PENTOSE-NUCLEINSAUREN DER HEFE

die Art des Valenzzustandes eines Atoms ablesen
kann. Die Aufzeichnung der Formeln erfolgt nach den
bisherigen Regeln; z. B.
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Es sei nochmals darauf hingewiesen, daf} man die
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,neuen“ Valenzformeln — wenn man sich einmal mit
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dem Inhalt der Tab. 3 vertraut gemacht hat — nicht
nur ebenso schnell niederschreiben kann wie die ilte-
ren Formeln, sondern dal3 sich die ersteren gegen-
iiber den letzteren als auBerordentlich iiberlegen er-
weisen. So sind schon z. B. die Ammoniumsalze nur
mit den neuen Formeln, welche zwischen der Atom-
bindung und der Ionenbindung unterscheiden, richtig
zu formulieren. In dhnlicher Weise geben nur diese
den Unterschied zwischen der ,,semipolaren” und der
,echten” Doppelbindung richtig wieder (vgl. z. B. die
Formeln der Ketone und Sulfoxyde). Endlich lassen
sich nur mit den neuen Formeln Schliisse auf den
ridumlichen Bau der Molekeln ziehen.

Verschiedenartig zusammengesetzte Pentose-Nucleinsduren der Hefe
(2. Mitteilung iiber Nucleinsauren®)

Von KarL DimroTH und LOTH R JAENICKE
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Marburg (Lahn)
(Z. Naturforschg. 5b, 185—188 [1950]; eingegangen am 28. April 1950)

Lurch Ziichtung ven Torula unter verschiedenen Bedingungen konnten Nucleinsiuren er-
halten werden, deren Zusammensetzung in bezug auf die beiden Purine Adenin und Guanin
ven der Stickstoffquelle des Substrats abhiingig ist. Durch Hemmung mit Azid wurde die Aus-
beute an Nucleinsiure gesteigert und deren Gehalt an Adenin um fast das Doppelte erhsht.

Die Pentose-Nucleinsiure der Hefe, die man vor
der Entdeckung der Desoxypentose-Nucleinsidure
in der Hefe'® meist als ,,Hefenucleinsidure® bezeich-
nete, wird im allgemeinen als der Prototyp der Pen-
tose- Nucleinsiduren iiberhaupt aufgefa8t und als
Naturstoff konstanter Zusammensetzung betrachtet.
Nach der auf Levene!® zuriickgehenden Vorstel-
lung, die von den meisten Lehrbiichern ibernommen
worden ist, setzt sich eine solche Nucleinsdure aus
Tetranucleotid-Bausteinen zusammen, die ihrerseits
aus vier, die Basen Guanin, Adenin, Cytosin und
Uracil, sowie Ribose und Phosphorsiure enthalten-
den Mononucleotiden bestehen. Fiir diese Vorstel-
lung spricht vor allem die Tatsache, daf3 es trotz
eifrigen Suchens bisher nicht gelungen ist, andere
Bruchstiicke als die genannten Basen bzw. die sich
von ihnen ableitenden Mono-Nucleoside und -Nucleo-
tide zu finden. Andererseits jedoch bestehen auch er-

* 1. Mitteilung: Liebigs Ann. Chem. 566, 206 [1950].

1a E, Chargaff u. Stt Zamenhof, ]J. Amer.
Chem. Soc. 69,,975 [1947].

th P, A. Levene u. L. W. Bass, Nucleic Acids,
Chemical Catalog Co., New York 1931; P. A. Levene,
Biochem. Z. 17, 120 [1909].

hebliche Bedenken gegen die Giiltigkeit der Tetra-
nucleotid-Vorstellung. Gulland? und Chargaff
u. Vischer? haben in ausfiihrlichen Diskussionen
auf die Mingel hingewiesen: 1. Die analytischen Be-
stimmungen der 4 Basen ergaben niemals Werte, aus
denen ein gesicherter Schluf3 auf ein dquimolares Ver-
hiltnis gezogen werden kann; 2. die Isolierung ein-

heitlicher Tetranucleotid-Bausteine ist niemals ge-

lungen 32, Man muf allerdings beachten, daf3 fast alle
Untersuchungen an technischen Nucleinsduren aus-
gefiihrt worden sind, deren molekulare Struktur még-
licherweise verindert war, daf3 ferner die quantitati-
ven Bestimmungsmethoden sehr mangelhaft sind, so
daf3 ein einheitliches Bild noch nicht gewonnen wer-
den kann.

Fiir unsere Untersuchungen iiber den Nuclein-
siure-Stoffwechsel von Hefen haben wir einen aus
einer Betriebshefe der Zellstoff-Fabrik "'Waldhof ge-

2J. M. Gulland u. Mitarbb.,, Annu. Rev. Bio-
chem. 14, 175 [1945].

3 E.Chargaff u E. Vischer, Annu. Rev. Bio-
chem. 17, 201 [1948]; E. Vischer u. E. Chargaff,
J. biol. Chemistry 176, 715 [1948]; 177, 405 [1949].

2a F. G. Fischer, Z. angew. Chem. 56, 329 [1943].
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K. DIMROTH UND L. JAENICKE

A 100 mg Nucleinsdure Verhiltni
Stickstoffquelle Verdoppelungs- ‘.,Nléi‘lre,llgrs(?él:e ergaben an Purinen erha .ms
je 1/20 Mol zeit [min] & bst en- Guanin
SUDStaIz Gesamt | Guanin | Adenin | Adenin
Ammoniak . . . . . 150 3,5 30,5 14,5 13,5 1,07
30,0 15,0 14,0 1,07
Glykokoll . .. .. 110 7,0 28,5 14,0 14,0 1,00
Serin . .. ..... 170 7,2 34,6 18,4 15,4 1,19
23,9 10,9 10,0 1,09
Adenin . . . .. .. 210 7,0 26,2 11,2 14,2 0,79
23,2 9,6 12,2 0,79
Guanin. . ... .. 255 5,7 41,3 22,7 15,3 1,44
38,3 19,8 13,2 1,50
Ammoniak/Azid . . 2400 5,4 25,5 9,1 14,5 0,63
21,7 7,7 13,1 0,59
Glykokoll/Azid — 7.9 35,9 155 20,3 0,77
Ammoniak/BeCl, . 230 2,0 33,5 17,0 14,8 1,15
Tab. 1.

ziichteten Torula-Stamm unter konstanten #ufleren
Bedingungen (Temperatur, Wasserstoffionen-Konzen-
tration, Beliiftung und Belichtung) auf Nihrsubstra-
ten wachsen lassen, die sich nur dadurch unterschie-
den, daB3 der fiir das Wachstum notwendige Stickstoft
in Form verschiedener Stickstoff-Verbindungen ge-
geben wurde. Wir fanden zuniichst eine spezifische
Abhingigkeit der Vermehrungsgeschwindigkeit von
der jeweiligen Stickstoffquelle. Wie noch mitgeteilt
werden soll, ist der Nucleinsiduregehalt der Hefen —
ermittelt durch Extraktion mit heiler 10-proz. NaCl-
Losung — unter diesen verschiedenen Wachstums-
bedingungen sehr stark von der Art der Stickstoff-
quelle abhingig und durchaus nicht immer der Ver-
mehrungsgeschwindigkeit proportional; es gehen hier
also offenbar Eiwei3bildung und Nucleinsiurepro-
duktion nicht einander parallel, wie man es vielleicht
nach den Arbeiten von Caspersson? erwarten
sollte.

Als wir die Nucleinsiuren der auf verschiedenen
Stickstoffsubstraten gewachsenen Hefen nither unter-
suchten, fanden wir, daf3 auch ihre Zusammensetzung
von der Stickstoffquelle und den Wachstumsbedin-
gungen abhingig ist. Wir beschriinkten uns zuniichst
auf die Bestimmung der Purinbasen Adenin und
Guanin nach der Hydrolyse der Nucleinsiure mit
Methanol/Salzsiure .

Wiihrend die Hefe bei Fiitterung mit Ammonium-
sulfat oder den Aminosiuren Glykokoll und Serin

4 T.Caspersson, Naturwiss. 29, 33 [1941].

5G. Hunter u. I. Hlynka, Biochemic. J. 31, 486
[1937].

trotz recht verschiedener Wachstumsgeschwindigkeit
und Gesamt-Nucleinsiure-Ausbeute eine Nuclein-
siure liefert, bei der das Verhiltnis Guanin : Adenin
nahezu gleich 1 ist, bildet sie beim Wachsen mit
Adenin eine Nucleinsiiure, die erheblich mehr Adenin
eingebaut enthilt; umgekehrt entsteht beim Wachsen
mit Guanin eine Nucleinsiure mit viel mehr einge-
bautem Guanin. Dal} es sich hierbei nicht etwa um
eine aus der Nihrlosung stammende Verunreinigung
der Nucleinsiure mit dem betreffenden Purin han-
delt, kann dadurch gezeigt werden, dafl man in
Parallelversuchen der Hefe vor der Extraktion der
Nucleinsiuren freies Guanin bzw. Adenin zusetzt:
Das ungebundene Purin wird nicht mit der Nuclein-
sdure gefillt, sondern verbleibt in Losung.

Einen erheblichen Anstieg des Adeningehaltes der
Hefe-Nucleinsiure findet man, wenn man die Hefe
mit Glykokoll oder Ammoniak als Stickstoffquelle
wachsen liBt und das Wachstum noch vor dem Ver-
brauch des Nihrsubstrates mit Natriumazid hemmt.
Wie Abb. 1 zeigt, wird nach Zusatz von 1 mMol
Natriumazid das Wachstum sofort verlangsamt, wiih-
rend gleichzeitig das pi auf 3,4 bis 3,7 sinkt. Noch
bevor aller Zucker verheft ist, hort das Wachstum auf.
Der Nucleinsduregehalt der Hefe steigt deutlich an:
Bei Fitterung mit Ammoniak und Hemmung mit
Azid vom Normalwert 3,4—3,6 % auf 54 %, bei
Fiitterung mit Glykokoll und Hemmung mit Azid
von 7,0% auf 7,9%. Wird die im Hemmversuch ge-
wachsene Hefe in frische Nihrlésung iiberimpft,
wiichst sie normal weiter; eine im Hemmversuch auf-
tretende rote Firbung verschwindet wieder. Es ist

.
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moglich, dal das Azid durch spezifische Hemmung
der sauren Phosphatase wirkt®. Versucht man die
alkalische Phosphatase durch Berylliumchlorid zu
hemmen?, findet nur eine geringe Verlangsamung
des Hefewachstums statt. Die Ausbeute an Nuclein-
sdure ist jedoch mit 2% gegeniiber 3,4—3,6% unter
Standardbedingungen (Ammoniakfiitterung, pm 5,6
bis 6,0; 32° C; diffuses Tageslicht) deutlich verringert.
Ihre Zusammensetzung ist nicht wesentlich verindert.

Die Ergebnisse der Purin-Analysen sind in Tab. 1,
berechnet auf 100 mg bei 60° im Vakuum getrocknete
Nucleinsiure, zusammengestellt.
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Abb. 1. Wachstumsgeschwindigkeit der Hefe auf Rohr-

zucker-Ammoniak unter Normalbedingungen ( ohne

Hemmstoff) und nach Zusatz von BeCl, (———-) bzw. NaN;

(=== ). Der senkrechte Pfeil gibt den Zeitpunkt fiir den
Zusatz des Hemmstoffs an.

Die Ergebnisse zeigen, daB3 es moglich ist, durch
Variation der Wachstumsbedingungen Hefen zu ziich-
ten, deren Nucleinsiuren verschieden zusammen-
gesetzt sind. Man muf} offenbar die Nucleinsduren
als Naturstoffe auffassen, deren Aufbau und Zusam-
mensetzung viel gréferen Verinderungsmoglichkei-
ten unterworfen sein konnen, als man es bisher an-
nahm. Mit den Vorstellungen eines Aufbaues der
Nucleinsduren aus Tetranucleotid-Bausteinen lassen
sich unsere Ergebnisse nicht erkliren. Es scheint uns
vielmehr wahrscheinlich, daf3 sich die Nucleinsiuren
in dhnlicher Weise durch Kombination einzelner
Nucleotide aufbauen wie die Eiwei3kérper durch
Aneinanderfiigen einzelner Aminosiuren. Die Bau-
steinanalyse liefert nur statistische Mittelwerte. Die
sehr groBen Schwierigkeiten, die sich heute noch

6 C.E.Clifton, Advanc. Enzymol. VI, 269 [1946].
7F. W.Klemperer, J.M. Miller u. C.J. Hill,
J. biol. Chemistry 180, 281 [1949].
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einer quantitativen Analyse der Nucleotide entgegen-
stellen, machen es verstindlich, dal man kleinere
Unterschiede in der Zusammensetzung noch nicht mit
Sicherheit erkennen kann. In den von uns geschilder-
ten Beispielen sind die Unterschiede aber so grof3,
d=f3 sie auBBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungs-
methode liegen. Der starke Anstieg des Adenins bei
Hemmung mit Azid kann vielleicht auf einer kompen-
satorischen Uberproduktion des gehemmten Adenosin-
Nucleotids beruhen und anzeigen, daf3 dieses in die
Nucleinsidure eingebaut ist.

Beschreibung der Versuche

Die Hefe wird in 2-I-Rundkolben im Wasserthermosta-
ten bei 32° geziichtet. Die Zuchtkolben sind mit Gas-
einleitungsrohr mit G 2 Fritte, Antimon/ges. Kalomel-Elek-
troden und Einfiillstutzen zum Nachfiillen und Probe-
nehmen versehen. Die Grundnihrlgsung enthiilt

15 g Rohrzucker FeSO,
1 g Kaliumchlorid ZnSO, } je 1 Tropfen

einer
0,2-m.Losung

0,7 g Magnesiumsulfat-7 H,O MnSO4
1 g prim. Kaliumphosphat CuSO,
0,3 g sek. Natriumphosphat

in 1 [ Leitungswasser gelost. Dann werden der Losung
0,05 Mol gebundener Stickstoff in Ferm von Ammon -
sulfat bzw. Glykokoll, Alanin, Serin, Adenin-
Hydrochlorid oder Guanin-Hydrochlorid zu-
gesetzt und das pyg auf 58 eingestelit; Kolben und
Nihrlosung werden im Dampftopf sterilisiert. Man impft
in 500 cm3 Nihrlgsung 100 mg Hefe-Reinkultur aus
Schrig-Agar-Réhrchen ein und verheft unter kriftigem
Durchleiten von steriler Luft (100 I/h). Das py der Losung
wird elektrometrisch gemessen und durch Zugabe von
NaOH auf 5,8—6,2 gehalten. Zur Kontrolle des Wachs-
tums werden im Abstand von 2h Proben steril entnom-
men und in einer Zihlkammer ausgezihlt. Durch Vor-
versuche war festgestellt worden, da3 8000 Mill. Zellen
etwa 1 g Hefe mit 20% Trockensubstanzgehalt entspre-
chen. Nach Vermehrung auf etwa 1 g Hefe gibt man wei-
tere 500 cm3 Nihrlosung zu und gegebenenfalls das
Natriumazid (65 mg) oder Berylliumchlorid
(152 mg). Der Ansatz wird zu Ende verheft, was man an
dem Stagnieren und schlieBlichen Abnehmen der Zellzahl
erkennt. Man zentrifugiert die milchige Hefesuspension
ab, wischt die Hefe mit physiologischer Kochsalzlosung
und extrahiert die Nucleinsiure. Hierzu wird die Hefe
mit dem gleichen Volumen 20-proz. NaCl-Losung ver-
rithrt und im Zentrifugenglas 10h bei 90—95° gehalten.
Dann wird zentrifugiert und die klare gelbe Lésung
tropfenweise mit 5-n. HCl versetzt, bis bei py = 2 die
rohe Nucleinsiure flockig ausfillt. Sie wird abzentrifu-
giert, mit Methanol, Aceton und Ather gewaschen und
8h im Vakuum bei 60° getrocknet. Die fast weille,
pulvrige Nucleinsiure wird in dem 4-fachen Vol. absol.
Methanol suspendiert und in 25-cm3-Birnenkolben mit
Gaseinleitungsrohr und RiickfluBkiihler hydrolysiert, in-
dem man bei 50° unter sorgfiltigem Feuchtigkeitsaus-
schluB trockenen Chlorwasserstoff einleitet. Die Nuclein-
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siure 16st sich innerhalb von etwa 30 min und die Purin-
Hydrochloride beginnen auszufallen. Das dunkle Hydro-
lysat wird iiber Nacht unter Ausschlu3 von Feuchtigkeit
im Eisschrank aufbewahrt; dann werden die Hydrochloride
auf einer G,-Mikronutsche abgesaugt. Man lost sie in der
10-fachen Menge Wasser, filtriert nach Zusatz von wenig
Norit-Kohle und versetzt mit /5 Vol. konz. HCL. Das
Guanin-Hydrochlorid 148t man im Eisschrank auskristalli-
sieren; es wird aus Wasser umbkristallisiert und gewogen.
Die Reinheit wird mit dem Beckman-Spektralphotometer
gepriift (Max. 250 mu, ¢ — 11800). Die Mutterlaugen
werden im Vakuum bis zur Kristallisation eingeengt, 6 h
im Eisschrank aufbewahrt und das Adenin-Hydrochlorid
abfiltriert. Die Restlaugen ergaben noch eine weitere
kleine Menge Adenin-HCl. (Max. 260 mu, & — 16200).
Zur Kentrolle wurde dies Verfahren mit einer Nuclein-
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sdure erprobt, deren Zusammensetzung uns aus groferen
Ansiitzen bekannt war. Aus 100 g wurden erhalten: 12,7 g
Guanin-HCl und 10,5 g Adenin-HCI; im Mikroversuch
mit 200 mg

24,8 mg Guanin-HCI und 23,1 mg"Adenin-HCI,
26,6 mg Guanin-HCI und 22,4 mg Adenin-HCI,
23,9 mg Guanin-HCI und 22,0 mg Adenin-HCI,
durchschnittl. 25,2 mg (= 6 °/;) Guanin-HCI und
22,5 mg (+ 3 °/,) Adenin-HCI.

In den Mutterlaugen der Purin-Hydrochloride befinden
sich die Pyrimidin-Riboside, deren Aufspaltung mit
Ameisensdure 3 sehr verlustreich ist und unter teilweiser
Desaminierung verlduft. Die Pyrimidin-Bestimmungen
sind noch so wenig befriedigend, daf3 sie sich nicht fiir
unsere Untersuchungen anwenden lieSen.

Zur Auswertung chemischer Versuchsergebnisse

nach der Methode der kleinsten Quadrate
(Mit einem Beispiel der Fettspaltung)

Von H. Worr *
(Z. Naturforschg. 5b, 188—190 [1950]; eingegangen am 28. Februar 1950)

s;s ; ill man aus empirischen Versuchsergebnissen die

Parameter einer thecretisch zumeist bekznnten Ge-
setzmiiBigkeit ermitteln, so wird man im allgemeinen zu
streuenden Ergebnissen gelangen, weil die MeBdaten mit
unvermeidbaren MeBfehlern behaftet sind; und zwar tritt
diese Mehrdeutigkeit der Ergebnisse insbesondere dann
in Erscheinung, wenn die Messungen in grof3erer Anzahl
ausgefithrt wurden, als zur eindeutigen Bestimmung der
gesuchten ,Konstanten® unbedingt erforderlich gewesen
wiire.

Zur Behebung dieses Mif3standes hat man nach einem
bekannten Grundsatz der Methode der kleinsten Quadrate
die Bestimmung so durchzufithren, daf} die gesuchten
Werte die Eigenschaft von wahrscheinlichsten oder ,,plau-
sibelsten Groflen besitzen. Denkt man sich zu diesemn
Zweck an jedem MeBwert eine Verbesserung v angebracht,
so fithrt dies zur GauBschen Minimumsbedingung, daf3

n

Yov2=Min, i=1,2,...,n (1)
i=1

werden soll.

Hat man nun eine Reihe zusammengehoriger Werte-
paare L;, L; gemessen, und soll aus theoretischen Griin-
den zwischen den MeBgréBen und den gesuchten Kon-
stanten x,y,... eine bestimmte Relation bestehen, so
werde dies ganz allgemein durch

ill;+vo,L!+v/,x,y,..)=0 (2)
ausgedriickt.

Hierbei erscheinen die L bzw. L’ um v bzw. v’ ver-
bessert, da man aus den genannten Griinden von den

reinen MelB3zahlen L und L’ wird nicht erwarten koénnen,

daB3 sie die in Rede stehende Beziehung f widerspruchs-

frei erfiillen werden.

Es liBt sich nun zeigen, dal3 man statt dessen auch mit

IFunktionsverbesserungen Z; rechnen kann, so daf3
fiL;, L, x,y,...)—74;=0. (3)

Ist f urspriinglich eine nicht-lineare Funktion, so fiihre

man Niherungswerte x, y,,... fir die gesuchten Un-

bekannten ein, so dal3
x=x+4Ax, y=yo+dy,....

Nach dem Satz von Taylor erhilt man unter Vernach-

lissigung der Glieder zweiter und héherer Ordnung

li=adx+ b dy+ ...+ 1, (4)

worin

i i
a;= b,= ,

! ox ’ i ay [i:fi(Li’Lil’ xo,yo...).

Infolge des vorgenommenen Uberganges von den wirk-
lichen Verbesserungen v; und v;/ zu den Funktionsver-
besserungen 2; muB} jedoch jeder der ,,Fehlergleichungen®
(4) noch ein ,Rechnungsgewicht* p; zugeordnet werden,

wobei
const (af,' )2 ( af,’ 'Y
el an 5
p, ar, ™) Ty ™) 5)

* Bamberg, Kunigundendamm 11.



