24, 794 [1936].

2) H. v. Euler u. F. Schlenk, Svensk kem. Tidskr. 48, 135 [1936].

% H. v. Euler u. K. Myrbidck, Ztschr. physiol. Chem. 177, 237 [1928].
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Nicotinsiure-amid4), ~Pentose-5-phosphorsiure®), c¢) Titration?). Das
Nicotinsdure-amid ist als Pyridiniumbase gebunden®), und zwar liegt ein
Pyridiniumphosphat vor?). In den Adenin-Nucleotiden ist die Ribose an das
N-Atom 9 des Adenins gebundent).

Die Pyrophosphatbindung zwischen den beiden Mononucléotiden wurde
auf Grund der Summenformel und der Titration angenommen?). Besonders
in diesem Punkt erschien ein direkter experimenteller Beweis wiinschens-
wert.

Dieser Beweis ist uns jetzt gelungen, da wir unter den Spaltstiicken der
Alkalihydrolyse Adenosin-diphosphorsiure fanden, welche nach
Lohmann?) die Konstitution II hat.

N—C.NH,
HJ: cl3“N\ {(;gr OH O OH
I N A \/ __OH
N—C—N——C.C.C.C.CH,.0.P.0.P:0O
[ ~0H
HHHH
I1.

Schon frither wurde das Entstehen von Adenosin-diphosphorsiure bei
der Alkalihydrolyse der Cozymase vermutet?), denn es zeigte sich, daB dabei
ein betrichtlicher Teil der organisch gebundenen Phosphorsiure in leicht
hydrolysietbare Form iibergeht, und da dem Hydrolysengemisch bzw.
den daraus isolierten Rohprodukten die Fihigkeit zukam, als Coenzym bei
Umphosphorylietungsvorgingen zu wirken19).

Alkalische Hydrolyse der Cozymase: In anderem Zusammenhang®) ist be-
reits betreffend die Ansbeute an Adenosin-diphosphorsiure bei alkalischer Hydrolyse
von Cozymase folgendes betont worden. Eine Behandlung in der Kailte fiihrt zur Zer-
stérung der Cozymase, ohne dafl leicht hydrolysierbares organisches Phosphat gebildet
wird. Findet die Behandlung dagegen in der Wirme mit iiberschiissigem Alkali statt,
so wird das entstandene sdurelabile Phosphat weiter gespalten. Um die bestmggliche
Ausbeute zu erhalten, wurde die Cozymase in Iésting (enthaltend 1 mgfcem) unter Luft-
ausschlufl mit méglichst geringem Uberschufl von Alkali behandelt. Durch sukzessiven
Zusatz von Alkali wurden die freigelegten Sdureiquivalente neutralisiert. Die Hydrolyse
wurde fortgesetzt, bis zwei Siuredquivalente gebildet waren.

4 H. v. Euler, H. Albers u. F.Schlenk, Ztschr. physiol. Chem. 240, 113 [1936].

5) F. Schlenk, Svensk Vet. Akad. Ark. f. Kemi 12, (B) 17 [1936]; H. v. Euler,
P. Karrer u. B. Becker, Helv, chim. Acta 19, 1060 [1936].

8 P. Karrer, G. Schwarzenbach, F. Benz u. U. Solmssen, Helv. chim.
Acta 19, 811 [1936].

) E.Adler, H. Hellstrém u. H. v. Euler, Ztschr. physiol. Chem. 242, 225 [1936].

8) Biochem. Ztschr. 282,120 [1935].

% R. Vestin u. H. v. Euler, Ztschr, physiol. Chem, 245, 1 [1937]; ebenda 247, 43
[1937]; F.Schlenk, H. v. Euler, H. Heiwinkel, W. Gleim u. H. Nystrém, Ztschr,
physiol. Chem. 247, 23 [1937].

10y H. v. Euler, Die Cozymase, Ergebnisse der Physiologie, Bergmann, Miinchen
[1936].

1) 7. M. Gulland u. E. R. Holiday, Journ. chem. Soc. London 1936, 765.
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Isolierung von Adenosin-diphosphorsiure aus dem

Hydrolysengemisch.
Darstellung der Adenosin-diphosphorsidure aus Cozymase:
Ubersicht.
Alkalisches Hydrolysengemisch angesduert, Ag-Fillung (AgNO; + NH,)
e i
Fraktion a (pm 6) Fraktion b (pg 7.5) + Mutterlauge ¢
| H,S, einged, | H,S, einged., (Nicotinsidure-amid)
. Ba-Fillg. bei pg 9 Ba-Fillg. bei pg 9
Y Y
¥raktion a, + Mutterlauge Fraktion b, + Mutterlauge
———n ¥ Alkoholfillung y Alkoholfillung
(Ba-Salz, Fraktion a, Fraktion b,
Cophosphorylase-
wirksam, enthilt Gemisch von Ribose-phosphorsdure, Phosphorsdure,
IMauptmenge des leicht Adenylsdure, wenig Adenosin-diphosphorsdure
hydrolysierbaren
Phosphates)

Auflésen in verd. HNO,, Fillung mit Hg(NO,),,
§ Ndschl. + H,S, Filtr. eingeengt, Alkoholfillung.
Adenosin-diphosphorsdure, durch geringe Menge Adenylsdure verunreinigt.

¢ In H,O geldst, mit Ba’" bei pg 9 gefdllt. (Adenyls. in der Mutterlange.)
Adenosin-diphosphorsaures Ba

Ba'' mit H,S0, cntfernt, eingeengt,
v  Alkoholfillung
Adenosin-diphosphorsdure

Das Hydrolysengemisch wurde neutralisiert. und unter vermindertem Druck auf 1/,
eingedampft, durch Zusatz von verd. HNO; auf pg 5 gebracht und mit 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 pg 7.5 gebracht: Nicderschlag b. Die Mutterlauge von b enthielt das ab-
gespaltene Nicotinsdure-amid.

Dic Fillungen a und b wurden in H,0 mit H,S zersetzt, Ag,S abfiltriert und ge-
waschen, die Isungen unter vermindertem Druck (<409 auf geringes Volumen éingeengt.

Loésung a wurde mit wenig 20-proz. Bariumacetat-Losung und gesitt. Baryt-Iiésung
bis pg 9 versetzt, dic dabei entstandene Tdllung a, mit absol. 'Alkohol gewaschen und
getrocknet. Ans der Mutterlauge wurde durch Zusatz von iiberschiissigem Alkohol
Fraktion a, erhalten.

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

DerGehaltan Adenosin-diphosphor-

«
siure in den auf diese Weise hergestell- § L
ten Priparaten a;, a,, b; und b, wurde é . e ||
durch Hydrolyse in 1-n. HCl, enthaltend % -
0.8 mgSubstanz /ccm (als Bariumsalzbe- ]
rechnet) ermittelt. DasdurchdieHydro- & an& 1
lyse freigel iische Phosphat & |
yse ireige egte anorgarische Phosphat 5 L——Vrdp. 85
wurde colorimetrisch gemessen. ki el (/

Aus Tig. 1 geht hervor, daf} die 7/ R Y Yy
Adenosin-diphosphorsiure hauptsich- Pig. 1.
lich in der Fraktion a, enthalten ist, in

: X Hydrolysengeschwindigkeit
geringerem Male in der Fraktion a,. in I-n. FICI bei 1000,

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXX. 88
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Die iibrigen Fraktionen enthalten dagegen kein siurelabiles Phosphat.

Die beiden Fraktionen a, und a, zeigen auch, im Gegensatz zu den
iibrigen, eine betrichtliche Aktivitit als Cophosphorylase bei der Minerali-
sierung von Phosphoglycerinsiure im dialysierten Muskelextrakt; siehe
folgenden Versuch.

1) Bestimmung der Cophosphorylase-Aktivitdt der
Praparate a,, a, und b,

Die Priiparate wurden vor dem Versuch mit iiberschiissigem Na,SO, umgesetzt.
Als Vergleich wurde Adenylsiure Henning verwendet. System: Totalvolumen
2.0 cem, enthaltend 9.8 y-Aquiv. Phosphoglycerinsinre-Na, 0.1 mg Mg und 0.7 ccm
Rattenmuskel-Extrakt (Dialyse 3 Stdn. 20 Min. gegen (0.9 9, KCl durch Kollodium) pg 7.5.
Inkubation 60 Min. bei 30°. Die Versuchsmischungen cnthalten vor der Imkubation
0.43 y-Atome anorg. P/ecm.

Adenylsiaure Prip. a, Prip. a, Prip. b,
(myg) (mg) (mng) (mg)

Aktivator- ohne

Konzentrat. .. | Aktivator{ 0.05 0.10 0.25 | 0.037 0.073 | 0.039 0.077 | 0.040 0.080
Preigelegtes

Phosphat

v-Atome P/cein 0.63 0.68 0.68 4.97 | 1.23 341 1.14 3,01 0.55 0.83
Nach Abzug des

Blindwerttes . . - - 0.1 0.1 44 0.6 28 0.5 24 0.0 02

Die Liraktion a, wurde folgendermaflen weiter bearbeitet:

Nach Zusatz von Wasser wirde durch Zutropfen ven verd. HNO, alles in 10sung ge-
bracht. Daun wurde Hg (NO,),-1osung im Uberschuf zugegeben und auf pg 3 abgestumpft.
Der Niederschlag wurde zweimal gewaschen und in H,0 mit H,S zerlegt, nach Filtrieren
awf ein geringes Volumen eingeengt und mit iiberschiissigem Alkohol die Adenosin-
diphosphorsdure ausgefallt. Die Substanz war noch nicht analysenrein. Sie wurde in
wenig Wasser aufgelést und wenig Bally-Losung und »/,,-NaOH bis pg 9 wurden zuge-

geben. Der Niederschlag wurde abzentrifu-

o === giert, mit verd. Bariumchlorid-Lésung ge-
§ ﬂ waschen, dann Ba™" durch verd. H,50, ent-
S fernt, die Ldsung eingeengt und mit iiber-
3 schitssigem Alkohol gefillt, der Niederschlag
§ mehrfach mit absol. Alkohol gewaschen
g und getrocknet.
f;:i Ausbeute (Beispiel): Hydrolyse von
% 1 Priiparat 1344 (8. IV. 1937). Einsatz 433 mg
I e e : Cozymase.  Im Hydrolysengemisch 409,
v z W M HHinuten d. Th. Pyrophosphatiraktion, entspr. 111 m/g
Fig. 2. Adenosin - diphosphorsiure. Fraktion a;:
Hydrolysengeschwindigkcit der Adenosin- 120 mg Ba-Salz; 1. Reinigung: 50 mg
diphosphorsaure aus Cozymase. Adenosin-diphosphorsiure; 2. Reinigung

(Analysenprép.): 22 mg.

Analytische Charakteristik der isolierten Adenosindiphos-
phorsiure: Das so erhaltene Priparat wurde in oben angegebener Weise
in 1-n. HCI hydrolysiert.

Die Hydrolysenkurve zeigt, dafl die hergestellte Substanz ein in Saure
dullerst leicht und ein schwer abspaltbares Phosphorsiuremolekill enthilt.
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Die Hydrolysenkurve scheint aunch eine geringere Menge urspriinglich vor-
handenen anorganischen Phosphats (39, des Gesamtphosphats) anzugeben.
Die Gegenwart einer gréferen Menge von Pyrophosphat beeintrichtigt bei
colotimetrischer Phosphatbestimmung nach der Molybdatmethodik immer
die Hrgebnisse in dieser Richtung.

Flementaranalyse des Priparates: Gewichtsabnahme beim Trocknen im Hochvak.
bei 110° etwa 59,. — 3.727 mg Sbst.: 3.890 mg CO,, 1.330 mg H,0. — N-Best. nach
Kjeldahl-Friedrich*): 3.364 mg Shst.: 3.85 cem n/;,,-HCl (K. Wallenfels),

7.120 mg Sbst.: 68.470 mg Ammoniumphosphormolybdat (A. Schoeller).

CyoH,, 010N P, (427.16). Ber. C 28,10, H 3.54, N 16.39, P 14,52,
Gef. ,, 2847, ,, 3.99, ,, 16.07, ,, 13.98.

Biologische Charakteristik der isolierten Adenosin-
diphosphorsaure.

Die erhaltene Substanz zeigte -also in analytischer Hinsicht gute Uber-
einstimmung mit Adenosin-diphosphorsiaure. Um einen endgiiltigen Beweis
fiir die Identitdt zu erhalten, war eine biologische Charakterisierung notwendig.
Zu diesem Zweck wurde das hergestellte Priparat auf seine Wirksamkeit
als Cophosphorylase bei der Mineralisierung von Phosphoglycerinsiure in
frischem dialysierten Muskelextrakt untersucht. Vers. 1 scheint zu zeigen,
dal3 schon die beiden Fraktionen a, und a, eine wesentlich gréBere Wirksamkeit
als Phosphatiibertriger ausiiben als die reine Adenylsiure. Dies tritt noch
deutlicher hervor bei Versuchen mit weiter gereinigter Substanz. Indes
besteht in diesem System derselbe Unterschied zwischen Adenylsiure und
Adenosin-triphosphorsdure. Durch geeignete Behandlung des Enzym-
priparates kann dieser Unterschied beseitigt werden. (Eine ausfiihrlichere
Besprechung dieser Erscheinung wird in anderem Zusammenhang erfolgen.)
Vergleicht man die hergestellte Adenosin-diphosphorsiure einerseits und
Adenylsiure andererseits unter Verwendung von solchen HEnzympriparaten,
so zeigt die Aktivatorwirksamkeit der beiden Priparate volle Ubereinstimmung,
(Die in Vers. 2 verwendete Adenosin-triphosphorsiure war nicht ganz rein
und deshalb entsprechend weniger wirksam.)

2) Vergleich der Cophosphorylase-Aktivitat folgender
Praparate:

1) aus Cozymase hergestellte Adenosin-diphosphorsiure,
2) Adenylsdure, 3) Adenosin-triphosphorsiure.

System: Mineralisierung der Phosphoglycerinsdure, Totalvolumen 2.0 ccm, ent-
haltend 0.70 ccm mit Veronalpuffer (pm 7.4) hergestellte Enzym-ILdsung. Phospho-
glycerinsdure: 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 fiir die Identitat des isolierten Praparates mit
Adenosin-diphosphorsdure wurde eine enzymatische Phosphorylierung aus-
gefithrt. Wird das Praparat in gealtertem Muskelextrakt mit geeignetem
Phosphat-Donator (Phosphokreatin) behandelt, so erfolgt eine Umesterung,
wobei die siurelabile Phosphatfraktion verdoppelt wird, was einem Ubergang
von Adenosin-diphosphorsiaure in Adenosin-triphosphorsiure entspricht.

*} Hrn. Prof. Th. Wagner-Jauregg danken wir fiir den freundl. Hinweis, da
bei manchen Nucleotiden die N-Bestimmung nach Dumas versagt; vergl. auch Ztschr,
physiol. Chem. 289, 188 [1936].

88*



1374 Hahn, Meitner, Strassmann: Uber die [Jahrg. 70

Adenosin- Adenosin-
Adenylsdure diphosphorsdure triphosphorsdure
(M) (M) (MM)

Aktivator- ohne |

Konzentrat. .. | Akti- | 0.050.100.150.35 | 0.050.100.15 0.20 | 0.05 0.10 0.15 0.20

vator

Freigelegtes

Phosphat

v-Atome Pjcem | 0.52 | 1.551.962.07 2.48 | 1.491.862.042.19 | 1.371.61 1.78 1.86
Nach Abzug des

Blindwertes .. — 1103144155196 | 097 1.341.521.67 | 0.851.091.261.34

3) Enzymatische Phosphorylierung der aus Cozymase
hergestellten Adenosin-diphosphorsdure.

System: Umesterung mit Phosphokreatin in gealtertem Muskelextrakt. Total-
volumen 2.0 ccm, enthaltend 1.0 ccm Extraktmischung (17 Stdn. gegen Leitungswasser
dialysiert, 4 'Tage aufbewahrt, Kaninchenmuskel), enthaltend Phosphokreatin und Mg.
Inkubation 10 Min. bei 20°. Der Gehalt von anorg. Phosphat (einschl. Phosphokreatin-
Phosphat) wird vor und nach der Hydrolyse in 1-n, HCl (7’ bei 100°) bestimmt,

-Atome Pfccm
Phosphat-Acceptor vor H;:drol. ‘ nach Hydrol. Pyro-P
Ohne Acceptor ................ 1.23 1.30 0.07
0.40 mg Adenylsdure........... 0.58 1.18 0.60
0.25 mg Adenosin-diphosphorsdure
vor detr Inkubation .. 1.07 1.29 0.22
nach der Inkubation . 0.94 1.34 0.40

Zusammenfassung: Durchalkalische Hydrolyse der Cozymase
erhielten wir ein Abbauprodukt, welches auf Grund chemischer und biologi-
scher Versuche als Adenosin-diphosphorsiure erkannt wurde. Damit
ist eine Pyrophosphatbindung im Cozymasemolekiil sichergestellt.

240. O. Hahn, L. Meitner und F. Strassmann: Uber die Trans-
Urane und ihr chemisches Verhalten.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Chemie, Betlin-Dahlem.]
(Eingegangen am 15. Mai 1937.)
Inhaltsiibersicht.
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.
II) Chemischer Nachweis der kiinstlichen Uran-Isotope.
IIT) Unterscheidung des Eka-Rheniums (Z = 93) von den Homologen der Platinmetalle
(Z = 94, 95, 96).
IV) Unterscheidung der Homologe der Platinmetalle untereinander.
1) Trennung des Eka-Osmiums (Z = 94) vom Eka-Iridium (Z = 95).
2) Trennung des Eka-Platins (Z = 96) von den iibrigen Homologen der Platinmetalle
(Z = 95 und 94).
V) Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Trans-Uranen und ihren niedrigeren
Homologen Rhenium und den Platinmetallen.



