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Uber Karnin und Inosinsiure
(II. Mitteilung)

von

F. Haiser und F. Wenzel.

Aus dem Privatlaboratorium Scheibbs und dem I. chemischen Laboratorium der
k. k. Universitdat in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 10. Dezember 1908.)

Bevor wir unsere in der ersten Mitteilung dargelegten
Untersuchungen iiber das Karnin begannen, hatten wir uns
mehrere Sommer mit dem Studium der Inosinsdure beschiftigt.
Wir haben zahlreiche Beobachtungen gemacht, die uns zur
Uberzeugung brachten, daf die Ermittlung der Konstitution
der Inosinsdure mit auflergewdhnlich grofien Schwierigkeiten
verknlipft ist und, wenn {iberhaupt, nur mit grofien Material-
mengen durchgefiihrt werden kann. Wir haben damals, es war
vor zirka drei Jahren, die zahlreichen verschiedenartigen Beob-
achtungen nicht publiziert, weil es unserer Gepflogenheit nicht
entspricht, eine Auswahl weniger Tatsachen mit entsprechender
Theorie und schwach fundierten Schlufifolgerungen moglichst
héufig der Mitwelt vorzulegen. Andrerseits schien uns aber
auch die Mitteilung unseres gesamten experimentelien Materials
kaum im Interesse der Wissenschaft gelegen, da in demselben
so manche sich scheinbar widersprechende Beobachtungen
enthalten waren, die bei wiederholtem Studium derselben wohl
ihre Erkldrung finden mufiten, wodurch die Ermoglichung
einer kiirzeren, klareren und zuverldssigeren Darstellung der
gewonnenen Resultate zu gewértigen war.

Nun sind aber in der letzten Zeit vier Arbeiten {iber die
Inosinsdure erschienen, in welchen wir manche von unseren
Beobachtungen bestétigt finden. So sehr uns dies natiirlich
freuen kann, bringt es doch fiir uns den Verlust der Prioritit
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der Publikation mit sich und wir sehen uns daher veranlafit,
entgegen unseren Absichten und unserer Uberzeugung nun-
mehr, bevor wir noch die Zusammensetzung des Inosins mit
der von uns gewiinschten Sicherheit feststellen konnten, unsere
Anschauungen ftiber die Inosinsdure, welche von den bisher
von anderer Seite publizierten in wesentlichen Punkten ab-
weichen, darzulegen und mit dem uns aus fritherer Zeit zur
Verfiigung stehenden experimentellen Material zu belegen.
Vorerst aber sei uns eine kurze Besprechung der erwihnten
vier Arbeiten gestattet.

Als erste erschien die Abhandlung von C. Neuberg und
B. Brahn;! durch dieselbe scheint fiir denjenigen, welcher
sich mit diesem Gebiet experimentell nicht beschéftigt hat, die
Frage nach der Konstitution der Inosinsdure so ziemlich erledigt
zu sein. Die beiden Forscher haben die optische Aktivitdt der
Inosinsdure bestimmt und das Spaltprodukt der Inosinsdure,
flir welches Haiser? einen » Zusammenhang mit den Isomeren
der Trioxyvaleriansdure« wahrscheinlich halt, durch Darstellung
des Phenylosazons als Pentose erkannt. Es war ihnen mdglich,
die Menge der.in der Inosinsiure enthaltenen Pentose durch
Destillation von inosinsaurem Baryt mit Salzsdure und durch
Uberfithrung des entstandenen Furfurols in das Phioroglucid
quantitativ zu bestimmen und so nachzuweisen, daf aus einem
Molekiil ‘inosinsaurem Baryt ein Molekiil Pentose abgespalten
werden kann. Sie halten diese mit Riicksicht auf die Drehung
des Phenylosazons, welches sie in guter Ausbeute erhielten,
flir 7-Xylose und stellen fiir die Inosinsdure die Formel:

N-—-C—N OH
| >CH1
HC C—N PO —O—CH
[ Jr—
HN—CO HCOH /0
|
HOCH //
|
e/
\
CH,0H

1 Biochemische Zeitschrift, V, 438.
2 Monatshefte fiir Chemie, XVI, 204.



Uber Karnin und Inosinsdure. 149

auf, wobei sie bloff die Wah! der Hydroxylgruppe; an welcher
die Anhydridbildung  zwischen Phosphorsédure und l‘{ylose
vor sich gegangen ist, fiir unsicher halten.

Fast zu gleicher Zeit wurde von Friedrich Bauer?® eine
Arbeit verdffentlicht, welche im Hofmeister’schen Laboratorium
entstanden ist und das Problem in ganz &hnlicher “Weise
behandelt. Bduer fiihrt den Tatsachen entsprechend aus, dafi
der eine von uns in der vorstehend zitierten Arbeit an dem
damals als Trioxyvaleriansdure benannten Spaltprodukt der
Inosinsdure die Pentosenreaktionen, Furfurolbildung und Re-
duktionsvermogen konstatierte — Neuberg und Brahn
machen hiervon in ihrer Abhandlung keine Erwédhnung —
und sagt, dafi diese Angaben ihn darauf gewiesen haben, dafl
eine Pentose vorliege, Er stellte sich daher die Aufgabe, die
Natur dieser Pentose aufzuklaren. Nach 24stiindigem Sieden
einer Losung von freier Inosinsdure war das Hypoxanthin und
die Phosphorsdure vollstindig abgespalten und bei darauf-
folgender Destillation mit Salzsdure hat auch er eine Furfurol-
‘menge erhalten, die einem Molekiil Pentose entspricht. Aus
einer in gleicher Weise hydrolysierten Inosinsdureldsung, die
er optisch inaktiv fand, scheint er nur sehr wenig Phenylosazon
gewonnen zu haben, da er fiir die Bestimmung des Drehungs-
vermdgens desselben nur 0-05 g Substanz anwenden konnte.
Aus seinen Versuchen kommt er zu dem Schlusse, daf d-I-
Arabinose vorliegt und dafl der Inosinsdure die Formel

(H0),PO.0.CH,.(CHOH),.CH : (C,H,N,0)

zukommt.

P. A. Levene und W. A. Jacobs? bringen einige experi-
mentelle Angaben iiber die Hydrolyse der Inosinsdure in saurer
und in alkalischer Ldsung. Dieselben zeichnen sich durch eine
objektive Auffassung der Versuchsergebnisse aus und decken
sich vollstdndig mit einem Teile unserer Beobachtungen. Sie
erhielten aus der Inosinsdure eine Pentosephosphorsdure, deren
Drehung sie bestimmten, konnten kein Phenylosazon darstellen,

1 Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol,, X, 345.
2 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXXXI, 2703.
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welches die Eigenschaften eines Xylosazons oder eines Ara-
binosazons hitte, und fanden bei der quantitativen Pentosen-
bestimmung nur ein Drittel der in den beiden vorstehend
angefiihrten Arbeiten angegebenen relativen Mengen.

In einer jiingst erschienenen Mitteilung endlich weisen
C.Neuberg und B. Brahn?' die Berechtigung der Annahme
Bauer’s beziiglich des Vorhandenseins von d-I-Arabinose im
Molekil der Inosinséure aus experimentellen und theoretischen
Grilinden zurlick und unterziehen die Resultate von Levene
und Jacobs, die mit ihren »Erfahrungen in vielfachem Gegen-
satze stehenc, einer Kritik, -der wir allerdings nicht beistimmen
konnen.

Die Erscheinung, dafi die Ergebnisse, zu welchen die
Untersuchung der Inosinsidure in drei namhaften Laboratorien
filhrte, nachdem die wichtigsten Tatsachen bereits von Haiser
festgelegt waren, so sehr voneinander abweichen, beweist aufs
neue, wie schwierig sich die Forschungen schon bei relativ
einfachen Spaltprodukten der Nucleine gestalten.

Bei unseren eingangs erwédhnten Untersuchungen iiber
die Inosinsédure hatten wir beobachtet, daf durch Erhitzen der-
selben mit verschiedenen Basen auf hdhere Temperatur neben
Phosphorsidure und braunen, sirupdsen Zersetzungsprodukten,
vermischt mit Hypoxanthin, kleine Mengen eines Produktes
erhalten werden, welches sich in der Art der Krystallisation

‘und in den sonstigen Eigenschaften wie das Karnin verhilt.
Wir haben uns daher zunéchst diesem zugewendet mit der
Absicht, erst nach Aufklarung dieses Stoffes, welcher uns {lr
die erfoigreiche Bearbeitung der Inosinsadure sehr wertvolle
Anhaltspunkte zu liefern versprach, wieder auf die Inosinsdure
selbst zuriickzukommen. Die bei der Spaltung der Inosinsdure
gewonnenen Mengen jenes Produktes, welches uns an Karnin
erinnerte, reichten jedoch bei der geringen Charakteristik
desselben nicht einmal aus, eine ldentifizierung mit aller
Sicherheit durchzuflihren, um so weniger konnten wir daran
denken, auf diesem Wege die zur Ermittlung der Zusammen-
setzung desselben erforderlichen Materialmengen herstellen zu

1 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXXXI, 3376.
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konnen. Es war uns daher sehr willkommen, dal es uns mog-
lich war, eine Methode auszuarbeiten, nach der es gelingt, das
Karnin aus Fleischextrakt zuverldssig darstellen zu konnen.
Mit Hilfe derselben gelangten wir in den Besitz von mehreren
Grammen Karnin, unterwarfen dasselbe einem eingehenden
Studium und haben es als ein dquimolekulares Gemenge von
Hypoxanthin und einem Hypoxanthinpentosid erkannt, welch
letzterem wir mit Ricksicht auf seine mogliche Entstchung
bei der Spaltung der Inosinsdure den Namen Inosin beigclegt
haben. Wir glaubten uns hierzu um so mehr berechtigt, als
wir, wie in der ersten Mlitteilung ausgefiibrt, aus beiden Stoffen,
wenn auch in sehr verschiedener Ausbeute, ein Osazon vom
Schmelzpunkte 163° gewonnen hatten. Wir konnten allerdings
reines

Inosin als Spaltprodukt der Inosinsiure

bisher nicht erhalten, doch ist dies vielleicht den beiden ameri-
kanischen [Forschern Levene und Jacobs gelungen, welche
bei 14stiindigem Erhitzen von Inosinsdure mit dprozentiger
Kalilauge auf 130 bis 140° ecine l.60sung bekamen, die freie
Phosphorsdure enthielt, Fehling’sche Losung nicht reduzierte
und mit ammoniakalischer Silberlosung keinen Niederschlag
gab. Dieser letztere Umstand ist ndmlich nur dann moglich,
wenn bet der eingetretenen Spaltung kein Hypoxanthin ent-
standen ist, da dieses mit ammoniakalischer Sitberldsung eine
Fdllung gibt, wihrend die Silbersalze der Inosinsdure und des
Inosins in Ammoniak vollstandig und leicht 16slich sind. Levene
und Jacobs ziehen aus ihrer Beobachtung auch selbst den
SchluB, da8 »die Losung keine freie Base und kein freies Kohle-
hydrat enthilt und daf} es so gelingt, cinen Komplex zu erhalien,
welcher scheinbar aus Kohlehydrat und Hypoxanthin bestent«.
Der Einwand hiergegen von Neuberg und Brahn, daf
Umwandlungen, die »bei 14stiindigem Erhitzen mit Atzkali
auf 140° zustande kommen, bei kohlehydrathaltigen Sub-
stanzen keinen Riickschlufi erlauben«, scheint uns im vor-
liegenden Falie nicht unbedingt gerechtfertigt zu sein, da die
Pentose in glukosidartiger Bindung mit geschiitzter Aldehyd-
gruppe vorhanden ist, da ferner sowohl die Inosinsédure als
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auch das Inosin das Kochen mit Alkali ohne weiteres aus-
‘halten. ‘

Die ‘Alkalibestandigkeit der Inosinsdure ergibt sich auch
aus den folgenden, von uns seinerzeit ausgeflihrten Versuchen:

Da wir das basische Bariumsalz der Inosinsdure fir
vollig unléslich hielten, haben wir mit Ricksicht auf die
Schwerloslichkeit von Lithiumphosphat die Abspaltbarkeit der
Phosphorsdure aus der Inosinsdure mit Hilfe von Lithium-
hydroxyd untersucht. Nach 24 stiindigem Kochen einer wisse-
rigen Losung des Lithiumsalzes derselben mit einem Molekiil
Lithiumhydroxyd war jedoch eine Ausscheidung von Lithium-
phosphat kaum bemerkbar. Auch eine Ldsung des Césium-
salzes war nach mehrstiindigem Kochen vollig farblos geblieben
und konnte nach dem Ausfdilen mit Bleiessig, Zerlegen mit
Schwefelwasserstoff .und Kochen mit Bariumcarbonat nur
inosinsaurer Baryt wiedergewonnen werden.

Wir griffen dann doch wieder auf das inosinsaure Barium
zurfick und erhitzten eine wésserige Losung, welche auf ein
‘Molekdl inosinsaurenn Baryts ein halbes Molekill Barium-
‘hydroxyd enthielt, in Einschlufiréhren wihrend je 3 Stunden
zundchst auf 120°, dann auf 140°, 160° und 180°. Bei diesen
Temperaturen trat wohl keine Abscheidung von Phosphor-
sdure ein, doch konnten wir beobachten, dafi das durch
Zugabe ‘des Bariumhydroxydes entstandene basische Barium-
salz der Inosinsaure in Wasser nicht ganz unldslich ist, sondern
sich bei den angewendeten hohen Temperaturen teilweise 10st,
so daBl es nach dem Erkalten der Roéhren in Form kleiner
Drusen ausgeschieden war. Die Losungen aber waren stets
farblos geblieben; erst bei Erhitzen auf 200° wurde die Fliissig-
Xkeit braun, es war der gesamte Phosphor als phosphorsaurer
Baryt abgeschieden, das Filtrat war barytfrei und reagierte
stark alkalisch. Der Verdampfungsrilickstand war sirupds und
seine weitere Aufarbeitung fiihrte zu keinen sicheren Resul-
taten. Auch bei Anwendung von einem Molekiil Barythydrat
and mehr auf ein Molekiil inosinsauren Baryts gelingt die
Abspaltung keineswegs frither und waren im {ibrigen die
Ergebnisse die gleichen.
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Drehungsvermogen der Inosinpentose.

Um die Konfiguration der Pentose des Inosins, welche wir
als farblosen Sirup erhielten, der bisher nach zweijahrigem
Aufbewahren im Vakuum und wiederholter Behandlung kleiner
Mengen desselben mit Wasser und mit Alkohol nicht zur
Krystallisation gebracht werden konnte, festzustellen, haben
wir zundchst versucht, diese durch Anregung mit Hilfe kleiner
Krystéllchen verschiedener, uns von Herrn Geheimrat Prof.
Dr. E. Fischer freundlichst zur Verfiigung gestellter Pentosen
zu erzielen. Da dies jedoch keinen Erfolg hatte, entschlossen
wir uns, das Drehungsvermogen des im Vakuum zur Gewichts-
konstanz gebrachten Sirups zu bestimmen.

1. 0-7530 g Substanz, in Wasser zu 15 em?® geltst, gaben im
22 cm-Rohr eine Drehung von —2° 12/ bei 17° C.

II. 0°7260 g Substanz einer anderen Darstellung gaben, in
Wasser zu 5 cm® geldst, in einem 5 cm-Rohr bei 17° eine
Drehung von —1°25.

Daraus ergibt sich:

(ot
IL..... —19-9°
I .... —19:3°

Dieses Ergebnis im Zusammenhalte mit der von Neu-
berg und Brahn? ausgefithrten Bestimmung der Drehung des
Phenylosazons der Inosinsdurepentose, aus welcher sie auf die
Anwesenheit von [-Xylose schlossen, 14t es wahrscheinlich
erscheinen, daf}, falls im Inosin und in der Inosinsdure dieselbe
Pentose enthalten ist, diese die d-Lyxose ist, welche ja das-
selbe Osazon liefert wie die /-Xylose, wobei allerdings ein-
zuwenden ist, daf O. Ruff und G. Ollendorf? fiir die
d-Lyxose in reinster, krystallisierbarer Form eine spezifische
Drehung [a] = —13-9° gefunden haben. Wir kénnen daher

1 Biochemische Zeitschrift, V, 449.
2 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXXIII, 1801.
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mit Ricksicht auf die betrédchtliche Differenz im Drehungs-
vermdgen die Identitit der Inosinpentose noch keineswegs mit
Sicherheit festgestellt betrachten und werden uns auch weiter-
hin bemiihen, die Inosinpentose womdglich in krystallisierter
Form zu erlangen, um unsere Resultate zu kontrollieren, zumal
auch der Versuch einer Uberfithrung der sirupdsen Pentose in
eine krystallisierte Trioxyglutarsdure nicht den gewilinschten
Erfolg hatte.

0-5 g Pentose, aus reinstem Inosin als farbloser Sirup
erhalten, wurden entsprechend den Angaben von E. Fischer!
mit Salpetersdure vom spezifischen Gewichte 1'2 wéhrend
8 Stunden auf 40° erwdrmt. Die Salpetersdure wurde hierauf
rasch in einer Platinschale verdampft und der restierende
Sirup in Wasser gelost. Nach dem Aufkochen mit Calcium-
carbonat und Abkiihlen erfolgte keine Abscheidung eines
schwer lgslichen Kalksalzes, wie es hitte eintreten sollen, da
sowohl das Kalksalz der Trioxyglutarsdure aus [-Xylose wie
auch dasjenige aus d-Lyxose schwer 18slich ist. Nach dem
Konzentrieren der Losung hinterblieb ein Sirup, der auch nach
Wochen nicht krystallisierte. Als hierauf das Calcium nach dem
{Losen des Kalksalzes in Wasser durch Oxalsdure eben entfernt
wurde, erhielten wir auch die freie Sdure als Sirup, der auch jetzt
nach Monaten noch keine Neigung zur Krystallisation zeigt.

Auch den aus 1 g inosinsaurem Baryt durch Kochen mit
Schwefelsdure, Ausfdllen der letzteren und der etwa abge-
gespaltenen Phosphorsdure mit Baryt und Bariumcarbonat und
nach Abscheidung des Hypoxanthins erhaltenen Sirup hatten
wir in der gleichen Weise oxydiert. Es zeigte sich, daf§ nach
dem Behandeln mit verdlnnter Salpetersdure noch grofie
Mengen von Phosphor in organischer Bindung vorhanden
waren, welche erst beim Kochen mit rauchender Salpetersédure
nachweisbar wurden. Ein schwer 18sliches Kalksalz konnte
auch hier nicht zur Abscheidung gebracht werden, so dafi
auch auf diesem Wege Anhaltspunkte fir die Bestimmung der
Konfiguration der Pentose der Inosinsdure, -respektive fiir das
Vorhandensein von I-Xylose oder d-Lyxose nicht gewonnen
werden konnten.

1 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXIV, 1842.
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Im {ibrigen kdnnte das Auftreten von d-Lyxosein Produkten,
die dem tierischen Organismus entstammen, bei ihrer nahen
Beziehung zur Galaktose keineswegs auffallend erscheinen, es
wire vielmehr moéglich, daff es auch in anderen Fillen, in denen
I-Xylose konstatiert wurde, sich um d-Lyxose handeln k6nnte.

Unter der Voraussetzung, dafi tatsdchlich im Inosin das
Molekiil der d-Lyxose enthalten ist, sind wir in der Lage, fir
dasselbe die Strukturformel

N_C—N

IE 9 \\\BCH
HC?2 5C—N CH
ol N
HN — CO HOCH \
v l o
HOCH /
|
HC/
[
CH,0H

aufzustellen. Es erscheint dies dadurch begriindet, dafi einer-
seits das Inosin keine Reduktionswirkung zeigt, die Pentose
also in der Aldehydgruppe substituiert ist und dafi andrerseits
im Hypoxanthin aller Wahrscheinlichkeit nach die Stelle 7
besetzt ist. Auf eine Bindung zwischen einem Kohlenstoff-
atom der Pentose und einem Stickstoffatom des Hypoxanthins
weist die leichte Zersetzbarkeit durch Sauren und die grofie
Bestidndigkeit gegen Basen hin. Es kommen daher die Stellen
1 und 7 in Betracht, da nur an diesen vertretbare Wasserstoff-
atome an Stickstoff sich befinden. Nun liefert aber das Inosin
ein in der ersten Mitteilung genau beschriebenes Acetylprodukt,
welches drei Acetylreste an Sauerstoff gebunden enthilt, wie
aus der leichten Verseifbarkeit durch Basen sowie auch aus
dem Umstande hervorgeht, daf§ das Hypoxanthin unter gleichen
Verhaltnissen nicht acetyliert wird, und welches weiterhin in
Form eines durch Wasseraustritt zwischen zwei Molekiilen
entstandenen Anhydrides erhalten wurde, was die Anwesen-
heit eines vierten Hydroxyls voraussetzt. Dieses aber kann
nur durch Wanderung des Wasserstoffatoms von 1 an das
Sauerstoffatom in 6 entstehen, so dafi fiir die Verkniipfung des
Hypoxanthins mit der Pentose nur die Stelle 7 {reibleibt.
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Entsprechend den vorstehenden Ausfihrungen und unter
den bezliglich der Konfiguration der. Pentose gemachten
Voraussetzungen ergibt sich die Struktur unseres

Acetylinosin.
N—C—N N—C—N
wed I 1 yoH
/N—C CH HC C——N\\ )
/ | [ AN
CH C=N N=C CH
AN AN / N\
HsC.CO.OCH \ AN // H;C.CO.0CH \
| 0 \O/ | 0
ch.co.o?H/ ch.co.o?ﬂ/
HC HC
| I
CH,0.CO.CHj CH,0.CO.CH,

Auch die Reaktion von Burian! konnte als weiterer
Beweis dafiir herangezogen werden, dafi im Inosinmolekiil der
Wasserstoff von Stelle 7 des Hypoxanthins substituiert ist.
Falls man mit eisgekiihlten Losungen arbeitet, gibt ndmlich
Karnin und Hypoxanthin mit Diazobenzolsulfosdure bei Gegen-
wart von Alkali sofort eine kriftige Gelbfirbung, welche bald
in Rot ibergeht, wéhrend eine Losung von Inosin vollkommen
farblos bleibt.

Die Spaltung der Inosinsidure durch Sduren.

Beim Kochen mit verdiinnten Sduren spaltet die Inosin-
sdure leicht die Xanthinbase ab und liefert hierbei einen Kom-
plex, der aus Phosphorsdure und einer Pentose durch Wasser-
austritt entstanden gedacht werden kann. Das DBariumsalz
dieser Glykophosphorsdure hat bereits Haiser® in Hinden
gehabt und analysiert, Levene und Jacobs?® erhielten es

1 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXXVII, 697.
%2 Monatshefte fiir Chemie, XVI, 203.
8 Ber. der Deutschen chem. Ges., XXXXI, 2706.
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nunmehr' in wohl ausgebildeten Krystallen und haben . es
genauer untersucht.. Haiser hat diese Saure als Trioxy-
valerianphosphorsdure angesprochen unter Betonung, daff die
Richtigkeit dieser Bezeichnung keineswegs sichergestellt ist.
Dafi jedoch das Verhalten der vorliegenden Sdure leicht zu
einer derartigen Annahme flihren konnte, beweist der Umstand,
dafi auch jetzt noch, nachdem durch Neuberg und Brahn
wie auch durch Bauer die Anwesenheit von Pentose quanti-
tativ festgestelit erscheint, Levene und Jacobs geneigt wiren,

eher eine Tetrosecarbonsdure im Molekiil anzunehmen als eine -

Pentose; sie fithren auch bei. der Berechnung ihrer Analysen
die einem tetrosecarbonphosphorsauren Baryt entsprechenden
‘Zahlen an. Die Pentosephosphorsdure reduziert kréftig Fehling-
sche Losung, wie Haiser gefunden und Levene und Jacobs
bestatigen, Nach Neuberg und Brahn tritt nach der Hydro-
lyse der Inosinsdure »zu einer Zeit, wo alles Hypoxanthin
bereits abgespalten ist, noch nicht die ganze Menge der Pen-
tose in freier reduzierender Form auf«, womit sie wohl sagen
wollen, dafi nach ihrer Anschauung die Pentosephosphorsdure
nicht reduziert. Wenn wir auch diese Auffassung ihrer Beob-
achtung nicht teilen, so milssen wir doch anflihren, daff auch
~ wir nach dem Kochen der Inosinsdure mit Schwefelsdure und
Entfernung von . Schwefelsdure und Hypoxanthin zuweilen
Losungen ‘erhielten, die nur geringes Reduktionsvermdgen
zeigten. Dieses konnte aber auch durch weiteres Kochen mit
Schwefelsdure nicht erhdht werden. Es scheint somit von der
mehr oder weniger intensiven Behandlung der Inosinsiure
abzuhéngen, ob die Reduktionswirkung kréftig auftritt oder
nicht. Jedenfalls aber haben wir und auch Levene und
Jacobs an analysenreinem Bariumsalz der Pentosephosphor-
sdure Reduktionswirkung konstatiert.

Versuche zur Isolierung der Pentose der Inosinsédure sind
bisher von keiner Seite mitgeteilt. Wir haben das seinerzeit
von Haiser erwihnte Bariumsalz derselben (C,H,0,),Ba
wiederholt dargestellt und versucht, die in demselben ent-
haltene organische Substanz ndher zu charakterisieren, Die-
selbe resultierte, da wir das Bariumsalz stets nur in sehr
kleinen Mengen erhalten konnten, nach dem vorsichtigen Aus-

Chemie-Heft Nr. 2. 10
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fillen des Baryts als eine winzige Menge eines zdhen, gelb-
braunen Sirups, der allen Versuchen, ihn in brauchbare Form
zu bringen, widerstand. Diese Sirupe fiihrten uns namentlich
im Hinblick auf die Erscheinung, dafi sie einen intensiven
Geruch nach arabischem Gummi zeigten — an der Ihosin-
pentose konnte diese Wahrnehmung niemals gemacht werden
—, dazu, die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dafi in der
Inosinsdure vielleicht eine Polyose enthalten ist, die aus zwei
oder mehreren Pentosemolekiilen besteht, und dafl diese die
schlechten Ausbeuten an Osazon und die unentwirrbaren
Sirupe bedingt. Wir wollen daher im n#chsten Sommer wieder
auf unsere zahlreichen Versuche aus f{riiheren Jahren zuriick-
greifen, welche den Zweck hatten, das Molekulargewicht der
Inosinsdure festzustellen. In Anbetracht der unglinstigen Los-
lichkeitsverhdltnisse der freien Inosinsdure hatten wir uns
bemiiht, durch Einflihrung verschiedener Alkohol- und S&ure-
reste zu- krystallisierten Derivaten von geeigneter Loslichkeit
zU- gelangen, doch fihrten alle diese Versuche stets nur zu
sirupdsen Produkten, deren Reinigung untunlich war.

Aus der groflen Zahl der Versuche, zum Molekular-
gewichte der Inosinsdure zu gelangen, wollen wir nur einen
hier anfiihren, obwohl auch dieser zu keinem positiven Resultat
fuhrte. Es hatte sich gezeigt, dafl die Inosinsfure sich in
absoluter Ameisénséure leicht 1ost und wir wollten dieses
Losungsmittel trotz der voraussichtlich betrachtlichen Dissozia-
tionswirkung zur Molekulargewichtsbestimmung durch Gefrier-
punktserniedrigung benutzen. Fiir diesen Zweck haben wir die
Inosinsdure, welche beim Konzentrieren der wisserigen Lésung
bei Zimmertemperatur als farbloser Sirup erhalten wird und
iiber Schwefelsitre zu einer harten, glasigen Masse eintrocknet,
dadurch in eine wigbare Form gebracht, daB wir ihre ziemlich
konzentrierte wisserige Losung im Exsikkator Uiber Schwefel-
sdure dem Vakuum einer Olpumpe aussetzten. Hierbei erstarrte
die ganze Masse alsbald, das Eis verdampfte allmahlich und
die Inosinsdure hinterblieb in Form eines leichten Schaumes,
der vollig trocken war und beim Zerdriicken sich in ein feines
Pulver verwandelte.
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Dic Bestimmung ergab:

Angewendecte Substanz in Molekular-
Substanz 100 cm3 Losung Depression gewicht
0-2468 1-493 0-29 144
0-7964 4-817 0-86 156
1-2153 7352 1-335 154

Die erhaltenen Zahlen fir das Molekulargewicht der Inosin-
sdure weichen von dem Werte 348, welcher der jetzt gliltigen
Formel derselben entspricht, betrdchtlich ab. Dieses Resultat
konnte in erster Linie auf starke Dissoziation hinweisen, es
zeigte sich jedoch auch bei der Aufarbeitung der Losung, dafi
die Inosinsdure nicht wieder vollig zuriickgewonnen werden
konnte, sondern sich teilwweise zersetzt hatte.

Wir sind daher gendtigt, noch andere Wege zu versuchen,
um das Molekulargewicht der Inosinsdure sicherzustellen, da
uns die Intscheidung der Frage von Wichtigkeit scheint, ob
die Inosinsédure ein cinfaches Pentosenderivat ist, wie gegen-
wirtig angenommen wird, oder ob es sich von cinem kompli-
zierteren Zucker ableitet. Wir mochten bpemerken, dafl auch
[Levene und Jacobs diesc Moglichkeit in Betracht zogen und
in der Inosinsdure neben der Pentose auch nach ciner Hexose
suchten.

Osazon der Inosinsidurepentose.

Dasselbe wurde von Neuberg und Brahn in reichlicher
Ausbecute mit dem Schmelzpunkte 159 bis 160°, von Bauer
in, wie es scheint, wesentlich geringerer Menge mit dem
Schmelzpunkte 158 bis 159° dargestellt und wir haben seiner-
zeit eine winzige Quantitdt, die eben noch flir cinige Schmelz-
punktsbestimmungen ausreichte, nach viermaligem Umkrystalli-
sicren mit dem konstanten Schmelzpunkie 163° crhalten.
LLevenc und Jacobs dagegen flihren an, dafi alle ihre Be-
mihungen, cin Phenylosazon mit den Eigenschafien eines
Xylosazons oder eines Arabinosazons zu crhalten, vergeblich
waren.

Dieser Widerspruch ist flir uns keineswegs auffallend,
da wir selbst zu wicderhiolten Malen in dic Lage geikommen
sind, kein Osazon gewinnen zu kénnen, und zwar immer

10"
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dann, wenn wir uns bemiihten, mit méglichst reinen Losungen
zu arbeiten. Wir haben daher diese Reaktion nédher studiert
und gefunden, dafi die freie Glykophosphorsdure, respektive
das Gemenge von dieser und eventuell vorhandener freier
Pentose, zur Osazondarstellung benlitzt, stets nur braune Pro-
dukte ergab, die in kurzer Zeit vollstdndig verharzten, wahrend
bei Anwendung des Bariumsalzes der Pentosephosphorsdure
sich in der Hitze hellgelbe, aus feinen Krystéllchen bestehende
Flocken bildeten, an denen sich beim Erkalten reichlichere
Mengen dunkelgelber, derberer Nddelchen ausschieden. Durch
Extrahieren der abfiltrierten Masse mit Weingeist konnten die
letzteren, welche das Osazon der Pentose darstellen, von der in
der Hitze entstandenen Ausscheidung getrennt werden. Die
Ausbeute war im Vergleich zu jener aus Inosinpentose immer
sehr schlecht. Levene und Jacobs haben nun aller Waht-
scheinlichkeit nach vor dem Versuche zur Darstellung des
Osazons das Barium entfernt, wédhrend Neuberg und Brahn
und ebenso auch Bauer mit den bariumhaltigen Fliissig-
keiten arbeiteten, woraus sich ohne weiteres die gegen-
teiligen Resultate erkldren. Neuberg und Brahn haben bei
Verwendung des Bariumsalzes der Pentosephosphorsdure in
der Wiarme die Ausscheidung einer »amorphen, gelblichweiflen
Masse, die organisch gebundenen Phosphor enthilt und die
Phenylhydrazinverbindung der Pentosephosphorsiure iste,
beobachtet und nach dem Abfilirieren derselben in der Hitze
aus der erkalteten Losung das Phenylosazon der Pentose
erhalten. Wir haben auf die Reindarstellung dieser Phenyl-
hydrazinverbindung der Pentosephosphorsidure viel Miihe ver-
wendet, da uns dieselbe, wie wir spéter ausfithren werden, fur
die Ermittlung der Bindestelle von Phosphorsiure und Pentose
von Wichtigkeit schien, haben jedoch bisher wegen der grofien
Zersetzlichkeit dieser Verbindung in dieser Richtung keinen
Erfolg erzielt.

Vergleich der Drehungswerte.

Wenngleich bisher fiir die Anderung, welche das Drehungs-
vermbgen einer optisch aktiven Substanz durch Eintritt eines
Substituenten erfihrt, ein aligemein glltiger Ausdruck nicht
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gefunden werden konnte, so 146t sich doch f{lr eine bestimmte
Substanz die Richtung und meist auch die ungefdhre Grofie
dieser Anderung voraussehen, wenn bekannt ist, welche
Drehungsédnderung derselbe Substituent an einem. der be-
treffenden Substanz nahestehenden Stoffe hervorruft. Im Hin-
blick darauf wollen wir das Drehungsvermdgen der Stoffe, die
im vorliegenden Thema berlthrt wurden, einem Vergleich
unterziehen, da die Ergebnisse flir die Beurteilung der Frage
beziiglich eines Zusammenhanges zwischen Inosin und Inosin-
sdure in Betracht gezogen werden konnen. Da es sich hier
um Stoffe von wesentlich verschiedenem Molekulargewicht
handelt, miissen wir fiir unsere Uberlegung die Molekular-
drehungen anwenden. Fir die Pentose aus Inosin fanden wir
eine [o] == — 196, diesem entspricht [M] = —29-4°. Fiir die
Pentosephosphorsiure ergibt sich aus der Bestimmung von
Levene und Jacobs im Vergleiche mit der Drehung der
Inosinsdure [M ] = +-42-4°. Unter der Voraussetzung, dafi in
der Pentosephosphorsdure aus Inosinséure die [nosinpentose
enthalten ist, bewirkt also die Einfilhrung der Phosphorsiure
in das Pentosemolekiil eine Verdnderung der Molekulardrehung
um +71-8°. Die analoge Einflihrung des Phosphorsiurerestes
in das Inosin [M] = —131"8 wiirde nun zu einer Inosia-
phosphorsdure fliihren, deren Drehungsvermdgen ungeféhr
denWert [M] = —131'8+71'8 =— —60° haben sollte, wihrend
aus den Angaben von Neuberg und Brahn sich fiir die Inosin-
sdure [M] — —64-2° berechnen 146t.

Diese auBerordentlich gute Ubereinstimmung der Werte
kann natiirlich bei der Unsicherheit ihrer Grundlagen keines-
wegs als ein Beweis dafiir angesehen werden, dafi die Inosin-
siure tatsdchlich sich vom Inosin ableitet, immerhin jedoch
kann sie beim Vorhandensein anderer Beweisgriinde als eine
weitere Stiitze dienen.

Stellung der Phosphorsiure an der Pentose.

Dafi es sich im vorliegenden Falie um eine esterartige
Bindung zwischen Phosphorsdure und Pentose handelt, kann
wohl als feststehend angesehen werden, da in einer Phosphin-
séure, welche der gleichen Formel entsprechen wiirde, die zur
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Abspaltung der Phosphorsdure erforderliche Trennung der
Bindung zwischen Phosphor und Kohlenstoff nur unter gleich-
zeitiger Zerstérung des organischen Restes moéglich wire und
andrerseits die Phosphorsduremonoester im allgemeinen der
Verseifung ja schwer zugidnglich sind. Wir wollen also unter-
suchen, ob gegenwdirtig bereits eine Entscheidung dariiber, an
welchem Kohlenstoffatom der Pentose der Phosphorsédurerest
als Substituent sich vorfindet, schon moglich ist.

Direkt beweisende Beobachtungen sind bisher in ge-
niigender Anzahl nicht gemacht worden, doch 146t sich mit
einiger Wahrscheinlichkeit eine Wahl treffen, wobei die folgen-
den Momente in Betracht kommen.

Die Reduktionswirkung, welche die Pentosephosphor-
siure zeigt, schliefit eine Substitution in der Aldehydgruppe aus.

Die Drehungsidnderung, welche beim Ubergange von
Pentose zu Pentosephosphorséure auftritt, ist selbst bei An-
nahme von /-Xylose im Molekill der Inosinsdure eine sehr
betrachtliche und gibt uns aus diesem Grunde einige Anhalts-
punkte dafiir, an welchem der vier Hydroxyle der Pentose die
esterartige Bindung der Phosphorséure vorhanden sein kdnnte.

Bei Eintritt des Phosphorsdurerestes in der 8-Stellung zur
Aldehydgruppe wiirde die Anderung der Drehung nur eine
unbedeutende sein kdnnen, da die Substitution an einer Gruppe
vor sich geht, die kein asymmetrisches Kohlenstoffatom ent-
hilt, sondern selbst nur Substituent an einem solchen ist, so
dafl also die Wirkung des Phosphorsidureeintrittes von sekun-
dédrer Gréfenordnung wire und sich daher wenig fihlbar
machen wiirde. Von den vier mit dem {-Kohlenstoffatom ver-
bundenen Gruppen sind zwei, ndmlich diejenigen, welche zwei
Kohlenstoffatome enthalten, untereinander ziemlich gleich, was
zur Folge hat, dafi auch eine Substitution an dem B-Hydroxyl
eine bedeutende Verinderung des Drehungsvermdgens nicht
herbeifithren kénnte. Es wird dadurch also sehr wahrschein-
lich, da3 der Phosphorséurerest nicht in der B- oder 8-Stellung,
sondern in der a- oder y-Stellung sich vorfindet.

Die Phloroglucin- und Orcinreaktion tritt mit der
Pentosephosphorsdure rasch und kréftig ein, wie auch Levene
und Jacobs angeben. Uber den Mechanismus dieser Reaktion
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ist bisher allerdings noch keine Klarheit geschaffen worden,
doch verdanken wir Neuberg zahlreiche Angaben iiber den
Eintritt, respektive Nichteintritt derselben bei verschiedenen
Stoffen. Nach ihm zeigt Glycolaldehyd die Reaktion nicht,
Glycerose und Tetrosen schwach, die Pentosen aber deutlich.
Daraus 14fit sich der Schlufl ziehen, daf an ihr das §-, y- oder
3-Hydroxyl beteiligt sein mag, dal sie aber jedenfalls nicht
durch das a-Hydroxyl! allein hervorgerufen wird. Es wird somit
voraussichtlich auch Substitution in der a-Stellung eine Storung
nicht bewirken.

Endlich kdnnte auch die Phenylhydrazinverbindung aus
dem pentosephosphorsauren Barium Aufschluf iber die Stellung
der Phosphorsiure geben, falls es doch méglich sein sollte, die-
selbe in analysenreiner Form zu erhalten und falls sich heraus-
stellen sollte, dafi sie ein Zwischenprodukt bei der Bildung des
Osazons der Pentose ist.

Auf Grund der vorstehenden Erwidgungen hat also die
Annahme der Stellung des Phosphorsédurerestes am a-Kohlen-
stoffatom die groBite Wahrscheinlichkeit flir sich, nachdem ja
auflerdem das y-Hydroxyl flir die laktonartige Bindung mit
dem einen Hydroxyl der Aldehydgruppe in Anspruch genommen
sein diirfte, da schon die Bruttoformel der Inosinsdure eine der-
artige Bindung erfordert.

Strukturformel der Inosinsiure.

Von den bisher unter Berlicksichtigung des Vorhanden-
seins einer Pentose aufgestellten Formeln entspricht diejenige
von Neuberg und Brahn in keiner Weise dem Verhalten der
Inosinsdure und ihrer Derivate. Durch die Angliederung der
Phosphorsdure an die Aldehydgruppe der Pentose wiirde eine
Pentosephosphorsdure resultieren miissen, die keine Reduk-
tionswirkung zeigt, und andrerseits findet auch durch die Ver-
kniipfung des Hypoxanthins mit der Phosphorsiure das Auf-
treten von reduzierender Pentosephosphorsédure aus der nicht-
reduzierenden Inosinsdure bei der Abspaltung der Xanthinbase
nicht seine Erkldrung. Beziiglich der Konfiguration der Pentose
kdnnen wir uns natlirlich einen Einwand nicht erlauben, da
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diese bisher in reiner Form aus der Inosinsdure noch nicht
isoliert wurde. .

Die Formel von Bauer sieht die Bindung des Hypo-
xanthins mit der Pentose in der Aldehydgruppe, wie sie eben
wahrscheinlich ist, vor; allerdings in einer Form, die mit Riick-
sicht auf die Zahl der beteiligten Valenzen und Atome unmog-
lich ist. Beziliglich der Bindestelle zwischen Phosphorsiure
und Pentose wird keine bestimmte Annahme gemacht.

Nach unseren vorstehenden Ausfiihrungen wirde somit
‘unter der Voraussetzung, dafl der Inosinsiure das einfache
Molekulargewicht zukommt und daf in ihr die gleiche Pentose
wie im Inosin vorhanden ist und diese wirklich als die d-Lyxose
sich erweist, etwa die folgende Formel der Inosinsdure als die
wahrscheinlichste zu betrachten sein:

N—~C—N
ned |
/N—C CH
|
HC OC—NH
HO\ AN
PO.0CH ™\
HO | )
HOCH /
/
HC
\
CH,0H

‘ Diese Formel vermag alle bisher bekannten Reaktionen der
Inosinsdure ungezwungen zu erkldren, bedarf jedoch, was wir
nicht verkennen, in mancher Beziehung noch entsprechender
Stiitzen. Vor allem ist das Molekulargewicht der Inosinséure
festzustellen, die Natur der Pentose aufzuklidren und die Richtig-
keit obiger Annahme der Bindestelle der Phosphorsdure zu
beweisen. Allerdings bietet die Losung dieser Aufgaben nach
unseren Erfahrungen derart grofie Schwierigkeiten, dafi uns
die Moglichkeit ihrer Uberwindung fast aussichtslos erscheinen
mochte.




