Zur Reinheit handelsiiblicher
Adenosin-5'-triphosphat-Priparate

Von Dr. HANNS SCHMITZ

Institut fir experimentelle Krebsforschung der Universitit
Heidelbery

Untersohiedliche Ergebnisse bei der Verwendung von handels-
iiblichem Adenosin-5'-triphosphat (ATP) in biochemischen Un-
tersuchungen werfen die Frage nach der Reinheit der verwendeten
Substanz auf. Kiirzlich beschrieb Marrian') das Vorkommen
eines neuen Nueleotids in einem ki#uflichen ATP-Praparat. Auf
Grund verschiedener chemischer und enzymatischer Analysen
wurde diese mittels Anionenaustauschchromatographie isolierte
Verbindung als Adenosin-5’-tetraphosphat identifiziert. Sacks und
Lutwak®) fanden in Handels-ATP ebenfalls Verbindungen, die
auf Grund ihres Verhaltens sowie ihrer chemischen Zusammen-
setzung weder als ATP noch als ADP oder AMP angesprochen
werden koénnen. Hier sollen Ergebnisse, die bei der Priifung der
Reinheit einiger in Deutschland im Handel befindlicher ATP-
Priparate gefunden wurden, beschrieben werden.

Methode: ATP-di-natriumsalz wurde in Wasser geltst und
mit 0,001 n KOH neutralisiert. ATP-Ba wurde durch Zugabe
berechneter Mengen von Na,80, in das Na-Salz tibergefiihrt. Die
neutralen Lbsungen wurden an einen Anionenaustauscher (Do-
wex-1, HCOO~) adsorbiert und durch kontinuierlich ansteigende
Konzentrationen von HCOOH und einer Mischung von HCOOH +
HCOONH, eluiert. Einzelheiten derVersuchsanordnung vgl.?4:58),

Ergebnisse: In Bild 1 ist ein Anionenaustauschehromato-
gramm eines untersuchten ATP-Priparates (Nr. 3 der Tab. 1)
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Bild 1

Als linke Ordinate ist die UV-Absorption bei 260 mu (d = 10 mm)
der auf der Abszissenachse aufgetragenen Fraktionen angegeben. Als
rechte Ordinate ist der E,,/Ese-Quotient aufgetragen. Die Frak-
tionen wurden mittels elnes automatischen Fraktionssammiers ge-
trennt. Jede Fraktior hatte ein Volumen von 4 ml, Austauschbett:
0,8x18 cm. Die Mischflasche enthielt zu Beginn des Versuches
300 m! dest. Wasser. Die Reservoirflasche enthielt 4 n HCOOH
(Fraktionen 1—82), die dann (Fraktionen 83-SchluB) durch eine
Mischung von 4 n HCOOH + 1 n HCOONH, ersetzt wurde,

wiedergegeben. Das Bild zeigt, da8 aufer ATP, ADP und AMP
noch andere UV-absorbierende Verbindungen vorhanden sind.
Diese Fraktionen enthalten Ribose und Phosphorsidure in
wechselnden Mengen. Unter den Bedingungen der Bestimmungs-
methode weisen AMP, ADP und ATP einen E,;/E,, Quotienten
von 0,4 auf, wihrend in diesem Chromatogramm zwei kleinere
Maxima und die ersten Fraktiénen des als ATP bezeichneten
Maximums einen sehr hohen Quotienten besitzen. Die Identifi-
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zierung dieser Frakiionen mit den Quotienten bis zu 1,6 ist noch
nicht abgeschlossen. Tabelle 1 enthélt eine Zusammenfassung der
Ergebnisse von 8 Praparaten.

. fremde
Nr. Hersteller AMP | ADP | ATP | Nucleo-
tide
1 | Bayer**) 12 16 65 4
2 | Fchuchardt“) " 64 |368 |40 | 18
T Henning 2 —2-2‘ ) 60 15
4 | Waldhof 1,7 ‘20 72,5 53
5 | Waldhof (ATP3?) 2 17 75 5
6 | Deutsche Laevosan-Ges. 5 .10 80 3
7 | unbekannt 40 26 17 15
"8 | pabst (USA) R b 77 5
Tabelle 1

Zusammensetzung einiger ATP-Priparate*)
(Angaben in Prozent)

*) Alle Analysen wurden an der Trockensubstanz des jeweiligen
Praparates ausgefiihrt und betreffen nicht etwa fir therapeu-
tische Zwecke im Handel befindliche ATP-Ldsungen.

*+) Diese beiden Prdparate wurden uns von Prof. Dr. Herken,
Pharmakol. Inst. der Freien Universitdt Berlin, zur Priifung
auf jhren Reinheitsgrad iibersandt,

Erwartungsgemi8 enthielten alle analysierten Préparate neben
ATP einen mehr oder minder groBen Gehalt an ADP und AMP. Die
Anwesenheit der beiden letztgenannten Verbindungen ist zum
Teil durch unsachgemife Lagerung (Zerfall zu ADP und AMP
bei Zimmertemperatur) und auch durch Temperatureinwirkungen
beim Versand zu erkliren. Andererseits ist ATP-Na, eine so
starke S#ure, daf selbst unter gréBeren VorsichtsmaBnahmen
(Aufbewahrung im Tiefkiihlfach) eine langsame Hydrolyse statt-
findet. Fiir biochemische Untersuchungen wesentlich schwer-
wiegender zu bewerten erscheint jedoch der Befund, daB alle un-
tersuchten Praparate auler AMP, ADP und ATP noch andere
Nucleotide enthielten. In einem Falle wurde wie von Marrian
Adenosin-5’-tetraphosphat gefunden. Aus anderen Praparaten
konnten Nucleotide, die als Basen Guanin, Cytosin und Uraeil
enthielten, isoliert werden. Aus einem Priparat wurdemn auch
kleine Mengen .einer Substanz isoliert, die spektrophotometrisch
mit Harnsiure identisch ist. Inwieweit die genannten Verbin-
dungen biochemische Untersuchungen unerkannt beeinflussen
konnen sei hier nicht erbrtert. Es soll aber daranf hingewiesen
werden, daB z. B. die Freisetzung von anorganischem Phosphat
aus Adenosin-5'-tetraphosphat durch die ATP-ase von Myo-
fibrillen um den Faktor 2 kleiner ist, als wenn ATP als Substrat
verwendet wird. Es sei auch an die Beobachtung Slaters’) er-
innert, der in k#uflicher ATP mehr séurelabiles Phosphat fand,
als ihrem Gehalt an ATP und ADP entsprach.
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Zum Aufsatz ,,Katalyse durch lonenaustauschers

Von Dipl.-Chem. F. HELFFERICH,
Géttingen

Nach der Drucklegung des Aufsatzes in dieser Zeitschriit 66,
241 [1954] wurden mir noch folgende Einzelangaben iiber einige
technische Verfahren zuginglich gemacht:

Veresterung von Adipinsdure mit Dodecylalkohol bei
120 °C in einer Kolonne. S&ure und Alkohol werden am Kopf
der Kolonne, Benzol von 80 °C in der Mitte der Kolonne einge-
speist. Am Kopf destillieren Benzol und Wasser ab, der Ester
wird in quantitativer Ausbeute unten abgezogen. In gleicher
Weise wird bei 80 °C Stearinsiure mit Athanol verestert
(DBP. 878348, I.G.-Farbenindustrie, 1942).

Hydrolyse von Sebacinséure-dimethylester, Bern-
steinsiure-dimethylester, Essigsauresthylester, Olsiuremethyl-
ester, katalysiert durch H+*-beladenen Kationenaustauscher in
einer Kolonne. Eine Emulsion des Esters in verdiinater Schwefel-
siure wird am Kopf der Kolonne eingespritzt, in der Mitte der
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