Neuere Anschauungen iber die Struktur der Nucleinséuren

Von Prof. Dr. Dr. h. c. A. R. TODD, Universitit Cambridge
Nach einem Vortrag auf der ,, Auswdrtigen Vortragstagung Stuttgart der Gesellschaft Deutscher Chemiker’* am 18. Juli 1952

Mit EiweiB zu Nucleoproteiden verbunden, finden sich im Pflanzen- und Tierreich zahlreiche Desoxy-

ribonucleinsiuren bzw. Ribonucleinsiuren. Durch Hydrolyse zerfallen sie in Nucleotide, das sind Phos-

phorsiureester der Nucleoside. Letztere sind Purin- bzw. Pyrimidin-Derivate, die D-Ribose oder 2-

Desoxy-D-ribose enthalten. Der Aufbau der Nucleoside konnte aufgeklirt werden. Auf Grund von

Untersuchungen und Uberlegungen werden hier Formeln fiir den Aufbau von Nucleinsiuren vorge-

schlagen, und zwar flir die Desoxyribonucleinsiure eine einfache, geradkettige Struktur, fiir die Ribo-
nucleinsiure eine Struktur mit Seitenketten.

Einleitung

Obwohl die Nucleinsduren normale Komponenten aller
Zellen und Gewebe sind, verdanken sie ihren Namen der
Tatsache, daB sie urspriinglich fiir charakteristische Be-
standteile der Zellkerne gehalten wurden. Sie finden sich
in den Zellkernen mit EiweiBkoérpern verbunden als sog.
Nucleoproteide. Die Trennung der prosthetischen
Gruppe, der eigentlichen Nucleinsdure, von dem Proteid
ist manchmal schwierig und fiihrt oft zu einem bedeuten-
den Abbau oder zur Depelymerisation der hochmolekula-
ren Nucleinsduren. Frither glaubte man, es gidbe zwei
Nucleinsduren: die Desoxyribonucleinsdure aus tierischen
und die Ribonucleinsdure aus pflanzlichen Zellen. Heute
wird es aber allgemein anerkannt, daB eine ganze Reihe
verschiedener Nucleinsduren existiert. Diese sind zwar ent-
weder Desoxyribonucleinsduren oder Ribonuclein-
sduren, aber beide Typen finden sich nebeneinander so-
wohl im Pflanzen- wie im Tierreich. Die hervorragende
Bedeutung der Nucleinsduren in biologischer Hinsicht hdtte
eigentlich schon ldngst zu grundsétzlichen chemischen Un-
tersuchungen fithren sollen, aber tatsdchlich sind sie viel
oberfldchlicher untersucht worden als z. B. die EiweiB-
stoffe oder die Polysaccharide, mit denen sie eine gewisse
Analogie zeigen.

Bei der Hydrolyse zerfallen die Nucleinsduren in die
sog. einfachen Nucleotide, welche Phosphorsédureester
der Nucleoside sind. Letztere sind Glykoside gewisser
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Purin- und Pyrimidin-Derivate und enthalten als Zucker-
komponente op-Ribose bzw. 2-Desoxy-»o-ribose. Aus Ri-
bonucleinsduren (z. B. Hefenucleinsdure) erhdlt man die

12

vier Nucleoside Adenosin (I; R = OH), Guanosin (II;
R = OH), Uridin (III) und Cytidin (IV; R = OH); aus
Desoxyribonucleinsduren (z. B. Thymusnucleinsdure) er-
hélt man 5 verwandte Nucleoside, ndmlich Desoxyadeno-
sin (I, R = H), Desoxyguanosin (II; R = H), Thymidin
(V; R = OH), Desoxycytidin (IV; R = H) und 5-Methyl-
cytosin-desoxyribosid (V; R = NH,). (Letzteres wurde
kiirzlich in Cambridge zum ersten Male isoliert!). Die Nu-
cleinsduren sind in der Tat Polynucleotide, in denen die
einfachen Nucleotide durch Phosphorsdure-Reste ver-
kniipft sind. Sie gehoren also zu einer weitverbreiteten
Gruppe von Naturstoffen, die wir heute als Nucleotide be-
zeichnen und zu welcher auch eine Reihe von Cofermenten
von groBem biologischen Interesse gehdren wie z. B. Co-
zymase, Adenosin-triphosphorsdure und Flavin-adenin-
dinucleotid. Alle Verbindungen dieser: Gruppe sind aus
einem oder aus mehreren einfachen Base-Zucker-Phos-
phorsdure-Bausteinen zusammengesetzt.

Wadhrend der letzten 10 Jahre haben meine Mitarbeiter
und ich in Cambridge eine Reihe von Untersuchungen auf
dem Nucleotid-Gebiet unternommen. Wir haben hauptsidch-
lichdie Methoden der synthetischen organischen Chemie an-
gewendet in der Uberzeugung, daB man auf diesem Wege
viele strukturchemischen Fragen beantworten kann, die nur
schwer durch Abbauversuche allein gekldrt werden kénnen.

Diese Untersuchungen, die nattirlich auf den friiheren
Arbeiten von E. Fischer, Levene, Bredereck und Gulland
fuBen, haben schon einige Erfolge gehabt, von denen nur
die folgenden genannt werden sollen: die endgiiltige Auf-
ktdrung der Struktur der Nucleoside einschlieBlich
ihrer glykosidischen Konfiguration (durchweg B); die
Totalsynthese der Ribonucleoside; die Synthese ver-
schiedener einfacher Nucleotide, der Muskeladenylséure,
Adenosin-diphosphorsédure, Adenosin-triphosphorsédure,Uri-
din-diphosphorsdure, Nicotinamid-nucleosid, Flavin-mono-
nucleotid u. a.2). Dieser Bericht sei jedoch auf Befunde be-
schrdnkt, die in direktem Zusammenhang mit der Struktur
der Nucleinsduren selbst stehen.

Zur Struktur der Nucleotide

Bis 1949 wurde allgemein angenommen, daB bei der al-
kalischen bzw. enzymatischen Hydrolyse der Ribonuclein-
sduren vier einfache Nucleotide — Hefeadenylsdure, Gu-
anylsdure, Uridylsdure und Cytidylsdure — entstehen. Auf
Grund von Abbauversuchen (s. u.) hatte Levene®) gefolgert,
daB der Phosphorsiure-Rest in diesen’ Verbindungen sich
in 3-Stellung des Zucker-Restes befand. Ohne experimen-
telle Untersuchung wurde hieraus geschlossen, daB die
entsprechenden Desoxynucleotide aus Thymonucleinsdure
auch 3-Phosphorsdure-ester wiren. Dieses merkwiirdige

1y C. A. Dekker u. D. T. Elmore, J. Chem. Soc. [London] 1951, 2864.
?) vgl. Zusammenfassung G. W. Kenner: The Chemistry of Nu-
cleotides, Fortschr. Chem. Org. Naturstoffe, 1951, VI1II, 97.

) P. A, Levene u. 8. A, Harris, J. biol. Chemistry 98, 9 [1932];

101, 419 [19833].
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Vorhandensein von nur vier Nucleotiden, alle mit dem
Phosphorsdure-Rest an der gleichen Stelle, machte es
schwierig, fiir die Nucleinsduren eine Strukturformel auf-
zustellen, die die Bildung anderer als der vier gefundenen
Nucleotide bei der Hydrolyse ausschloB. Es wurde mei-
stens angenommen, daB die Bindung zwischen benach-
barten Nucleosid-Resten in den Ribonucleinsduren sich
in 2:3-Stellung befand. 1949 aber haben Carter und Cohn#)
in USA die Methode der lonenaustausch-Chromatographie
auf die Trennung der Nucleotide nach alkalischer Hydro-
lyse der Ribonucleinsduren {ibertragen. Sie zeigten, daB
nicht vier, sondern sogar acht Nucleotide isoliert wer-
den konnten. Diese acht Nucleotide bestanden aus vier
Isomerenpaaren: die Adenylsduren a und b, Guanyl-
sdure a und b usw. Die Adenylsdure b entsprach anschei-
nend der bekannten Hefeadenylsdure von Levene, die da-
mals fur die Adenosin-3-phosphorsdure gehalten wurde.
Ahnliche Isomerenpaare wurden von den alkalistabilen
Desoxynucleinsduren nicht erhalten.

Worum handelte es sich nun bei diesen isomeren Adenyl-
sduren a und b? Wir kénnen uns vorldufig auf diese bei-
den Séduren beschrinken, denn die fiir sie geltenden Be-
funde lassen sich ohne weiteres auf die anderen Paare fiber-
tragen. Es kann kaum ein Zweifel dariiber bestehen, daB
sie die 2- (VI) und 3-Phosphorséduren (VII) des Adenosins
sind, obwohl wir noch nicht wissen, welche von ihnen die
2- und welche die 3-Verbindung ist. Die aus tierischen Ge-
weben isolierte Muskeladenylisiure ist zweifellos Adenosin-
5-phosphorsédure; ihre Struktur ist nicht nur durch Ab-
bau, sondern auch auf eindeutigem synthetischen Wege
iiber das 2:3-Isopropyliden-adenosin bewiesen worden?).
Eine eindeutige Synthese der 2- oder 3-Verbindung ist bis
heute noch nicht erreicht worden, teils wegen des Fehlens
eines 3:5-substituierten Adenosins als Ausgangsmaterial,
teils wegen der unten zu besprechenden Isomerisierungs-
Phdnomene. Wir haben jedoch bei der Phosphorylie-
rung von 5-Trityladenosin mittels Dibenzyl-chloro-
phosphonat und folgender Entfernung der Benzyl- und
Trityl-Reste ein Gemisch von zwei Verbindungen bekom-
men, die wir trennen konnten. Diese zwei Sduren waren
identisch mit den aus Hefenucleinsduren erhaltenen Ade-
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4y C. E. Carter u. W. E. Cohn, Fed. Proc. & 190 [1949]. W. E. Coln,
J. Amer. Chem. Soc. 72, 1471, 2811 [1950}; Loring et al., ebenda
72, 2811 [1950].
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nylsduren a und b®). Auf Grund des synthetischen Ver-
fahrens und aus der Tatsache, daB sie beide perjodat-sta-
bile Derivate des Adenosins sind, kann man mit ziemlicher
Sicherheit schlieBen, daB sie Adenosin-2- und Adenosin-3-
phosphorsdure sind. Die Frage, welche die 2- und welche
die 3-Verbindung ist, muB jedoch offen gelassen werden.

Als wir die Eigenschaften der Adenylsduren a und b .
néher studierten, fanden wir, daB sich sowohl die Siure &
als auch b beim Erwédrmen im sauren Medium schnell in
ein Gemisch der beiden Isomeren umwandelt; in Alkali
bleiben beide Sduren unverdndert. Dasselbe hat Cohn auch
fir die anderen Isomerenpaare gefunden. Diese Wan-
derung eines Phosphorsdure-Restes an die cis-stdndige Hy-
droxyl-Gruppe in «-Stellung ist analog der bekannten Um-
lagerung der Glycerinphosphorsduren und veriduft wahr-
scheinlich Gber einen intermedidr-gebildeten cyclischen
Phosphorsdure-ester.

Solche cyclischen Ester haben wir auf verschiedene Ar-
ten, u.a. durch Einwirkung von Trifluoressigsdure-anhydrid
auf die Adenylsduren a und b, darstellen kdnnen, sie zeigen
die erwarteten Eigenschaften und zerfallen leicht durch
Hydrolyse in ein Gemisch der einfachen Nucleotide®).

Dieser experimentelle Befund widerlegt Levenes Struk-
turbeweis?®) fiir die Bindungsstelle des Phosphorsdure-Re-
stes in der Hefeadenylsdure. Dieser Beweis beruht darauf,
daB nach saurer Hydrolyse und Hydrierung der entstan-
denen Ribose-phosphorsdure eine Ribitol-phosphorsiure
erhalten wurde, die optisch inaktiv war. Von den méglichen
o-Ribitol-phosphorsduren ist nur die 3-Phosphorséure
(VIII) optisch inaktiv; deshalb wurde gefolgert, daB der
Phosphorsdure-Rest in der Hefeadenylsdure an C; gebun-
den ist. Es ist aber jetzt klar, daB schon wéhrend der
Hydrolyse eine Wanderung des Phosphorsdure-Restes ein-
tritt; Levenes Versuche sind also nicht eindeutig. Ein op-
tisch-inaktives Endprodukt kann entstehen, gleichgaltig
ob der Phosphorsiure-Rest sich urspriinglich in 2- oder
3-Stellung befindet. (Das 2-Phosphoribitol und das 4-
Phosphoribitol sind ndmlich optische Antipoden).

Wenn man die Eigenschaften der Ester der Ade-
nylsduren a und b studiert, ergibt sich folgendes: Im all-
gemeinen sind die Phosphorsédure-diester gegeniiber Alkali
ziemlich stabil; nur die Tri-ester spalten unter der Ein-
wirkung von Alkali leicht einen Alkyl-Rest ab. Obgleich
die Monoalkylester der Adenylsduren a und b Phosphor-
sdure-diester sind, sind sie alkali-labil und liefern mit ver-
diinnter Lauge ein Gemisch der freien Nucleotide. Die ent-
sprechenden Ester der Adenosin-5-phosphorsiure bleiben
unter gleichen Bedingungen unverdndert3). Dieses Ver-
halten ist wieder analog dem der Glycero-phosphorsiure-
ester, die eine dhnliche Labilitdt zeigen. Offenbar findet
man Alkalilabilitdt nur in solchen Phosphorsiure-diestern,
die in a-Stellung zur Phosphoryl-Gruppe eine cis-stidndige
Hydroxyl-Gruppe tragen. Unserer Meinung nach geschieht
die Hydrolyse solcher Ester durch eine Cyclisierung,
die zu einem Triester der Phosphorsdure fiihrt; dieser
zeigt die normale Hydrolysierbarkeit der Triester und
spaltet den Rest R als den entsprechenden Alkohol ab.
Der dabei entstehende cyclische Diester zerfillt alsdann in
ein Gemisch der isomeren a und b Nucleotide. Andere
Produkte sind nicht zu erwarten; denn obwohl alle drei
Esterbindungen im cyclischen Triester etwa die gleiche
Stabilitdt besitzen, so ist doch nur durch Abspaltung des
Restes R ein Abbau der Molekel méglich. Als Zwischen-
produkte kommen vielleicht cyclische Orthophosphate
oder Phosphonium-Verbindungen in Betracht, wie sie in

%) D. M. Brown u. A. R. Todd, J. Chem. Soc. [London] 1952, 44.
®) D. M. Brown, D. I. Magrath u. A. R. Todd, ebenda 1952, 2708.
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der Glycerophosphorsdure-Reihe vorgeschlagen worden
sind. (Ich mdchte betonen, daB ich hier nur eine verein-
fachte Betrachtungsweise der Abbaureaktion dieser Ester
wiedergebe, die jedoch flir unsere Zwecke geniigt).

Uber die Struktur der Nucleinsiuren

Diese Uberlegungen kinnen nun auf die Nucleinsdu-
ren {ibertragen werden, denn sie sind strukturell den Nu-
cleotid-estern analog. Bekanntlich zerfallen die Ribonu-
cleinsduren in Gegenwart von verdiinntem Alkali sehr leicht
in die einfachen Nucleotide; niemals hat man groBere
Spaltprodukte dabei gefunden. Auch durch Sduren wer-
den sie leicht hydrolysiert, jedoch findet dabei weiterer Ab-
bau der Nucleotide statt. Die Desoxy-ribonucleinsduren
sind dagegen verhdltnismdBig alkalistabil und werden
durch milde Alkalibehandlung nicht zu kleinen Molekeln
abgebaut. Wenn man die einfache, unverzweigte Polynu-
cleotid-Kette (IX) betrachtet, in der die einzelnen Nu-
cleosid-Reste als C,—C;—C; (also durch Andeutung der drei
substituierbaren- Zuckerstellungen) bezeichnet sind, so ist
es klar, daB unter dem EinfluB von Alkali eine Cyclisierung
zur intermedidren Struktur (X) ablaufen wird. (X) wird
dann als Triester leicht gespalten, wobei ausschlieBlich
die P—0—C;-Bindung aufgebrochen wird. Die dadurch
entstehenden cyclischen Nucleosid-2:3-phosphate werden
darauf weiter zu einem Gemisch der a und b Nucleotide
zerfallen. Ein solcher Mechanismus ist bei Desoxyribo-
nucleinsduren (XTI) nicht méglich, denn hier fehlt die not-
wendige Hydroxyl-Gruppe an C,. Diese zeigen also die
normale Bestdndigkeit der einfachen Phosphorsdure-di-
ester gegeniiber Alkalien und Sduren.
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Dieser ében auseinandergesetzte Mechanismus der alka-
lischen Hydrolyse von Ribonucleinsduren zusammen mit
den bei enzymatischem Abbau erhaltenen Resultaten er-
laubt die Aufstellung von Hypothesen tiber den Aufbau
der Nucleinsduren?).

1. Desoxyribonucleinsduren

Fiir diese Polynucieotide ist eine unverzweigte Kette
anzunehmen, in der die internucleotidische Bindung sich in
C,—C,-Stellung befindet (XI). Das Fehlen einer Hydraxyl-
Gruppe an C, in Desoxyribose macht eine solche Struktur
fast obligatorisch, und sie entspricht auch den physikali-
schen Daten der Desoxyribonucleinsduren. Die frither von
Levene angenommene Struktur der einfachen, aus Desoxy-
ribonucleinsdure enzymatisch entstandenen Nucleotide hat
sich kfrzlich als irrig erwiesen. Diese sind tatsdchlich 5-
Phosphorsdure-ester der entsprechenden Nucleoside.
Eine solche Struktur wurde zuerst von Carter?) auf Grund

"y D. M. Brown u. A. R. Todd, ebenda 1962, 52.
8) C. E. Carter, J. Amer, Chem. Soc. 73, 1537 [1951].
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enzymatischer Versuche vorgeschiagen und ist neulich in
Cambridge durch Synthese der 5-Phosphorsdure-ester von
Thymidin und Desoxycytidin bestdtigt worden®).

Auf Grund einer Formel vom Typus (XI) konnte man
erwarten, daB bei der chemischen Hydrolyse eine Spaltung
z.T. an der C4—O—P- und z. T. an der C;—O—P-Bindung
eintreten wiirde. In diesem Fall wdren die 3:5-Di-phos-
phorsdureester der Pyrimidin-nucleoside unter den Spalt-
produkten zu erwarten. Es ist daher von Interesse, daB wir
den alten Befund von Levene konstatieren, daB nidmlich
Diphospho-nucleoside bei der sauren Hydrolyse von Des-
oxyribonucleinsiuren entstehen. Aus solchen Hydrolysa-
ten haben wir die 3:5-Di-phosphorsdureester von Thymidin
und Desoxycytidin isolieren und ihre Struktur durch Syn-
these bestédtigen kdnnen'?).

2. Ribonucleinsiuren

Wie schon erwihnt, entstehen bei der chemischen Hydro-
lyse ausschlieBlich die 2- und 3-Phosphorsdure-ester der
Nucleoside (die a und b Nucleotide). Bei der enzymati-
schen Hydrolyse (zuerst mit Ribonuclease und nachher mit
Darmphosphatase in Gegenwart von Arsenat zur Hem-
mung von Monoesterase) haben Cohn und Volkin'') gefun-
den, daB die 5-Phosphorsédure-ester aller vier Nucleoside in
reichlicher Menge gebildet werden. Es kann also kein
Zweifel dartiber bestehen, daB C; in der internucleotidi-
schen Bindung beteiligt ist. Diese Frage der internucleoti-
dischen Bindung haben mein Mitarbeiter, Herr Dr. D. M.
Brown, und ich an anderer Stelle in allen Einzelheiten dis-
kutiert”), und ich werde hier darauf nicht nidher eingehen.
Es geniigt zu sagen, daB, unserer Meinung nach, die Haupt-
kette der Ribonucleinsdure aus Nucleosid-Resten besteht,
die durch Phosphorsiure-Reste zwischen C, und C; ver-
bunden sind (IX). Zwar kann man nicht von vornherein
zwischen C,—C; und C;—C; unterscheiden, doch ziehen wir
C;—C; auf Grund der Analogie mit den Desoxynuclein-
sduren vor. Diese Struktur wiirde die oben geschilderten
Erscheinungen bei der Nucleinsdure-Hydrolyse, unserer
Meinung nach, vollstindig erkldren. Aus diesen Uberlegun-
gen folgt auch, daB eine Verkniipfung zwischen C; und C;
in den Ribonucleinsduren nirgendwo vorkommen Kkann,
denn der RingschluB zwischen C; und C; kann nicht ohne
Schwierigkeiten stattfinden. Wenn also eine C,—Cy-Bin-
dung zustande kdme, so miiBte sie alkalistabil sein und die
Nucleinsdure wiirde sowohl Dinucleotide wie Mononu-
cleotide bei der alkalischen Hydrolyse geben.

Diese Hypothesen werden durch einige neue Resultate
aus unseren synthetischen Arbeiten gestiitzt. Wir haben
z. B. das Dinucleosid-5:5-phosphat Uridin-5-adenosin-5-
phosphorsdureester synthetisiert; diese Verbindung bleibt
durch Alkali unverdndert unter Bedingungen, die den volli-
gen Zerfall einer Ribonucleinsdure herbeifithren!2). Dage-
gen benimmt sich ein analoges synthetisches Produkt, in
dem der Phosphorsdure-Rest C; in Uridin mit C, oder C,
in Adenosin verkniipft ist, ganz analog der echten Nuclein-
sdure; es zerfdlit mit Alkali leicht in Uridin und ein Ge-
misch der Adenylsduren a und b3),

Obwohl! die Desoxynucleinsiuren als unverzweigte Po-
lynucleotide angesehen werden koénnen, sa deuten eine
Reihe experimenteller Befunde bei den Ribonucleinsduren
auf Kettenverzweigung hin. Vorldufig ist es unmog-
lich, das genaue AusmalB dieser Verzweigung abzusehen,
%) A. M. Michelson u. A. R. Todd, unverdffentl.

10) C. A. Dekker, A. M. Michelson u. A. R. Todd, ]J. Chem. Soc.

[London] 1952, im Druck.

Yy W, E, Cohn u. E. Volkin, Nature [London] 167, 483 [1951].
12y D. T. Elmore u. A. R. Todd, J. Chem. Soc. [London] 1942, im

Druck.
1) Versuche von D. T. Elmore u. R. H. Hall, unverdffentl.
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doch kdnnen wir auf Grund unserer Erkldrung des Hydro-
lysenvorganges und der Hauptkettenstruktur (IX) einiges
iiber die Verzweigungsmaglichkeiten sagen. Vorausgesetzt,
daB das Polynucleotid in verdiinntem Alkali vollkommen
zu einfachen Nucleotiden abgebaut wird, gibt es anschei-
nend zwei Moglichkeiten. Erstens kdnnte eine Verzwei-
gung am Phosphor, d. h. durch Bildung einer Tri-ester-
Struktur moglich sein. Die Existenz solcher Tri-ester-Bin-
dungen in Ribonucleinsduren ist von verschiedenen Auto-
ren angenommen worden. Offenbar wiirde eine solche Ver-
zweigung mit der chemischen Hydrolyse solange in Ein-
klang stehen, wie die internucleotidische Bindung inner-
halb der Seitenkette die normale C,;—C,-Sequenz zeigt.

Die zweite Mdgglichkeit besteht N
C. —C G

in der Verzweigung an den Zucker- N
resten, und zwar an C,. In diesem P
Falle muB der in der Hauptkette /Cz ~'C§ —Cs
mit C, verkniipfte Phosphorsédure- C’/P . P\

Rest mit C, (oder C,) des ersten C, C: Gy G
Nucleosid-Restes der Seitenkette \Ca \'p\
verbunden sein; C; kommt nicht C, —C; C;
in Betracht, denn sonst wiirde die XII AN
Verzweigung zu nicht-cyclisierbaren und daher alkali-stabi-
len Gebilden fithren. Eine verzweigte Struktur dieser Art
wird in (XII) schematisch wiedergegeben.

Wenn das Enzym Ribonuclease auf Ribonucleinsduren
einwirkt, so liefert es neben griBeren Spaltstiicken von
wechselndem Molekulargewicht nur die Pyrimidin-nucleo-
tide, und zwar ausschlieBlich die b-Sduren. Markham und
Smith't) zeigten, daB Ribonuclease bei kiirzerer Einwir-
kungsdauer auf eine Virusnucleinsdure (10 min) zwei Pro-
dukte liefert, die bei weiterer Einwirkung des Enzyms lang-
sam (oder unter dem EinfluB von Alkali schnell) Uridyl-
sdure bzw. Cytidylsdure geben. Diese beiden Produkte
sind mit unseren synthetischen cyclischen 2:3-Phospha-
ten des Uridins und Cytidins identisch, und ihre Menge
entspricht bis auf 609, dem Pyrimidin-Nucleotid-Gehalt
der Nucleinsdure. Wir halten dies fiir eine starke Stiitze
unserer Erkldrung des chemischen Hydrolysenvorganges.

Dafiir sprechen auch die neueren Resultate von Markham
und Smith's), die nach Einwirkung von Ribonuclease eine
ganze Reihe von Dinucleotiden gefunden haben, in de-
nen der auflenstindige Phosphorsdure-Rest in cyclischer
Form vorkommt. Schliisse iiber das Vorkommen von Sei-
tenketten im Polynucieotid koénnen aus Versuchen mit
Ribonuclease allein nicht gezogen werden; man muB zu
diesem Zweck auch Versuche mit anderen Fermenten in
Betracht ziehen. Cohn'¢) hat neulich das Auftreten von
3 (bzw. 2):5-Diphosphorsdure-estern der Pyrimidinnu-
cleoside nach Einwirkung von einer aus Schlangengift dar-
gestellten Diesterase auf Ribonucleinsduren in einer Menge
von 20—259, beobachtet. Wenn man annimmt, daB diese
Di-phosphorsdure-ester aus Verzweigungsstellen stammen,
so konnte man schlieBen, daB eine groBere Anzahl kurzer
Seitenketten in der Nucleinsdure-Molekel vorkommen. Die-
se Annahme wiirde auch im Einklang mit den Methylie-
rungsversuchen von Barker'?) stehen, falls man diese un-
diskutiert hinzuziehen will. '

Es ist klar, daB eine genaue Kenntnis des Wirkungs-
mechanismusses und der Spezifitdit der Ribonuclease zu
einem besseren Verstdndnis sowohl der Aufeinander-
folge der Nucleotide in Ribonucleinsduren als auch des
stufenweisen Abbaus durch Fermente fiithren witrde. Meine

14y R, Markham u. J. D. Smith, Nature [London] 168, 406 [1952].

15) Dieselben, Biochemic. J. 1952, im Druck.

1) W. E. Cohn u. E. Volkin, Arch, Biochem. Biophys. 36, 465 [1952].

17) A. S. Anderson, G. R. Barker, J. M. Gulland u. M. V. Lock, J.
Chem. Soc. [London] 1952, 369.
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Mitarbeiter, Dr. D. M. Brown, Dr. C. A. Dekker und ich
haben einige Versuche dariiber angestellt, die zu sehr in-
teressanten Resultaten gefithrt haben. Wir haben die Ein-
wirkung von Ribonuclease auf den cyclischen 2:3-
Phosphorsdure-ester der Nucleoside studiert und dabei ge-
zeigt, daB die Ribonuclease die Uridin- und Cytidin-Deri-
vate ausschlieBlich unter Bildung der Uridylsdure-b
und Cytidylsdure-b spaltet (a-Isomere wurden nicht ge-
funden); dagegen ist sie ganz ohne Wirkung auf die ent-
sprechenden Adenosin- und Guanosin-Verbindungen'®).
Dieser Befund bestitigt also die schon von Schmidt und
anderen Autoren geduBerte Vermutung, daB die Ribonu-
clease spezifisch fiir Pyrimidin-nucleotid-Reste ist. Dies
steht auch im Einklang damit, daB beim enzymatischen
Abbau der Ribonucleinsduren neben den 5-Nucleotiden
nur die b-Formen der Uridyl- und Cytidylsdure entstehen!!).
Noch interessanter sind die neuesten Beobachtungen von
Dr. Brown in unserem Laboratorium @iber die Einwirkung
von Ribonuclease auf einfache Alkylester der a- und b-
Isomeren der Pyrimidin-nucleotide. Das Ferment wirkt
nicht auf Ester der Purinnucleotide ein, spaltet aber die
Ester der Uridylsdure-b und Cytidylsdure-b zum freien
Nucleotid auf — anscheinend unter Bildung eines cyecli-
schen Esters als Zwischenprodukt. Entsprechende Ester
der Uridylsdure-a und Cytidylsdure-a werden von Ribonu-
clease nicht angegriffen. Wenn wir diese Resultate auf die
Polynucleotide iibertragen diirfen, so kdnnen wir den
SchluB ziehen, daB in solchen Verbindungen die internu-
cleotidische Bindung in der Hauptkette zwischen Cy in dem
ersten Nucleosid-Rest und der b-Stellung (wahrscheinlich,
aber nicht sicher 3) in dem benachbarten stattfindet. Es
ist anzunehmen, daB an Verzweigungspunkten (wie z. B.
in (XII)) die Seitenkette von der a-Stellung in einem Py-
rimidin-nucleosid-Rest ausgeht und der erste an der b-
Stellung angegliederte Rest in der Seitenkette auch ein
Pyrimidin-nucleosid-Rest ist.

Ausblick

Von einem endgiiltigen Strukturbeweis fiir eine der Nu-
clein-Sduren kann allerdings solange noch keine Rede sein,

-wie uns die genaue Kenntnis sowohl der Reihenfolge der

Nucleosid-Reste als auch des Vorkommens und der An-
zahl der Seitenketten und die MolekelgroBe fehien. Immer-
hin glauben wir, daB als Resultat der hier kurz geschilder-
ten Arbeiten und Uberlegungen ein Beitrag zur allgemeinen
Struktur geliefert wurde, der allen experimentellen Beob-
achtungen beim Abbau der Polynucleotide gerecht wird.
Die vorgeschlagenen Formeln — fiir die Desoxyribonuclein-
sduren also die einfache, geradkettige Struktur (XI) und
fiir die Ribonucleinsduren die Hauptkettenstruktur (IX)
mit einer noch unbestimmten Anzahl von Seitenketten,
die wie in (XII) oder am Phosphor angegliedert sind —
mogen als Arbeitshypothesen angesehen werden, die weiter
geprift werden kdénnen und Anreiz zu weiteren Versuchen
geben sollen. Wenn auch die vollstdndige Kldrung des
Problems noch nicht erreicht worden ist, so kann doch
nicht tibersehen werden, daB in den letzten Jahren durch
die gemeinsame Arbeit von Chemikern und Biochemikern
groBe Fortschritte gemacht worden sind. Die Weiter-
fiihrung solcher gemeinsamen Arbeiten wird ohne Zweifel
weitere Friichte tragen und dabei das Problem der Lsung
nidher bringen, wobei kaum ein Zweifel dariiber bestehen
kann, dafl es von der biologischen Seite als wenigstens
ebenso wichtig wie das Problem der Protein-Struktur an-

gesehen werden muB.  Eingeg. am 23. Juli 1952 [A 448]

18) D. M. Brown, C. A. Dekker u. A. R. Todd, ebenda 1952, 2715.
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