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281. H. v. E u l e r  und E d v a r d  B r u n i u s :  Zur Kenntnis der 
Nucleosidasen (I.). 

[Aus d. Allgeni. Chem. Laborat. d. Universitat Stockholm j 
(Eingegangen am 8. Juni 1927 ) 

Die Gruppe der von P. A. I,evene und Medigreceanul) 1911 ent- 
deckten und dann von Levene ,  M. P a m a g a w a  und I. Weber2)  weiter 
beschriebenen Nu  cl  e o s i d a s  en  wurde in den Kreis unserer Untersuchung 
gezogen, da sich durch die Arbeiten von Eu le r  und Myrback3) Be- 
ziehungen der Co-Zymase zu den Nucleosiden ergeben hatten. Die Be- 
reitung gereinigter und hinsichtlich der Aktivitat definierter Nucleosidase- 
Losungen zum Studium der Co-Zymase war also der urspriingliche Zweck 
unserer Untersuchung. Nachdem sich ergeben hatte, daB gereinigte Co- 
Zymase-Praparate tatsachlich durch eine Nucleosidase spezifisch angegriffen 
werden (die Mitteilung dieser Versuche erfolgt an einer anderen Stelle), streben 
wir an, die Teilnahme der Nucleoside und der Nucleosidasen an Bildung und 
Spaltung der Co-Zymase aufzuklaren. 

Beziiglich der Methodik, der Herstellung des Ausgangsmaterials, der 
kinetischen Einzelheiten, sowie historischer Daten, verweisen wir auf unsere 
ausfuhrlichere Darstellung, und beschranken uns hier auf die Angabe der 
wesentlichen Ergebnisse beziiglich der Reinigung einer auf A deno s in  
wirkenden Nieren-Nucleosidase und beziiglich einiger spezifischer 
Hemmungen dieses Enzyms. 

Beschreibung der Versuche. 
A. R ei  ni g u n g u n d Char  a k t e r i  s i  e r u n g ei n e r Ni e re  n - Nu cl e o si d a s e. 

Als S u b s t r a t  wurde Adenosin angewandt, das nach den Vorschriften 
von Levene  und Jacobs*) aus Hefe-Nucleinsaure dargestellt worden war. 
Wir charakterisierten unsere Nucleosidase, die nach Levene,  Y amagawa 
und We ber  aus Schweine-Nieren bereitet wurde, durch die Geschwindigkeit 
der Adenosin-Spaltung (siehe unten). 

Die Methodik zur Messung der Adenosin-Spaltung griindete sich auf 
die Bestimmung der durch die Spaltung zunehmenden Konzentration der 
freien Ribose,  welche nach der Mikro-methode von Sha f fe r -Har tmann5)  
ermittelt wurde. 

Unsere Reaktionsmischungen hatten die Zusammensetzung : 50 mg Adenosin 
+ 5 ccm 1/,5-mol. PO,-Mischung + x ccm Enzym-Losung + (20-x) ccm Wasser. In 
den meisten Fallen war x = 5 .  

Aus deu von Zeit ZLI Zeit der Reaktionsmischung entnommenen Proben wnrden 
EiweiOstoffe, Purinbasen usw. durch Quecksilberacetat ausgefallt, wodurch zugleich die 
Enzymreaktion unterbrochen wurde. Bevor die Ribose bestimmt wird, fallt man das 
Quecksilber mit Schwefelwasserstoff aus, vertreibt diesen mit Luft und nentralisiert6) 
die freie Essigsaure. 

1) Journ. biol. Chem. 9, 65 [ I ~ I I ] .  
3) Svensk. Vet. Akad. Arkiv f .  Kemi, 9, Nr. 37 [rg27]. 
4) B. 42, 2703 [1909]. 
6) Dabei wurden die erhaltenen Cu-Werte als Glucose berechnet, da fur Ribose 

noch keine Reduktions-Tabelle vorliegt. In unserer ausfihrlicheren Mitteilung (Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 9, Nr. 40 [rgz7]) sind die direkt erhaltenen Cu-U'erte ange- 
geben, so da13 spater evtl. eine Korrektion angebracht werden kann. 

z, Journ. biol. Chem. 60, 693 [I924]. 

5) Journ. biol. Chem. 45, 378 [1920/21]. 
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Zur Kine t ik :  Samtliche kinetischen Versuche sind bei 30° ausgefiihrt. 
Ns ch den Untersuchungen von Levene  und Mitarbeitern verlauft die 
Nu cleosid-Spaltung monomolekular, und wir konnen dieses Ergebnis wenigstens 
fur das erste Viertel der Reaktion bestatigen, die Spaltungs-Geschwindigkeit 
lalit sich also durch eine Konstante I. Ordnung gut darstellen. 

Berechnung der  A k t i v i t a t  bzw. des  Reinhei t sgrades .  
Da nach Levenes  zuverlassigen Angaben die Reaktions-Konstante 

der Nucleosid-Spaltung in Adenosin-Konzentrationen unter 0.5 yo unabhangig 
von der Adenosin-Konzentration ist, so kann die Aktivitat, entsprechend 
dei 1 allgemeinen Prinzip fur enzymatische Aktivitats-Bestimmungen, durch 
die Formel') festgelegt werden: 

Ns.f = k/g Enzym-Praparat, 

wo Ns.f (an Stelle des allgemeinen Ausdrucks X.f) die Aktivitat der 
Nudeosidase bezeichnet. Damit ist zunachst die hier untersuchte Nieren- 
Nuvleosidase charakterisiert, welche nach I, ev en  e aul3er Adenosin auch 
andere Nucleoside, und zwar beim gleichen Aciditatsgrad, spaltet8) ; sollte 
sich spater eine Spezifitat der Nucleosidasen ergeben, so ist diese an 
der Bezeichnung Ns durch einen Index zum Ausdruck zu bringen. I n  
obiger Formel bezeichnet ,,g Enzym-Praiparat" die Menge Enzym (Trocken- 
gewicht der Enzym-Losung), welche in I ccm der Reaktionsmischung 
vorlianden war. 

Ausgangsmater ia l .  
Wir konnen die Angaben von Levene,  welcher Schweine-Nieren als 

Aus ;angsmaterial empfiehlt, bestatigen ; sie sind nach unseren Erfahrungen 
den Rinder -Nieren  vorzuziehen. Vom feingemahlenen Organ wurden 2 kg 
mit 3.5 1 Wasser versetzt und nach Zusatz von Toluol 24 Stdn. bei 40° auto- 
lysit rt ; hierauf wurde durch ein Sieb getrieben. Nach weiterer I-tagiger 
Autolyse hatten sich grol3e Eiweiflmengen ausgeflockt, so da13 durch Zentri- 
fugimen eine ziemlich klare Enzym-Losung erhalten wurde. 

_____ - 
Stc n. 1 mg Cu mg Ribose 1 kx104 Trockengew. in z ccm 
- 

. I 0.423 1 0.242 I 3.6 1 0.0645 g 
0.930 j 0.484 3.8 

( 1  I 1.360 I 0.688 I 3.8 1 
Soillit Ns.f = 3.8 x 10~/0.00645 = 0.059. 

Levene fand eine Erhohung der Ausbeute bei Extraktion mit verd. 
Phosphat-Losung (Optimum pH = 7.0). Bei denjenigen Versuchen, bei denen 
statt in Wasser mit 2/16-mo1. Phosphat von pH = 7 extrahiert wurde, er- 
zieltcn wir keine bessere Aktivitat als bei Extraktion mit Wasser; es ergab 
sich namlich unter den gleichen Umstanden wie oben k x 104 = 3.6 x I O - ~ ,  
also Ns.f = 0.055. 

~ ~~ 

5 j  E u l e r  und Josephson,  B. 66, 1749, und zwar S. 1753 [1923]. 
* )  siehe L e v e n e  und I o n e  W e b e r ,  Journ. biol. Chem. 60, 717 [1924]. 
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Stdn. 1 rng Cu 

Reinigung durch  Dialyse. 
Ausgangsmaterial war eine Enzym-Losung van Ns.f = 0.059. Wahrend 4 Tagen 

wurden 75 ccm gegen 2 1 Wasser dialysiert. 
~___________ 

Stdn. I mg Cu 1 mg Ribose k x lo4 Trockengew. in 2 ccm 

mg Ribose k x 104 Trockengew. in 2 ccm 

0.230 1 0.150 I 0.555 0.304 2.2 I 0.870 1 0.458 2.3 

4.40 
4.91 
6.00 
7.17 

0.0240 g 

0.85 38 
1.5 65 
1.7 73 
1.1 50 

Mittelwert der Keak- 
tionskonstante k x 104 

Ausbeute in yo 
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Rein igung d u r c h  Dialyse. 
Ausgangsmaterial war eine Enzym-Losung von Ns.f = 0.059. Wahrend 4 Tagen 

wurden 75 ccm gegen z 1 Wasser dialysiert. 

Somit wird Ns.f = 0.092. 

Steigerung von Ns.f durch Dialyse: I :  1.5. 
I soe lek t r i sche  Fa l lung ,  kombin ie r t  rnit Dialyse. 

Eine wesentliche Verbesserung des Reinheitsgrades wurde durch folgendes 
Verfahren erreicht : Ausgangslosung von Ns . f = 0.06 wird rnit Essigsaure 
versetzt bis zur Konzentration 0.0 j-n. ; die dabei reichlich ausgeflockten 
EiweiIjmengen werden abzentrifugiert, die klare Losung wird mit Alkali 
neutralisiert, wobei weiteres Eiweifi ausfallt. Nach erneutem Zentrifugieren 
wird 3 Tage gegen 3 1 Wasser dialysiert. 

Somit wird Ns.f = 0.15. 

Adsorp t ionsversuche  mi t  Kaol in  und  Tonerde.  
Mit der von Levene  vorgeschlagenen Methode, die Nucleosidase an 

Kao l in  zu adsorbieren, haben wir keine Erfolge gehabt, und zwar weder 
bei Versuchen rnit den Ausgangslosungen des Enzyms, noch rnit Enzym- 
Losungen, welche bis auf Ns . f = 0.3 durch Aceton-Fallung vorgereinigt 
waren. 

Mit Tonerde ,  und zwar mit einem Praparat, welches dem Praparat B 
nach Wi l l s t a t t e r  und K r a u t  entspricht (0.26 g A1,0, in 10 ccm Emulsion), 
wurde dagegen gute Adsorption erzielt. Versuche mit wechselnder Aciditat 
ergaben die hochste Adsorptions- Ausbeute in schwach saurem Medium, bei 
etwa pa = 5-6. 

Die Versuche murden in der Weise ausgefiihrt, da8 zu 30 ccm Enzym-Losung (Ns.f 
= 0.06) 15 ccm Tonerdehydrat-Suspension und so vie1 Essigsaure zugesetzt wurde, 
da13 sich die gewiinschte Aciditat einstellte. Die Mischung wurde zentrifugiert und das 
Sorbat 2-ma1 mit Wasser gewaschen. DasSorbat wurde hierauf in Wasser bis zum Volumen 
45 ccm aufgeschlammt und die Aktivitat in dieser Suspension direkt bestimmt. Dabei 
wurden 5 ccm Suspension verwendet ; Totalvolumen der Reaktionsmischung 25 ccm. 

Steigerung VOXI Ns.f durch isoelektrische Fallung und Dialyse: I : 2.5 

~ ~ ~- 
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Wahrend also die Adsorption beim Aciditats-Optimum auf etwa 75 
geshatzt werden kann, bietet die Elution des Enzyms aus der Tonerde groBe 
SchNierigkeiten, und mit keinem der untersuchten Elutionsmittel - Phosphat 
zwi:;chen pH = 6 nnd 9, ferner NaOH, Ammoniak - konnte eine bessere 
Elurion erzielt werden als 10 yo. 

F a l lu  ng  mi t A 1 k o ho  1 u n d k o 11 o i d e m E i  s en  h y d r o x y d. 
Auf Grund der guten Erfolge, rnit denen Levene  Alkohol und kolloides 

Eisenhydroxyd zur Reinigung von Nucleosidase-Losungen verwendet hat, 
habtan wir ebenfalls in einer Reihe von Versuchen rnit diesen Stoffen Fallungen 
vorg enommen, und zwar mit variierenden Mengen von Eisenlosungen (Mercks 
Ferium oxydatum dialysatum; 0.1155 g Fe,O, per ccm), da Levene  keine 
diesbeziiglichen Angaben gemacht hat. 

-- Zu jedem Versuch wurden 
k 104 j o  ccm Enzym-LBsung Ns. f = 0.059 

C('111 angewandt, dazu 10 ccm 95-proz. 
Alkohol zugesetzt und folgende 
Mengen der Eisenhydrat-Ibsung: 

7 2'4 7, 5 ,  2.5 und I ccm. Die dadurch 

o , 2 2 3  o,146 2 , 2  zentrifugiert und bis zu einem 
2.3 Volum von 50 ccni suspendiert; 

Priifung der Aktivitat direkt an '.' 

- ~ - _ _  
Fe-l,sg. 

Stdn. 
- 

2 . 2  

entstehenden Fallungen wurden ab- ~- 

0.553 0.302 
0.872 I 0.458 1 

~ d der Suspension. 

5 

2 . 5  

1 1 1 5 1  0 I -  l -  
Die letzte Spalte der Tabelle zeigt, da13 durch Zusatz von I ccm Eisen- 

Losung noch kein Enzym aus der Losung gefallt wird; auch bei Zusatz von 
2 cciii fallt noch sehr wenig, dagegen wurden recht erhebliche Mengen in- 
aktit er Stoffe gefallt. DemgemaB versetzten wir 50 ccm Enzym-Losung mit 
10 ccin Alkohol und 2 ccrn kolloider Eisen-Losung. Nach dem Zentrifugieren 
wurdc die Restlosung rnit weiteren 5 ccm Alkohol und 4 ccm kolloidem Eisen 
versetzt. Diese zweite Fallung, welche die gesamte Aktivitat der Losung 
enthielt, wurde abzentrifugiert und mit I-proz. Na,HPO,-Losung Stde. 
eluiei t. Nach Filtration durch einen Biichner-Trichter zeigte es sich, daB 
das 1:nzyrn nicht eluiert worden war; weder sek. Phosphat, noch Alkali bei 
pH = 9 ergab bessere Resultate. 

Fa l lungen  mi t  Aceton. 
Nachdem in einer Reihe von Versuchen gefunden worden war, da13 sich 

Alkoliol fur den vorliegenden Zweck als Fallungsmittel nicht eignete, gingen 
wir 2.1 Fallungsversuchen rnit Aceton  iiber. 

e r s u c h  I :  30 ccm Enzym-LLung (Nierensaft) Ns.f = o.oG, niit 30 cctn Aceton 
verset:rt : Reichliche Fallung, die sich nach Abzentrifugieren kolloidal in Wasser Ioste. 

k x 104 = 3.5. Trockengewicht in 2 ccm: 0.0228 6. 
Somit Ns.f = 0.1 j. Aktivitats-Steigermtg 2 .  j. 

Beric:ite d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LX. 102 
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3.5 
E, 0 .7  
El 

E3 2.9 . 
E l  I 3.5  

0.7292 - 
0.0070 
0.0043 0.34 
0.0114 I 0 . I j  1 2.5 
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Versuch  2 :  F r a k t i o n i e r t e  A c e t o n - F a l l u n g :  U'ird Nierensaft mit steigenden 
Mengen aceton rersetzt, so tritt bei 2 j 24 lceton eine schwache Fallung auf ; hei 40 76 
Aceton wird diese sehr bedeutend. Nach unseren vorhergehendm Versuchen wird die 
Nucleosidase bei einer Aceton-Konzentration Ton 50 yo vollstandig gefallt ; wir haben 
nun quantitative Tersuche mit 40 yo aceton angestellt. 

Go ccm Bnzymlosung yon Xs.f = o.oG wurden init 40 ccm Aceton versetzt; die 
Fallungen wurden abzentrifugiert und in %-asser zu 60 ccm Volumen gelost. 

k x 104 = 0.7. Trockengewicht in z ccm: 0.0140 g. 
Somit ist nur ein ganz kleiner Anteil des Ehzyms gefallt worden. Der Restlosung 

der erwahnten Fallung wurden nun weitere 20 ccni Aceton zugesetzt. Gesamt-Kon- 
zentration des Acetons bei dieser Fallung somit 50 yo. Die jetzt erhaltene Fallung loste 
sich leicht in 1Vasser. 

k x 104 = 2.9. 
Ns.f  = 0.34. 

Trockengewicht in z ccm: 0.0086 g .  
Steigerung der Aktivitat 5.5. 

Zusammenfassung der  Ergebnisse  der  Aceton-Fal lung:  
ilusgangspraparat . . . . . . . . . . . . . .  

Restlosung, gefallt rnit 50 yo Aceton . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Das Ausgangspraparat, direkt gefiillt 

Die 'I'abelle zeigt, daB bei 40°4 Aceton 24% des Trockengewichts der 
Ausgangslosung gefallt werden. Die Fallung enthalt 20 yo der Aktivitat. 
Bei weiterem Zusatz von Aceton auf 50 yo werden 15 yo des Trockengewichts 
der Ausgangslosung gefallt. Diese Fallung enthalt 83 yo der Aktivitat. 
Setzt man von Anfang an bis 50 yo Aceton hinzu, so werden 39 yo des Trocken- 
gewichts der Ausgangslosung gefallt, und diese Fallung enthalt die gesamte 
Aktivitat . 

Versuche, eine Enzym-Losung von Ns . f =0.34 noch weiter zu fraktionieren, 
sind mifllungen. Bei Zusatz von Aceton zu dieser wurde keine zentrifugierbare 
Fallung erhalten. Dieselbe verteilt sich kolloidal in der Losung. 

Adsorpt ion aceton-gereinigter  P r a p a r a t e  
an  Kaol in  und  Aluminiumhydra t .  

Es wurde versucht, bei der mit Aceton gereinigten Enzym-Losung die 
Adsorptions-Methoden zu verwenden. 

50 ccm Enzym-Losting von Ns.f = 0.3 wurden mit 10 ccm Kaolin- 
Suspension (25-proz.) versetzt. Die Adsorptionsversuche wurden ausgefiihrt, 
teils bei p11 = 5, bei p~ = 7 und bei p Sowohl das Sorbat als auch 
die Restlosung wurden auf ihre Aktivitat gepriift. Das Resultat war das- 
selbe wie vorher: Bei keiner der untersuchten Aciditaten wurde das Enzym 
adsorbiert ; die ganze Aktivitat war in der Restlosung zuriickgeblieben. 

Isoelektr ische Ausfal lung von aceton-gereinigten P rapa ra t en .  
Ausgangsmaterial : Fraktionierter , aceton-gefallter Nierensaft von 

Ns . f = 0.3. Die zweite Fraktion war in halb soviel Wasser gelost wie vorher. 
Die Aktivitat des Praparats war k = 6.0 x 10-4. Zu 50 ccm dieser Enzym- 
Losung wurde I ccm n. Essigsaure gesetzt. Es wurde eine Fallung erhalten, 

= 8.5. 
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die :,bzentrifugiert wurde. 2 s  zeigte sich, daR diese Fallung vollstandig in- 
akti\, war. Die Restlosung wurde mit Natronlauge neutralisiert, wobei 
weitvre Fallung erhalten wurde. Auch diese war inaktiv. 

Die Restlosung der beiden Fallungen wurde mit dem doppelten Volumen 
Aceton versetzt. Die erhaltene Fallung wurde bis 50 ccm Volumen gelost. - 

Stdn. I mg Cu I mg Ribose I k x 1 0 4  1 Trockengew. in 2 ccm 
~ ~~ ~ 

0.631 0.343 5.2 0.00989 g 
0.675 I ::;: I 0.930 1 z:: 1 4 

6 
Ns.f = 0.56. 

Steigerung der Aktivitat : 9.4. 

I h r c h  d a s  zu le t z t  beschriebene Verf ah ren ,  naml ich  Kom- 
b ina t ion  der  Ace ton-Fa l lung  und  i soe lek t r i scher  Faillung, 
wurce  also der  Re inhe i t sg rad  de r  Nieren-Nucleosidase auf 
rund  d a s  10-fache e rhoht .  Bei der Fortsetzung unserer Arbeit gingen 
wir d ementsprechend von diesem Verfahren aus. 

B. Hemmung  der  enzymat i schen  Nucleosid-Spal tung d u r c h  
Nucle insaure ,  H a r n s a u r e  u n d  Arabinose.  

&[it den nunmehr erreichten Reinheitsgraden der Nieren-Nucleosidase, 
deren Erhohung allerdings noch sehr erwiinscht ist, konnen immerhin schon 
Versuche iiber Affinitat dieses Enzyms zu seinem Substrat und iiber seine 
Spezif itat unternommen werden. Fur Affinitats-Messungen komrnen zunachst 
Versuche in Betracht, wie sie zuerst von Michaelis und Mentens) an 
Sacchxrase angestellt worden sind, und wie sie dann sowohl von der Munchener 
Schuk als im hiesigen Laboratorium ausgefiihrt und zum Teil modifiziert 
worden sind. Wir haben uns, wie bei anderen Enzymen, zur Orientierung 
iiber Fpezifitats-Fragen, zunachst den Hemmungs-Erscheinungen zugewandt, 
und fiihren ini Folgenden einige Ergebnisse an. 

I. Heinmung d u r c h  Nucleinsaure.  
I) ie Versuchsreihe wurde mit eineni aceton-gefallten Praparat von 

Ns.f = -  0.26 ausgefiihrt. Die Nucleinsaure-Losung enthielt I g Na-Salz von 
Acid. iiucleinicum B o e h r i n g e r in 100 ccm Losung. 

gebeneri Mischungen ist : 
Satntliche Versuche wurden bei PH = 7.5 ausgefiihrt. In  den im Folgend.en ange- 

die Adeuosin-Konzentration 0.2-proz. = 0.0068-mol. 
,, Nucleinsaure- ,, 0.6-proz. = ca. 0.006-mol. -- 

5 ccm Phosphat-Mischung 
+ j ccm Enzym-L%ung I ccm 

~~ ~ 

50 mg.A\denosin + 15 ccrn Wasser . . 
I j  ccrn Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
50 mg .ldenosin + 15 ccm Nuclein- 

saure-Losung . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
+ 15 cctn Nucleinsaure-Losung . . . . .  

~~ ' 15.87 
, 18.85 

17.00 
~ 18.50 

2.98 

1.50 

0.871 

0.438 

0.457 

0.250 

9 )  : \ l ichael is  und Menten ,  Biochem. Ztschr. 49, 333 [1g13]. - Vergl. E u l e r ,  
Chemie iler Enzyme, 3. Aufl., I. T1. [I925]; s. a. E u l e r  und Josephson,  Ztschr. physiol. 
Chem. 161, 270 [1926]; B. 60, 1341 [1927]. 

1C2" 
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18.45 0.55 0.17 
19.00 

12.85 
12.25 0.19 1 0.60 i 

A u s  obigen Zahlen  e rg ib t  s ich  eine Nemmung der  Nucleo-  
sidase-Wirkung durch  Nucle insaure  im Be t rag  von  460/,. 

2. Hemmung durch  Harnsaure .  
Die gleiche Enzym-LSsung wie im vorhergehenden Versuch. Harnsaure-Losung : 

0.25 g Lithiurncarbonat + 0.5 g Harnsanre wurden mit Wasser zum Polumen IOO ccm 
gelost; die Losung wurde bis zur Aciditat pa  = 7.5 neutralisiert. Parallelversuch mit der 
gleichen Menge Lithiumcarbonat hei gleicher Aciditat. Versuchsdauer stets 180 Min. 

0.11 3.4  

0.13 1 3.8 

________ 

- 

Ka2S203 Differenz mg Cu mg Ribosc 1 - 1  I 5 ccm Phosphat-Mischung 
+ 5 ccm Bnzym-Lbsung 1 ccm 

_____ ____ 

2 I 

I 
2 

3 
4 

3 
4 

~~ 

50 mg Adenosin + 15 ccm I,i,CO,-Lsg. 
15 ccm Li,CO,-Losung . . . . . . . . . . . . .  
50 mg Adenosin + 15 ccm Harnsaiire- 

Losung ........................ 
15 ccm Harnsaure-Losung . . . . . . . . .  

1 q T 3 6  j 0.429 1 0.244 

10 .70  2.13 1 0.672 1 0.361 

3.6 
I 

3.9 

4.0 

4 

I 0.230 
1.26 1 0.398 ' 

12.80 

0.6j8 0.353 
18.95 

I 1 I 12 .83  

15.85 
18.79 

16.62 
18.85 

2.94 

2 . 2 3  

0.858 

0.650 
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I )ie Versuchsreihen I und 2 mit Hefen-NucSeinsaure B oehr inger  und 
mit Harnsaure ergaben eine deutliche Hemmung, und zwar ist, besonders in 
Riick4cht auf die kleinen Konzentrationen der zugesetzten Stoffe, an der 
Speziiitat dieser Hemmung kauni zu zweifeln. Auch diese Hemmungsversuche 
deuten also darauf hin, daIj fu r  d ie  spezif ische Bindung des  Adenosins  
a n  die  un te r such te  Nucleosidase die  NH,-Gruppe des  Adenosins  
bzw. die  f re ie  CH,.OH-Gruppe der  Ribose n i ch t  unbed ing t  erforder-  
lich iind. 

282. F. W. S e m m l e r  und H. von Schi l le r :  
Beitrage zur Kenntnis des atherischen Oles aus den Kienstubben 
und Wurzeln von Pinus silvestris (Kiefernwurzelol) und sein Vergleich 

mit Stamm- und Nadelolen dieser Pinus-Art. 
(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 

I n  letzterer Zeit war ofters die Vermutung aufgetaucht, da13 das von 
A t  t e-- berg1) im deutschen und schwedischen Kiefernnadelol, Kienol und 
im fi-,mlandischen Terpentinol entdeckte und von Wal lach  naher unter- 
suchte S i lves t ren  gar nicht in der Natur und in den urspriinglichen Roh- 
olen -\.orkommt, sondern erst bei der Isolierung desselben iiber das Dihydro- 
chlorid oder durch Invertierung wahrend der Herstellung gebildet wird. 

SIJ teilen S imonsen  und K a o 2 )  in einer kurzen Abhandlung mit, daB das von ihnen 
untersiichte schwedische Fichtennadelol von Pinus silvestris kein Silvestren, wie friiher 
angencmmen, enthalt, sondern daB ursprunglich in dem 01 d-A3-Caren vorhanden sei, 
aus w.lchem durch die zur Isolierung des Silvestrens eingeleitete Salzsaure letzteres 
erst ertstehe. Auch Schimmel  & Co. hatten schon die Beobachtung gemacht, da13 
im Kic fernadelol Caren enthalten ist. 

\T.l'enn man bedenkt, da13 in samtlichen atherischen 0Sen auoer Silvestren 
kein 'I'erpen voni rn-Cyniol-Typus enthalten ist, und wenn man ferner die 
bei der Gewinnung der Kienole notigen hohen Temperaturen und die dadurch 
inoglivhe Invertierung beriicksichtigt, so scheint der Gedanke, daS Silvestren 
gar nicht in der Natur vorkommt, sondern, sei es bei der Herstellung der 
Ole, sci es durch die Isolierungsmethode, erst gebildet wird, sehr einleuchtend. 

Als urspriingliches Terpen kommt nur d-A3-Caren 
(I)3), d-A4-Caren (11) oder das p-Caren von neben- 
stehender Formel in Betracht. Alle drei liefern mit Salz- 
saure leicht ein Gemisch von Silvestren- und Di- 
pentert-Dihydrochlorid 4). Also mu13 in den urspriing- 
lichen Roholen eines der drei Carene oder vielleicht 
ein Gcmisch von allen dreien enthalten sein. 

H,C,,CH, 

H q  H2Cr'-CH H2C \,/CH2 
C;iren ist ein bisher noch wenig erforschtes Terpen. C 

CH, 
Simonsen und Rao haben die d-A3-Verbindung als I1 
Bestaridteil des indischen Terpentins von Pinus longi- 
folk5) und die d-A4-Verbindung im atherischen 01 von Andropogon 
Iwararikusa 'j) nachgewiesen und 1. c. auch versucht, die Konstitution der 
beiden isomeren Terpene aufzuklaren. 

l) B. 10, 1202 [1877]. 
3 )  vergl. die Fornleltabelle auf S .  I594/95. 
4, Journ. chem. SOC. London 121, 2294. 
6 ,  Journ. chem. Soc. London 123, 549-560. 
6, Joum. chem. SOC. London 121, 2294. 

z, Journ. chem. SOC. London 127, 2494 [I9251 




