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90. Hellmut Bredereck, Annelise Martini
und Friedrich Richter: Fermentative und chemische Darstellung
der Nucleoside aus Hefenucleinsiure (Nucleinsiuren, XIX. Mitteil.*)).

[Aus d. Chem. Laborat. d. Universitat Leipzig.’
(Eingegangen am 26. Mirz 1941.)

Die fortschreitende Erkenntnis der groen biologischen Bedeutung der
Nucleinsiuren und ihrer Derivate machte es wiinschenswert, auch die Nucleo-
side in gréBerem Mallstab bequem darstellen zu kénnen. Unter jhnen hat
neuerdings das Adenosin ein besonderes Interesse gefunden: Adenosin gehort
in der Hefe zu einem phosphatiibertragenden Co-Enzym-System. Eine Reihe
von Cofermenten (z. B. Cozymase = Codehydrase I, Codehydrase II, Alloxazin-
adenin-dinucleotid, Adenylpyrophosphorsiure, Muskeladenylsiure) enthalten
in jhrem Molekiil den Bestandteil des Adenosins. Muskeladenylsiure, der
5-Phosphorsidureester des Adenosins, hat, ebenso wie Adenosin selbst, in der
Herz- und Kreislauftherapie Verwendung gefunden.

Bis vor kurzem waren die Nucleoside nur sehr schwer und mit geringen
Ausbeuten zuginglich gewesen. 1938 berichteten wir iiber eine fermentative
Aufspaltung der Hefenucleinsiure bis zur Stufe der Nucleoside!). Dabei ver-
wendeten wir Fermentpriparate aus SiiBmandeln, Luzernensamen, Erbsen
u. a. Solche Priparate besal3en eine polynucleotidatische und nucleotidatische
Wirkung, jedoch innerhalb der Versuchszeit keine amidatische und nucleo-
sidatische. Spiter berichteten Hartmann und Bosshard?) unter Bezug-
nahme auf unsere Arbeit {iber die gleiche Spaltung mittels eines Préparates
aus Kartoffeln, von ihnen , Kartoffelphosphatase* genannt.

In all den vorgenannten Priparaten, gleich welchen Ursprungs, wirken
bei der Aufspaltung der Hefenucleinsiure die gleichen Fermente, die man,
falls man danach sucht, auch noch in anderen Stoffen finden diirfte. Hart-
mann und Bosshard haben in der Bezeichnung das Kartoffelferment
{= Kartoffelphosphatase) unseren Priparaten, die sie als ,,Emulsin® be-
zeichnen, gegeniibergestellt. Wir selbst haben fiir unsere Priparate in der
Arbeit iiber die fermentative Darstellung der Nucleoside!) den Begriff
,, Emulsin nicht mehr verwendet, will man ihn aber verwenden, so kommt
er allen diesen Fermentpriparaten, auch dem Kartoffelferment, zu?). Auch
das Kartoffelferment besitzt, wie wir uns iiberzeugt haben, glykosidatische
Eigenschaften — es spaltet z. B. Salicin — und kann daher mit Fug und Recht
als ,,Emulsin bezeichnet werden. Entsprechend ihrer Herkunft kann man
dann die einzelnen Priparate als Siilmandel-Emulsin, Kartoffel-Emulsin,
Luzernen-Emulsin, Erbsen-Emulsin usw. bezeichnen. Wir mdochten jedoch
vorschlagen, in Zukunft, wenn es sich um nicht glykosidatische Wirkungen
dieser Fermentpriparate handelt, den Begriff Emulsin wegzulassen und sie
einfach als SiiBmandel-, Kartoffel-, Luzernen-Ferment zu bezeichnen.

Mit Hilfe der genannten Fermentpriparate war es uns gelungen, zu-
nichst Guanosin und Adenosin, letzteres als Pikrat, in sehr guter Ausbeute
zu erhalten. Wihrend zur Gewinnung des freien Adenosins Adenosinpikrat

*) XVIII. Mitteil.: B. 74, 338 [1941].

1) H. Bredereck, B. 71, 408 [1938]; Dtsch. Reichs-Pat. 649994 (C. 1938 1, 127).

?) Helv. chim. Acta 21, 1554 [1938].

3) Definition fiir Emulsin: B. Helfericli, Ergebn. Enzymforsch. 7, 84 [1938];
H. Bredereck, ebenda 7, 117 [1938].
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frither!) durch Schwefelsiure zerlegt wurde, haben wir%) erstmals basische
Substanzen, wie KOH, NH,.OH, Ba(OH),, Diithylamin, verwendet. Unter
diesen zeichnen sich die ersten beiden dadurch aus, daB sie bei der Umsetzung
ein sehr schwer losliches Pikrat geben, nach dessen Absaugen das Filtrat
beim Abkiihlen zu einem Brei von Adenosin erstarrt. Demgegeniiber ist
Didthylaminpikrat leicht 16slich und muB erst durch Ausithern entfernt
werden. Wir haben die Zerlegung mit Diithylamin nicht niher beschrieben,
da wir in seiner Verwendung keinen Vorteil sahen. Hartmann und Boss-
hard?) haben spiter ebenfalls Diithylamin verwendet und glauben, daB es
bei unreinen Pikraten bessere Ausbeuten als KOH liefert. Demgegeniiber
fanden wir in mehreren Versuchen an unreinem Pikrat eine bis zu 10—209%,
geringere Ausbeute an Adenosin. Wir sehen daher in der Verwendung von
Didthylamin auch bei Rohpikrat keinen Vorteil in der Ausbeute, ganz ab-
gesehen davon, daBl das Verfahren langwieriger ist.

Trotz der einfachen Zerlegung des Adenosinpikrats wire es, schon mit
Riicksicht auf die leichtere Gewinnung von Cytidin und Uridin, von Vorteil
gewesen, wenn man die Gewinnung des Adenosins iiber sein Pikrat hitte
umgehen konnen. Versuche in dieser Richtung sind nunmehr erfolgreich
gewesen®). Nach beendeter Fermentspaltung wurde Guanosin abgesaugt,
das Eiweill durch Aufkochen, die abgespaltene Phosphorsiure durch Baryt,
Salze sowie u. U. Verunreinigungen durch Fillung mit Alkohol oder Aceton
entfernt. Bemerkenswert dabei ist, dal Adenosin aus der Lésung durch
Alkohol nicht gefillt wird, obwohl es selbst in Alkohol unléslich ist. Aus dem
Filtrat der Alkoholfillung konnte Adenosin nach Einengen trotz Anwesenheit
von Cytidin und Uridin krystallin erhalten werden. Die Ausbeute betrigt
10—14 g aus 100 g Hefenucleinsaure. Aus dem Adenosinfiltrat konnte Cytidin
durch Zugabe von Schwefelsdure direkt als kryst. Sulfat (Ausb. 8—10 g) ge-
wonnen werden, aus dessen Filtrat dann das Uridin. Die Gewinnung des
freien Cytidins aus dem Sulfat verlauft glatt.

Im Rahmen unserer Versuche iiber die Konstitution der Polynucleotide
haben wir auch ein einfaches chemisches Aufspaltungsverfahren gefunden?).
In der Absicht, eine partielle Aufspaltung der Hefenucleinsiure zu erreichen,
verwendeten wir zur Hydrolyse wafiriges Pyridin. Kocht man Hefenuclein-
sdure mit einem Pyridin/Wasser-Gemisch, so werden zunichst nacheinander
die Bindungen zwischen den Nucleotiden gelost®), anschlieBend erfolgt dann
die Abspaltung von Phosphorsiure aus den Nucleotiden. Dampft man dann
im Vakuum ein, und nimmt mit Wasser auf, so bleibt das kryst. Guanosin unge-
16st zuriick. Aus dem Filtrat 148t sich dann das Adenosin (ohne iiber das Pikrat
zu arbeiten), anschlieBend Cytidin und Uridin nach den gleichen Verfahren wie
bei der Fermentspaltung gewinnen. Die Ausbeuten sind etwa die gleichen
wie bei der Fermentspaltung, zuweilen fanden wir sie sogar ein wenig hoher.

Wihrend bisher die Hydrolyse der Hefenucleinsiure mittels Alkalis
{Natronlauge) zur Darstellung der Nucleotide diente, fanden wir, daB eine
Aufspaltung bis zur Stufe der Nucleoside eintritt, wenn man langere Hydro-
lysenzeiten wihlt. Dabei tritt aber, auch wenn man in sehr verdiinnt alkali-
schem Mittel arbeitet, eine starke Desaminierung auf, so dafl man auf diese

%) Levene u. Mitarbb., B. 43, 3154 [{1910]; 45, 608 [1912].
5) H. Bredereck, B. 71, 1013 [1938]; Dtsch. Reichs-Pat. 650847 (C. 1938 I, 127).
¢) Dtsch. Reichs-Pat. angemeldet. ?) Dtsch. Reichs-Pat. 693416 (C. 1940 II, 2682).
8) H. Bredereck, E. Berger u. F. Richter, B. 74, 338 [1941).
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Weise keine brauchbare Ausbeute der in der Hefenucleinsdure vorliegenden
Nucleoside erhilt.

Durch die geschilderten Verfahren sind nunmehr die Nucleoside bequem und
in guter Ausbeute zuginglich geworden. Damit ist zugleich ein einfaches Dar-
stellungsverfahren fiir d-Ribose verbunden, die man z. B. aus Guanosin durch
Hydrolyse leicht erhilt?). Andererseits stehen die Nucleoside fiir die Synthese von
Nucleotiden zur Verfiijgung, wovon wir bereits bei der Synthese der Muskel-
adenylsiurel?), der Cytidylsiure?) und Uridylsaure!!) Gebrauch gemacht haben.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Chem.-
pharm. Werkes Dr. G. Henning, Berlin-Tempelhof, durchgefiihrt.

Beschreibung der Versuche.
Darstellung der Nucleoside.
a) Fermentatives Verfahren.

100 g Hefenucleinsdure werden in 150 ccm Wasser aufgeschlammt,
mit 2-n. Natronlauge (110 cem) gegen Lackmus neutralisiert, sodann
nach Zugabe von 250 ccm n-Natronlauge 2 Stdn. auf dem Wasserbad
erwirmt. Nach Abkiithlen werden 22 cem Eisessig in 300 ccm Wasser und
500 ccm Fermentlosung sowie einige Tropfen Toluol zugegeben. Zur Her-
stellung der Fermentlésung werden 10 g Siilmandelferment?) in 500 ccm
Wasser aufgeschlimmt, etwa 1 Tag in den Eisschrank gestellt, sodann
filtriert. Der Spaltungsansatz wird bei 37° aufbewahrt, bis sich das kry-
stalline Guanosin abgesetzt hat (etwa 10—14 Tage). Zur voélligen Abschei-
dung des Guanosins wird noch 1 Tag im FEisschrank aufbewahrt, sodann ab-
gesaugt. Ausb. 20—25g. Das Guanosin wird aus Wasser in Gegenwart
von wenig Tierkohle umkrystallisiert.

Das Guanosin-Filtrat wird zur Entfernung von Eiweil kurz aufgekocht,
das ausgeflockte Eiweil abgesaugt, sodann mit heiller konz. Barytlésung die
Phosphorsiaure als Bariumphosphat gefallt, das durch Zerreiben mit Wasser
im Moérser gut ausgewaschen wird. Die vereinten Filtrate werden mit 22 g
konz. Schwefelsiure, entsprechend 909, der im Amnsatz als Natriumacetat
vorhandenen Menge NaOH, versetzt, darauf unter vermindertem Druck zur
Trockne eingedampft, wobei zuletzt die Vorlage zur méglichst vollstindigen
Entfernung der Essigsiure mit festem KOH beschickt wird. Der Riickstand
wird in 80 ccm Wasser gelost ; durch Zugabe von etwa 300 ccm Alkohol werden
Natriumsulfat und Verunreinigungen gefillt. Die alkohol. Losung wird von
der Fillung abgegossen, diese nochmals in 40 ccm Wasser gelost und noch-
mals mit etwa 250 ccm Alkohol gefillt. Die vereinigten alkohol. Filtrate
werden im Vak. auf 70 ccm eingeengt (u. U. neutralisiert) und nach An-
impfen im Eisschrank aufbewahrt. Das im Verlauf einiger Tage auskrystalli-
sierte Adenosin wird abgesaugt. Ausb. 10—14 g. Das Produkt ist meistens
geniigend rein, u. U. kann es aus wenig Wasser umkrystallisiert werden.

Das Adenosin-Filtrat wird im Vak. auf die Hilfte eingeengt, sodann mit
so viel Alkohol versetzt, daB nichts mehr ausfillt (400—600 ccm). Zur Ver-
vollstindigung der Fillung wird noch iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt,

9 H. Bredereck, B. 71, 408 [1938]; H. Bredereck, M. Kéthnig u. E. Berger,
B. 73, 956 [1940].

1) H. Bredereck, E. Berger u. J. Ehrenberg, B. 78, 269 [1940].
1)y H. Bredereck u. E. Berger, B. 73, 1124 {1940].
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dann die Fallung in Gegenwart von etwas Tierkohle abgesaugt. Der darauf
bei Zugabe von 0,5 ccm konz. Schwefelsiure entstehende Niederschlag wird
verworfen, die Losung auf dem Wasserbad fast zum Sieden erhitzt und vor-
sichtig 2 cem konz. Schwefelsiure zugegeben. Das in wenigen Minuten voll-
stidndig auskrystallisierte Cytidinsulfat wird heil abgesaugt. Ausb- 8—10 g,
Es wird aus Wasser/Alkohol umkrystallisiert. Zur Darstellung des freien
Cytidins wird das Sulfat in wenig Wasser gelost, mit der ber. Menge Baryt
versetzt, vom Bariumsulfat abfiltriert, die Losung Ba- und SO,-frei gemacht
und im Vak. bei etwa 400 eingeengt. Bei reinem Ausgangsmaterial beginnt
beim Einengen die Abscheidung des Cytidins, die dann durch Zugabe von
Alkohol vervollstandigt wird. Andernfalls 1468t man im Exsiccator die Lisung
eindunsten und verreibt bei gleichzeitigem Animpfen den Riickstand mit
Alkohol. Ausb. 4 g. Umkrystallisiert wird aus 90-proz. Alkohol.

Das Cytidinsulfat-Filtrat wird zur Gewinnung des Uridins im Vak. bei
etwa 30° eingeengt, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, u. U. iiber-
schiissige Schwefelsiure mit Baryt entfernt, wiederum eingeengt und mit
80 ccm 96-proz. Alkohol aufgenommen. In diese Losung leitet man Y/, Stde.
einen lebhaften Strom Chlorwasserstoff ein, anschlieBend noch 1/, Stde. unter
Kiihlen der ILosung mit Eiswasser. Die dabei ausfallenden Stoffe werden ab-
gesaugt, das Filtrat im Vak. etwa auf die Hilfte eingedampft, die dabei aus-
gefallenen Verunreinigungen wiederum abgesaugt, schlieffllich die Lésung mit
Alkohol verdiinnt und durch Zugabe von alkohol. Natronlauge die Haupt-
menge der Salzsdure als Kochsalz ausgefillt. Das Kochsalz-Filtrat wird etwas
eingeengt, mit Wasser wieder auf das urspriingliche Volumen gebracht und
durch Zugabe von 100 ccm 25-proz. Bleiacetat-Losung und Barytlauge (ein
UberschuB8 ist zu vermeiden) das Blei-Bariumsalz des Uridins ausgefallt.
Die Fillung wird sorgfiltig ausgewaschen, in Wasser aufgeschlammt und
mit verd. Schwefelsdure zerlegt, so dall die Losung frei von Ba und SO, ist.
Das restliche Pb wird mit H,S entfernt und das Filtrat zum Sirup eingeengt.
Er wird mit etwa 70 ccm Alkohol heifl aufgenommen und auf dem Wasserbad
auf etwa die Hilfte eingeengt. Beim Animpfen und Reiben mit dem Glasstab
beginnt die Abscheidung von Uridin, die durch Abkiihlen vervollstindigt
wird. Sollte sich beim Abkiihlen ein Teil des Uridins als Sirup abscheiden, so
gibt man einige Tropfen Wasser hinzu. Ausb. 2—3 g.

b) Chemisches Verfahren,

100 g Hefenucleinsidure werden in 300 ccm Wasser und 300 ccm
Pyridin gelést und 4!/, Tage unter Riickflul} gekocht. Sodann wird im Vak.
bei 30—40° fast zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 150 ccm
Wasser aufgenommen und iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Das
abgeschiedene Guanosin wird abzentrifugiert und mit Wasser ausge-
waschen. Ausb. 20—25 g.

Das Guanosin-Filtrat wird zur Entfernung der Phosphorsiure mit Baryt-
16sung gefillt und das Bariumphosphat-Filtrat, das einen kleinen Uberschuf
an Baryt enthalten soll, im Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird
in 80 ccm Wasser aufgenommen, und durch Zugabe von etwa 300 ccm Alkohol
werden alle Verunreinigungen ausgefillt. Die weitere Aufarbeitung des An-
satzes auf Adenosin, Cytidin und Uridin verliuft ebenso wie bei dem
fermentativen Verfahren. Die Ausheute an Nucleosiden ist die gleiche wie
bei diesem, zuweilen auch ein wenig héher.

45*



