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mittel (Filter oder fluorc azloschende Substanz) klare, gilt auswertbare Spektren liefer- 
ten. 1111 alkalischen Geb milllanp dicse Filtration, cia, wie schon J .  T. E t l sa l l ? )  beob- 
achtete, eine Braunfarbiing eintrat. Einc I'ltrafiltration niuOte \vcfien der T7nbestandigkeit 
der Filter gegeniiber Laupe ausscheiden. Ilbenfnlls erfolglos war eine Filtration iiber 
fcingepulrertes Glykokoll. Zutn Ziel fiihrtc schlieBlicli vine Inrigsame IUtration durch 
einen engporigm Porzellanfi1tcrtic::cl .-ZL. I)ic so erhaltencn I,&wngen pnhen hei Filter- 
aufnnhmen mit den Quecksilbrrlinien k, b z w  e 1)r:itichb:ire Spektren. liesontleres Augen- 
nicrk rnallte auf die Entferniiiig kleinster Luftl)liischcn gerichtet werdcn, (lie einfach und 
sichcr (lurch liingerrs Jh-akuicrcn dcr  1,6siing im ;lufnahniegcfiiD un tc r  ~elegentlichem 
1;lopfen errcicht wiirde. 

Die p~- l I e s sungen  wirden  niit eincin J otiometer nusgefiihrt. Die iiher (lessen JIeO- 
brrcicli 1-1 3 hinausqeliencien \Vcrtc \vurcIc.n ;iuf (;runel dcr nnpewatldten Satire geschatzt. 

Die Ei~~cilJliytlrolysatc wtirden nus  (;elntine nncl cincni kiiuflichen Pepton nach 
E. F i  s c h e r  rnit Salzsiiure bn - .  Scliwcfelsiiurc erhalten. Zuniiclist wurden sie clurch 
mehrnmnliges Aufkochrn mit Ticrkohlc entfiirht. Alle hci tlcn GI~l;okoll-I,osungen wirk- 
snmen Filtrationsmethoden crpabcn keiiie vvr\vertbaren 1,iisunpeu. Hei den Yersuchen 
mit 1-ltrafiltern versafiten auch noch allv 1:iltcr einschlieWlic11 der , ,Ultrnfcinfilter fein" O ) .  

I'rst die Verwendung der ,,Vltrafcinfilter feinst" fiihrtc ZII cler pewiinschten Klarheit 
tler 1,osunpcn. Die noch rorhandene Fluorescenz konnte nach tlcn Xngaben von 
S .  \Vr igh t  iind \V. C.  Lee') elnrch Zusatz  voii I<nliumjodid als Fluorcsrenzliischer soweit 
hernbgedriickt werden, daO sicli sauberc nntl hrniichbare Spektrcn ergaben. Rlit gleicher 
JTirksamkeit konnte auch Kaliumr1iod:inicl als Pluorescenzlijscher anpemnndt werden, 
tlas bei einer auszufiihrenden quantitatiren Analyse den 1-orteil besitzt, daW (lessen 
1,inien gleich als nezugsscli~~r.iirzurifien zii 1-erwendcn sincl. 

Der D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s g e n i e i n s c h a f t  danken wir fur die groB- 
ziigige apparative I'nterstiitzung dieser Arbeit. 

168. Hel lmut  Bredereck, Gerhard Miiller und Eva Berger: 
Zur Konstitution der Thymonucleinsaure : Die Verkniipfungsstellen 
zwischen den Basen und Desoxyribose. (Nucleinsauren, XVI. Mitteil.*)) - 

Aus d. Cheni. Laborat. (1. 1-nirersitiit 1,cipzi.C 
(Eingegangen am 10. September 1040.) 

Zur neiteren Klarung der Konstitution der '1'hl;iiionucleinsaure war die 
Frage nach der 1-erkniipfungsstelle zwischen den einzelnen Basen und dem 
jeweiligen Desoxyribose-Rest zu beantworten. \-on G u l l a n d  und Story ' )  
mar durch Messung der Absorptionsspektren festgestellt worden, da0 die 
Purinbasen Guanin und Adenin in Stellung 9 mit der Desosyribose verkniipft 
sind. Die entsprechenden Nucleoside, Guanin-desosyribosid und Adenin- 
desosyribosid, besitzen daher die Konstitution I und 11. 

Cnbewiesen ist in diesen Verbindungen die Furanosestruktur der Des- 
oxyribose. Da aber fur die entsprechenden Nucleoside rnit d-Ribose als 
Kohlenhydratkomponente und auch fur Thyniidin ( = Thymin-desosy- 
ribosid) die Furanosestruktur bewiesen ist, wird man auch fur alle anderen 
Desoxyribo-nucleoside die gleichc Ringstruktur annehmen diirfen. Zur 

@) Die Bezeiclinungs\reise entspricht den Anpahen der Nembranfilter A.-G. ,  

* )  XY. JIitteil.:  I3. 73. 269 [1940]. 
* )  Journ. chem. Soc. London 193s. 250 ,  (10.2, 

Cottingeti. 
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Klarung der Frage nacli der \-erkniipfungsstelle zwischen den Basen, ins- 
bewndere den Pyrimidinbasen und Desoxyibose, haben wir die Methode 
der Methylierung der Thymonucleinsaure und anschlieBender Spaltung des 
I\Iethylierungsproduktes herangezogen. 

Methylierungen von Polynucleotiden sind bisher noch nicht durch- 
gefiihrt worden. Von Case und Hill2) ist lediglich versucht worden, Hefe- 
nucleinsaure mittels Diazoniethans zu methylieren. Die Yersuche fiihrten 
jedoch zu keinem Ergebnis. Wir haben jetzt die Methylierung von Thymo- 
nucleinsaure niit Dimethplsulfat und Alkali in der Weise durchgefiihrt, daW 
wir bei Zimmertemperatur getrennt Dimethylsulfat und Alkali zutropfen 
lieflen. Durch laufende pII-Kontrolle wurde darauf geachtet, daW das pH 
wahrend der Methylierung in der Regel zwischen 8 und 9 lag, niemals iiber 
10 hinausging. Das bei unserer Aufarbeitung erhaltene Methylierungs- 
produkt bestand in der Hauptsache aus dem Natriumsalz der methylierten 
Thymonucleinsaure neben etwas freier Saure. Nach einmaliger Methylierung 
konnten 7 N-Methyl und 2 0-Methyl festgestellt werden. Eine nochmalige 
Methylierung ergab keine Erhohung des N-Methylgehaltes, andererseits 
wurde jetzt ein etwas hoherer 0-Methyl-Gehalt gefunden. Fur die AT- und 
0-Methyl-Bestinimung wurde eine Halbmikromethode ausgearbeitet, die sich 
an die Nikromethode von Pregl-I,ieb3) anlehnte. Wenn auch bei der 
GroWe des Molekiils die Methylgruppen-Bestimmung eine gewisse Unsicher- 
heit bietet, so konnte doch sichergestellt werden, daW der N-Methylgehalt 
bei weiterer Methylierung nicht mehr ansteigt. Zur Isolierung der methy- 
lierten Basen und somit Feststellung der Yerkniipfungsart zwischen Basen 
und Zucker haben wir daher das einmal methylierte Produkt verwendet. 

Zunachst galt es sicherzustellen, daB dem Methylierungsprodukt noch 
die Tetranucleotidstruktur der urspriinglichen 'l'hymonucleinsaure zugrunde 
liegt. Wir haben friiher4) bereits die Einheitlichkeit und damit den tetra- 
nucleotidahnlichen Aufbau der Thyminsaure durch Verfolgung des Acidi- 
tatszuwachses bei der fermentativen Spaltung sichergestellt. Auch im Falle 
der methylierten Thymonucleinsaure haben wir mit SuWmandel-Praparaten 
bei prr 4.9 eine fermentative Spaltung durchgefiihrt und dabei einen Aciditats- 
zuwachs von etwa 4 Aquivalenten gefunden. Die methylierte Thymonuclein- 
saure stellt somit eine 4-basische Saure dar. Es mag auffallen, da13 dem- 
gegeniiber die Thy~nonucleinsaure~) selbst und ebenso die Thyminsaure4) 

z ,  Jourii. Amer. c'hem. SOC. 52, 1536 [1930]. 
3) P r e g l - R o t h ,  ,,Die quantitative organisrhe Jlikroanalyse", 4. .iufl., S.  229. 
') XIT. llitteil.: B. 72. 115 119391. 
5 ,  XIII. Mitteil.: B. 72, 121 j19392. 

68 * 
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eine 5-basische Saure ist. Wir glauben aber, daC, in der methylierten Thyiiio- 
nucleinsaure die eine sekundare (;ruppe der Phosphorsaure als Methylester 
vorliegt, der dann bei der E'erinentspaltung niitverseift wird. .4uf jeden 
Fall liegt in cler methylierten 'I'hynioiiucleins~ure noch die Tetranucleotid- 
struktur vor. 

\Yir haben zunachst versucht , durch Spaltung des ;\IetIiylierungsprci- 
duktes rnit Chlorwasserstoff niethylierte Purinbasen zu rrhalten. Es gelang 
uns, ein Diniethyladeniii als Pikrat zii erhalten. I h  tlieses Diniethyladenin- 
pikrat i n  der Literatur niclit bekannt war, halien wir es auf folgende IT'eise 
idcntifiziert: Wir unterwarfen Adenosin iinter den gleichen 13edingungen 
vie  TIi?-nioriucleiiis~i~ire tler ~Ictliylic~ruiig, spalteten tlas 1Iethylierungs- 
produkt mit Chlorn-asserstoff und erhiclten tlas gleichi. 1)iiiietliyladeniti- 
pikrat wic aus niethylierter 'rh?-iiioriucleinsa~ir~. I )a die Struktur ties -1deno- 
sins als die eines Adenin-ribofuraiiosids iiiit \7erkniipfi11ig in Stellung 9 1 ) ~ -  
kannt ist, folgt, dali auch in tler 'I'11y11i01iiicleinsaure l)z\v. i i i i  Alderiin-des-- 
osyribosid ,Idenin in tler glrichen Stellung niit tler I )esoq-rihose verkniipft 
ist. Die Metliylierung ist an den freien ,\'-\~asserstoffatoiiie!i erfolgt. Da.; 
Pikrat ist demnach als das des 1 .S"-l)iiiietligl-adenins (111) anzusprechen. 
h i s  der methylierten 'l'liyniotiucleitisaure konnten nir  kein iiiethylixtes 
Guanin isolieren, hingegeii gelati:: es uns, (lurch Xethylierung yon Cuanosiii 
und anschlieljende Spaltung ein IXniethylguanin in I:orni seines krystalli- 
sierten Chlorhydrats und Pikrats zii geivinnen. Xelche der iiiiiglichen tauto- 
meren I:orineln deni I~iiiirthylguanii~ zukoninit , ist niclit ljewiesen. 

H,C. N--C : ii . CH, H,C . S - C  : S . CH, 
I 

I11 

oc CII 
1 1  

Hh--CH 
IV. 

Zwecks Isolierung methylierter Pyrimidine haben n-ir die methylierte 
Thymonucleinsaure einer schwefelsauren H>-drolyse unterworfen. Es gelang. 
zunachst das Pikrat einer Base zu erhalten, das sich auf Grund der Analyse 
als bisher nicht bekanntes Diiiiethylcytosin-I,ikrat envies. Wir haben nun- 
mehr Cytidin, dessen Struktur hekannt ist, der gleichen Methylierung und 
anschlieBenden Spaltung unterworfen und dabei tlas gleiche Diniethylcyto- 
sin-pikrat erhalten. Da im Cytidin die 1-erkniipfung zwischeii Cytosin und 
Ribose in Stellung 3 erfolgt ist, mulJ auch in der Thyiiionucleinsaiure bzw. 
iiii Cytosin-desoxyribosid die Verkniipfung zwischen Cytosin und Desoxy- 
ribose in der gleichen Stellung erfolgen. Das neue DiIiiethylcytosin-pikrat ist 
daher das Pikrat des 1 .N6-Diniethyl-cytosins (11.). AuL3er dieseni Pikrat 
konnten wir aus der methylierten Thymonucleinsaure rioch eine Base iso- 
lieren, die auf Grund der Analyse und des Schnielzpunktes als 1-Methyl- 
thymin anzusprechen ist, das bereits \'on J o h n s o n  und Clapp6)  beschriehen 
worden ist. Die Isolierung dieser Verbindung beweist, daB in der ' I 'h~~no- 
nucleinsaure bzw. im Thymidin, 'l'hyniin init der Desosyribose in Stellung 3 
verkniipft ist. Die Stellung 3 ist somit ganz allgernein die Yerkniipfungs- 
stelle sowohl in den Ribo- als auch in den Desoxyribo-pyrimidinnucleosiden. 

Fiir die Vnterstiitzung bei der Durchfiihrung der vorliegenden Cnter- 
suchung danken wir der D e n t  s c  h e n  F o r  sc  h u n g  sgem e i n s c  h a  f t. 



Nr. 10/19401 Zur Konstitution der Thymonucleinsaure ( X V I . ) .  1061 

Beschreibung der Versuche. 

Met h y 1 i e r u ng d e r T h ym o n ucl e i  n s a u r e. 

Die Methylierung wurde in einem 1 I Normalschliff-Dreihalskolben durch- 
gefiihrt, der seitlich mit 2 graduierten Tropftrichern versehen war, wahrend 
durch den mittleren Schliff ein Riihrer fiihrte. Der Kolben befand sich in 
einem Wasserbad. Zur Kontrolle des plL-Wertes wurde in Abstanden von 
10- 15 Min. eine Probe der Reaktionsfliissigkeit niit pH-Papier (Lyphan) 
gepriift. 

26 g aus Mlz dargestellte rohe Thymonuc le insau re  wurden in 300 ccm 
n'asser aufgeschlanimt und durch Neutralisation mit 2-n. Natronlauge gegen 
1,acknius in Losung gebracht. Sodann wurden noch 30 ccni 2-n. Natronlauge 
zugegeben und die dunkelhraune triibe Losung erwarmt, bis sich das kolloidale 
Eisenhydrosyd flockig abschied. Nach dem Erkalten wurde vom Aus- 
geflockten abzentrifugiert und die Losung mit Eisessig gegen Lackmus wieder 
neutralisiert. Zur Methylierung wurden in der oben beschriebenen Apparatur 
hei einer Wasserbadtemperatur von 30-350 unter Riihren 80 ccm Dimethyl- 
sulfat und etwa 100 ccm 32-proz. Natronlauge zugetropft, und zwar das 
1)imethylsulfat rnit einer Geschwindigkeit von etwa 1 Tropfen pro Sek. (die 
Gesanitmenge war dann in etwa 2 Stdn. zugegeben) . Die Zutropfgeschwindig- 
keit der Natronlauge wurde so reguliert, da13 die Reaktionslosung dauernd 
cinen pH-Wert 8-9, hochstens bis 10 zeigte. Zu diesem Zwecke gab man 
zunachst alle 4-5 Sek. einen Tropfen Natronlauge zu, wahrend man im 
weiteren Verlauf bei verringerter Reaktionsgeschwindigkeit die Zutropf- 
geschwindigkeit herabsetzen mu13te. In  diesem Stadium kann man die 
Wasserbadtemperatur auf 45O erhohen. 

Der Kolbeninhalt wurde anschliefiend im Vak. bei 30-40° auf 180 ccni 
eingeengt, rnit Eisessig auf pH 4 gebracht und unter Riihren mit 1600 ccm 
-4lkohol versetzt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Raumtemperatur wurde 
die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen und die zahe klebrige Fallung durch 
Verreiben rnit absol. Alkohol/Aceton (1 : 1) im Morser in absaugbare Forni 
gebracht. Auf der Nutsche wurde der Riickstand noch mehrmals mit Aceton. 
anschlieoend mit k h e r  gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. 
*49usb. 16-18 g eines hellhraunen staubartigen Pulvers. Zur Reinigung 
wurde das Produkt nochmals in 80 ccm Wasser gelost, mit Eisessig auf p H 4  
angesauert und niit 600 ccm Alkohol gefallt. Die weitere Aufarbeitung er- 
folgte wie bei der ersten Fallung. 

An analytischen Bestimmungen wurden P-, S a - ,  (0- und A'-)CH,-Bestimmungen 
und Titrationen durchgefiihrt: 

Ka-Bestimmung : Die zur Konstanz getrocknete Einwaage wurde im Bombenrohr 
mit 5 ccm roter, rauchender Salpetersaure (d 1.52) 7-8 Stdn. erhitzt, uns zwar zunachst 
auf 1100, wahrend der lrtzten 3 Stdn. auf 240O. Aus der niit M'asser aus dem Bombenrohr 
gespiilten 1,osung wurde die Phosphorsaure mit Blagnesiamischung entfernt, das Magne- 
sium mit Scha f  f g o t  tscher 1,iisung abgeschieden, die Ammonsalze in der Platinschale 
abgeraucht, der Riickstand mit Rasser aufgenommen, vom ITnloslichen abfiltriert, niit 
Schwefelsaure abgeraucht und nach Zusatz von etwas festem Ammoncarbonat zur Ge- 
nichtskonstanz schwach pegliiht. 

1.0800 ( I . ) ,  0.5585 g (11 . )  Sbst. :  0.1518, 0.1775 g Na,SO,. 
(ief. xa 4.54. 5.22 % = 2 .86 .  3.39 #qui\ 
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Mit denselben Proben I und I T  wurden die Titrationen durchgefiihrt. Das Methy- 
lierungsprodukt wurde in Wasser gelost und niit n/lo-KaOH gegen Phenolphthalein 
titriert. 

0.6163 (I.), 2.0915 (11.) g Sbst.: 2.50, 3.10 ccm n/,,-NaOH = 0.59, 0.22 xquiv. 
Addiert man die durch Na-Bestimrnung und Titration gefundcnen \Verte, so findet 

man fur Probe I eine Aciditat von 3.45 Aquiv., fiir Probe I1 von 3..il Aquiv. 
P-Bestimmung : Zur Bestimmung des Gcsamtphosphors wvurde die Substanz , im 

Bombenrohr mit 1.5 ccm roter raucliender Salpetersaurt, durch 6-stdg. Erhitzen auf- 
geschlossen. Die ails dem Bombenrohr gespiilte Lijsung wurtle auf 1 I wrdiinnt und zur 
spektrophotometrischen P-Restimmung 2 ccm entnornmen. 

0.2121, 0.2121 g Sbst.: l / s o o ,  enth. 36.15, 35.85 y. 
Ber. (fur einen Gehalt von 3 Na) I' X.56. Gef. P 8.51, 8.45. 

Verschiedene, grtrennt voneinancler dargestellte hIetliylierunRsprodLi~tc ergaben 
folgende OCH, bzw. NCH,-Werte7) : 

OCH, 1.90, 2.12, 2.30, KCH, 7.01, 7.34, 7.23. 
Die Analysen sprechen fur einen Gehalt von 2 OCH,- und 7 SCH,-Gruppen. Ein 

OCH, 2.98, 2.78, SCH, 7.04, 7.15. 

F e r m e n t s  p a 1 t u n  g d e r m e t  h y 1 i e r t e n T h y  m o n u c 1 e i n s a ti r e. 
Die zur Spaltung verwendete m e t h y l i e r t e  Thymonucle insaure  

wurde bei 75O/2 mm iiber Phosphorpentoxyd zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Zur Bereitung der Fermentlosung wurden 2 g , ,Emulsin" (P-Glucosidase- 
wert 1) in 100 ccm Wasser aufgeschlammt und nach Stehenlassen iiber 
Nacht im Eisschrank filtriert. 

Ansatz: 2.1209 g m e t h y l i e r t c  T l i ? .monuc le insau re ,  gelost in 20 ccm IVasser, 
werden mit n/,,-NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert (verbr. 7.58 ccm) ; es werden 
zugegeben 25 ccm Fermentlosung nnd 40 ccm Acetatpuffer, sodann mit \Vasser auf ins- 
gesamt 100 ccm aufgefiillt. 

Kontrollansatze : 
a) ohne Ferment: 0.6183 g m e t h y l i e r t e  T l i y m o n u c l e i n s a u r e  in 6 ccm U'asser, 

mit 2.50 ccm n/,,-NaC)H neutralisiert, dazu 12 ccm Acetatpuffer u. U'asser auf 30 ccm. 
b) ohne Substrat: 25 ccm Fermentlosung und 40 ccni Acetatpuffer, aufgefiillt mit 

Wasser auf 100 ccm. 

Unmittelbar nach Fertigstellung der Ansatze wurde eine Probe von 
10 ccm entnommen und gegen Phenolphthalein titriert. Die Ansatze wurden, 
mit einigen Tropfen Toluol versetzt, verschlossen bei 37O aufbewahrt. In 
den ails der Tafel ersichtlichen Zeitabstanden wurden zur Titration jeweils 
10 ccm aus jedem Ansatz entnommen. 

Nach G Tagen wurden zu den Ansatzen, die durch die Probeentnahmen 
auf 50 ccm abgenommen hatten, ernent 12.5 ccni Ihulsinlosung, 20 ccni 
Acetatpuffer und 17.5 ccm Wasser (Zuni Kontrollansatz ohne Ferment 
3 ccm Puffer und 13 ccm Wasser) zugegehen. Die Substratkonzentration 
betrug nunmehr die Halfte der urspriinglichen. Nach weiteren 8 Tagen 
wurden nochmals 20 ccm Fermentlosung, 20 ccm Acetatpuffer und 10 ccm 
Wasser zugegeben, so da13 die Substratkonzentration nunmehr ein Viertel 
der urspriinglichen betrug. Jedesmal nach erneuter Fermentzugabe wurden 
die Titrationswerte neu bestimmt. 

2-ma1 methyliertes E'rodukt ergab folgende \Verte : 

7)  Naheres iiber die I\Ieth?.lRrupperi-Bestininiutig s. Dissertat. G. Mul le r ,  Leipzig 
1940 [D 151. 
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Die Titrationswerte der Kontrollansatze blieben wahrend der Dauer 
des Versuches praktisch konstant. Sie sind daher nicht in die Tafel auf- 
genommen. 

Spaltungsdauer 
in Tagen 

0 
1 
2 
3 
5 

Fermentzugabe 
5 
G 
8 

10 
13 

Ferrnentzugabe 
13 
14 
16 
19 
23 

Verbrauch von 
n/,,-NaOH 

2.40 
3 . i L  
4.20 
4.44 
4.7s 

3.80 
4.02 
4.30 
4.47 
4.57 

3 . M  
3.87 
3.99 
4.05 
4.0s 

Zuwachs 
in Aquir 

0 92 
0 33 
0 14 
0 16 

0 22 
0 51 
0 11 
0 14 

0 64 
0 36 
0 17 
0 Oh 

Gesamtzuwachs 
in Xquiv. 

(J.9.2 
1.25 
1.39 
1.65 

1.87 
2.38 
2.49 
2.63 

3.27 
3.63 
3.80 
3.8s 

Gewinnung de r  me thy l i e r t en  Basen d u r c h  Hydro lyse  d e r  me thy-  
l i e r t en  Thymonucle insaure .  

a) Dimethyladenin :  3 g durch Umfallen gereinigte me thy l i e r t e  
Thymonucle insaure  wurden in 30 ccm 95-proz. Methylalkohol auf- 
geschlammt und 2 Stdn. trockner Chlorwasserstoff (die letzte halbe Stde. 
unter Eiskiihlung) durchgeleitet. Die abgeschiedene Substanz, die mit Koch- 
salz verunreinigt war, wurde abgesaugt, mit kaltem, HC1-gesattigtern 95-proz. 

' 3Iethylalkohol gewaschen und im Exsiccator getrocknet. -4usb. etwa 0.5 g. 
0.2 g wurden in 1 ccrn Wasser gelost, mit 2.6 ccm kalt gesattigter Pikrin- 
saurelosung versetzt und filtriert. Nach Stehenlassen iiber Nacht im Eis- 
schrank wurde das ausgeschiedene Pikrat abgesaugt und nochmals aus 2 ccm 
Wasser umkrystallisiert. Hellgelbe, zu Biischeln vereinigte feine Nadeln. 
Schmp. 235O. 

4.805 mg Sbst.: 6.960 rng CO,, 1.310 rng H,O. - 3.4CJ7 nig Sbst.: 0.848 ccrn K2 
f2jo,  758 mm). 

C,,HI2O,N, (392.2). Ber. C 39.78. H 3.08, N 28.58. 
Gef. ,, 39.51, ,, 3.05. ,, 28.43. 

Aus der Mutterlauge lieBen sich nach erneuter Zugabe von Pikrinsaure- 
liisung noch kleinere Mengen Dimethyladeninpikrat gewinnen. Das Pikrat 
eines Guaninderivates konnte nicht erhalten werden. 

b) Dime thy lcy tos in :  9 g durch Umfallen gereinigte me thy l i e r t e  
Thymonuc le insau re  wuiden in 36 ccm 25-proz. Schwefelsaure gelost und 
im Bombenrohr 2 Stdn. auf 175-1800 erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
von den kohligen Ruckstanden abgesaugt, diese auf der Nutsche mehrfach 
mit siedendem Wasser ausgewaschen und das Gesamtfiltrat durch Zugabe 
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von heifigesattigter Barytlosung im iiberschuB von Schwefelsaure und 
Phosphorsaure befreit. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit heil3em 
Wasser ausgewaschen und das Gesanitfiltrat im Yak. auf 70 ccni eingeengt. 
Aus der eingeengten Losung wurde der UberschuB an Barium mit Schwefel- 
saure entfernt. Zu dem hellgelbbraunen Viltrat wurden 120 ccm kalt gesattigte 
I'ikrinsaurelosung zugegeben. Es entstand ein voluminiiser, amorpher Nieder- 
schlag, der verworfen wurcle (Harzprodukte ?). Das Filtrat wurde ini Vak. 
weiter eingeengt, wobei sich an der Wandung weitere schwarzbraune Harz- 
produkte abschieden. Das Einengen wurde fortgesetzt, his die ersten hell- 
gelben Krystalldrusen erschienen (bei etwa 50 ccm). LTriter schwachem 
Erwarmen wurde die klare Liisung von den Harzprodukten abgegossen und 
auf dem Wasserbad (nicht siedend, kleine Flanime !) auf 15 ccm eingeengt. 
h h e i  erfolgte eine reichliche Ahscheidung von gelhen, zu kugligen Aggregaten 
vereinigten Krystallen. Nach Stehenlassen im Eisschrank wurden diese ab- 
gesaugt, niit wenig Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 1 g. Zur Rei- 
niguug wurde das Pikrat aus 25 ccni Wasser unter Zusatz von Tierkohle 
umkrystallisiert. Das reine Pikrat schied sich in langen goldgelben Nadeln 
aus. Schmp. 222O. 

4.776 mg Sbst.: O.Xh2 ccm S, (23O. 
754 mm). 

4.682 m g  Shst. : 0.770 m a  C 0 2 ,  1 440 nix €I2( ).  

Cl2H1,O8N6 (3hX.1). Her. C 39.12. H 3.28, N 2Z.XZ. 
( k f .  ,, 39.44. ,. 3.44, ,, 23.07. 

c) Methy l thyn i in :  Die nach deni Absaugen des rohen Diniethyl- 
cytosinpikrats verbliebene Mutterlauge wurde bei 40' im Vak. soweit wie 
moglich eingeengt, wobei reichliche Krystallabscheidung erfolgte. Die 
Krystalle wurden abgesaugt, dann niehrfach mit insgesamt 30 ccni kaltem 
Alkohol im Morser verrieben, his sie farblos waren. I)er Ruckstand bestand 
aus Natriumsulfat. Die alkoholischen Auszuge wurden in einer Krystallisier- 
schale zur Trockne verdampft. Zur Befreiung von anhaftenden harzigen 
Begleitstoffen wurden die Krystalle auf einem 'l'onteller abgepreot, sodann 
aus Wasser in Gegenwart von Tierkohle unikrystallisiert. nerbe Prismen. 
Schmp. 210'. Schmp. fur 1 -Methyl-thymin6) 202--205O, fur 3-Methyl-thymins) 

4.14X mg Sbst.: 7.810 nig CO,, 2.120 ma H 2 0 .  - -  4.304 mg Sbst.: 0.742 ccm Sa 

280-282' bzw. 284'. 

(23O, 754 mm). 
C,H,O,N, (140.1). Rer.  C 51.40, H 5.70,  S 20.00. 

Gef. ,. 51.30,  ,, 5.72. ,, 19.72. 

Met h y 1 i e r u n g v o n N u  c 1 e o s i d e n u n d a n  s c h 1 i e IJ e n d e H y d r o 1 y se. 

a) Me thy l i e rung  von Guanosin,  D ime thy lguan in :  4 g Guanos in  
wurden in 40 ccm Wasser aufgeschlamnit und die Suspension durch Zugabe 
von verd. Natronlauge auf p1L 8.5 gebracht. Die Methylierung erfolgte unter 
den gleichen Bedingungen wie bei der Thymonucleinsaure innerhalb von 
2 Stdn. durch allmahliche Zugabe von 14 ccni Dimethylsulfat und 20 ccm 
32-proz. Natronlauge, wobei das Guanosin in Losung ging. Nach Beendigung 
der Methylierung wurde die Losung niit 2-n. Schwefelsaure neutralisiert und 
im \'ak. zur Trockne verdampft. Der Ruckstand wurde 2-ma1 mit je 20 ccm 
absol. Alkohol extrahiert und die vereinigten Auszuge eingedanipft. Der 
Ruckstand wurde nunmehr 3-ma1 mit je 20 ccm 96-proz. Alkohol extrahiert 
und die Ausziige wieder eingeengt. Der verbliebene Sirup wurde schlieolich 
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noch 3-ma1 rnit je 10 ccni Alkohol extrahiert und die vereinigten Ausziige 
eingedampft. Der Ruckstand wurde rnit 15 ccm Alkohol aufgenommen. 
Nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank wurde vom abgeschiedenen 
niethylschwefelsauren Natrium abgesaugt und das Filtrat zur Trockne 
eingedanipft. Der verbliebene Sirup (0.7 g) wurde in 10 ccm 95-proz. Methyl- 
alkohol gelost und 1 l iZ Stdn. Chlorwasserstoff durchgeleitet. Nach Beendigung 
wurde die Losung im Vak. eingeengt ; dabei schieden sich Krystalle ab. Diese 
wurden abgesaugt und aus 95-prOZ. Alkohol umkrystallisiert. Schmp. 275O. 

C7H,0Ks, HCl (215.5) Dimetlivlguanin-chlorhv~rat. Ber. 6 32.57. Gef. S 32.25. 
2.071 m g  Sbst.: 0.843 ccni S, (2l0, 744 mm). 

Aus deni Chlorhydrat wurde durch Versetzen rnit kalt gesattigter Pikrin- 
saurelosung das Pikrat erhalten. Es wurde aus Wasser unikrystallisiert. 
Schmp. 214O. 

3.543 mg Sbst.: 0.853 ccni N, (22O. 740 mm). 
C,,H,,O,?;, (408.1) 1)imethvlguanin-pikrot. Ber. S 27.45. Gef. S 27.13. 

b) h ie thyl ie rung  von  Adenosin:  D ime thy laden in :  Die Methy- 
lierung von A4denosin (4 g) erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie 
beim Guanosin. Nach Beendigung der Methylierung wurde die Losung mit 
verd. Schwefelsaure neutralisiert und im Vak. zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde 3-ma1 rnit absol. Alkohol extrahiert und die Ausziige ein- 
gedampft. Der krystalline Riickstand wurde aus 95-proz. Alkohol um- 
krystallisiert , das ausgeschiedene methylschwefelsaure Natrium wurde ab- 
getrennt und die Mutterlauge zum Sirup eingeengt. Der Riickstand wurde 
in 10 ccm 95-proz. Methylalkohol aufgenommen und 1 liZ Stdn. Chlorwasser- 
stoff eingeleitet. Der entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und mit 
HC1-gesattigtem Methylalkohol ausgewaschen. Eine wal3rige Losung des 
Chlorhydrats wurde mit kalt gesattigter Pikrinsaurelosung versetzt. Das 
abgeschiedene Pikrat wurde aus Wasser umkrystallisiert. Schmp. 2360. Der 
Vischschmelzpunkt mit Dimethyladenin-pikrat aus der methylierten Thymo- 
nucleinsaure ergab keine Erniedrigung. . 

c) Methyl ie rung  von  Cyt id in :  D ime thy lcy tos in :  2 g Cy t id in -  
n i t r a t  wurden in 120 ccm Wasser aufgeschlammt und durch Zugabe von 
32-proz. Natronlauge auf p~ 8.8 gebracht. Die Methylierung erfolgte ebenso 
wie beim Guanosin und Adenosin innerhalb von 2 Stdn. mit 10 ccm 32-proz. 
Natronlauge und 7.5 ccm Dimethylsulfat. Sodann wurde mit verd. Schwefel- 
saure neutralisiert und im Vak. zur Trockne verdampft. Der Ruckstand 
wurde rnit 10 ccm 25-proz. Schwefelsaure aufgenommen und 2 Stdn. im 
Rombenrohr auf 175-180° erhitzt. Nach Erkalten wurde rnit Wasser ver- 
diinnt, von kohligen Ruckstanden abfiltriert und mit heil3em Wasser gut 
ausgewaschen. Das Filtrat wurde rnit heil3 gesattigter Barytlosung bis zur 
neutralen Reaktion gegen Lackmus versetzt. Der Bariumsulfatniederschlag 
wurde abgesaugt, rnit heil3em Wasser ausgewaschen, das Filtrat im Vak. 
zur Trockne verdampft und der Ruckstand 3-ma1 mit kaltem und 2-ma1 
rnit heil3em Alkohol (je 20 ccm) extrahiert.' Die Ausziige wurden eingeengt, 
der Ruckstand rnit Wasser aufgenommen und mit kalt gesattigter Pikrin- 
saurelosung versetzt. Das ausgeschiedene Pikrat wurde aus Wasser urn- 
krystallisiert. Schmp. 218O. Der Mischschmelzpunkt rnit dem aus der methy- 
lierten Thymonucleinsaure erhaltenen Dimethylcytosin-pikrat ergab keine 
Erniedrigung . 


