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49. Hellmut Bredereck, Eva Berger und Friedrich Richter: 
Zur Existenz der Guanin-uridylsaure (Nucleinsauren, XVIII. Mitteil.*)). 

[Aus d. Chem. Laborat. d. Universitat Leipzig.] 
(Eingegangen am 22. Januar 1941.) 

Durch die in den letzten Jahren durchgefuhrte Konstitutions-Aufklarung 
der Nucleoside und Nucleotide war die Moglichkeit gegeben, eingehender die 
Konstitution der eigentlichen Nucleinsauren, der Polynucleotide, zu er- 
forschen. 

Nachdem alle Versuche, aus der Hefenucleinsaure grooere Bruchstiicke als 
die Nucleotide zu gewinnen, fehlgeschlagen waren, gelang es uns erstmals 1936, 
durch saure Hydrolyse der Hefenucleinsaure ( B o e h r  i nger  , Mannheim- 
Waldhof) die Guanin-uridylsaure (I) zu isolieren l) . Die Einheitlichkeit dieser 
Verbindung wurde von uns durch zahlreiche Versuche sichergestellt. Damals 
wurde durch die Ergcbnisse dtr  Titration (einbasische Saure) sowie der 
Desaminierung (es trat k i n e  Dcsaminierung tin) fur die Guanin-uridylsaure die 
Konstitution I mit einer N-P-Bindung bewiesen. Bei der Bedeutung, die der 
Guanin-uridylsaure fur die Nucltinsaure-Chtmie zukam, haben wir diese Ver- 
suche in den Jahren 1935/1936 oftmals wiederholt mit gleichcm Ergebnis, 

HN-CO 
I 1  oc CH 

II 
N--CH 

HN -CO 
I I  

C-NH 
I H . C . O H  1 11 1 >H 
1 H.C.O.P;O N ~ c--N 
0 ' /  
I __ CH OH 

, 

CH,. OH I. 

wobei der eine von uns (Bredereck)  die Versuche selbst mitausgefuhrt hat. 
1939 wurde von Levene  und Tipson2)  die Frage des Auftretens der Guanin- 
uridylsaure erneut gepruft mit dem Ergt bnis, da13 sie eine solche Verbindung 
nicht isolieren konnten. Was sie in den Handen hatten, waren Gemische 
aus Nucleosiden und Nucleotiden. Kurze Zeit spater berichteten Gull and  
und Mitarbeiter3), da13 ihnen aus Hefenucleinsaure Boehringer, Mannheim- 
Waldhof, gleichfalls die Isolierung der Guanin-uridylsaure gelungen sei, jedoch 
nicht aus Hefenucleinsaure Br i t i sh  Drug  Houses  Ltd .  Sie bestatigten 
unsere Konstitutions-Annahme, wobei sie auch eine zusatzliche Reinigung uber 
das Bleisalz vornahmen. In  pokmischen Auseinandersetzungen zwischen 
Levene  und Gul land  beharrt Levene4) auf der Ablehnung der Existenz 
der Guanin-uridylsaure, wahrend Gullands) durch Beibringen weiterer Ver- 
suchs-Ergrbnisse erneut ihre Existenz und Konstitution betont. Unsere 
Stellungnahme zur Frage der Guanin-uridylsaure ist die folgende : Wir glauben 
an das Vorkommen der Guanin-uridylsaure. Die Frage, ob man sie isolieren 
kann, scheint jedoch von der jeweiligen Natur der Hefenucleinsaure abzu- 
hangen. Wir haben in den Jahren 193811939 niit Hefenucleinsaure ver- 

*) XVII .  Mitteil.: B. 73, 1124 [1943]. 1) V. Mitteil.: 13. 69, 1129 [1936]. 
z, Journ. biol. Chem. 127, 105 [1939]. 3, Journ. chem. SOC. 1,ondon 1939, 907. 
4, Tipson  u. Levene ,  Chem. and Ind.  58. 1010 [1939] 
5 )  Chem. and Ind. 59, 321 [1940]. 
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schiedener Herkunft (Boehringer  Mannheim-Waldhof, Boehr inger  
Ingelheim, Ci b a )  unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Lediglich ein Praparat 
der Firma B oehringer ,  Mannheim-Waldhof, lieferte Guanin-uridylsaure. 
Selbst eine andere Hefenucleinsaure der gleichen Firma, die aus anderer Hefe 
hergestellt worden war, hatte ein negatives Ergebnis. Da wir, wie im folgenden 
erlautert werden soll, der Ansicht sind, da13 die Guanin-uridylsaure lediglich 
ein Sekundarprodukt darstellt, diirfte damit ihre Bedeutung hinfallig ge- 
worden sein. 

Auf Grund der Isolierung der Guanin-uridylsaure und ihrer Konstitutions- 
Aufklarung zogen wir seinerzeit den Schlu13, da13 in der Hefenucleinsaure 
Guanyl- und Uridylsaure durch P-N-Bindung miteinander verkniipft sind. 
Um einen weiteren Beweis fur unsere Annahme zu fiihren, unterwarfen wir 
die Hefenucleinsaure der Desaminierung mittels Salpetriger Saure6). Dabei 
muljten wir jedoch feststellen, dalj unter Aufrechterhaltung der Tetranucleotid- 
Struktur samtliche NH,-haltigen Basenbestandteile (Guanin, Adenin, Cytosin) 
desaminiert worden waren. Demgcmalj isolierten wir als Basen Xanthin, 
Hypoxanthin und Uracil. Dieser Versuch brachte den Beweis, dalj in der 
Hefenucleinsaure die Nucleotide nicht durch N-P-Bindungen miteinander 
verkniipft sind, auch nicht die Guanyl- und Uridylsaure. Wir nehmen daher 
an, dalj die aus gewissen Hefenucleinsaure-Praparaten isolierbare Guanin- 
uridylsaure ein Sekundarprodukt darstellt. Die Schliissigkeit der Beweis- 
ftihrung mit Hilfe der Desaminierung wird von Gulland6)  anerkannt, er glaubt 
jedoch in der Durchfiihrung der Versuche noch gewisse Liicken zu sehen, die 
seiner Ansicht nach Einwande gegen unsere Schluljfolgerung zulassen. Was 
zunachst die Ausbeute an desaminierter Hefenucleinsaure anbetrifft, so hatten 
wir bei unseren friiheren Versuchen 30% d. Th. erhalten, ohne dabei besondere 
Sorgfalt auf die Hohe der Ausbeute zu verwenden, da ES uns ja in erster Linie 
auf die Isolierung der desaminierten Basen selbst ankam. Wir haben jetzt 
den Versuch im Hinblick auf die Ausbeute nochmals wiederholt und nunmehr 
47.3% erhalten. Die fehlenden 52.7% sind im Verlauf der Aufarbeitung ver- 
loren gegangen, zumal eine Bleisalz-Fallung eingeschaltet war. Den Beweis 
dafiir haben wir dadurch erbracht, daB wir Hefenucleinsaure ohne Zugabe 
von Nitrit in Gegenwart der gleichen Menge Natriumacetat der gleichen Auf- 
arbeitung unterworfen haben. Die Ausbeute betrug 49.5% d. Theorie. Die 
analogen Versuche haben wir auch mit der Thymonucleinsaure durchgefiihrt 
und dabei an desaminierter Thy monucleinsaure 49.9% und im Kontroll- 
versuch 4S% erhalten. Wir haben mit der desaminierten Hefenucleinsaure 
nunmehr auch N- und P-Bestimmungen durchgefiihrt und fanden fur N 12.37 
(ber. 12.85) und fur P 9.15 (ber. 9.48). Aus diesen Zahlen ergibt sich fur das 
Verhaltnis N:P 1.35 gegeniiber dcm berechneten von gleichfalls 1.35. Auch 
die Basizitat der desaminierten Saure haben wir erneut gepriift und fanden 
unter Beriicksichtigung des Reinheitsgrades, wie er sich aus den N- und P- 
Werten ergibt, eine Wquivalent Zihl von etwa 4.37). Die entsprechenden 
Werte fur die desaminierte Thymonucleinsaure sind : N 12.28 (ber. 13.36), 
P 9.69 (ber. 9.86), N:P  1.26 (ber. 1.35). Aus allen diesen Versuchen geht ein- 
wandfrei hervor, da13 die Hefe- und Thymonucleinsaure vollstandig des- 

H. Hredereck,  G. L e h m a n n  u. M. K o t h n i g ,  B. 71, 2613 [1938]. 
') Auf genaue Untersuchungen iiber die Basizitat der Hefenucleinsaure werden 

wir in einer spateren eingehenden Rfitteilung zuriickkommen. 
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aminiert worden sind unter Erhaltung der Tetranucleotidstruktur. N-P- 
Bindungen liegen mithin in der Hefe- und Thymonucleinsaure nicht vor. 

1st somit die F r a g  nach der Art der Verknupfung zwischen den Nucleo- 
tiden im Sinne einer esterartigc n Verknupfung gelost, so bltibt offen, in welcher 
Reihenfolge die Nucleotide im Molekiil der Hefenucleinsaure angeordnet sind. 
Wenn wir im folgenden unsere Versuche in dieser Richtung kurz mitteilen, 
so sind wir uns bewuat, da13 sie noch keine vollig befriedigende Losung der 
Fragestellung bedeutens) . Unsere Uberlegungen waren die folgenden : Im 
akalischen Mittel tritt mit steigendem pH eine Beschleunigung der Aufspaltung 
der Hefenucleinsaure in die Nucleotide ein. Durch Arbeiten in ganz schwach 
alkalischem Mittel hofften wir eine teilweise Aufspaltung zu erreichen, u. U. 
unter Isolierung eines Trinucleotids bzw. eines Dinucleotids und gleich- 
zeitiger Identifizierung der abgespaltenen Nucleotide. Wir fuhrten Spaltungen 
der Hefenucleinsaure in waiQrigcm Pyridin bei Wasserbadtemperatur durch, 
und zwar so lange, bis eine Probe bei Zusatz von Salzsaure keine Fallung un- 
veranderter Hefenucleinsaure mehr gab. Die Tatsache, da13 diese Zeit bei ver- 
schiedenen Hefenucleinsaure-Praparaten zwischen 10 und 15 Stdn. lag, zeigt 
wieder einmal die Verschiedenheit der einzelnen Praparate. Nach Aufarbeitung 
solcher Spaltungsansatze uber das Bleisalz gelang es uns in zahlreichen Fallen 
nach Zugabe von Brucin, guanylsaures Brucin, das als solches einwandfrei 
identifiziert wurde, zu isolieren. Bei solchen Ansatzen konnten wir dann nach 
Entfernung des Brucins ein Trinucleotid, bestehend aus Adenyl-, Cytidyl- 
und Uridylsaure, isolieren. Durch Analyse, Titration, Bestimmung der 
Drehung, Priifung auf Abwesenheit von Guanin und quantitative Adenin- 
Bestimmung wurde die Einheitlichkeit dcs Trinucleotid~~) sichergestellt. Dieses 
Trinucleotid haben wir einer erneuten Pyridin/Wasser-Hydrolyse unterworfen. 
Wenn es uns auch nicht gelang, ein Dinucleotid zu isolieren, so konnten wir 
doch zeigen, da13 zu Beginn der Hydrolyse fast nur Adenylsaure abgespalten 
wird, die wir als Brucinsalz isolierten und als solches bei gleichzeitiger Adenin- 
B 2stimmung identifizierten. Erst bei weiterer Spaltung trat zunehmend 
neben Adenylsaure auch Cytidyl- und Uridylsaure auf. Fur die Reihenfolge 
der Nucleotide beweisen diese Versuche folgendes : 1) I n  der Hefenuclein- 
saure mu13 die Guanylsaure endstandig stehen, 2) im Trinucleotid mu13 die 
Adenylsaure endstandig stehen. Als wir friiher noch an die Primarexistenz 
der Guanin-uridylsaure glaubten, ware die Reihenfolge der Nucleotide in der 
Hefenucleinsaure damit sichergestellt gewesen : Guanylsaure-Uridylsaure- 
Cytidylsaure-Adenylsaure. 

Wenn wir auch heute noch dieser Reihenfolge den Vorzug geben, so er- 
geben sich jetzt noch die drei folgenden Moglichkeiten: 

Guanylsaure-Adenylsaure-Uridylsaure-Cytidylsaure, 
Guanylsaure-Adenylsaure-Cytidylsaure-Uridylsaure, 
Guanylsaure-Cytidylsaure-Urid ylsaure-Adenylsaure . 

Leider liel3en sich die vorstehend geschilderten Versuche nicht mit allen 
Hefenucleinsaure-Praparaten durchfuhren *) . In  zahlreichen Fallen wurden 
nach der 1. Hydrolyse neben Guanylsaure, wenn auch weniger, die Brucin- 

6) Wir verzichten vorerst auf eine Wiedergabe der Versuchsergebnisse. Naheres 

B) Die in der Dissertat. v. F. R i c h t e r  mitgeteilten Desaminierungsversuche am 
dariiber s. F. R i c h t e r ,  Dissertat. Leipzig 1937 (D 15). 

Trinucleotid fiihrten bei spaterer Wiederholung zu einer Desaminierung. 
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salze der anderen Nucleotide gefunden. Inzwischen sind Versuche im Gang, 
die auf anderem Wege eine Losung dieser Fragestellung zum Ziel haben. 

Der Deutschen  Forschungsgemeinschaf t  danken wir fur die Unter- 
stiitzung dieser Untersuchungen. Der Firma C. F. Boehr inger ,  Mannheim- 
Waldhof, sind wir fiir die Uberlassung von Hefenucleinsaure zu Dank ver- 
pflichtet . 

Beschreibung der Versuche. 
Desaminierung der  Hefenucleinsaure.  

20gHe f enu  cle i n s a u r  ewurdenin40 ccmWasser aufgeschlammt undunter 
Riihren bei 5-loo langsam gegen Lackmus neutralisiert. Die Lijsung wurde 
mit 50 g N a t r i u m n i t r i t  in 90 ccm Wasser versetzt, dann wurden 125 ccm 
Eisessig unter Riihren bei Zimmertemperatur zugetropft. Nach 6-stdg. 
Stehenlassen wurden 2-3 Vol. Alkohol zugegeben, die iiberstehende Fliissig- 
keit vom Niederschlag abgegossen, der Riickstand mit wenig Alkohol versetzt, 
verrieben, abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Die Substanz wurde in 
550 ccm Wasser gelost und unter Riihren rnit einer 25-proz. Bleiacetat-%sung 
versetzt, bis bei weiterer Zugabe kein Niederschlag mehr entstand. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert, mit Wasser ausgewaschen, in etwa 500ccm 
Wasser aufgeschlammt und mit H,S zerlegt. Das Bleisulfid-Filtrat wurde im 
Vak. bei 30° auf etwa 35 ccm eingeengt und in das 3-fache Vol. Alkohol ein- 
geriihrt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und mit Alkohol und k h e r  nach- 
gewaschen. Ausb. 9.5 g = 47.3% d. Theorie. Die Substanz wurde bei 56O/2 mm 
uber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

2.970 mg Sbst.: 0.326 ccm N, (220, 754 mm). - 0.184 g Sbst.: 16.86~ P/ccm (colori- 
metrisch nach T. Teorell). 

C,,H,,N,,O,,P, (1307). Ber. N 12.85, P 9.48, N :  P 1.35. 
Gef. ,, 12.37, ,, 9.15, ,, 1.35. 

Titration. 0.4153 g Sbst.: 12.99 ccm n/,,-NaOH = 4.08 Aquiv., unter Beriicksichti- 
gung des Reinheitsgrades (N- und P-Wed) = 4.3 Bquiv. 

Analog dem vorstehend beschriebenen Ansatz wurde ein 2. Ansatz durch- 
gefiihrt nur mit dem Unterschied, daB anstatt 50 g Natriumnitrit 60 g Natrium- 
acetat und statt 125ccm nur 81ccm Eisessig verwendet wurden. Ausb. 
9.9 g = 49.5% d. Theorie. 

Desaminierung de r  Thymonucleinsaure.  
15 g gereinigte Thymonucle insaure  wurden in 60 ccm Wasser auf- 

geschlammt und unter Zerreiben im Morser rnit 2-n. Natronlauge gegen 
Lackmus neutralisiert. Nach Zugabe von 36 g N a t r i u m n i t r i t  in 48 ccm 
Wasser wurden in einem 3-1-Stutzen 36 ccm Eisessig bei Zimmertemperatur 
unter Riihren zugetropft. Nach 12-stdg. Stehenlassen wurden 3 Vol. Alkohol 
zugegcben, der Niederschlag abgesaugt und rnit Alkohol gewaschen. Das 
Produkt wurde in 420ccm Wasser gelost, durch Zugabe von 25-proz. Blei- 
acetat-Gsung das Bleisalz gefallt, die Fallung abzentrifugiert, rnit Wasser 
gewaschen, in 200 ccm Wasser aufgeschlammt und nach Zugabe von 50 ccm 
verd. Ammoniak mit H,S zerlegt. Das Bleisulfid-Filtrat wurde mit Essig- 
saure angesauert und der Schwefelwasserstoff durch einen C0,-Strom ent- 
fernt. Sodann wurde die Losung im Vak. bei 30° auf etwa 25 ccm eingeengt 
und unter Riihren in 150 ccm Alkohol eingetropft. Der Niederschlag wurde 
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abgesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen. Ausb. 10 g. Da z. TI. noch 
das Ammoniumsalz vorlag, wurde das Produkt in 250 ccm Wasser gelost; 
es wurdcn 5 ccm konz. Salzsaure zugegeben, sodann unter Ruhren in diinnem 
Strahl 500 ccm absol. Alkohol. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit 
Alkohol und &her gewaschen und getrocknet. Ausb. 7.5 g = 49.9% d. Theorie. 
Die Substanz wurde bei 56O/2 mm uber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

metrisch nach T. Teorel l ) .  
2.895 mg Sbst.: 0.315 N (22O, 741 mm). - 0.1559 g Sbst.: 15.11 y P/ccm (colori- 

C,,H,,Nl,0,,P4 (1257). Ber. N 13.36, P 9.86, N : P 1.35. 
Gef. ,, 12.28, ,, 9.69, ,, 1.26. 

Titration. 0.3791 g Sbst. : 12.75 ccrn n/,,-NaOH = 4.23 dquiv., unter Beriicksichti- 

Analog dem vorstehend bcschriebenen Ansatz wurde ein 2. Ansatz durch- 
gefiihrt rnit dtm Unterschied, daW anstatt 36 g Natriumnitrit 43 g Natrium- 
acetat und statt 36 ccm Eisessig nur 9 ccm Eisessig verwendet wurden. 
Ausb. 7.2 g = 48% d. Theorie. 

p n g  des Reinheitsgrades (N- und P-M'ert) = 4.4 Aquiv. 

50. Werner Rathje: Zur Kenntnis der Phosphate, 11. Mitteil.*): 
Die neutralen und basischen Phosphate der Erdalkalimetalle. 

[Aus d. Institut fur Pflanzenern~hrungslelire u. Bodenbiologie d. UniversitZt Berlin.] 
(Eingegangen am 27. Januar 1941.) 

I n  zahlreichen Literaturstellen werden den tertiaren Phosphaten der Erd- 
alkalimetalle die verschiedenartigsten Formeln zugesprochen, die zwischen 
der Bruttozusammensetzung 2l/,Me0. P,O, bis 4Me0. P,O, schwanken, und 
es ist (auWer bei Calcium) bisher nicht geklart, ob Verbindungen der ein- 
fachsten moglichen Formel Me,(PO,), oder anderer Zusammensetzung, z. B. 
des Hydroxylapatits 3 Me3(P0,), . Me (OH),, vorkommen. Der Grund fur 
die Unklarheiten iiber diese einfachen anorganischen Salze ist wohl darin 
zu suchen, daS aus waoriger Losung je nach Temperatur, Sauregrad und 
Schnelligkeit der Fallung leicht andere Stoffe und Losungsbegleiter mitgerissen 
werden, so da13 keine einheitlichen Produkte entstehen. Weiterhin bereitet 
eine geniigend genaue quantitative Analyse, die zur Sicherstellung einer 
bestimmten Formel dienen konnte, oft grooe Schwierigkeiten. Nachdem in 
einer friiheren Veroffentlichung *) Versuche zur Reindarstellung des Calcium- 
hydroxylapatits beschrirben worden sind, sol1 in vorliegender Arbeit unter- 
sucht werden, ob neutrale oder basische Erdalkaliphosphate bei Gegenwart 
von Wasser existenzfahig sind. Mit Hilfe eines ,,Verfahrens der acidimetrischen 
Ausfallung" konnten die Schwierigkeiten der Reindarstellung und der quan- 
titativen Analyse in einfacher Weise behoben werden. 

Aus der groBen Zahl der l'eroffentlichungen uber tertiare Erdalkali- 
phosphate seien nur einige bemerkenswerte Arbeiten erwahnt. 

Magnes iumphosphat  : R. Klement l )  beschreibt, da13 er durch 
Hydrolyse von sekundarem Magnesiumphosphat mit Tyrode-Losung bei 370 
Trimagnesiumphosphat, Mg,(P0,)2, mit Wasser ,,Hydroxylbobbierit", 
Mg3(P0&. 1/3Mg (OH), und mit 0.01-n. Natronlauge ein basisches Magnesium- 
phosphat, Mg3(P0,), . Mg(OH), + 9H,O, erhalten habe. 

*) I. RLitteil.: Bodenkunde u. Pflanzenernahr. 12, 121 [1938]. 
l) Ztschr. anorgan. allgem. Chem. 228, 232 [1936]. 


