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153. Hellmut Bredereck und Eva Hoepfner:

Uber das Tetranucleotid der Hefe- und Thymonucleinsiiure*).
[Aus d. Institut fii~ Organ. Chemie u. Biochemic a. d. Universitit Jena.)
(IBingegangen am 11. August 1942))

In einer fritheren Mitteilungl) hatten wir festgestellt, dal die von uns
benutzten Priparate der Thymonucleinsdure 5-basische Siuren sind. Dabei
lieBen wir vorerst die Frage nach der Struktur der nativen Thymonuclein-
saure offen. In unserer letzten Mitteilung?) hatten wir dann dariiber be-
richtet, dafl diese Priparate im wesentlichen das wahre Tetranucleotid der
eigentlichen hochmolekularen Thymonucleinsiure darstellten. Durch die
Art der Darstellung sowie insbesondere durch die ,,alkalische Reinigung‘
war ein Abbau der Thymonucleinsiure bis zur Stufe des Tetranucleotids
erreicht worden. Damit ist jetzt dieses Tetranucleotid (iiber die inzwischen
verbesserte Darstellung berichten wir spiter) sowohl durch chemischen als
auch enzymatischen®) Abbau der Thymonucleinsdure zuginglich. Die von
uns aufgestellte Konstitution des Tetranucleotids (I) griindete sich auf folgende
z.T1. schon frither von uns erhaltenen Versuchsergebnisse: 1) Die Titration

HO ’ HO
Q:=P—0O—Desoxyribose-Base O=P—0O—Zucker—Base
/ v / AN
HO o Base O AN
e Lo/ 0 O OH
O”;‘P—O—Desoxyribose-Base Zu|cLer \‘f!:/
o £
HO /O b 61)
O;P—O;Desoxyribose—Base Ho/g\O /Zu]cker
HO 0 \\ /O Base
/ Base—Zucker—O—P=0
O=P—0O—Desoxyribose-Base \OH
1o”
I T II1.

Tetranucleotid der Thymonucleinsidure.

HO
O=P-—-0—-Ribose-Base
HO o

OjP— O—Ribose-Base
HO o ‘

0= P{O—-Ribose-Base
o’

0-=P—0-—-Ribose-Base
HO”
TII.

Tetranucleotid der Hefenucleinsdure.
*) Nucleinsduren, XXI. Mitteil.; XX. Mitteil.: B. 735, 395 [1942].
1) H. Bredereck u. M. K&éthnig, B. 72, 121 [1939].
2) H. Bredereck u. I. Jochmann, B. 75, 395 [1942].
3) F. G. Fischer u. Mitarbb., Journ. prakt. Cheni. [2] 158, 79 (1941]; Ztschr,
physiol. Chem. 269, 187 [1941].
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ergab das Vorliegen einer 5-basischen Sdure. Die Bindungen zwischen den
einzelnen Nucleotiden miissen daher iliber die Phsophorsiuregruppen ver-
laufen. 2) Die Desaminierung#) fithrte unter Erhaltung der Tetranucleotid-
struktur zu einem desaminierten Tetranucleotid mit den Basen Xanthin,
Hypoxanthin, Uracil und Thymin. N—P-Bindungen liegen mithin nicht vor.
3a) Die Methylierung in schwach alkalischem Mittel mit Dimethylsulfat
wurde bereits frither3) mit einer Losung ausgefiihrt, die im wesentlichen das
Tetrantcleotid enthielt, ohne dall dabei die Tetranucleotid-Struktur verandert
wurde. Als methylierte Basen wurden isoliert: 1.N6-Dimethyl-adenin,
1.N¢-Dimethyl-cytosin und 1-Methyl-thymin. 3b) Die Thyminsiure®) hatten
wir friither aus einem im wesentlichen das Tetranucleotid darstellenden Produkt
gewonnen. Ihre Charakterisierung und Titration als 5-basische Siure bewies
ihre Einheitlichkeit. Die jetzt nach der Diffusionsmethode durchgefiihrte
Molekulargewichts-Bestimmung ergab ein Mol.-Gew. 1067 (ber. 992). Aus
diesen Versuchsergebnissen folgte, daB im Tetranucleotid auch keine Bin-
dungen zwischen Phosphorsiure- und OH-Gruppen der Basen vorliegen.
Wie wir bereits in unserer letzten Mitteilung kurz schilderten, war uns
bereits vor lingerer Zeit die Isolierung eines Produktes gelungen, das wir
als das Tetranucleotid der Hefenucleinsiure ansehen diirfen. Wihrend wir
unsere Titrationsversuche an der gereinigten , Thymonucleinsiure durch-
fithrten, die zu ihrer Charakterisierung als 5-basische Siure fiihrten?!), ver-
suchten wir gleichzeitig auch klare Titrationsergebnisse fiir die Hefenuclein-
siure zu erhalten. Makino?) hatte auf Grund seiner Titrationsversuche, wonach
sowohl Hefe- als auch Thymonucleinsiure eine 4-basische Siure darstellen,
eine ringférmige Anordnung der Nucleotide (II) fiir beide Sduren angenommen,
wie es vorher bereits Takahashi®) auf Grund seiner Fermentuntersuchungen
getan hatte. Unter Beriicksichtigung, da die handelsiibliche Hefenuclein-
siure z.Tl. als Natriumsalz vorliegt, da3 sie aulerdem anderweitige Ver-
unreinigungen enthilt, erwies sie sich auch in unseren Versuchen in Uberein-
stimmung mit den Angaben Makinos als 4-basische Sdure. Als wir dann
mit Hefenucleinsdure-Priparaten verschiedener Firmen zum Zweck einer
weiteren Reinigung mehrfach Umféllungen iiber das Bleisalz (teilweise bis
zu 4-mal) vornahmen, erhielten wir Produkte, die bei gro8erer Wasserloslich-
keit als die urspriingliche Hefenucleinsiure Titrationswerte von 4.8—5.0 Aquiv.
und bei der alkalischen Aufspaltung einen Acidititszuwachs von etwa 3.2
bis 3 Aquiv. ergaben. Auf 4 der vorhandenen Acidititen war also etwa eine
neue hinzugekommen. Auf Grund dieser Ergebnisse schrieben wir damals?),
,dall wir mit unseren Nucleinsiure-Priparaten nicht so klare Ergebisse
wie Makino erzielt haben. Die Deutung dieser Versuche lieB nur zwei
Moglichkeiten zu, wie sie kiirzlich erstmals in einer Arbeit von Allen und
Eiler?) diskutiert wurden: Entweder war durch diese Reinigung eine Auf-
spaltung der von Takahashi und Makino angenommenen cyclischen

4+ H. Bredereck, E. Berger u. F. Richter, B. 74, 338 [1941]; H. Bredereck
u. I. Jochmann, B. 75, 395 {1942]. Die dort versehentlich nicht mit aufgefithrten N-
und P-Analysen sind im Versuchsteil dieser Arbeit mit aufgefiihrt.

 H. Bredereck, G. Miiller u. E. Berger, B. 73, 1058 [1940].

& H. Bredereck u. G. Miiller, B. 72, 115 [1939].

7. Ztschr. physiol. Chem. 232, 229 719353; 236, 201 [1935].

% Journ. Biochemistry 16, 463 {1932].

9. Journ. biol. Chem. 137, 757 [1941].
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Struktur erfolgt oder aber es war ein héhermolekulares Produkt in einzelne
Tetranucleotide unter Freilegung einer Aciditdt aufgespalten worden.
Allen und Eiler hatten durch Einwirkung von kryst. Ribonuclease auf
Hefenucleinsdure die Freilegung eines Siduredquivalents festgestellt und
zur Deutung die beiden vorstehenden Méoglichkeiten angefiihrt. Infolge der
grofleren Wasserloslichkeit der neuen etwa 5-basischen Sdure neigten wir
selbst der zweiten Ansicht zu, zumal wir gleichzeitig die gréflere Wasser-
16slichkeit der desaminierten (iiber das Bleisalz gereinigten) , ,Hefenuclein-
siure” und ihre Nichtfdllbarkeit durch Salzsdure aus willr. Losung gefunden
hatten? (s. u.). In einer fritheren Mitteilung!?) schrieben wir daher in bezug
auf das Ausbleiben der Salzsiure-Fillung: ,,Wie wir das Ausbleiben der Salz-
sdure-Fillung erkliren sollen, wissen wir noch nicht. Méglicherweise kommt
sie nur hochmolekularen Formen der Hefenucleinsdure (Polymeren des Tetra-
nucleotids) zu, wobei man bei der Desaminierung bzw. der anschliefenden
Reinigung eine Depolymerisierung u. U. bis zur wahren Tetranucleotid-Stufe
annehmen miifte.* Eine klare Beweisflihrung fehlte uns jedoch, zumal
infolge der schlechten Ausbeute an mehrfach iiber das Bleisalz , gereinigter
Hefenucleinsiure* weitere Untersuchungen unterblieben. Die schlechte
Ausbeute ist darauf zuriickzufiihren, daBl ein erheblicher Teil der Hefenuclein-
sdure vermutlich durch das saure Mittel bei der Zerlegung des Bleisalzes
weiter aufgespalten wird (wir konnten z. B. Uridylsiure isolieren). Als im
vergangenen Jahr von Fischer und Mitarbb.3) das durch enzymatischen
Abbau der Thymonucleinsiure erhaltene Tetranucleotid mittels der Mole-
kulargewichts-Bestimmung nach der Diffusionsmethode von Brintzinger
identifiziert wurde und auch mittels der gleichen Methode der hghermolekulare
Aufbau der Hefenucleinsiure gezeigt werden konnte!l), haben wir unsere
aus der Hefenucleinsiure erhaltene 5-basische Sdure nach der gleichen Methode
untersucht und in Ubereinstimmung zur Titration Werte gefunden, die auf
ein Tetranucleotid stimmten. Selbst nur einmal {iber das Bleisalz umgefillte
Priaparate enthielten, wie sich aus Molekulargewichts-Bestimmung und
Titration ergab, bereits erhebliche Mengen an Tetranucleotid, das daraus
dann durch Extrahieren mit Wasser angereichert werden konnte.

Die vorstehend geschilderten Ergebnisse lassen sich nur so erkliren, daf3
durch das saure Mittel bei Zerlegung des Bleisalzes (durch das Bleisulfidfiltrat
wurde zur Entfernung von H,S noch langere Zeit Luft durchgeleitet) eine
Aufspaltung der hohermolekularen Hefenucleinsiure weitgehend bis zur
Stufe des Tetranucleotids erfolgt. Dall diese Erklarung richtig ist, ergibt
sich auch aus folgenden Versuchen: Schiittelt man eine Aufschlimmung
von Hefenucleinsiure in Wasser lingere Zeit bei Zimmertemperatur, so geht
in dem sauren Mittel ein kleiner Teil in Losung, der mit Alkohol-Salzsiure
wieder ausgefillt werden kann. Durch nochmaliges Schiitteln des nicht in
Losung gegangenen Anteils kann wiederum ein kleiner Anteil in Losung
gebracht werden, was sich nun noch mehrfach wiederholen lifit. Die Titrations-
werte der aus der Losung gefillten Produkte lagen zwischen 4.4—5, die
gefundenen Molekulargewichte zwischen 1200-—1800. Eine noch weitere

1) H. Bredereck, M. Kéthing u. G. Lehmann, B. 71, 2615 719381

1) F. G. Fischer, I. Bottger u. H. Lehmann-Tchternacht, Ztschr. physiol.
Chem. 271, 252 [1941]. (Die dort angegebenen Werte konnten wir gréBenordnungs-
miBig 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 priparative Methode zur Darstellung des Tetranucleotids dar-
stellten, haben wir nach einem ergiebigeren Veriahren gesucht. Durch verd.
Alkali (z. B. durch 2-stdg. Erwirmen mit 2-proz. Natronlauge) wird Hefe-
nucleinsiure 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. Erwirmen auf 50° in 0.5-proz. NaOH) zu
ermitteln, die in guter Ausbeute zum Tetranucleotid fithrten. Die Titration
ergab das Vorliegen einer 5-basischen Siure, nach alkalischer Spaltung wurde
ein Acidititszuwachs von 3 Aquivalenten gefunden. Die C-, H-, N-, P- und
Mol.-Gew.-Bestimmungen ergaben auf CyH , 404N, P, stimmende Werte.

Ebenso stimmten die fiir Guanin und Adenin gefundenen Werte mit
den berechneten iiberein, desgl. die mit dem Magnesiumsalz durchgefithrten
Analysen. Das Tetranucleotid ist etwas in Wasser loslich und wird daraus
mit Salzsiure allein nicht wieder gefillt.

Uber die Konstitution des Tetranucleotids der Hefenucleinsaure 1iBt
sich folgendes aussagen: 1) Da es eine 5-basische Sdure darstellt, miissen
die Bindurgen iiber die Phosphorsiuregruppen verlaufen. 2) Wir hatten
bereits frither®) die Hefenucleinsiure einer Desaminierung unterworfen
und dabei die Basen Xanthin, Hypoxanthin und Uracil isoliert. Wenn dieser
an der hoéhermolekularen Hefenucleinsiure durchgefithrte Versuch auch,
wie aus Angaben von F. G. Fischer!?) hervorgeht, fiir die Art der Bindungen
zwischen den Tetranucleotiden zu falschen Folgerungen fiihren kann, so ergibt
sich doch daraus fiir das Tetranucleotid selbst, daffi N—P-Bindungen nicht
vorliegen. Das reine Tetranucleotid haben wir jetzt nochmals einer Des-
aminierung unterworfen. Das desaminierte Tetranucleotid erwies sich als
5-basische Siure und enthielt als Basen Xanthin, Hypoxanthin und Uracil.
Die N-, P- und Mol.-Gew.-Bestimimung ergab gleichfalls die erwarteten Werte.
Somit ist endgiiltig gezeigt, daBl auch in dem Tetranucleotid der Hefenuclein-
siure N—P-Bindungen nicht vorliegen. 3) Mit reinem Tetranucleotid haben
wir jetzt die Methylierung in schwach alkalischem Mittel mit Dimethylsulfat
analog den Bedingungen beim Tetranucleotid der Thymonucleinsaure®)
durchgefiihrt. Durch Titration (vor und nach der Hydrolyse) sowie durch
Mol.-Gew.-Bestimmung (ber. 1444, gef. 1348) stellten wir fest, dall keine
Aufspaltung eingetreten war. Als Basen isolierten wir durch Hydrolyse mit
HCl in Methanol 1. N2-Dimethyl-guanin (als Pikrat) und 1.N¥¢-Dimethyladenin
(als Pikrat), durch Erhitzen im EinschluBrohr mit 25-proz. Schwefelsidure
auf 175—180° 1. N8-Dimethyl-cytosin (als Pikrat). Die Isolierung des wohl
zu erwartenden 1-Methyl-uracils stelit noch aus. Auf Grund dieser
Versuche scheiden auch fiir das Tetranucleotid der Hefenucleinsiure
Bindungen zwischen den Phosphorsiureresten und Oxygruppen an den
Basen, vorerst Guanin und Cytosin, aus. Wir glauben jedoch auch,
dafl eine solche Bindung zum Uracil ausscheidet, was Voraussetzung fiir
die folgenden Darlegungen sein soll. Somit wiirde dem Tetranucleotid

12) Naturwiss. 30, 380 [1942].
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der Hefenucleinsdure (III) die analoge Struktur wie.dem der Thymonuclein-
sdure zukommen. Beide unterscheiden sich nun in der Geschwindigkeit der
Aufspaltung in die Nucleotide in alkalischer Losung. Wihrend Hefenuclein-
siure bzw. das Tetranucleotid in verd. alkalischer Losung leicht zu den
Nucleotiden aufgespalten wird, erfolgt die entsprechende Aufspaltung beim
Tetranucleotid der Thymonucleinsiure erheblich schwerer. Dabei ist die
Aufspaltung in die Nucleotide schon mit einer teilweisen Phosphorsiure-
Abspaltung verbunden. Wir berichten in anderem Zusammenhang iiber diese
Versuche. Den Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit glauben wir
darauf zuriickfiihren zu kénnen, dal im Tetranucleotid der Thymonuclein-
sdure die am C-Atom 3 eines Nucleotids sitzende Phosphorsiure mit dem
OH am C-Atom 5 des Zuckers des Nachbarnucleotids, im Tetranucleotid der
Hefenucleinsiaure hingegen mit dem OH am C-Atom 2 verkniipft ist. Fiir
die Hefe- und Thymonucleinsidure wurde eine solche Méglichkeit schon friither
von Levenel?) erortert.

Unter den geschilderten Versuchsbedingungen gelingt es nunmehr,
sowohl Hefe- als auch Thymonucleinsiure durch schwach alkalische Hydro-
lyse zum Tetranucleotid abzubauen. Der gleiche Abbau ist uns, wie wir oben
geschildert haben, fiir die Hefenucleinsiure auch im sauren Mittel gelungen.
Es steht der Versuch noch aus, ob, wie wir glauben, durch schwach saures
Mittel, wie man es zur Darstellung der Thyminsidure benutzt, auch die Thymo-
nucleinsiure — wir benutzten frither im wesentlichen das Tetranucleotid —
zur Tetranucleotidstufe abgebaut wird, wobei jedoch infolge der Labilitit
der Purin-Glykosid-Bindungen gleichzeitig die beiden Purine Guanin und
Adenin abgespalten werden. Betrachtet man die Tatsache, dal die Thymo-
nucleinsdure im alkalischen Mittel leicht bis zum Tetranucleotid gespalten
wird, dafl aber dann die weitere Aufspaltung in die Nucleotide viel schwerer
erfolgt, so folgt daraus, dafl die Bindungen zwischen den Tetranucleotiden
anderer Natur sein miissen als die zwischen den Nucleotiden. Diese rein
chemischen Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den enzymatischen.
Fischer3) und Lehmann-Echternacht!¥) hatten gefunden, daB die
Thymonucleinsiure 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 zunidchst solche zwischen Phosphorsiure- und NH,- bzw.
OH-Gruppen an Basen in Betracht. In der Hefenucleinsiure sind, zunichst
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
schliefen zu konnen. Immerhin 148t die Tatsache, da uns doch verhiltnis-
mafig glatt auch die Isolierung dieses Tetranucleotids gelungen ist, die An-
nahme zu, dal auch hier verschiedene Bindungen vorliegen. Gestiitzt wird
diese Annahme durch die Existenz einer besonderen Ribopolynucleotidase?!?).
Als Bindung zwischen den Tetranucleotiden kidme auch hier zunichst eine
solche zwischen der Phosphorsiuregruppe und einer NH,- bzw. OH-Gruppe

13) Joura. biol. Chem. 109, 623 [1935].

Hy Ztschr. physiol. Chem. 269, 169, 201 [1941].

15 R.J.Dubos u. R.H.S. Thompson, Journ. biol. Chem. 124, 501 {1938];
G. Schmidt u. P. A. Levene, ebenda 126, 423 {1938]; M. Kunitz, Science {New York]
90, 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 Thymonucleinsiure
herstellten (fiir letzteres diente als Ausgangsmaterial die ,,Roh-Thymonuclein-
sdure’’, die, wie sich aus ihren Eigenschaften ergibt, noch héhermolekularen
Charakter besitzt), so zeigt sich, daf} sie weitgehend die gleichen sind. Es ist
daher vorerst die Annahme erlaubt, da3 sowohl in der Hefe- als auch in der
Thymonucleinsiure die einzelnen Tetranucleotide durch die gleiche Art der
Bindung miteinander verkniipft sind. Weitere Befunde miissen diese Annahme
erhiarten. Die Verschiedenheit der ,,alkalischen’ Ribo- und Thymopoly-
nucleotidase braucht nicht gegen eine gleiche Bindung zu sprechen, da es
sich hierbei um eine ausgesprochene Substratspezifitit handeln kann.

Fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Untersuchung sind wir der
Deutschen Forschungsgemeinschaft zu grolem Dank verpflichtet.
Der Firma C.F.Boehringer, Mannheim-Waldhof, danken wir fiir die
Uberlassung der Hefenucleinsiure, Frl. I. Jochmann fiir die Durchfithrung
zahlreicher Analysen.

Beschreibung der Versuche

Desaminiertes Tetranucleotid der Thymonucleinsidure.
(Bearbeitet von Ingeborg Jochmann.) *

3.332 mg Sbst.: 0.383 cem N, (22°, 740 mm). — 0.1144 g Sbst.: 11.12 mg P.’
CaaH s00eN 5P, (1256). Ber. N 13.36, P 9.86. Gef. N 12.95, P 9.72.

Es sei noch erwidhnt, daB wir bei der Aufarbeitung auf Pyrimidinbasen
entsprechend unseren fritheren Versuchen®) auch hier lediglich Thymin und
Uracil fanden.

Thyminsiure.
(Molekulargewichts-Bestimmung und Titration.)
(Bearbeitet von Ingeborg Jochmann.)

Fir Titration und Molekulargewichts-Bestimmung wurde eine nach
friitherer Vorschrift®) aus dem Bariumsalz bereitete willr. Losung verwendet:

Titration: 0.2643, 0.1254 g Sbst. (ermittelt durch Riickstands-Bestimmung der
Losung) verbr. 13.24, 6.42 cem n/;,-NaOH &35.0, 5.1 (4.96), (5.13) Aquivalent.

Mol-Gew.-Bestimmmung: Sie wurde entsprechend den fritheren Angaben?)
durchgefiihrt.

Bestimmung von Ag Bestimmung von Az
(Muskeladenylsiure, Mol.-Gew. 346) (Thyminsdure, Mol.-Gew. 992)
C, 9.356 Cy;, 5.804 A= 3.18 C, 11.153 Cjep 6.029 A =170
Co 9.336  Cygp 2.954 A= 3.26 C, 11.153 Cuao +.697 A= 1380
Crso 3.80+  Cyy 2,954 == 3.32 Cie0 6.029  C,q 4.697 A =207

Mittelwert = s = 3.25 Mittelwert Ay = 1.85

Als Teilchengréfe berechnet sieh daraus ein Wert von 1067 (ber. 992).

Tetranucleotid der Hefenucleinsaure.

Reinigung der Hefenucleinsiure: 50g Hefenucleinsiure
(Boehringer, Mannheim-Waldhof) werden in 200 ccm Wasser aufgeschlimmt
und durch Zugabe von 45 ccm 2-n. NaOH in Losung gebracht (pg 6.1). Die
Loésung wird mit 300 ccm Wasser verdiinnt und unter Rithren langsam mit
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25-proz. Bleiacetat-Losung (etwa 250 ccm) versetzt, bis bei weiterer
Zugabe kein Niederschlag mehr entsteht. Das Bleisalz wird abgesaugt, mit
Wasser mehrfach ausgewaschen und in 600 ccm Wasser aufgeschlammt.
Nach Zugabe von 40 ccm konz. Ammoniak-Lésung wird H,S eingeleitet
(pir 8.2), das Bleisulfid iiber Kieselgur abgesaugt und durch das Filtrat zur
Entfernung von iiberschiissigem H,S Luft durchgeleitet. Die Lésung wird so-
dann mit Eisessig neutralisiert, iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt und dann
langsam unter Riithren mit 1600 ccm Alkohol, der 20 cem Salzsiure (d 1.19)
enthilt, versetzt. Der Niederschlag wird abgesaugt, 2-mal im Morser mit
70-proz. Alkohol, dem 1%, Salzsiure (d 1.19) zugesetzt ist, darauf noch
2-mal mit 96-proz. Alkohol verrieben. Auf der Nutsche wird mit Alkohol
und Ather bis zur Cl-Freiheit ausgewaschen. Ausbeute nach Trocknen
im Exsiccator 33 g. Zur weiteren Reinigung wird nochmals in 200 ccm
Wasser aufgeschlaimmt, mit 2-n. NaOH gegen Lackmus neutralisiert, iiber
Kieselgur filtriert, auf 400 ccm mit Wasser verdiinnt und mit 800 ccm Alkohol-
Salzsiure (10 cem Salzsiure, d 1.19) unter Riihren versetzt. Abgesaugt und
ausgewaschen wie oben. Ausb. 30 g.

Spaltung der Hefenucleinsdure: 30 g gereinigte Hefenuclein-
saure wurden in 150 ccm Wasser aufgeschlammt und mit 2-». NaOH neutrali-
siert. Die neutrale Losung wurde auf 600 ccm verdiinnt, auf 50° erwarmt,
mit 36 ccm auf 500 vorgewdrmter 2-n. NaOH versetzt und 10 Min. bei 50°¢
gehalten. Danach wurde schnell abgekiihlt, mit Essigsdure neutralisiert und
nmit 1200 ccmm Alkohol-Salzsdure (12 cem Salzsdure, d 1.19) unter Riihren
versetzt. Die Fillung wurde abgesaugt und mit Alkohol steigender Konzen-
tration (60-, 80- und 96-proz.) sodann mit Ather ausgewaschen. Ausb. 11 g.
Die Titrationswerte lagen zwischen 4.6—5.0. Zur weiteren Reinigung wurde
das Produkt 4-mal mit je 100 ccm Wasser im Mo6rser verrieben, die Losung
iiber Kieselgur abgesaugt (zur vélligen Klarung) und mit 800 ccm Alkohol-
Salzsiure (19, d 1.19) unter Riihren versetzt. Die Fallung wurde abgesaugt
und mit 96-proz. Alkohol und anschlieBend Ather bis zur Chlor-Freiheit
gewaschen. Ausb. 3 g. Mit diesem Produkt wurden die folgenden Analysen
gemacht, Nachdem sie bereits durchgefithrt waren, gelang eine ent-
scheidende Verbesserung der Ausbeute durch geringe Abdnderungen der vor-
stehenden Vorschrift. Verbesserte Darstellung s. u.

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

Titration: 0.0936, 0.0694 g Sbst. verbr. 3.63, 2.63 cem n/,,-NaOH as5.1, 4.9
(5.05), (4.94) Aquivalent; nach alkal. Hydrolyse (2 Stdn. auf dem Wasserbad) verbr.
0.2 cem n-NaOH (2 cem n/y,), 0.16 cem 2-NaOH (1.6 cem nfy) ~2.8, 3.0 (2.78) Aquivalent.

2.983 mg Shst.: 3.902 mg CO,, 1.049 mg H,0. — 2.979 mg Sbst.: 0.429 ccm N,
(220, 748 mm). — 52.9 mg Sbst.: 4.826 mg P.

CueH 0N P, (1304). Ber. C 3497, H 3.76, N 16.1, P 9.52.
Gef. ,, 3568, ,, 3.93, ,, 163, ,, 9.12.

Bestimmung der Purinbasen: Die Bestimmung von Guanin und Adenin
wurde nach L,cvene!8) durchgefiihrt: 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.

18) Journ. biol. Chem. 53, 441 [1922].
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Mol.-Gew.-Bestimmung.

Bestimmung von 2g
(Muskeladenylsiure)
C, 7.870  C,y, 4.990 A = 3.03
C, 7.870 (o 3.152 A= 306
Cis0 4990 (g 3.152 A= 317
Mittelwert g = 3.08

Bestimmung von 24
(Tetranuceleotid)
Cy 7.555 (4 5.899 A= 165
Cy 7.555  Cugp 3.548 A = 167
Ciso 5.899 G4y 3.548 A =169
Mittelwert 2y = 1.67

Als TeilchengréBe berechnet sich daraus ein Wert von 1177.

Das Tetranucleotid ist in Wasser etwas 16slich und wird daraus mit
Salzsiure nicht wieder gefillt.

Magnesiumsalz: 2 g Tetranucleotid werden in 15 ccm Wasser
mit 0.32 g NaOH in 5 ccm Wasser versetzt, mit Essigsiure gegen Lackmus
neutralisiert, 0.4 g Ammoniumacetat und 0.6 g Magnesiumacetat in 10 ccm
Wasser zugegeben und die klare Losung in 150 ccm Methanol eingeriihrt.
Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Methanol, sodann mit einem
Methanol-Ather-Gemisch, schlieflich mit Ather gewaschen. Ausb. 2 g Zur
Reinigung wird noch 2-mal durch Lésen in Wasser und Fillen mit dem glelchen
Volumen Methanol umgefillt. Auswaschen wie oben. Ausb. 1 g.

Zur Analyse wurde bei 789/2Z mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.

P- und Mg-Bestimmung: 32.7 mg Sbst. wurden nach Teorell!?) aufgeschlossen,
auf ein bestimmtes Vol. aufgefiillt und in 1 ccm der P-Gehalt colorimetrisch bestimmt.
Gef. 29 mg P = 8.99%,. Zur restlichen Losung wurden 2 ccm einer eingestellten Phosphat-
Losung (1.86 mg P) und 2 ccmr konz. Ammoniak-Losung gegeben. Nach 2 Stdn. wurde
der Niederschlag von MgNH,PQ, abzentrifugiert, mit verd. Ammonjak-Ldsung nochmals
ausgewaschen, darauf jn 5-proz. Trichloressigsdure gelost und P colorimetrisch bestimmt.
Gef. 1.50 mg P &~1.175 mg Mg = 3.609%,. Zur Kontrolle wurde noch eine P-Bestimmung
der Filtrate durchgefithrt. Sie enthielten 3.25 mg P. Da vor der Fillung des MgNH,PO,
der P-Gehalt 4.76 mg betrug, waren 1.51 mg P im MgNH, PO, ~1.185 mg Mg = 3.629,.

2.757 mg Sbst.: 0.351 ccmn N, (22°, 749 mm).

CyeH 50,59 N P Mg, (1348). Ber. N 15.58, P 9.2, Mg 3.6. Gef. N 1452, P 8.9, Mg 3.6.

Bestimmung der Purinbasen: 0.1358 g Sbst.: 0.436 g Hydrochloride, 0.0153 g
Guanin, 0.0382 g Adeninpikrat. Ber, 0.0152 g Guanin, 0.0385 g Adeninpikrat.

Mol.-Gew.-Bestimmung: Muskeladenylsaure As = 3.08 (Mittelwert).

Mg-Salz
Co 45378 Cyg 3.5370 A= 1.64
Co 4578 G4y 2.825 A= 1.60
Ciso 3.376 (g9 2.825 A= 1.56
Mittelwert 2z = 1.60

Daraus berechnet sich eine Teilchengréfle von 1282,

Verbesserte Darstellung des Tetranucleotids: Reinigung und
Spaltung (ausgehend von 50 g Hefenucleinsdure) wurden bis zum Ver-
setzen mit 1200 cem Alkohol-Salzsdure wie oben durchgefiihirt. Der Nieder-
schlag wurde abgesaugt, im ‘Morser zundchst 2-mal mit 70-proz. Alkohol,
der 19, Salzsdure (d 1.10) enthielt, sodann 2-mal mit 96-proz. Alkohol ver-
rieben, schlieBlich auf der Nutsche mit ahbsol. Alkohol und Ather chlorfrei
gewaschen. Ausb. 24 g (Titration: 4.6 Aquiv.). Das Produkt wurde 7-mal
mit je 100 com Wasser im Morser verrieben (etwa 5 Min.), die Lisung iiber

17) Biochem. Ztschr. 230, 1 [1931}; 232, 485 {1931).
Terichte d. D. Chem. Gesellschaft., Jahrg. LXXV, T
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Kieselgur filtriert, und mit 1400 cem Alkohol-Salzsiure (1%, d 1.19) gefillt
und, wie vorstehend beschrieben, ausgewaschen. Ausb. 9 g. (Titration: 5.0
(4.95) Aquiv., Zuwachs nach Hydrolyse 2.9 (2.93) Aquiv.). Der beim Ver-
reiben mit \Wasser verbliebene Riickstand wurde in 50 cem Wasser auf-
geschlimmt, durch Neutralisation mit 2-n. NaOH in Losung gebracht, auf
200 cem aufgefiillt und, wie oben beschrieben, mit 13 cecm 2-n. NaOH 10 Min.
auf 50° erwirmt. 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 demnach 19 g.

Desaminierung des Tetranucleotids der Hefenucleinsiure.

4 g Tetranucleotid wurden entsprechend den fritheren Angaben4)19)
fiir Hefenucleinsdure desaminiert. Nach 6-stdg. Stehenlassen wurden 3 Vol.
Alkohol-Salzsiure (1%, d 1.19) zugegeben, der Niederschlag abgesaugt, im
Mérser mit 80-proz. Alkohol verrieben, sodann auf der Nutsche mit 96-proz.
Alkohol und Ather gewaschen. Es wurde noch 2-mal durch Lésen in 8 ccm
Wasser und Einriihren in 75 ccm Alkohol-Salzsdure (19, d 1.19) umgefillt.
Auswaschen wie vorstehend beschrieben. Ausb. 3.1 g. Zur Analyse wurde
itber Phosphorpentoxyd bei 100°9/2 mm getrocknet.

Titrationen: 5.3, 5.2 Aquivalent, Zuwachs nach Hydrolyse 2.7, 2.8 (2.75) Aqui-
valent.
N- und P-Bestimmung: 3.530 mg Sbhst.: 0.416 cem N, (22°, 745 mm). —
0.0863 g Sbst.: 8.263 mg P.
CysH 403N, Py (1307). Ber. N 12.85, P 9.49. Gef. N 13.37, P 9.57.

Mol.-Gew.-Bestimmung: Muskeladenylsdure is = 3.08 (Mittelwert).

Desaminiertes Tetranucleotid
C, 7.396 Cap 4.352 A =177
C, 7.396 Cyusa 3.385 A=173
Cygo 4.352 Cyss 3.385 A= 164
Mittelwert 25 =1.71
Daraus berechnet sich eine Teilchengréfe von 1121,

Isolierung der Purine: Die Spaltung des desaminierten Tetra-
nucleotids wurde entsprechend den fritheren Angaben!®) zur Isolierung der
Purine und Pyrimidine aus der desaminierten Hefenucleinsiure durchgefiihrt.
Isoliert wurden Xanthin (identifiziert durch Chlorkalkprobe), Hypoxanthin
als Pikrat (identifiziert durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt) sowie Uracil
(identifiziert durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt).

Methylierung des Tetranucleotids der Hefenucleinsiure.
(Bearbeitet von Annelise Martini.)

5g Tetranucleotid in 50 ccn Wasser wurden (durch Verreiben im
Moérser) mit 2-n. NaOH gegen Lackmus neutralisiert. Unter Riihren in einem
Dreihalskolben wurden zu der Losung bei etwa 35° 7 ccm Dimethylsulfat
und 8 ccm 33-proz. NaOH so zugetropft, dall das pg der Losung zwischen
8.0—8.5 blieb. Nach etwa 2 Stdn. war die Methylierung beendet. Das Re-
aktionsgemisch wurde nach Neutralisation mit Essigsdure im Vak. bei 30°
auf 35 cem eingeengt, mit Essigsdure angesiuert und mit 350 ccm absol.
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Alkohol gefillt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Zimmertemperatur wurde
die alkohol. IL6sung von der schmierigen Fillung abgegossen, diese in 15 ccm
Wasser gelést und wiederum mit Alkohol (im Morser) gefillt. Nach AbgieBen
der iiberstehenden Fliissigkeit wurde die Fillung mit Alkohol-Aceton (1:1)
verrieben und abgesaugt. Ausb. 2 g Das Natriumsalz wurde in 10 ccm
Wasser geldst, 1 cem Salzsdure (d 1.19) zugegeben und mit 50 ccm absol. Alkohol
gefallt. Nach AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit wurde die Fillung
wieder in 10 ccm Wasser gelost und mit 50 cem Alkohol, die 1 cem Salzsiure
enthielten, langsam gefillt. Die jetzt flockige Fillung wurde abgesaugt und
mit Alkohol und Ather gewaschen. Zur Analyse wurde bei 100°/2 mm iiber
Phosphorpentoxyd getrocknet.

N- und P-Bestimmung: 3.988 mg Sbst.: 0.498 ccmm N, (22° 745 mm). —
28.2 mg Sbst.: 2.375 mg P.
CieHeO2N15P, (1444). Ber. N 14.5, P 8.58. Gef. N 14.16, P 8.42.

Fiir die Summenformel ist ein Gehalt von 10 CH,-Gruppen zu Grunde
gelegt. Diese Zall ergibt sich aus O- und N-Methyl-Bestimmungen sowie
Titrationen vor und nach der Hydrolyse. Dariiber sowie iiber die Stellung
insbesondere der O-Methyl-Gruppen soll in anderem Zusammenhang spiter
berichtet werden.

Mol.-Gew.-Bestimmung : Muskeladenylsiiure Ag = 3.08 (Mittelwert).

Methyliertes Tetranucleotid
Co, 3.997 Cis0 3.176 A =153
C, 3.997 Cao0 2.500 A= 1.56
Ciso 3.176  Cyq0 2.500 A= 1.59
Mittelwert = 1.56
Daraus ergibt sich eine Teilchengréfle von 1348.

Isolierung der methylierten Basen: a) 2g methyliertes
Tetranucleotid wurden in 10 ccm 96-proz. Methanol aufgeschlimmt und
unter schwachem FKErwirmen am RiickfluBkiihler 11/, Stdn., sodann bei
Eiskithlung noch 1/, Stde. Chlorwasserstoff durchgeleitet. Nach Stehenlassen
iber Nacht bei Zimmertemperatur wurde der Niederschlag abgesaugt, mit
wenig kaltem HCl-gesittigten 95-proz. Methanol ausgewaschen, in wenig
Wasser gelost und Pikrinsdure-Losung zugegeben. Es fiel nach Stehenlassen
1.N%-Dimethyl-adeninpikrat aus, das als solches durch Schmelz- und
Mischschmelzpunkt mit frither5) bereits gewonnenem Pikrat identifiziert
wurde (Schmp. 236°. Das Filtrat des Dimethyladenin-hydrochlorids
wurde im Exsiccator stark eingeengt, nochmals mit Methanol aufgenommen
und wieder eingeengt. Dabei schieden sich Krystalle ab, die auf Ton ab-
gepreBt, in wenig Wasser geldst und mit Pikrinsiure-I0sung versetzt wurden.
Das ausgefallene Pikrat erwies sich durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt
(Schmp. 2149 als identisch mit dem frither®) dargestellten Dimethylguanin-
pikrat.

b) Durch hydrolytische Spaltung mit Schwefelsiure entsprechend den
fritheren Angaben®) wurde 1.N%-Dimethyl-cytosin als Pikrat isoliert,
das als solches durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit dem friiher?)
beschriebenen Produkt identifiziert wurde (Schmp. 2229).
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