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UMWANDLUNG VON PURINEN-[5-14C] U N D  PTERIDINEN-[8a-*4C] 
DURCH MIKROORGANISMEN 

Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 
(Eingegangen am 1 I. Februar 1957) 

Herrn Professor D r .  B. H e l f e r i c h  zum 70. Geburrstag gewidniet 

Isoxanthopterin-carbonsaure-[8 a-I'C] und Xanthopterin-[8 a-14CJ werden durch 
Streptococcus faecalis R, Pichia membrnnnefaciens und Candida albicans 
aufgenommen. Nach oxydativem Abbau IaDt sich markierte2-Amino-4-hydroxy- 
pteridin-carbonsaure-(6), die unter diesen Bedingungen aus Folsaure entsteht, 
chromatographisch nachweisen. Aus Guanin-[5-14C] entsteht Adenin. aus 

Xanthin-[5-14C] Guanin und Adenin. 

Zur Abgrenzung der Synthesefahigkeit von Mikroorganismen untersuchten wir die 
gegenseitige Umwandlung von Pteridinen, Purinen und Flavinen. Erfahrungen iiber 
derartige Reaktionen liegen bisher nur wenig vor2,3). Wir benutzten fur unsere Ver- 
suche an der Ringverkniipfung 14C-markierte Pteridine und Purine'), da das C-Atom 
in 2-Stellung leicht ausgetauscht wird %4). 

Zunachst ersetzten wir im Teply-Elvehjem-Nahrmedium 5 )  Folsaure durch Iso- 
xanthopterin-carbonsaure-[8a-14C]. LaDt man auf diesem Substrat Str. fueculis R 
wachsen, so kann in den abzentrifugierten Bakterien Folsaure nachgewiesen werden. 
Eine lsolierung der Folsaure in Substanz ist bei Einsatz nicht markierter Isoxantho- 
pterincarbonsaure moglich. Bei der radioaktiven Verbindung haben wir aus Kosten- 
grunden darauf verzichtet und die Umwandlungsprodukte durch Papierchromato- 
graphie in verschiedenen Losungsmitteln charakterisiert. 

Da man als biologisches Endprodukt der Folsaure das dem Citrovorumfaktor6) 
nahestehende Coenzym F7) annehmen muB, sollten alle Folgeprodukte der Folsaure 
(Formyl-tetrahydro-, Polyglutamylderivate) zu einem einheitlichen Produkt abgebaut 
werden. Wir benutzten dazu ein Verfahren, welches gestattet, Folsaure und 
deren Polyglutamylderivate quantitativ zu 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbon- 
saure-(6) zu oxydiereno. Bei reiner lO(N)-Formyl-tetrahydro-folsaure gelingt diese 
Reaktion im MikromaDstab nur in etwa 50-prOZ. Ausbeuteq). In einer Mischung von 

1) I .  Mitteil.: F. KORTE und H. BARKEMEYER, Chem. Ber. 89, 2400 [1956]; 11. Mitteil.: 

2) T. W. GOODWIN und S. PENDLINGTON, Biochem. J.  57, 631 [1954]. 
3) I. ZIEGLER-GUNDER. H. SIMON und A. WACKER, Z. Naturforsch. 11 b, 82 (19561. 
4) E. E. HALEY und J.  P. LAMBOOY, J .  Amer. chem. SOC. 76, 2926 [1954]. 
5 )  L. I. TEPLY und A. C. ELVEHJEM, I. biol. Chemistry 157, 303 [1945]. 
6) J .  C. KERESZTESY und M. SILVERMAN, J. Amer. chem. SOC. 73, 5510 [1951]. 
7) G. R. GREENBERG, J.  Amer. chem. SOC. 76, 1458 [1954]. 
8) V. ALLFREY, L. J. TEPLY, C. GEFFEN und C. G. KING, J. biol. Chemistry 178, 465 [1949]. 
9 )  D. 9. COSULICH, B. ROTH, J .  M. SMITH jr., M. E. HULTQUIST und R. P. PARKER, J. Amer. 

F. KORTE und H. BARKEMEYER, ebenda 90,392 [1957]. 

chem. SOC. 74, 3252 [1952]. 
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Folsaure, Polyglutamylfolsaure und Formyl-tetrahydro-folsaure *) erfaSt man jedoch 
lediglich die beiden ersten Komponenten, auch wenn man das Oxydationspotential 
durch einen automatischen Titrator konstant halt. Die entstehende 2-Amino-4-hydr- 
oxy-pteridin-carbonsaure-(6) wird papierchromatographisch identifiziert, eine Ge- 
haltsbestimmung gelingt durch Ausmessen der Fluorescenz. Die Nachweisbarkeits- 
grenze betragt im Eppendorf-Photometer 0.05 y/ccm. 

Durch die Identifizierung der 2-Amino-4-hydroxy-pteridincarbonsaure-(6) ist 
gezeigt, daS Isoxanthopterin-carbonsaure-[8a-~~~ in Folsaure ubergehen kann. Die 
gleiche Verbindung entsteht aus Xanthopterin-[8 a-14CI. Durch diese Befunde werden 
fruhere Ergebnisse der Wuchsstoffanalyse und eine Vorstellung uber die Biosynthese 
der Folsaure gestutzt 10). 

Neben der 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonsaure-(6) ist eine markierte Ver- 
bindung (A) nachweisbar, die sich papierchromatographisch in allen Losungsmitteln 
wie Uracil verhalt. Das Verhlltnis der Radioaktivitat beider Verbindungen betragt 
etwa 2: 1.  Gibt man zu dem Nahrmedium mit Isoxanthopterin-carbonsaure-[8a-~4C] 
Uracil, so findet trotzdem eine Umwandlung des Pteridins in diese Verbindung 
statt. Diese Reaktion ist interessant, weil ein chemischer Abbau von Pteridinen 
zu 4.5-unsubstituierten Pyrimidinen bisher unbekannt ist. Normalerweise er- 
folgt der Angriff am Pyrimidinring, unter Bildung von Pyrazinderivaten11). Die 
gleichen Ergebnisse werden erhalten, wenn man an Stelle von Str.fueculis R die Hefen 
Pichiu membrunuejuciens und Cundidu ulbicmr als Testorganismen verwendet. Die 
Umwandlungen stellen also keinen Sonderfall dar. Daneben ist in allen Fallen 
eine dritte Verbindung (B) nachweisbar. 

Verwendet man an Stelle der markierten Pteridine bei den gleichen Organismen und 
in entsprechenden Nahrmedien Guanin-[5-WJ und Xanthin-[5-14C], so ergibt sich 
nach einer modifizierten Aufarbeitung12) der Nucleinsaurefraktion, daR diese Purine 
nicht in Uracil oder Folsaure umgewandelt werden. Str. fueculis R nimmt etwa 70% 
des Guanin-[5-I4C] auf und wandelt es in Adenin um. Beim Xanthin-[5-W'j, das zu 
etwa 40% aufgenommen wird, entsteht neben Adenin noch Guanin. Von P. mem- 
brunuefuciens und C. ulbicuns werden ebenfalls etwa 70% des Guanin-[5-14C] auf- 
genommen, aber trotz deutlichen Wachstums innerhalb von 3 Tagen nicht umge- 
wandelt. Erst nach 6-tagiger Bebrutungsdauer ist Adenin nachweisbar. Beim Ein- 
satz von Xanthin-[5-14C], das zu 80% aufgenommen wird, entsteht nebeii Adenin 
ebenfalls noch Guanin. Das Verhaltnis der Konzentrationen der Umwandlungs- 
produkte ist abhangig vom Alter der Kulturen. Mit zunehmender Bebriitungsdauer 
steigt der Gehalt an markiertem Adenin. Im Gegensatz zu den Befunden an Lucto- 
bacillus leichmunniil3) konnten wir kein Hypoxanthin nachweisen. Die Umwandlungs- 
produkte der Purine wurden durch Papierchromatographie und UV-Spektren identi- 
fiziert. Isoxanthopterin-~arbonsaure-[8 a-WJ wird von Str. fueculis R zu weniger als 

~- ~ _ _  .- ~- 

*) Herrn Doz. Dr. A. WACKER, Berlin, danken wir fur eine Vergleichsprobe. 
10) R. TSCHESCHE und F. KORTE, Z. Naturforsch. 8b, 87 [1953]. 
11) A. ALBERT, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 11, 355 (19541. 
12) A. MARSHAK und H. J. VOGEL, J. biol. Chemistry 189, 597 [1951]; F. WEYGAND, 

13) F. WEYGAND, H. KLEBE, A. TREBST und H. SIMON, Z. Naturforsch. 9b, 450, [1954]. 
A. WACKER und H. DELLWEG, 2. Naturforsch. 7b, 156 [1952]. 
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5 %, Xanthopterin-[8a-I4C] zu weniger als 1 % aufgenommen und umgewandelt. Die 
gleichen Verhaltnisse werden bei P. niembranaefaciens und C. albicans gefunden. 

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir fur die finanzielle Unterstutzung 
dieser Arbeit. 

___ -~ - - .~ ~ 

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 

Kulrrrr rind Ziichrung der Hefen und Bakterien 
Organismen: Bakterien und Hefen werden in Schragkultur gehalten, Streprococcus jueculis 

R auf Difco-Dextrose-Agar *), Pichiu niembranaefaciens und Candida albicnns auf Bier- 
wurzeagar. Uberimpfung: alle 14 Tage. 

Niihrliisirng~rr 

a )  fur S/reptococcus jueculis R: 12g Bacto-Casitone *), 40g Bacto-Dextrose *', 20g Na- 
triumcitrat. 0.2g L-Cystin, 0.2g m-Tryptophan, 0.002g Thiamin-hydrochlorid, 0.004g Pyrid- 
oxin-hydrochlorid, 0.002g Riboflavin, 0.002g Nicotinsaure. 0.0002g p-Aminobenzoesaure, 
0 . 8 ~  Biotin, 0.0004g Calciumpantothenat, 1 g KzHPO4, 1 g KHzPO4, 0.4g MgSOJ, 0.02g 
NaCI, 0.02g FeS04.0.02g MgSOd werden mit dest. Wasser auf 1 I aufgefullt; PH 6.8. 

b) fur Pichia niembrunaefaciens und Candida albicans: l og  Glucose, 6 g  NH4HzP04. 1 g 
KHzPO4. 0.25g MgS04. I g Natriumcitrat, I g L-Asparagin, 40y Biotin, 0.004g Calcium- 
pantothenat, 0.01 g Inosit, 0.004g Aneurin, 0.004g Pyridoxin werden mit Leitungswasser auf 
I I aufgefullt und mit H3P04 aufpH 5.0 eingestellt. 

S/rrilisarion: 10 Min., 1.2 atii. 121". 
Die Flussigkeitskulturen (50ccm) werden aus 12-20 Stdn. alten Vorpassagen mit 2 &en 

(rCr 2mm) beimpft. Als KulturgefaBe dienen Erlenmeyer-Kolben von 100ccm. Die Bakterien 
werderi zum Teil iiber 10 Passagen an die zu priifende Substanz gewohnt und diese adaptierten 
Stamme auf Difco-Dextrose-Agar unter Zusatz der jeweiligen Substanzen gehalten. Die adap- 
tierten Stamme nehmen die radioaktiven Substanzen leichter auf. Die Wachstumsdauer be- 
tragt bei allen Bakterienansatzen 60-70 Stdn. bei 37". Die Hefen erreichen ihr Wachstums- 
optimum (bei 25") nach 4 Tagen, bei den Guaninansatzen wird bis zu 6 Tagen bebrutet. 

Aufarbritung: Die bebriitete Kultur wird abzentrifugiert und wie folgt gewaschen : je 2mal 
mit 5ccm 2n NH3, Wasser, Athanol, 5-proz. wiiBr. Trichloressigsaure (0'). Ather-Athanol 3: I 
(3 Min. sieden lassen), Ather. Aus 50ccm Niihrlasung erhalt man etwa 30-40mg Hefen oder 
Bakterien. Die lufttrockenen Zellen werden ausgewogen und auf Purine bzw. Pteridine aufge- 
arbeitet. 

Zur Identifzieririrg dw Purine versetzt man mit 0.3 ccm 60-proz. Perchlorsaure und llDt 
uber Nacht stehen. Das hat gegenuber der Methode, mit Perchlorsaure zu erhitzenlz), den 
Vorteil, da13 man genaue Fliissigkeitsmengen erhalt und keine dunkel gefarbten Zersetzungs- 
produkte entstehen, welche die Chromatographie erschweren. Es wird dann mit Kalilauge 
schwach alkalisch gemacht, um sanitliche Purine und Pyrimidine in Losung zu halten, und voni 
KC104 abzentrifugiert. Alle Operationen k6nnen in einem Zentrifugenglas ausgefuhrt werden. 

Zur Pfrriditi-Aufbrbeifung werden die trockenen Zellen mit Wasser angefeuchtet, mehrmals 
in fliissiger Luft eingefroren und schnell wieder aufgetaut. Der erhaltene Zellbrei wird zur 
quantitativen Bestimmung der Folsaure sowie zur Chromatographie der Folsauregruppe ver- 
wendet. 

Berrinrmrrng Jer Fulsartrr in Hefen durch Fliiorescen;mes.srrn~: Etwa 100 mg Zellbrei (dessen 
Wassergehalt bekannt ist, 2. B. durch Karl-Fischer-Titration**)) werden mit 3 ccm Acetat- 

*) Difco-Laboratories, Detroit, USA. 
* *) E.EBERius.Wasserbestimmung mit Karl-Fischer-Losung; Verlag Chemie, Weinheim 1954. 
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puffer (PH 4.2) versetzt, die Aufschwemmung IS Min. bei 90- 100" (Badtemperatur) ge- 
halten, abzentrifugiert und der Ruckstand mit l ccm PufferlBsung nachgewaschen. An- 
schlieBend wird bis zum Sieden erhitzt, mit festem KMn04 im UberschuB versetrt und nach 
7 Min. das uberschuss. KMn04 sowie abgeschiedenes MnOz mit H202 reduziert. Nach dem 
Auffullen auf lOccm mit Pufferllisung (PH 4.2) erfolgt die Fluorescenzmessung. Die Konzen- 
tration laDt sich aus einer mit reiner Folsaure aufgenommenen Standardkurve ablesen. Die 
untere Nachweisgrenze betragt O.OSy/ccm. 

Bis zu einer Konzentration von Sy/ccm ist die Fluorescenz der Konzentration direkt pro- 
portional. Mit steigender Konzentration nimmt der Intensitatszuwachs ab und wird bei 
Konzentrationen uber 50y/ccm negativ. Die Messung erfolgt im Eppendorf-Photometer 
(Normalausfilhrung) (Abbild. I). 

rn 
I50 

50 700 
Sku/en!eile - 

Abbild. 1. Fluorescenzmessung der Folsaure, C19H1906N,- HzO. mit dem Eppendorf-Photo- 
meter (Netheler & Him, Hamburg); Fluorescenziilter 300-400 my. Die Einstellung auf 
100 Skalenteile erfolgt mit dem Fluorescenznormal Nr. 4081. Bei dieser Versttirkung wird 
an Kurve 111 abgelesen. Bei geringeren Konzentrationen kann nach ErhBhung der Ver- 

starkung auf das 3.16fache Kurve I I ,  auf das 17.8fache Kurve I benutzt werden 

Chromatographisrhe ldenrifizieritng von Folsaiire als 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbon- 
saure-(6/: Der Zellbrei wird mit der gleichen Gewichtsmenge festem KMn04 gut vermischt, 
30 Min. bei 90- 100" (Badtemperatur) gehalten, ubersch0ss. KMn04 mit Athanol reduziert 
und vom MnO2 sowie von den ungelasten Zellbestandteilen abzentrifugiert. Die klare 
alkalische Lasung dient zur Chromatographie. 

Bei Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-folsaure wird unter diesen Bedingungen das Pteridingerust 
zerstort. Das Verfahren erfaDt nur die Folstiure und ihre Konjugate. 

Papierchromatographie: Die Identifizierung der Reaktionsprodukte erfolgt papierchromato- 
graphisch durch Bestimmung der Rp-Werte in verschiedenen Lbsungsmitteln. Die Lasungen 
werden bei geringen Aktivitaten uber die ganze Startlinie verteilt. Mit sek. Butanol-Eisessig- 
Wasser (20: 5: 5) bleiben die gefiirbten Begleitstoffe fast vollstandig in der Startlinie haften, 
wahrend die Purine und Pyrimidine gut wandern. Verwendet man Isopropylalkohol-Wasser- 
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konz. Salzsaure (170:39:41)14), so wandern die Begleitstoffe zum groRten Teil mit der 
L6sungsmittelfront, wihrend die untersuchten Substanzen kleine RF-Werte haben. Auf diese 

-___ -.___ 

1.-1 
Abbild. 2. Anordnung 
fur die zweite Chroma- 
tographie der radioak- 
tiven Zonen. G Gum- 
miband, 0 Objekttra- 
ger, St Startlinie, a aus- 

gesc hni ttene S treifen 

Weise gelingt eine Abtrennung der Hauptverunreinigungen. Fur die 
Pteridine verwendet man zweckmaBig NH4Cl(3-prOz. wal3r. Losung, 
prt 4.9) oder Kollidin-Wasser-gesiittigt. 

Die radioaktiven Zonen werden in 0.5 - I cm breite Streifen zer- 
schnitten, auf ein zweites Chromatogramm gebracht, zwischen zwei 
Objekttrager geklemmt und erneut im gleichen oder einem anderen 
Losungsmittel chromatographiert. Um die Konzentrationen zu er- 
hohen und die Substanzen weiter zu reinigen, kann man bis zu 
5 Streifen aufeinanderlegen, ohne auseinandergezogene Flecken zii 
erhalten. Bei genugender Aktivitiit laBt sich dieses Verfahren mehr- 
mals wiederholen (Abbild. 2). 

Purine und Pyrimidine zeigen in NHdCI gut lokalisierte Zonen. 
Von den Pyrimidinen (RF > 0.7) sind die Purine (RP < 0.7) leicht 
auch praparativ abtrennbar. Die Pyrimidine untereinander sowie 
Guanin und Adenin trennt man dann durch Chromatographie mit 
sek. Butanol (111). Bei Benutzung von I I  als mobile Phase ist auf 
den pe-Wert der Losung zu achten, aus der aufgetragen wird; 
2.9. ergibt Guanin aus 2 n  HCI den Rf-Wert 0.52. aus 3!i NH3 
dagegen 0.36. 

Tab. 1. RF-Werte 
I = Isopropylalkohol-Wasser-konz. Salzsaure (170: 39:41)14), I 1  == NH,CI, 3-proz. wal3r. 
Losung, PH 4.9 Is), 111 = sek. Butanol-Eisessig-Wasser (20 :5 :5 ) ,  1V = Kollidin-Wasser- 

gesattigtls). Papier: Schleicher & Schilll 2043a ______~ .- . . -~ .- . -  - 

I I1 111 1v 

Adenin 0.30 0.38 0.57 0.67 
Guanin 0.22 0.36*) 0.29 0.57 
H ypoxanthin 0.28 0.59 0.36 0.68 
Xanthin 0.21 0.45 0.28 0.70 
Thymin 0.73 0.76 0.61 0.85 
Cytosin 0.44 0.79 0.39 0.47 
4-Amino-uracil 0.57 0.32 
Harnsaure 0.29 0.41 0.14 
Xanthopterin 0.21 0.38 0.18 0.39 
Isoxanthopterin-carbonsaure 0.08 0.30 0.18 0.18 
2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonstiure-(6) 0.22 0.49 0.08 0.25 
2-Amino-4-hydroxy-pteridin-aldehyd-(6) 0.58 0.08 
Uracil 0.66 0.80 0.50 0.80 

*J  alkalisch aufgetragcn. 

Guanin und Hypoxanthin lassen sich papierchromatographisch nur sehr schwer unter- 
scheiden, da ihre RF-Werte in allen Losungsmitteln ahnlich sind. So vermuteten wir zunachst, 
daR von den Mikroorganismen aus Xanthin auch Hypoxanthin gebildet wtirdel7). Durch das 
UV-Spektrum konnten wir jedoch eindeutig nachweisen, daO es sich bei dieser Substanz um 
Guanin handelt. 

14) G. R. WYATT, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
15) R. TSCHESCHE und F. KORTE, Chem. Ber. 84, 641 [1951]. 
16) E. VrscHm und E. CHARGAFF, J. biol. Chemistry 168, 781 [1947]; 176, 703 [1948]. 
17) F. KORTE, H. G. SCHICKE und H. WEITKAMP, Angew. Chem. 69, 96 [l957]. 
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Nachweis: Der Nachweis der Purine und Pyrimidine auf dem Chromatogramm erfolgt auf 
Grund ihrer Fluorescenzloschung bei 250 -260mp (Hanauer Analysenquarzlampe, PI 327). Bei 
Dunkelheit sind die Flecken auch ohne Bespriihen mit Fluoresceinlsl gut sichtbar. 

Die radioaktiven Chromatogramme werden mit Hilfe des FH 49 in Verbindung rnit einem 
Papierchromatographen FH 452 (Friesecke & Hopfner) ohne Benutzung der Schutzfolie aus- 
gewertet. Bei geniigend hohen Aktivitaten verwendet man mit Vorteil die Registrierung durch 
einen an das Gerat angeschlossenen Papierschreiber (Metrawatt, PC 120). Aus der Flachen- 
grBDe kann das Verhaltnis der radioaktiven Substanzen abgelesen werden (Abbild. 3). 

_ _  . .- ~ __ 1957 

Abbild. 3. Auswertung der Chromatogramme. Kultur: Pichia membrunue/uciens. Angebotene 
Substanz: Guanin-[5-14C]. Aufgetragene Impulse/Min.: 10800. Entwickler: I11 (s. Tab. I ) .  

Laufstrecke: 20.2 cm, Vorschub: 120 mm/Stde.; Spaltbreite: 10 mm 

Bei geringer lntensitat erweist sich ein Zeitdrucker FH 449 dem Schreiber iiberlegen. Durch 
schrittweises Abtasten der Chromatogramme lassen sich die Zahlfehler durch geeignete Im- 
pulsvorwahl in beliebigen Grenzen halten; statistischer Fehler: C v  Zahl der Impulse (Tab. 2). 

Tab. 2. Registrierung eines Chromatogramms mit dem Zeitdrucker. 
Kultur : Cundida albicuns. Angebotene Substanz: Isoxanthopterin-~arbonsaure-[8 a-14CI. Auf- 
getragene Impulse/Min. : 300. Mobile Phase: 3-proz. waDr. NH4CI. Laufstrecke: 22 cm, 
Vorschub: 10 mm, Spaltbreite: 10 mm; Impulse/Schritt: 400; statistischer Fehler 5%. 

Das verwendete Zahlrohr FHZ 15 hat eine Massenbelegung von 0.95mg/cm2, 25mm @ .  

Bei unserer MeDmethode werden 270 Imp./Min. erfaDt, wenn man das Zahlrohr auf den 
Standard CFP  2 (I.OFC/g)*) aufsetzt und durch ein 1 mm dickes Messingblech eine Kreisflache 
von 5mm 0 ausblendet. Durch Anwendung des MethandurchfluDzahlers FH 407 erh6ht sich 
die Zahlausbeute um etwa den Faktor 2. 

Imp 
crn2 .m 

*) Radiochemical Centre, Amersham, England. Emissionsrate 35 2 * 10%. 
18) TH. WIELAND und L. BAUER, Angew. Chem. 63, 511 [195l]. 
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Zur Messung der von den Mikroorganismen aufgenommenen Substanzmengen entnimmt 
man den VersuchsgefaBen nach der Sterilisation unter sterilen Bedingungen etwa '/z ccm 
Fliissigkeit, triigt eine bestimmte Menge auf ein Chrornatographierpapier und miBt nach dem 
Trocknen die Zahl der Impulse pro Minute. In gleicher Weise verfahrt man mit der bebriiteten 
Niihrlosung nach dem Zentrifugieren der Organismen. Aus der Differenz ergibt sich die Menge 

Tab. 3. Aufnahme und Urnwandlung bei Streptococcus faecalis R 
- -~ - - - ~ ~  . _- - - . 

Konz. Streprococcus faecalis R im NUhr- 
Nllhr- medium AUS- Auf- 

waage nahme gefundene Substanz medium 
y/ccm ccm mg % --_ __- - -- ~ _ _ _ _ _ _ ~ _ _ - -  - 

24 25 4o Guanin 
Adenin 18 

7o Guanin 
Adenin Guanin-[5-l4C] 34 30 21 

Pter.-6-COOH 
Xanthopterin-[8a-W] 50 40 26 < I Subst. A 

Subst. B 

Ver- 
hUtnis 

% 

55 
45 
60 
40 
40 
20 
40 

Pter.-6-COOH 40 
25 30 < 5 Subst. A 20 

Subst. B 40 
Isoxanthopterin- 

carbonsiiure-[8a-IJC] 32 

Tab. 4. Aufnahme und Urnwandlung bei Hefen 
. . - . -~ ~ ~ - 5 Pichiu .:: membranae- 

pfundene facJens ve*- g E E Substanz C AW Auf- hilt- '2 2 waagcnahmc nis 

.. . . . 

Xanthopterin- 
[8 a-I4C] 

Isoxanthopterin- 

Isoxanthopterin- 

carbonsaure-[8 a-l4C] 

carbonsaure-[8 a-I4C] 
-4- Folsaure 

carbonsaure-[8a-*4C] 
Isoxanthopterin- 

i. Uracil 

15 25 26 80 Guanin 
Adenin 

40 50 36 70 
6Tage bebriitet 

Guanin 
Adenin 

Pter.-6-COOH 
Subst. A 40 50 24 < I 
Subst. B 
Pter.-6-COOH 
Subst. A 20 50 27 1 
Subst. B 
Subst. A 
Subst. B 2o 50 12 I 

10 

Pter.-6-COOH 
Subst. A 20 
Subst. B 50 32 2 

50 

75 
25 

70 
30 

25 
25 
50 
25 
25 
50 
70 
30 

20 
40 
40 

15 25 29 80 ;: 
40 50 31 60 100 

3 Tage bebriitet 

25 
40 50 28 < 1 25 

50 

25 
20 50 19 I 25 

50 

Die Purine iind Pteridine werden in Zccm 0. I tt NaOH gelost und zu dieser Losung das Niihr- 
medium zugegeben. 
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der aufgenommenen radioaktiven Substanzen. Dieses Verfahren eignet sich gut, wenn die 
Aufnahme mehr als 10% betragt. Im anderen Falle empfiehlt sich die lmpulsmessung an den 
Organismen 12). 

Da wahrend der Bebrutungsdauer erhebliche Mengen Wasser aus den VersuchsgefaDen 
verdampfen, stellt man diese in ein abgedecktes Becherglas, dessen Boden mit Wasser bedeckt 
ist. Man erhalt so eine rnit Wasserdampf gesattigte Atmosphare, wodurch das Volumen in den 
VersuchsgefaDen konstant bleibt. 

Spektren: Zur Bestltigung der chromatographischen Ergebnisse werden die Spektren der 
erhaltenen Umwandlungsprodukte aufgenommen. Nach 3maliger Chromatographie (sek. 
Butanol-Eisessig-Wasser + n-Butanol-Wasser-gesattigt + Isopropylalkohol-Wasser-konz. 
Salzsaure) schneidet man die Flecken aus, eluiert uber Nacht rnit 5ccm HCl ( p ~  1.6-1.9) und 
filtriert die Losung in eine Kuvette. Zur Kompensation eluiert man einen entsprechenden 
Papierstreifen, den man bei der Chromatographie unter gleichen Bedingungen erhalt. ohne 
daB Substanz aufgetragen wird. 

In gleicher Weise werden auch die Spekrren in Alkali gernessen (NaOH, PH 10.1). 

Tab. 5 .  UV-Absorption 
- -. ~_ 

PH 1.6-1.9 p n  10.1 
hmax Amin hmax Amin 

Adenin 262 228 260 230 
Guanin 241 225 245,276 225 
Hypoxanthin 250 (220 258 230 
Uracil 259 228 284 243 

~~ ~ _ _ _ _ . _ ~  

KARL ZIEGLER und HELMUT DISLICH 

Metallorganische Verbindungen, XXIII 1)  

UBER a-PHENYL-ISOPROPY L-KALIUM 2)  

Aus dem Max-Planck-lnstitut fllr Kohlenforschung, Millheim (Ruhr) 
(Eingegangen am 21. Februar 1957) 

Herrn Professor Dr. B. Hel fer ich  rum 70. Ceburtstag gewidniet 

Methyl-[a-phenyl-isopropyl]-ather ist heute vie1 leichter zuganglich als fruher. 
Damit verdient das daraus leicht zu gewinnende a-Phenylisopropyl-kalium als 
mannigfach verwendbares rnetallorganisches Reagens wieder erhohte Beach- 
tung. Es werden besprochen: seine Verwendung zur ReinheitspriifungvonGasen, 
seine Addition an khylen,  Tolan und Methylphenylacetylen sowie die Metal- 
lierung von methylierten Aromaten und hhylenen durch die Kaliumverbindung. 

x-Phenylisopropyl-kaliurn - CbH5(CH&CK - hat vor langerer Zeit eine gewisse 
Rolle als Prototyp einer relativ leicht herstellbaren, nicht zu kornpliziert gebauten 

I )  XXII. Mitteil.: Liebigs Ann. Chem.605 [1957], irn Druck. 
2) Auszug aus der Dissertat. H. DISLICH, Techn. Hochschule Aachen 1957. 




