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153. He l lmut  Bredereck und Eva Hoepfner: 
Uber das Tetranucleotid der Hefe- und Thymonucleinsaure*) . 

[Aus d.  Institut fii: Organ. Clielnie 11. Biocheiilic a. d .  I-niversitat Jr.no.j 
(12ingcgangt.11 am 11. August 1942.) 

In einer friiheren Mitteilungl) hatten wir festgestellt, daB die von tins 
benutzten Praparate der Thyrnonucleinsaure 5-basische Sauren sind. Dabei 
lieBen wir vorerst die Frage nach der Struktur der nativen Thymonuclein- 
saure offen. In unserer letzten Mitteilung*) hatten wir d a m  dariiber be- 
richtet, daB diese Praparate im wesentlichen das nrahre Tetranucleotid der 
eigentlichen hochrnolekularen Thyrnonucleinsaure darstellten. Durch die 
Art der Darstellung sowie insbesondere durch die ,,alkalische Reinigung" 
war ein Abbau der Thymonucleinsaure his zur Stufe des Tetranucleotids 
erreicht worden. Darnit ist jetzt dieses Tetranucleotid (iiber die inzwischen 
verbesserte Darstellung berichten wir spaiter) sowohl durch chernischen als 
auch enzyn~atischen~) Abbau der Thymonucleinsaure zuganglich. Die von 
uns aufgestellte Konstitution des Tetranucleotids (I) griindete sich auf folgende 
z. "1. schon fruher von uns erhaltenen Versuchsergebnisse : 1) Die Titration 
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*) Nucleinsauren, S S I .  M i t t d , ;  XX. Jlitteil.: B. 75, 395 [1942j. 
1) H. B r e d e r e c k  u. IK. K o t h n i g ,  B. 72, 121 [19393. 
2) H. B r e d e r e c k  u. I. J o c h n i a n n ,  B. 75, 395 j1942j. 
3) F G. F i s c h e r  u. Xitarbb., Journ. prakt. Chen~.  [Z] 158, 79 [1941]; Ztschr. 

physiol. Chem. 269. 187 j19411. 
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ergab das Vorliegen einer 5-basischen Saure. Die Bindungen zwischen den 
einzelnen Nucleotiden miissen daher iiber die Phsophorsauregruppen ver- 
laufen. 2)  Die Desarnix~ierung~) fiihrte unter Erhaltung der Tetranucleotid- 
struktur zu einem desaminierten Tetranucleotid mit den Basen Xanthin, 
Hyposanthin, Uracil und Thymin. N-P-Bindungen liegen mithin nicht vor. 
3a) Die Methylierung in schwach alkalischem Mittel mit Dimethylsulfat 
wurde bereits friiher5) mit einer Losung ausgefiihrt, die im wesentlichen das 
Tetranccleotid enthielt, ohne dal3 dabei die Tetranucleotid-Struktur verandert 
wurde. Als methylierte Basen wurden isoliert : l.N6-Dimethyl-adenin, 
1.N6-Dimethyl-cytosin und 1-Methyl-thymin. 3 b) Die Thyminsaure6) hatten 
wir friiher aus einem im wesentlichen das Tetranucleotid darstellenden Produkt 
gewonnen. Ihre Charakterisierung und Titration als 5-basische Saure bewies 
ihre Einheitlichkeit. Die jetzt nach der Diffusionsmethode durchgefiihrte 
Molekulargewichts-Bestimmung ergab ein MoL-Gew. 1067 pe r .  992). Aus 
diesen Versuchsergebnissen folgte, da13 ini Tetranucleotid auch keine Bin- 
dungen zwischen Phosphorsaure- und OH-Gruppen der Basen vorliegen. 

Wie wir bereits in unserer letzten Mitteilung kurz schilderten, war uns 
bereits vor langerer Zeit die Isolierung eines Produktes gelungen, das wir 
als das Tetranucleotid der Hefenucleinsaure ansehen diirfen. Wahrend wir 
unsere Titrationsversuche an der gereinigten ,,Thymonucleinsaure" durch- 
fiihrten, die zu ihrer Charakterisierung als 5-basische Saure fuhrtenl), ver- 
suchten wir gleichzeitig auch klare Titrationsergebnisse fur die Hefenuclein- 
saure zu erhalten. Makino') hatte auf Grund seiner Titrationsversuche, wonach 
sowohl Hefe- als auch Thymonucleinsaure eine 4-basische Saure darstellen, 
eine ringformige Anordnung der Nucleotide (11) fur beide Sauren angenommen, 
wie es vorher bereits T a k a  h a s h i *) auf Grund seiner Fermentuntersuchungen 
getan hatte. Unter Beriicksichtigung, da13 die handelsiibliche Hefenuclein- 
saure z. T1. als Natriumsalz vorliegt, da13 sie au13erdem anderweitige Ver- 
unreinigungen enthalt, erwies sie sich auch in unseren Versuchen in Uberein- 
stimmung mit den Angaben Makinos als 4-basische Saure. Als wir dann 
mit Hefenucleinsaure-Praparaten verschiedener Firmen zum Zweck einer 
weiteren Reinigung mehrfach Umfdlungen iiber das Bleisalz (teilweise bis 
zii 4-mal) vornahmen, erhielten wir Produkte, die bei gro13erer Wasserloslich- 
keit als die urspriingliche Hefenucleinsaure Titrationswerte von 4.8-5.0 Aquiv. 
und bei der alkalischen Aufspaltung einen Aciditatszuwachs von etwa 3.2 
bis 3 Aquiv. ergaben. Auf 4 der vorhandenen Aciditiiten war also etwa eine 
neue hinzugekommen. Auf Grund dieser Ergebnisse schrieben wir danialsl), 
, ,daU wir mit unseren Nucleinsaure-Praparaten nicht so Mare Ergebilisse 
wie Makino erzielt haben". Die Deutung dieser Versuche lie13 niir zwei 
Moglichkeiten zu, wie sie kiirzlich erstmals in einer Arbeit von Allen und 
Eilerg) diskutiert wurden : Entweder war durch diese Reinigung eine Auf- 
spaltung der von T a k a h a s h i  und Makino  angenommenen cyclischen 

4; X. B r e d e r e c k ,  E. I l e rge r  u. F. Kiclitc.:, B. 54, 33s 11941j; H. B r e d e r e c k  
u. I. J o c h m a n n ,  B. 55. 395 [1942]. Die dort versthentlich nicht niit aufgefiihrten S- 
und I'-i\naIysen sind itxi Versuchrttil dieser Arbeit mit aufgefiihrt. 

5: H. B r e d c r e c k ,  G. X i i l l e r  u. B. B c r g e r ,  B.  53, 1058 [1940]. 
H. B r e d e r e c k  u. G. J i i i l l e r ,  B. 73. 11.5 ;1939]. 

':. Ztschr. physiol. Chem. 333, 229 :193.5:; 436, 201 [1935]. 
*) Journ. Biochemistry 16, 463 [1932]. 
y'm Joum. biol. Chem. 137, 757 [1941]. 
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Struktur erfolgt oder aber es war ein hohermolekulares Produkt in einzelne 
Tetranucleotide unter F r e i l e g u n g  e i n e r  A c i d i t a t  aufgespalten worden. 
A l l e n  und E i l e r  hatten durch Einwirkung von kryst. Ribonuclease auf 
Hefenucleinsaure die Freilegung eines Saureaquivalents festgestellt und 
zur Deutung die beiden vorstehenden Moglichkeiten angefiihrt. Infolge der 
grofleren Wasserlijslichkeit der neuen e t n a  5-basischen Saiure neigten wir 
selbst der zweiten Ansicht zu, zumal wir gleichzeitig die groflere Wasser- 
loslichkeit der desaminierten (iiber das Bleisalz gereinigten) ,,Hefenuclein- 
saure" und ihre Niclitfallbarkeit durch Salzsaure aus wal3r. Losung gefunden 
hattenlo) (s. u.). In  einer friiheren MitteilunglO) schrieben wir daher in bezug 
auf das Ausbleiben der Salzsaure-Fallung : ,,IVie wir das Ausbleiben der Salz- 
saure-Fallung erklaren sollen, wissen wir noch nicht. Moglicherweise kommt 
sie nur hochmolekularen Formen der Hefenucleinsaure (Polymeren des Tetra- 
nucleotids) zu, wobei man bei der Desaminierung bzw. der anschlieflenden 
Reinigung eine Depolymerisierung LI. U. bis zur wahren Tetranucleotid-Stufe 
annehmen miil3te. " Eine Hare Beweisfiihrung fehlte uns jedocli, zumal 
infolge der schlechten Ausbeute an mehrfach iiber das Bleisalz ,,gereinigter 
Hefenucleinsaure" weitere Untersuchungen unterblieben. Die schlechte 
Ausbeute ist darauf zuriickzufiihren, daf3 ein erheblicher Teil der Hefenuclein- 
saure vermutlich durch das saure Mittel bei der Zerlegung des Bleisalzes 
weiter aufgespalten wird (wir konnten z. B. Uridylsaure isolieren). Als im 
vergangenen Jahr von F i s c h e r  und Mitarbb.3) das durch enzymatischen 
Abbau der Thymonucleinsaure erhaltene Tetranucleotid mittels der Mole- 
kulargewichts-Bestimmung nach der Diffusionsmethode von B r i n t z i n g e r  
identifiziert wurde und auch mittels der gleichen Methode der hohermolekulare 
Aufbau der Hefenucleinsaure gezeigt werden konnte") , haben wir unsere 
aus der Hefenucleinsatre erhaltene 5-basische Saure nach der gleichen Methode 
untersucht und in Ubereinstimmung zur Titration Werte gefunden, die auf 
ein Tetranucleotid stimmten. Selbst nur einmal iiber das Bleisalz unigefallte 
Praparate enthielten, wie sich aus Molekulargewichts-Bestimniung und 
Titration ergab, bereits erhebliche Mengen an  Tetranucleotid, das daraus 
dann durch Extrahieren mit U'asser angereichert werden konnte. 

Die vorstehend geschilderten Ergebnisse lassen sich nur so erklaren, daB 
durch das saure Mittel bei Zerlegung des Bleisalzes (durch das Bleisulfidfiltrat 
wurde zur Entfernung von H,S noch Iangere Zeit Luft durchgeleitet) eine 
Aufspaltung der hohermolekularen Hefenucleinsaure weitgehend bis zur 
Stufe des Tetranucleotids erfolgt. Da13 diese Erklarung richtig ist, ergibt 
sich auch ails folgenden Versuchen : Schiittelt man eine Aufschlammung 
von Hefenucleinsaure in Wasser langere Zeit bei Zimniertemperatur, so geht 
in dem sauren Mittel ein kleiner Teil in Losung, der init Alkohol-Salzsaure 
wieder ausgefallt werden kann. Durch nochmaliges Schiitteln des nicht in 
Losung gegangenen Anteils kann wiederuin ein kleiner Anteil in Losung 
gebracht werden, was sich nun noch niehrfach wiederholen Iaflt. Die Titrations- 
werte der aus der Losung gefallten Produkte lagen zwischen 4.4-5, die 
gefundenen Molekulargewichte zwischen 1200-1 800. Eine noch weitere 

lo) H. R r c d c r e c k ,  11. K o t l i i n g  u. G. I , e h n i n n ~ ~ .  D .  71, 2615 [1938]. 
11) 1'. G. I ~ i s c l i e r ,  I. R i i t t ge r  u. €1. L e h m a n n - I ~ c l i t e r x i a c h t ,  Ztschr. physiol. 

(Die dort angegebenen \Verte koniiten wir griil3enortlnungs- Cliem. 271, 252 [1941j. 
mal3ig bestiitigen.) 
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Anreicherung an Tetranucleotid erreichten wir, wenn wir solche Produkte 
durch kurzes Verreiben mit Wasser extrahierten. 

Da weder die letztgenannte Methode noch das Arbeiten iiber das Bleisalz 
bisher eine praparative Methode zur Darstellung des Tetranucleotids dar- 
stellten, haben wir nach einem ergiebigeren Verfahren gesucht. Durch verd. 
Alkali (2. B. durch 2-stdg. Erwarmen rnit 2-proz. Natronlauge) wird Hefe- 
nucleinsaure leicht zu den Nucleotiden aufgespalten. Nahm man die Alkali- 
einwirkung nun unter wesentlich milderen Bedingungen vor, so konnte man 
u. U. hoffen, mindestens teilweise einen Abbau bis zum Tetranucleotid zu 
erreichen. Nach zahlreichen unter wechselnden Bedingungen von Alkali- 
konzentration, Temperatur und Zeit durchgefiihrten Versuchen gelang es 
uns, die Bedingungen (10 Min. Erwarmen auf 50O in 0.5-proz. NaOH) zu 
ermitteln, die in guter Ausbeute zum Tetranucleotid fiihrten. Die Titration 
ergab das Vorliegen einer 5-basischen Saure, nach alkalischer Spaltung wurde 
ein Aciditatszuwachs von 3 Aquivalenten gefunden. Die C-, H-, N-, P- und 
Mo1.-Gew.-Bestimmungen ergaben auf C,,H,,02,N,,P, stimmende Werte. 

Ebenso stimmten die fur Guanin und Adenin gefundenen Werte rnit 
den berechneten iiberein, desgl. die mit dem Magnesiumsalz durchgefiihrten 
Analysen. Das Tetranucleotid ist etwas in Wasser loslich und wird daraus 
mit Salzsaure allein nicht wieder gefallt. 

Uber die Konstitution des Tetranucleotids der Hefenucleinsaure laBt 
sich folgendes aussagen: 1) Da es eine 5-basische Saure darstellt, miissen 
die Bindurgen iiber die Phosphorsauregruppen verlaufen. 2) Wir hatten 
bereits friiher'O) die Hefenucleinsaure einer Desaminierung unterworfen 
und dabei die Basen Xanthin, Hypoxanthin und Uracil isoliert. Wenn dieser 
an  der hohermolekularen Hefenucleinsaure durchgefiihrte Versuch auch, 
wie aus Angaben von F. G. Fischer12) hervorgeht, fur die Art der Bindungen 
zwischen den Tetranucleotiden ZLI falschen Folgerungen fiihren kann, so ergibt 
sich doch daraus fur das Tetranucleotid selbst, daB N-P-Bindungen nicht 
vorliegen. Das reine Tetranucleotid haben wir jetzt nochmals einer Des- 
aminierung unterworfen. Das desaminierte Tetranucleotid erwies sich als 
5-basische Saure und enthielt als Basen Xanthin, Hypoxanthin und Uracil. 
Die N-, P- und Mo1.-Gew.-Bestimmung ergab gleichfalls die erwarteten Werte. 
Somit ist endgiiltig gezeigt, daB auch in dein Tetranucleotid der Hefenuclein- 
saure N-P-Bindungen nicht vorliegen. 3)  Mit reinem Tetranucleotid haben 
wir jetzt die Methylierung in schwach alkalischem Mittel rnit Dimethylsulfat 
analog den Bedingungen beim Tetranucleotid der Thymonucleinsaure6) 
durchgefiihrt. Durch Titration (vor und nach der Hydrolyse) sowie durch 
Mo1.-Gew.-Bestimmung (her. 1444, gef. 1348) stellten wir fest, dao keine 
Aufspaltung eingetreten war. Als Basen isolierten wir durch Hydrolyse mit 
HCl in Methanol 1.N2-Dimethyl-guanin (als Pikrat) und 1.X6-Dimethyladenin 
(als Pikrat), durch Erhitzen im Einschluorohr mit 25-proz. Schwefelsaure 
auf 175-180° 1 .N6-Dimethyl-cytosin (als Pikrat). Die Isolierung des wohl 
zu erwartenden 1-Methyl-uracils steht noch aus. Auf Grund dieser 
Versuche scheiden auch fur das Tetranucleotid der Hefenucleinsaure 
Bindungen zwischen den Phosphorsaureresten und Oxygruppen an den 
Basen, vorerst Guanin und Cytosin, aus. Wir glauben jedoch auch, 
daW eine solche Bindung zum Uracil ausscheidet, was Voraussetzung fur 
die folgenden Darlegungen sein soll. Soniit wiirde den1 Tetranucleotid 

~ .~- .. _ _ _  . 
l2) Naturwiss. 30, 3YU ;1942]. 
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der Hefenucleinsaure (111) die analoge Struktur wie.dem der Thymonuclein- 
saure zukommen. Beide unterscheiden sich nun in der Geschwindigkeit der 
Aufspaltung in die Nucleotide in alkalischer Losung. Wahrend Hefenuclein- 
saure bzw. das Tetranucleotid in verd. alkalischer Losung leicht zu den 
Nucleotiden aufgespalten wird, erfolgt die entsprechende Aufspaltung beini 
Tetranucleotid der Thymonucleinsaure erheblich schwerer. Dabei ist die 
Aufspaltung in die Nucleotide schon mit einer teilweisen Phosphorsaure- 
Abspaltung verbunden. Wir berichten in anderem Zusammenhang uber diese 
Versuche. Den Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit glauben wir 
darauf zuriicldiihren zu konnen, daR im Tetranucleotid der Thymonuclein- 
same die am C-Atom 3 eines Nucleotids sitzende Phosphorsaure mit dem 
OH am C-Atom 5 des Zuckers des Nachbarnucleotids, im Tetranucleotid der 
Hefenucleinsaure hingegen mit dem OH am C-Atom 2 verkniipft ist. Fur 
die Hefe- und Thymonucleinsaure wurde eine solche Moglichkeit schon friiher 
von Levene13) erortert. 

Unter den geschilderten Versuchsbedingungen gelingt es nunmehr, 
sowohl Hefe- als auch Thymonucleinsaure durch schwach alkalische Hydro- 
lyse zum Tetranucleotid abzubauen. Der gleiche Abbau ist uns, nie wir oben 
geschildert haben, fur die Hefenucleinsaure auch im sauren Mittel gelungen. 
Es steht der Versuch noch aus, ob, wie mir glauben, durch schwach saures 
Mittel, wie man es zur Darstellung der Thyminsaure benutzt, auch die Thymo- 
nucleinsaure - wir benutzten friiher irn wesentlichen das Tetranucleotid - 
zur Tetranucleotidstufe abgebaut wird, wobei jedoch infolge der Labilitat 
der Purin-Glykosid-Bindungen gleichzeitig die beiden Purine Guanin und 
Adenin abgespalten werden. Betrachtet man die Tatsache, da13 die Thymo- 
nucleinsaure im alkalischen Mittel leicht bis zum Tetranucleotid gespalten 
wird, da13 aber dann die weitere Aufspaltung in die Nucleotide vie1 schwerer 
erfolgt, so folgt daraus, da13 die Bindungen zwischen den Tetranucleotiden 
anderer Natur sein miissen als die zwischen den Nucleotiden. Diese rein 
chemischen Befunde stehen in iibereinstimniung mit den enzymatischen. 
Fischer3) und L e h m a n n - E ~ h t e r n a c h t ' ~ )  hatten gefunden, da13 die 
Thymonucleinsaure durch eine Polynucleotidase nur bis zur Stufe des Tetra- 
nucleotids, diese dann durch eine davon verschiedene Oligonucleotidase in 
die Nucleotide gespalten werden. Als Bindungen zwischen den Tetranucleo- 
tiden kommen zunachst solche zwischen Phosphorsaure- und NH,- bzw. 
OH-Gruppen an Basen in Betracht. In der Hefenucleinsaure sind, zunachst 
im alkalischen Mittel, die Spaltungsgeschwindigkeiten der Bindungen zwischen 
den Tetranucleotiden und den Nucleotiden im Tetranucleotid nicht so deutlich 
verschieden, um daraus ohne weiteres auf eine verschiedene Bindungsart 
schliefien zu konnen. Immerhin laat die Tatsache, da13 uns doch verhaltnis- 
maf3ig glatt auch die Isolierung dieses Tetranucleotids gelungen ist, die An- 
nahme zu, daR auch hier verschiedene Bindungen vorliegen. Gestiitzt wird 
diese Annahme durch die Existenz einer besonderen Ribop~lynucleotidase~~). 
Als Bindung zwischen den Tetranucleotiden kame auch hier zunachst eine 
solche zwischen der Phosphorsauregruppe und einer NH,- bzw. OH-Gruppe 

- 

'9 J O L I Y ~ ~ .  biol. Clii111. 109, 623  :1935]. 
I d )  Ztschr. physiol. Chein. 269, 169, 201 [1941]. 
15) K. J .  I lubos  u. R. H. S.  T h o m p s o n ,  Journ. biol. Chexn. 124, 501 [1938]; 

G ,  S c h m i d t  11. P. A. L e v e n e ,  ebenda 126, 423 [1938]; 11. K u n i t z ,  Science [Sew Sork) 
'30, 112 [1939]. 
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einer Base in Frage. Betrachtet man nun die Bedingungen, unter denen wir 
sowohl das Tetranucleotid der Hefe- als auch das der Thymonucleinsaure 
herstellten (fiir letzteres diente als Ausgangsmaterial die ,,Roh-Thymonuclein- 
saure", die, \vie sich aus ihren Eigenschaften ergibt, noch hohermolekularen 
Charakter besitzt), so zeigt sich, daB sie weitgehend die gleichen sind. Es ist 
daher vorerst die Annahme erlaubt, daB sowohl in der Hefe- als auch in der 
Thymonucleinsaure die einzelnen Tetranucleotide durch die gleiche Art der 
Bindung miteinander verknqpft sind. Weitere Befunde mussen diese Annahme 
erharten. Die Verschiedenheit der ,,alkalischen" Ribo- und Thymopoly- 
nucleotidase braucht nicht gegen eine gleiche Bindung zu sprechen, da es 
sich hierbei um eine ausgesprochene Substratspezifitat handeln kann. 

Fur die Unterstiitzung der vorliegenden Untersuchung sind wir der 
D eu t sc h e n For  sc  hu  ngsge me in  sc  h a f t zu grol3em Dank verpflichtet . 
Der Firma C. F. Boehr inger ,  Mannheim-Waldhof, danken wir fur die 
Uberlassung der Hefenucleinsaure, Frl. I. Jochmann  fiir die Durchfiihrung 
zahlreicher Analysen. 

Beschrcibung der Versuche 
D e s a mini  e r t e s T e t r a  nu cl  e o t id  d e r T h y  m o n u c 1 e i n s a 11 re. 

(Bearbeitet von Ingeborg  Jochmann. )  
3.332 n:g Sbst.: 0.383 ccin K2 (220, 740 nini). - 0.1144 g Sbst. :  11.12 tng P. 

I k r .  K 13.36, P 9.86. Gef. N 12.95, 1' 9.72 

Es sei noch erwahnt, daB wir bei der Aufarbeitung auf Pyrimidinbasen 
entsprechend unseren friiheren VersuchenlO) auch hier lediglich Thymin und 
Uracil fanden. 

T h y m i  n sa u r e. 
(Molekulargewichts-Bestimmung und Titration.) 

(Bearbeitet von I n g e b  or g J ochma nn.) 
Fur Titration und Molekulargewichts-Bestimmung wurde eine nach 

fruherer Vorschrift 6, aus dem Bariumsalz bereitete wa13r. Losung verwendet : 
T i t r a t i o i i  : 0.264.3, O.lZ.54 g Sbst. (ertnittelt durch Kiickstaiids-llestirii~iiuii:: der 

Liisung) verbr. 13.24, 6.42 ccni n/,,-KaOH w j . 0 ,  5.1 (4.96). (5.13) Xquivalent. 
J f o l . - G e ~ ~ ~ . - B e s t i i t i t i i u t i ~  : Sie wurde entsprechend den friihercn Angaben?) 

tlurchgefiihrt. 

C,,H,,0,,Sl2P, (12.56). 

B e s t i n i ~ t i u n g  r o n  As Hes t i t nn iung  v o n  Ax 
(1Lluskcladetiyls~ure. Mol.-Gew. 346) 

c, 9.356 C,,, 2.os4 A = 3.26 C, 11.1.53 C,,, 4.697 A = 1.SO 
C1,, j .XU4 C,,, 2.9h-l ?. := 3.32 C,,, 6.029 Coo 4.697 i. = 2.07 

(Thyniinsaurc, ~ I o l , - G ~ w .  992) 
C, 9.356 C,,, 5.804 X = 3.18 C, 11.153 C,,, 6.029 A = 1.70 

Alittelwert = I,, = 3.25 Xittelwert Ax = 1 . S  

rlls TeilchengroBe berechnet sich daraus ein \Vcrt von 1067 (ber. 992) 

T e t r a  nu  cle o t i d  der  H e  f e nuclei  n s a u  re. 
Rein igung der  Hefenuc le insau re :  50 g Hefenucle insaure  

(B oehr inger  , Mannheim-Waldhof) werden in 200 ccm Wasser aufgeschlamt 
und durch Zugabe von 45 ccm 2-n. NaOH in Losung gebracht (pH 6.1). Die 
Losung wird mit 300 ccrn Wasser verdiinnt und unter Riihren langsam mit 
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25-proz. Bleiacetat-Losung (etwa 250 ccni) versetzt, bis bei weiterer 
Zugabe kein Niederschlag mehr entsteht. Das Bleisalz wird abgesaugt, mi t  
Wasser mehrfach ausgewaschen und in 600 ccni Wasser aufgeschlarnnit. 
Nach Zugabe von 40 ccm konz. Amnioniak-Losung wird H,S eingeleitet 
(pil  8.2), das Bleisulfid iiber Kieselgur abgesaugt und durch das Filtrat zur 
Entfernung von iiberschiissigem H,S Luft durchgeleitet. Die Losung wird so- 
dann mit Eisessig neutralisiert, iiber Nacht ini Eisschrank aufbewahrt und dann 
langsam unter Riihren rnit 1600 ccm Alkohol, der 20 ccm Salzsaiure (d 1.19) 
enthalt, versetzt. Der Niederschlag wird abgesaugt, 2-ma1 im Morser mit 
70-proz. Alkohol, dem 1% Salzsaure (d 1.19) zugesetzt ist, darauf noch 
2-ma1 mit 96-proz. Alkohol verrieben. Auf der Nutsche wird n i t  Alkohol 
und Ather bis zur C1-Freiheit ausgewaschen. Ausbeute nach Trocknen 
irn Exsiccator 33 g. Zur weiteren Reinigung wird nochmals in 200 ccni 
Wasser aufgeschlammt, rnit 2-n. NaOH gegen Lackmus neutralisiert, iiber 
Kieselgur filtriert, auf 400 ccm rnit Wasser verdiinnt und mit 800 ccni Alkohol- 
Salzsaure (10 ccm Salzsaure, d 1.19) unter Riihren versetzt. Abgesaugt und 
ausgewaschen wie oben. Ausb. 30 g. 

S p a l t u n g  der  Hefenucle insaure :  30 g gereinigte Hefenucle in-  
siiure wurden in 150 ccm Wasser aufgeschlammt und rnit 2-n. NaOH neutrali- 
siert. Die neutrale Losung wurde auf 600 ccm verdiinnt, auf 50° erwarmt, 
mit 36 ccm auf 50O vorgewarmter 2-n. NaOH versetzt und 10 Min. bei 500 
gehalten. Danach wurde schnell abgekiihlt, mit Essigsaure neutralisiert und 
niit 1200 ccm Alkohol-Salzsaure (12 ccrn Salzsaure, d 1.19) unter Riihren 
versetzt. Die Fallung wurde abgesaugt und mit Alkohol steigender Konzen- 
tration (GO-, 80- und 96-proz.) sodann niit Ather ausgewaschen. Ausb. 11 g. 
Die Titrationswerte lagen zwischen 4.6-5.0. Zur weiteren Reinigung wurde 
das Produkt 4-ma1 niit je 100 ccm Uhsser im Morser verrieben, die Losung 
iiber Kieselgur abgesaugt (zur volligen Klarung) und mit 800 ccm Alkohol- 
Salzsiiure (104, d 1.19) unter Riihren versetzt. Die Fallung wurde abgesaugt 
und rnit 96-proz. Alkohol und anschliefiend k h e r  bis zur Chlor-Freiheit 
gewaschen. Ausb. 3 g. Mit diesem Produkt wurden die folgenden Analysen 
gemacht. Nachdem sie bereits durchgefiihrt waren, gelang eine ent- 
scheidende Verbesserung der Ausbeute durch geringe Abanderungen der vor- 
stelienden Vorschrift. Verbesserte Darstellung s. u. 

Zur Analyse wurde bei 100°/2 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

T i t r a t i o n :  0.0936, 0.0694 g Sbst. verbr. 3.63, 2.63 ccm n/,,-NaO€I w5.1, 4.9 
(.5.05), (4.94) dquivalent ; iiacli alkal. Hydrolysc (2 Stdn. auf den1 IVasserbnd) verbr. 
0.2 ccm wNaOH (2ccin nil,), 0.16ccni n-NaOH (1.6 ccm I Z / ~ ~ )  w2.8, 3.0 (2.78) Xquivalcnt. 

2.083 nig Sbst.: 3.902 nig CO,, 1.049 ing H,O. - 2.979 trig Sbst.: 0.429 ccni ?\T2 
(2?, 748 mn). - 52.9 mg Sbst.: 4.826 nig 1’. 

~~ 

1092 
_ _  

. 

C,,H,,O,,N,,P, (1304). 13er. C 34.97, H 3.76, ?i 16.1, P 9.52. 
Gef. ,, 35.66, ,, 3.93, ,, 16.3, ,, 9.12. 

B e s t i  m ni u n  g d e  r P u r i n  b as e n : Die Bestiminung von Guanin und Adenin 
wurde nach L e v e  riels) durchgefuhrt: 0.2605 g Sbst. ergaben 0.0814 g Hydrochloride, 
daraus 0.0311 g Guanin und 0.0752 g Adeninpikrat. Ber. 0.0302 g Guanin und 0.0763 g 
Adeninpikrat. 

16) Journ. biol. Chem. 63, 441 [1922]. 
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31 o 1 ,  - G e w -  Bes t  i 111 mu n g. 
Bes t in in lung  v o n  As B e s t i m m u n g  von  lX 

(Muskel aden ylsaure) (Tetranuceleotid) 
C, 7.870 C,,, 4.990 A = 3.03 C, 7.555 C,,, 5.899 A = 1.65 
C, 7.870 C,,, 3.152 A = 3.06 C, 7.555 C,,, 3.548 ’A = 1.67 
C,,, 4.990 C,,, 3.152 ’A = 3.17 C,,, 5.899 C,,, 3.548 A = 1.69 

Mittelwert A, = 3.08 JIittelwert Ax = 1.67 
-41s Teilchengrol3e berechnet sicli daraus ein Wert von 1177. 

Das Tetranucleotid ist in Wasser etwas loslich und wird daraus mit 
Salzsaure nicht wieder gefallt. 

.Magnes iumsalz :  2 g T e t r a n u c l e o t i d  nerden in i5  ccni Wasser 
mit 0.32 g NaOH in 5 ccni Wasser versetzt, mit Essigsaure gegen Lackmus 
neutralisiert, 0.4 g Animoniumacetat und 0.6 g Magnesiuniacetat in I 0  ccm 
Wasser zugegeben und die klare Liisung in 150 ccm Methanol eingeriihrt. 
Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Methanol, sodann mit einem 
Methanol-Ather-Gemisch, schliefllich mit Ather gewaschen. Ausb. 2 g. Zur 
Reinigung wird noch 2-ma1 durch Losen in Wasser und Fallen mit dem gleichen 
Volunien Methanol umgefallt. Auswaschen \vie oben. Ausb. 1 g. 

Zur Analyse wurde bei 7P/2  mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
P- u n d  Xg-Bestiriirriung : 32.7 mg Sbst. wurden nach Teorelll’) aufgeschlossen. 

auf ein bestimmtes Vol. aufgefiillt und in 1 ccm der P-Gehalt colorimetrisch bestimrnt. 
Gef. 2.9 mg P = 8.9 %. Zur restlichen Losung wurden 2 ccm einer eingestellten Phosphat- 
1,iisung (1.86 t n g  P) und 2 ccni konz. Amnioniak-Losung gegeben. Nach 2 Stdn. wurde 
der Xiederschlag von MgNH,PO, abzentrifugiert. mit verd. Ammoniak-Liisung nochmals 
ausgewaschen, darauf in 5-proz. Trichloressigsaure gelost und P colorimetrisch bestimmt. 
Gef. 1.50 mg P ml.175 mg JIg = 3.60%. Zur Kontrolle wurde noch eine P-Bestimmung 
der Filtrate durchgefiihrt. Sie enthielten 3.25 mg 1’. Da vor der Fiillung des XgNH,PO, 
der l’-(;ehalt 4.76 nig betrug, waren 1.51 m g  P ini JIgNH,PO, ml.185 mg M g  = 3.62%. 

2.757 m g  Sbst. : 0.351 cctn N, (2Z0, 749 mn). 
C,8H450,,N,,P,Jfg, (134s). Ber. S 15.58, 1’ 9.2, JIg 3.G.  Gcf. N 14.52, P 8.9, Mg 3.6. 

n e s t i m r n u n g  d e r  P u r i n b a s e n  : 0.1358 g Sbst.: 0.436 g Hydrochloride, 0.0153 g 
Guanin, 0.0382 g A4deninpikrat. Ber. 0.0152 g Guanin, 0.0385 g Adeninpikrat. 

31 01.- G e  w.- n e s t  i in I I I U  11 g : Jluskeladenylsaure A, = 3.08 (Xfittelw\-crt). 

Mg-Salz 
C, 4.S78 C,,, 3.576 ’A = 1.64 
C, 4.57s C,,, 2.825 A = 1.60 
C,,, 3.576 C,,, 2.825 A = 1.56 

Mittelwert Ax = 1.60 
nnraus berechnet sich eine TeilchengriiBe yon 1282. 

Ver b e  sse  r t e D a  r s t el  lu  n g  d e s ’Yet r a nu cl e o t i d s : Reinigung . und 
Spaltung (ausgehend ~ o i i  50 g H e f e n u c l e i n s a u r e )  wurden bis zuni Ver- 
setzen mit 1200 cciii Alkoliol-Salzsaure \vie oben durchgefiihrt. Der Nieder- 
schlag nurde abgesaugt, im Mijrser zunachst 2-ma1 niit 70-proz. Alkdiol, 
der 104, Salzsaure (d 1.1c)) enthielt, sodann 2-ma1 mit 96-proz. Alkohol ver- 
rieben, schlieUlich auf der Nutsche niit absol. Alkohol u n d  -4ther chlorfrei 
ge\vaschen. Ausb. 24 g (Titration : 4.6 Kquiv.). Das Produkt wurde 7-nial 
mit je 100 cciii \i:zsser i i r i  Jliirser rerrieben (etwa 5 Min.), die Liisung iiber 

1:) Uiochem. Ztschr. 230, 1 [1931]; 232, 4x5 [10.31]. 
Bericbte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXXF. 71 I 
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Kieselgur filtriert, und rnit 1400 ccm Alkohol-Salzsaure (lye, d 1.19) gefallt 
und, wie vorstehend beschrieben, ausgewaschen. Ausb. 9 g. (Titration : 5.0 
(4.95) Aquiv., Zuwachs nach Hydrolyse 2.9 (2.93) Aquiv.). Der beirn Ver- 
reiben rnit Wasser verbliebene Riickstand wurde in 50 ccni Wasser auf- 
geschlammt, durch Neutralisation rnit 2%. NaOH in Losung gebracht, auf 
200 ccm aufgefiillt und, wie oben beschrieben, rnit 13 ccrn 2-n. NaOH 10 Min. 
auf 50° erwarmt. Die Losung wurde wie oben auf Tetranucleotid verarbeitet. 
Ausb. 10 g. Titration: 4.9 (4.85) Aquiv., Zuwachs nach Hydrolyse 3.10 Aqui- 
valent. Gesamtausbeute aus 30 g gereinigter Hefenucleinsaure dernnach 19 g. 

__ 

D e sa  m i n ie r u n g d e s Te t r a nu c 1 e o t ids  d e r H e  f e nuclei  n s a u re. 
4 g Tet ranuc leo t id  wurden entsprechend den friiheren Angaben4)I0) 

fur Hefenucleinsaure desaminiert. Nach 6-stdg. Stehenlassen wurden 3 Vol. 
Alkohol-Salzsaure (l%, d 1.19) zugegeben, der Niederschlag abgesaugt, im 
Morser rnit 80-proz. Alkohol verrieben, sodann auf der Nutsche niit 96-proz. 
Alkohol und k h e r  gewaschen. Es wurde noch 2-ma1 durch Losen in 8 ccni 
Wasser und Einriihren in 75 ccrn Alkohol-Salzsaure (lye, d 1.19) umgefallt. 
Auswaschen wie vorstehend beschrieben. Ausb. 3.1 g. Zur Analyse wurde 
uber Phosphorpentoxyd bei 100°/2 nim getrocknet. 

valent. 

0.0863 g Sbst. : 8.263 nig P. 

T i t r a t i o n e n  : 5.3, 5.2 Xquivalent, Zuwachs nach Hydrolyse 2.7, 2.8 (2.75) Aqui- 

N- u n d  P -Bes t imrnung :  3.530 lug Sbst.: 0.416 ccni K2 (220, 745 mm). - 

C3,,H489,2X12P, (1307). Ber. N 12.S5, P 9.49. Gef. N 13.37, P 9.57. 

M o 1.- Ge B e s  t i in in u n g  : Jluskeladenylsaure As = 3.08 (Mittelwert). 

Desarniniertes Tetranucleotid 
C, 7.396 C,,, 4.352 A = 1.77 
C, 7.396 C,,, 3.385 A = 1.73 
C,,, 4.352 C,,, 3.385 A = 1.64 

Mittelwert =1.71 
Daraus berechnet sich eine TeilchengroiUe von 1121. 

I so l i e rung  der  Pur ine :  Die Spaltung des desarninierten Tetra- 
nucleotids wurde entsprechend den friiheren Angabenlo) zur Isolierung der 
Purine und Pyrimidine aus der desaminierten Hefenucleinsaure durchgefiihrt. 
Isoliert wurden X a n t h i n  (identifiziert durchChlorkalkprobe), H y p o x a n t  h in  
als Pikrat (identifiziert durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt) sowie Urac i l  
(identifiziert durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt). 

Methyl ie rung  des  Te t r anuc leo t id s  der  Hefenucle insaure .  
(Bearbeitet von An nel ise Mart ini . )  

5 g Te t r anuc leo t id  in 50 ccm Wasser wurden (durch Verreiben im 
Morser) rnit 2-n. NaOH gegen Lackmus neutralisiert. Unter Riihren in einem 
Dreihalskolben wurden zu der Losung bei etwa 35O 7 ccm Dimethy l su l f a t  
und 8 ccm 33-proz. NaOH so zugetropft, daB das p~ der %sung zwischen 
8.0-8.5 blieb. hlach etwa 2 Stdn. war die Methylierung beendet. Das Re- 
aktionsgemisch wurde nach Neutralisation mit Essigsaure im Vak. bei 308 
auf 35 ccm eingeengt, mit Essigsaure angesiiuert und mit 350 ccm absol. 
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Alkohol gefallt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Zimmertemperatur wurde 
die alkohol. Losung von der schmierigen Fallung abgegossen, diese in 15 ccm 
Wasser gelost und wiederum rnit Alkohol (im Morser) gefallt. Nach AbgieBen 
der iiberstehenden Fliissigkeit wurde die Fallung mit Alkohol-Aceton (1 : 1) 
verrieben und abgesaugt. Ausb. 2 g. Das Natriumsalz wurde in 10 ccm 
Wasser gelost, 1 ccm Salzsaure (d 1.19) zugegeben und mit 5Occm absol.Alkoho1 
gefallt. Nach AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit wurde die Fallung 
wieder in 10 ccm Wasser gelost und niit 50 ccm Alkohol, die 1 ccm Salzsaure 
enthielten, langsam gefallt. Die jetzt flockige Fallung wurde abgesaugt und 
mit Alkohol und Ather gewaschen. Zur Analyse wurde bei 100°/2 nim iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

-. 

N- und  P - B e s t i m m u n g :  3.988 mg Sbst.: 0.498 ccin N, (220, 745 mm). - 
28.2 mg Sbst.: 2.375 mg P. 

C,,H,eO,eNI,P, (1444). 

Fur die Summenformel ist ein Gehalt von 10 CH,-Gruppen zu Grunde 
gelegt. Diese Zahl ergibt sich aus 0- und N-IMethyl-Bestimmungen sowie 
Titrationen vor und nach der Hydrolyse. Dariiber sowie iiber die Stellung 
insbesondere der 0-Methyl-Gruppen sol1 in anderem Zusammenhang spater 
berichtet werden. 

Ber. N 14.5, P 8.58. Gef. N 13.16, P 8.42. 

M 0 1 . -  G e  w.- Bestixn m u n g  : ~Iuskelarlcnylsiiure AS = 3.08 (hIittelwcrt). 

Metliyliertes Tetranucleotitl 
C, 3.997 C,,, 3.176 A = 1.53 
C, 3.997 C,,, 2.500 A = 1.56 
C,,, 3.176 C,,, 2.500 A = 1.59 

Mittelwert = 1.56 
Darnus ergibt sich eine Teilchengriil3e von 1348. 

I so l ie rung  der  n ie thyl ie r ten  Basen :  a)  2 g m e t h y l i e r t e s  
Te t r anuc leo t id  wurden in 10 ccm 96-proz. Methanol aufgeschlaninit und 
unter schwachem Erwarmen am RiickfluBkiihler 11/, Stdn., sodann bei 
Eiskiihlung noch 1/2 Stde. Chlorwasserstoff durchgeleitet. Nach Stehenlassen 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur wurde der Niederschlag abgesaugt , mit 
wenig kaltem HCI-gesattigten 95-proz. Methanol ausgewaschen, in wenig 
Wasser geltist und Pikrinsaure-Losung zugegeben. Es fie1 nach Stehenlassen 
1 . P - D i m e t h y l - a d e n i n p i k r a t  aus, das als solches durch Schmelz- und 
Mischschmelzpunkt mit friiher bereits gewonneneni Pikrat identifiziert 
wurde (Schmp. 236O). Das Filtrat des Dimethyladenin-hydrochlorids 
wurde im Exsiccator stark eingeengt, nochmals rnit Methanol aufgenommen 
und wieder eingeengt. Dabei schieden sich Krystalle ab, die auf Ton ab- 
gepreBt, in wenig Wasser gelost und rnit Pikrinsaure-Losung verSetzt wurden. 
Das ausgefallene Pikrat erwies sich durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
(Schmp. 214O) als identisch rnit dein friiher6) dargestellten Dime thy lguan in -  
p ik ra t .  

b) Durch hydrolytische Spaltung rnit Schwefelsaure entsprechend den 
friiheren Angabens) wurde 1.N6-Dimethyl-cytosin a l s  P i k r a t  isoliert, 
das als solches durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit dem friiher6) 
beschriebenen Produkt identifiziert wurde (Schmp. 2220). 

70* 




