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von Bromwasser biszur bleibenden Gelbfirbung, Entfernung des iiberschiissigen
Halogens durch Kochen und Titration der abgekiihlten Losung vorgenommen
werden.

Das Athan wird am besten durch Ermittlung der Summe Acetylen plus
Athan bestimmt, indem man mit Hilfe eines bis zu einem bestimmten Druck
evakuierten Hahnkolbens von bekanntem Volumen aus dem Gasometer E
bzw. E’ die Gasmischung abzapft und nun durch Abkiihlen auf 0° zu einem
dtherdampf-gesittigten Gasgemisch iibergeht; aus der bekannten Ather-
tension bei 0°, dem Volumen des GefiBles (wobei die beim Evakuieren im Kolben
verbliebene Luftmenge zu beriicksichtigen ist) und dem bei 0° gemessenen
Druck ergibt sich die gesuchte Gasmenge.

Aus den Werten der jodometrischen Titration 148t sich die im Gasometer E
bzw. E' aufgefangene Menge Acetylen (red. auf 0° und 760 mm) er-
rechnen. Der zugehérige Athan-Wert (red. auf 0° und 760 mm) ist aus der
Summe Athan plus Acetylen zu entnehmen. Die Differenz zwischen ge-
fundenem Acetylen und dem aus dem Vorrat B entnommenen Acetylen-
volumen (red. auf 0° und 760 mm) ergibt die im Reaktionsraum D umge-
setzte Menge Acetylen.

431. Hellmut Bredereck, Martin Kéthnig und Gerhard
Lehmann: Zur Konstitution der Polynucleotide: Uber die Desaminie-
rung der Hefe- und Thymonucleinsiure (Nucleinsiuren, XI. Mlttell ).

{Aus d. Chem. Laborat. d. Universitit Leipzig.]
(Eingegangen am 17. November 1938.) :

Nachdem durch die Untersuchungen der vergangenen Jahre die Konsti-
tution der Nucleoside und Nucleotide im wesentlichen sichergestellt war,
ergaben sich fiir die Konstitution der Polynucleotide, Hefe- und Thymo-
nucleinsidure, die Fragen nach der Art der Bindung zwischen den einzelnen
Nucleotiden sowie nach der Reihenfolge der Nucleotide im groBen Molekiil
des Polynucleotids.

Von Levene und Tipson!) war eine esterartige Bindung (I) zwischen
den Nucleotiden (von der Phosphorsiure eines Nucleotids zu einem Zucker-
hydroxyl des Nachbarnucleotids) angenommen worden. Tannhauser und
Mitarbeiter?) zogen eine Anhydridbindung (II) zwischen den einzelnen
Phosphorsiure-Gruppen in Erwigung.
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*) X. Mitteil.: B. 71, 2389 [1938]. 1) Journ. biol. Chem. 109, 623 [1935].

?) Tannhauser, ,,Stoffwechselprobleme’’, Berlin 1934; Klein u. Rossi, Ztschr.
physiol. Chem. 231, 104 {1935].
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Eine weitere Moglichkeit der Verkniipfung war die einer Bindung jeweils
von einer Phosphorsiure zur Aminogruppe eines Nachbarnucleotids (N-P-
Bindung), Verkniipfungen, die zumindest teilweise in den Polynucleotiden
moglich waren. In einer fritheren Mitteilung3) hatten wir iiber die Gewinnung
der Guanin-uridylsiure bei Hydrolyse der Hefe-Nucleinsdure berichtet und
in dieser Verbindung auf Grund des Ausbleibens einer Desaminierung auf
eine solche N-—P-Bindung (zwischen der Aminogruppe des Guanins und der
Phosphorsiuregruppe der Uridylsdure) geschlossen. Dieses Ergebnis schien,
falls es sich bei der Guanin-uridylsiure um ein echtes Spaltprodukt der Hefe-
nucleinsiure handelte, auf N—P-Bindungen auch in der Hefenucleinsiure
hinzudeuten. Wir haben daher durch Desaminierung der Hefenuclein-
sdure selbst und Untersuchung des Desaminierungsproduktes gepriift, ob
in diesem Polynucleotid N—P-Bindungen anzunehmen sind.

Wir unterwarfen Hefenucleinsiure der Behandlung mit Natriumnitrit/
‘Essigsiure und erhielten ein Produkt, das wir nochmals iiber das Bleisalz
reinigten. Wir haben daraus zunichst nach der Methylalkohol-Salzsiure-
Methode?) die Purine isoliert. Erhalten wurden Xanthin und Hypoxanthin.
Die Priifung auf Pyrimidine mittels der Hydrolyse mit 25-proz. Schwefelsiure
im Bombenrohr?) lieferte lediglich Uracil. Wir haben dariiber hinaus durch
Hydrolyse mit verd. Schwefelsiure®) die Pyrimidinnucleotide isoliert und
dabei lediglich Uridylsiure (isoliert als Brucinsalz) erhalten. Die Versuche
beweisen daher, daBl bei der Behandlung mit Nitrit/Essigsiure die Amino-
gruppen in den Basenbestandteilen desaminiert worden sind. An Stelle der
Basen Guanin, Adenin, Cytosin, Uracil liegen in der desaminierten Hefe-
nucleinsiure die entsprechenden desaminierten Basen Xanthin, Hypoxanthin
und Uracil (2 Mol.) vor.

Aus dem vorstehenden Ergebnis konnte man schliefen, da3 in der Hefe-
nucleinsiure die Aminogruppen frei und nicht durch N—P-Bindungen be-
ansprucht sind. Bevor man jedoch diesen Schlu3 zog, war es notwendig,
zu beweisen, daB im Verlauf der Desaminierung keinerlei Aufspaltung der
Hefenucleinsiure zu den Nucleotiden erfolgt war, wodurch dann eine Des-
aminierung .ohne weiteres erfolgt wire. Auffallenderweise gab das Des-
aminierungsprodukt in wialriger Losung keine Fillung mehr mit Salzsiure,
eine Reaktion, die sonst auf ein unverindertes Polynucleotid hinweist. Das
Ausbleiben dieser Fillung war von Makino?) bei fermentativen Versuchen
als eine Aufspaltung des Polynucleotids zu den Nucleotiden ausgewertet
worden. Wir haben daher durch Titration mit Alkali (gegen Phenolphthalein)
die Basizitit des Desaminierungsproduktes bestimmt und sodann den im
alkalischen Milieu eintretenden Acidititszuwachs verfolgt. Ein solcher
Zuwachs konnte nur bei einer Aufspaltung des Polynucleotids erfolgen.
Das Desaminierungsprodukt erwies sich als eine etwa 4-basische Siure.
Da wir den Reinheitsgrad des Desaminierungsproduktes nicht bestimmt
haben, kann diese Zahl auch etwas hoher liegen. Durch Behandlung mit
Alkali, das bekanntlich Hefenucleinsiure sehr leicht spaltet, wurde ein

3) V. Mitteil.: Bredereck u. G. Richter, B. 69, 1129 [1936].

%) Levene, Journ. biol. Chem. 53, 441 [1922].

% I,evene, Ztschr. physiol. Chem. 39, 4 [1903].

§) Levene u. Jacobs, B. 44, 1027 [1911]; Bredereck u. G. Richter, B. 71, 718
[1938). 7) Journ. Biochem. 22, 93 [1935].
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Acidititszuwachs von etwa 4 Aquivalenten festgestellt. Daraus geht ein-
wandfrei hervor, daBl in dem Desaminierungsprodukt die Polynucleotid-
struktur erhalten geblieben ist. Erst bei Behandlung mit Alkali ist erwartungs-
gemil eine Aufspaltung zu den Nucleotiden erfolgt. Wie wir das Ausbleiben
der Salzsdure-Fillung erkliren sollen, wissen wir noch nicht. Mdglicherweise
kommt sie nur hochmolekularen Formen der Hefenucleinsiure (Polymeren
des Tetranucleotids) zu, wobei man bei der Desaminierung bzw. der an-
schlieBenden Reinigung eine Depolymerisierung u. U. bis zur wahren Tetra-
nucleotid-Stufe annehmen miite. Auf alle Fille zeigt dieser Versuch, da8
man das Ausbleiben der Fillung nicht ohne weiteres auf eine Aufspaltung
des Polynucleotids in die Nucleotide zuriickfithren kann.

Auf Grund unserer Versuche ist der eindeutige Beweis geliefert, da8
in der Hefenucleinsiure Bindungen zwischen Amino- nnd Phos-
phorsiure-Gruppen nicht vorliegen. Wir kommen daher zu der An-
nahme, daB die frither von uns beschriebene Guanin-uridylsiure wohl ein
sekundidr bei der Hydrolyse der Hefenucleinsiure entstandenes Produkt
darstellt. Fiir die Art der Bindung zwischen den Nucleotiden in der Hefe-
nucleinsiure bleibt in erster Linie die Annahme einer esterartigen Ver-
kniipfung (I) bestehen. Die von Tannhauser urspriinglich fiir die Thymo-
nucleinsdure angenommene Anhydridform II ist fiir die Hefenucleinsiure
auf Grund der verschiedentlich durchgefithrten Titrationen sehr unwahr-
scheinlich. Auch die Titration der desaminierten Hefenucleinsiure spricht
dagegen, wenn wir auch die Aquivalenzzahl 4 nicht als so eindeutig ansehen
mochten (s. oben), um darin eine Bestitigung der von Makino®) befiir-
worteten ringfGrmigen Anordnung zu sehen. Zur Klirung letzterer Frage
bedarf es noch eingehenderer Versuche.

Die gleiche Desaminierung und anschlieBende Untersuchung der Spalt-
produkte haben wir nun auch bei der Thymonucleinsdure durchgefiihrt.
Aus dem Desaminierungsprodukt konnten wir nach entsprechenden Hydro-
lysen als Basen Xanthin, Hypoxanthin, Thymin und Uracil isolieren, wahrend
in der urspriinglichen Thymonucleinsiure ‘Guanin, Adenin, Thymin und
Cytosin vorliegen. Im Gegensatz zur Hefenucleinsiure fiel das Desaminierungs-
produkt der Thymonucleinsiure aus wilriger Lésung mit Salzsiure aus.
Bei der Titration mit Alkali (gegen Phenolphthalein) erwies sich das Des-
aminierungsprodukt als eine etwa 5-basische Sdure. Die auf fermentativem
Wege durchgefiihrte Aufspaltung®) zeigte einen Acidititszuwachs von etwa
3 Aquivalenten. Bei der Desaminierung war also keine Aufspa.ltung der
Thymonucleinsiure erfolgt. Somit ist der Beweis gefiihrt, daBl auch in der
Thymonucleinsiure keine N—P-Bindungen vorliegen. Es bleibt
daher auch fiir die Thymonucleinsiure eine esterartige Verkniipfung als
wahrscheinlichste Form der Bindung iibrig. Wie wir in einer demnichst
erscheinenden Mitteilung zeigen werden, glauben wir die Moglichkeit einer.
Anhydridform II ausschlieflen zu koénnen. Dabei werden wir auch auf die:
von Makino®) befiirwortete ringférmige Anordnung der Polynucleotide
eingehen.

Fiir jhre Mithilfe bei der Durchfiihrung dieser Untersuchungen danken
wir Frl. E. Berger. Von der Deutschen Forschungsgemeinschaft

%) Ztschr. physiol. Chem. 282, 229 [1935]; 286, 201 [1935].
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sowie der Firma C. F. Boehringer, Mannheim-Waldhof, (von letzterer
durch Uberlassung der bendtigten Hefenucleinsiure) sind wir in dankens-
werter Weise unterstiitzt worden.

Beschreibung der Versuche.

Desaminierung der Hefenucleinsdure.

20 g Hefenucleinsiure (Boehringer, Mannheim-Waldhof) wurden
in 40 ccem Wasser aufgeschlimmt und bei 5-—-10° langsam mit 1-n. NaOH
gegen Lackmus neutralisiert. Die Lisung versetzte man mit 50 g Natrium-
nitrit in 90 ccm Wasser und lieB bei Zimmertemperatur langsam 125 ccm
Eisessig zutropfen. Nach 6-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur
wurden 2—3 Vol. Alkohol zugegeben, die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen,
‘der Niederschlag mit wenig Alkohol versetzt, abgesaugt und mit Alkohol
gewaschen, Die Substanz wurde in etwa 350 ccm Wasser geldst und mit
20-proz. Bleiacetatlgsung versetzt, bis keine weitere Fillung mehr entstand.
Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat des
Bleisulfids im Vak. auf etwa 35 ccm eingeengt und in das 2—3-fache Vol.
Alkohol eingerithrt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und mit Alkohol
und Ather nachgewaschen. Ausb. etwa 6 g.

-Zur Titration wurde bei 50°/2 mm iiber Phosphorpentoxyd zur Konstanz getrocknet.

0.6701 g Sbst. verbr. 20.12 ccm n/,,-NaOH (Indicator Phenolphthalein), d. entspr.
3.9 Aquivalenten.

Die neutralisierte Lésung wurde sodann mit 15.4 ccm n-NaOH versetzt und 2 Stdn.
auf dem Wasserbad erwirmt. Zum Zuriicktitrieren wurden 13.23 cem n-HCl verbraucht.
Bei der alkalischen Hydrolyse wurden demnach 2.17 ccm n-NaOH verbraucht, entspr.
4.2 Aquivalenten.

Eine 2. Titration mit einer anderen Probe desaminierter Hefenucleinsiure ergab
folgende Werte. .

1.0234 g Sbst. verbr. 34.85 cem n/,-NaOH, d. entspr. 44 Aquivalenten.

Nach Hydrolyse unter Zusatz von 7.06 ccm n-NaOH wurden zum Zuriicktitrieren
4.21 cem n-HCl verbraucht. Demnach wurden bei der alkalischen Hydrolyse 2.85 ccm
n-NaOH verbraucht, entspr. 3.6 Aquivalenten.

Isolierung der Purine: Durch eine Aufschlimmung von 3 g des-
aminierter Hefenucleinsiure in 30 ccm 95-proz. Methylalkohol wurde
1Y/, Stdn. bei Zimmertemperatur, sodann noch 1/, Stde. bei 0° Chlorwasser-
stoff geleitet. Der Niederschlag wurde abgesaugt, in etwa 20 ccm Wasser
aufgeschlimmt und nach kurzem Umschiitteln vom Ungel6sten abgesaugt.
Der Riickstand erwies sich als Xanthin (Chlorkalkprobe). Das Filtrat
wurde mit verd. NaOH kongoneutral gemacht. Dabei fiel kein Guanin aus.
Nach Zugabe von gesittigter Pikrinsiurelésung und Animpfen mit Hypo-
xanthinpikrat schied sich im Eisschrank Hypoxanthinpikrat ab.

4.342 mg Sbst.: 0.981 ccm N (21°, 751 mm).

C;H,ON,, C;H,;0,N; + H,0 (383.07). Ber. 25.59. Gef. 25.92.

Isolierung der Pyrimidine: 10 g desaminierte Hefenucleinsiure
wurden im Bombenrohr mit 40 ccm 25-proz. Schwefelsiure 2 Stdn. auf
175—180° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die braunschwarze Fliissigkeit
zur Entfernung kohliger Riickstinde filtriert, die Riickstinde mit heilem
Wasser ausgezogen und das Gesamtfiltrat mittels Barytwassers von Schwefel-
sidure befreit. Sodann wurde die Lasung im Vak. auf 60 ccm eingeengt und
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nach mehrstiindigem Stehenlassen im Eisschrank das ausgefallene Uracil
abgesaugt. Es wurde aus Wasser umkrystallisiert, wobei von wenig Un-
geldstem abgesaugt wurde. Das erhaltene Uracil zeigte charakteristische
Krystallform (federartige Nadelbiischel) und gab mit Bromwasser und Baryt
in der Kilte einen intensiv violetten Niederschlag (Uracil-Nachweis). Das
Filtrat des Uracils lieferte kein Pikrat, was auf Abwesenheit von Cytosin
hindeutet.

Isolierung der Pyrimidinnucleotide: 5g desaminierte Hefe-
nucleinsiure wurden in 40 ccm 2.5-proz. Schwefelsiure im Olbad von
110—1159 2 Stdn. am RiickfluBkiihler erwirmt. Dabei begann nach etwa
15 Min. die Abscheidung einer weiBen Substanz. Nach mehrstiindigem
Stehenlassen im FEisschrank wurde vom Niederschlag, der sich auf Grund
der Léslichkeit und des positiven Ausfalls der Chlorkalkprobe als Xanthin
erwies, abgesaugt, das Filtrat mittels Baryts schwefelsiurefrei gemacht und
mit Bleiacetatlésung versetzt. Die Bleisalze wurden mit Schwefelwasserstoff
zerlegt und das Filtrat nach Einengen mit alkohol. Brucinlésung versetzt.
Das erhaltene Brucinsalz wurde 5-mal aus.35-proz. Alkohol umkrystallisiert.
Die vereinten Filtrate wurden wiederum eingeengt und dabei eine 2. Brucin-
salzfraktion erhalten. Beide erwiesen sich auf Grund ihrer Schwerldslichkeit
sowie ihrer leichten ILoslichkeit in Pyridin (das Brucinsalz der Cytldylsaure
ist in Pyridin unlaslich) als Brucinsalz der Uridylsiure.

Desaminierung der Thymonucleinsiure.

35g Thymonucleinsiure wurden in 140 ccm Wasser aufgeschlimmt
und unter Zerreiben im Morser mit 2-n. NaOH gegen Lackmus neutralisiert,
Dabei trat starke Gallertbildung ein. Hierzu gab man eine Ldsung von
84 g Natriumnitrit in 112 ccm Wasser. Zu dem Reaktionsgemisch lie
man in einem 3-I-Stutzen bei Zimmertemperatur 84 ccm Eisessig unter
Riihren zutropfen. Nach 12-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurden
2—3 R.-Tle. Alkohol zugegeben, das ausgefallene Desaminierungsprodukt
abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Sodann wurde es in etwa 500 ccm
Wasser gelost und durch Zugabe von 25-proz. Bleiacetatlosung das Bleisalz
gefillt. Das Bleisalz wurde abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, in etwa
400 ccm Wasser aufgeschlammt und nach Zugabe von 100 ccm verd. Ammoniak
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde mit Essig-
siure angesiuert und der Schwefelwasserstoff durch einen Kohlensiurestrom
entfernt. Die Lésung wurde im Vak. auf etwa 50 ccm eingeengt und in etwa
300 ccm Alkohol eintropfen gelassen. Der ausgefallene Niederschlag wurde
abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im Exsiccator getrocknet.
Ausb. 12 g.

Zur Titration wurde bei 50°/2 mm iiber Phosphorpentoxyd zur Konstanz getrocknet.

0.7117 g Sbst. verbr. 27.6 ccm n/,,-NaOH, d. entspr. 4.9 Aquivalenten.

Eine 2. Titration mit einer anderen Probe desaminjerter Thymonucleinsidure ergab
folgende Werte:

1.0395 g (in 40 ccm Wasser) verbr. 43.3 cem n/,-NaOH, d. entspr. 5.2 Aquiva-
lenten.

Mit dieser Losung wurde nach den Angaben von Makino®) eine Fermentspaltung
durchgefiihrt. Zur neutralisierten Losung wurden 20 ccm ebenfalls gegen Phenolphthalein
neutralisierte Fermentldsung (hergestellt aus Kalbs-Diinndarm nach Klein?®)) gegeben

%) Ztschr. physiol. Chem. 207, 125 [1932].



2618 Bredereck, Kithnig, Lehmann: Nucleinsiuren (XI.). [Jahrg. 71

und der Ansatz 48 Stdn. bei 37° aufbewahrt. Parallel dazu wurden 20 ccm Fermentlésung
mit 83 ccm Wasser aufbewahrt.

Nach 48 Stdn. wurde in beiden Ansitzen der Acidititszuwachs bestimmt: Haupt-
versuch 6.8 ccm nf,,-NaOH, Kontrollversuch 0.9 ccm n/,,-NaOH. Somit ergibt sich ein
wirklicher Aciditdtszuwachs von 5.9 ccm n/,-NaOH.

Sodann wurden beide Ansitze mit je 5 cem 20-proz. Trichloressigsiure enteiweift
und die abgespaltene Phosphorsiure durch Fillen als Ammoniummagnesiumphosphat
und Uberfithren in Phosphorammonmolybdat bestimmt.

Hauptversuch: 1.9883 g Molybdat, Kontrollvers.: 0.1547 g Molybdat.

Es verbleiben somit fiir die Spaltung des Substrats 1.8336 g Molybdat, entspr.
0.0266 g P. Bei 100-proz. Spaltung ergibe sich ein Wert P von 0.1027 g P. 0.0266 g P
entspr. somit einer 25.9-proz. Spaltung.

Der Aciditdtszuwachs von 5.9 ccm entspricht einer 25.9-proz. Aufspaltung.

Somit entsprechen einer 100-proz. Aufspaltung 22.8 ccm n/,,-NaOH entspr.
2.8 Aquivalenten.

Isolierung der Purine: Die Hydrolyse mit Chlorwasserstoff-
Methanol wurde analog wie bei der desaminierten Hefenucleinsiure durch-
gefithrt. Das erhaltene Xanthin wurde durch die Xanthinprobe, Chlorkalk-
probe und das charakteristische Nitrat identifiziert. Das erhaltene Hypo-
xanthinpikrat wurde analysiert:

3.374 mg Sbst.: 0.743 ccm N (20°, 756 mm).

C:H,ON,, CiH,O,N; + H,0 (383.07). Ber. 25.59. Gef. 25.52.

Isolierung der Pyrimidine: Die Spaltung mit 25-proz. Schwefelsiure
wurde mit 9 g desaminierter Thymonucleinsiure analog wie bei der
desaminierten Hefenucleinsiure durchgefithrt. Nach Entfernen der kohligen
Riickstdnde wurde die Schwefel- und Phosphorsiure durch Zugabe von Baryt-
16sung entfernt. Dabei wurde ein UberschuB3 an Baryt zugegeben, um vor-
handenes Ammoniak mdoglichst vollstindig zu entfernen. Die Niederschlige
der Bariumsalze wurden gut ausgewaschen und das Gesamtfiltrat im Vak.
auf etwa 70 ccm eingeengt. Aus der Lésung wurde nun das iiberschiissige
Barium mit Schwefelsiure entfernt. Aus dem Filtrat krystallisierte im Eis-
schrank Thymin aus, das durch Sublimation gereinigt wurde. Schmp. 309°
(Thymin: 3219).

3.479 mg Sbst.: 0.678 ccm N (21°, 746 mm).

CH,O,N, (126.05). Ber. 22.21. Gef. 22.26.

Die Mutterlauge des Thymins wurde auf etwa 20 ccm eingeengt. Nach
Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank schieden sich 0.3 g Uracil ab, das
mit wenig Thymin verunreinigt war. Durch mehrmaliges Umkrystallisieren
aus Wasser lie} sich das Thymin abtrennen. Dabei schied sich jeweils beim
Abkiihlen auf Zimmertemperatur das Thymin ab, wihrend sich aus der
Mutterlauge im Eisschrank Uracil abschied. Die Identifizierung des Uracils
erfolgte analog wie bei der Desaminierung der Hefenucleinsiure.

3.614 mg Sbst.: 0.780 ccm N (21°, 748 mm).

C.H,0,N, (112.0). Ber. N 25.00. Gef. N 24.15.

Aus der Mutterlauge des Uracils wurde bei Zugabe von Pikrinsiure

Ammoniumpikrat erhalten. Cytosinpikrat konnte niemals isoliert werden.





