Weitere Untersuchungen iiber das Cytosin.

. Von ’
A. Kossel und H. Steudel. 1)

I. Darstellung des Cytosins.

Zur Darstellung des Cytosins diente in den meisten Fillen
die Fliissigkeit, welche sich bei der Zersetzung tierischer Or-
gane mit verdiinnter Schwefelsdure bei zweistindigem Er-
wirmen auf 1500 ergeben hatte. Es ist aber nicht nétig, auf
diese hohe Temperatur zu erhitzen, vielmehr konnten wir die
reichliche Bildung des Cytosins auch beobachten, als wir 840 g
frische Stortestikeln mit einer Mischung von 600 g konzentrierter
Schwefelsdure und 1200 ccm Wasser 12 Stunden kochten.
Wahrscheinlich wiirde eine geringere Konzentration an Sdure
ebenfalls ausreichen.

Diese Flissigkeit wird zur Entfernung der Schwefel-
sdure und eines Teils der huminartigen Stoffe mit Baryt oder
mit Kalk und nachtréglich mit Baryt alkalisch gemacht, die al-
kalische Losung zur Entfernung des Ammoniaks auf dem
Wasserbade erhitzt, filtriert, das Filtrat mit Schwefelsiure
schwach angesduert und eingedampft.

Die eingeengte Fliissigkeit wird jetzt mit Queck-
silbersulfat bei Gegenwart von 3—4°o freier Schwefel-
siure gefillt und bleibt nach Zusatz eines Uberschusses des
Fillungsmittels mehrere Tage stehen. Das Cytosin befindet
sich dann nebst den Nucleinbasen und dem Histidin im
Niederschlag. '

Da die Fillung des Cytosins durch Quecksilbersulfat nur
langsam und bei Zusatz eines Uberschusses erfolgt, so em-

1) Siehe diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 177, 245 u. 377. .
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemief XXXVIIIL 4
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pfiehlt es sich, die Ausfillung in folgender Weise vorzunehmen.
Man fiigt zunichst so lange kleine Mengen der Quecksilber-
sulfatlosung hinzu, als noch die sofortige Entstehung eines
Niederschlages zu beobachten ist; erfolgt in einer abfiltrierten
Probe die Fillung auf weiteren Zusatz des Féllungsmittels erst
nach einigen Sekunden, so saugt man den ganzen Niederschlag
schnell durch eine Nutsche ab, versetzt das Filtrat mit einem
ausreichenden UberschuB des Quecksilbersulfats und 148t es
9—3 Tage stehen. Es bildet sich dann ein zweiter Nieder-
schlag, welcher das Cytosin enthilt, wihrend die librigen durch
Quecksilbersulfat fillbaren Stoffe sich im ersten Niederschlag
befinden. Diese Fillungsmethode bewihrte sich besonders gut
bei der Untersuchung der Nucleinséduren.

In allen Fillen wird der das Cytosin enthaltende Nieder-
schlag durch Schwefelwasserstoff zerlegt und die Fliissigkeit
nach der Entfernung des Schwefelwasserstoffs durch Phosphor-
wolframsédure geféllt. Der Phosphorwolframséureniederschlag
wird durch Baryt zerlegt, der Uberschu des Baryts aus dem
Filtrate durch Kohlenséure entfernt, zur Trockne eingedampft
und der Riickstand mit siedendem Wasser aufgenommen. Man
wird jetzt in vielen Fillen zur Ausfillung des Cytosins mit
Vorteil nach dem Vorgange von F.Kutscher 1) das Silbernitrat in
der fiir die Hexonbasen, Thymin usw. gebrduchlichen Weise an-
wenden. Man siuert die Flissigkeit mit Salpetersdure an und
fiigt nun Silbernitratlsung hinzu, bis eine herausgenommene
Probe mit Barytwasser eine braungelbe Fillung gibt. Beim Zusatz
des Silbernitrats zu der sauren Losung bildet sich ein Niederschlag,
welcher die Nucleinbasen enthdlt. Dieser wird abfiltriert. Zu
dem mit Baryt neutralisierten Filtrat setzt man jetzt langsam
Barytwasser hinzu, so lange eine abfiltrierte Probe beim Uber-
schichten mit ammoniakalischer Silberlésung noch eine Nieder-
schlagsbildung erkennen ld8t. Schon beim Neutralisieren mit
Baryt ist ein Niederschlag entstanden, der sich auf weiteren
Zusatz von Baryt vermehrt und der das Cytosin (eventuell

1) Sitzungsher. d. Gesellschaft f. d. Beférd. d. ges. Naturwissensch.
in Marburg 1901, S. 94.
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neben Histidin) enthdlt. Man filtriert diesen Niederschlag ab,
wischt thn mit Wasser aus, zerlegt ihn mit Salzsdure und
leitet durch die vom Chlorsilber abfiltrierte Losung zur Ent-
fernung der gelosten Spuren von Silber noch etwas Schwefel-
wasserstoff. Man dampft die Losung zur Trockne ein, nimmt
mit Wasser auf und fallt durch Zusatz von Platinchlorid das
schwer losliche Cytosinplatinchlorid heraus. Das Histidin,
welches ein leichter ldsliches Platindoppelsalz bildet, bleibt
gelost. Man kann die Trennung des Cytosins vom Histidin
auch bewirken, indem man die Losung der Chloride mit Am-
moniak alkalisch macht. Das Cytosin, welches viel schwerer
16slich ist, als das Histidin, krystallisiert dann aus seiner kon-
zentrierten Losung zum groBten Teil heraus. Das freie Cytosin
oder das Cytosinplatinchlorid werden durch Umkrystallisieren
gereinigt. Das zuerst von A. Kossel und A. Neumann be-
schriebene ') und von wuns analysierte?) schwer l6sliche
Pikrat eignet sich weniger gut zur Reinigung. Oft enthilt
der Silberniederschlag auch noch Uracil, welches aus der
Losung der Chloride herauskrystallisiert oder als schwer los-
liche Masse zuriickbleibt, wenn man die eingedampfte Losung
des Chlorids mit Wasser aufnimmt.

II. Bildung des Cytosins aus der Hefenucleinsiure.

Die von uns nachgewiesene Verbreitung des Cytosins in
tierischen Organen und die Entstehung aus den Nucleinstoffen
legten den Gedanken nahe, daB das Cytosin ebenso wie das
Thymin und Uracil zu denjenigen organischen Verbindungen
gehort, welche in allen entwicklungsfahigen Zellen zu finden
sind. Zur Priiffung dieser Voraussetzung versuchten wir den
Nachweis des Cytosins auch in der Hefezelle zu fiihren.

Wir erhitzten 200 g Hefenuclein mit 800 ccm 16 volum-
prozentiger Schwefelsdure 2 Stunden auf 150° und féllten die
Fliissigkeit mit Quecksilbersulfat, nachdem wir vorher mit
Kalk und sodann mit Baryt die Schwefelsiure und einen

1) Berichte d. deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 2215.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 378.
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Teil der Huminstoffe entfernt hatten. Die Fillung wurde in
oben beschriebener Weise fraktioniert ausgefithrt, und der
zweite Niederschlag auf Cytosin verarbeitet. Derselbe enthielt
so wenig Beimengungen, da8 eine Uberfithrung in die Silberver-
bindungen nicht nétig war. Wir begniigten uns mit der
Phosphorwolframsdurefillung und fiihrten das Cytosin, welches
aus diesem Niederschlag fast rein erhalten wurde, in das
Platindoppelsalz iiber, dessen Analyse folgende Zahlen lieferte:

I. 0,1746 g Substanz lieferte 0,0528 g Pt, d. i. 30,94°o.
II. 0,1874 » > gab 21,7 ccm Stickstoff bei 16° und 768 mm

Barometerstand, d. i. 13,71%o.

Berechnet fir (C;HN;0), PtCl,-2HCl: Gefunden:
Pt 30,84 30,94
N 1334 13,71.

Hierdurch ist die Entstehung des Cytosins aus den
Nucleinstoffen der Hefe, welche durch F. Kutscher?!) bereits
wahrscheinlich gemacht war, sicher nachgewiesen.

III. Salze des Cytosins.

Von den Salzen des Cytosins haben wir bisher folgende
untersucht:

1. Cytosinpikrat entspricht, wie wir in einer fritheren
Mitteilung nachgewiesen haben, der Formel C,H,N,0, C;H,N,0,.

2. Cytosinplatinchlorhydrat. (C,H;N;0),PtCl, - 2 HCl, in
unseren fritheren Mitteilungen beschrieben und von uns zum
Nachweis des Cytosins benutzt.

3. Cytosinnitrat. Dasselbe ld8t sich leicht in schon krystal-
lisiertem Zustand darstellen und entspricht nach unserer Analyse

der Formel C,H,N,0, HNO,.

0,1660 g Nitrat gaben 46,2 ccm Stickstoff bei 16° und 760 mm
Bar., d. i. 32,62%0 N. ‘ ’

Berechnet fiir C,H;N,0, HNO,: ~ Gefunden:

N 32,26 32,62.

4. Cytosinsulfate. Die Untersuchung der Sulfate fiihrte zu
dem auffallenden Ergebnis, da das Cytosin neben einem
leicht 18slichen sauren Salz noch ein schwer 16sliches basisches

Sulfat bildet.
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Basisches Cytosinsulfat. Man erhdlt dieses Salz,
wenn man zu einer Losung der freien Base soviel Schwefel-
siure hinzufiigt, daB auf 1 Molekil Cytosin !/ Aquivalent
Schwefelsdure vorhanden ist. Es scheidet sich dann ein weiler
in feinen Nadeln krystallisierter Niederschlag aus. Haufig be-
obachteten wir auch die Ausscheidung dieses Salzes, wenn
wir schwefelsdurehaltige oder mit Schwefelsdure neutralisierte
Losungen des Cytosins einengten. Derartige Préiparate ergaben
bei der Analyse folgende Zahlen: '

Prip. 1 01850 g Sulfat gab 0,0804 g BaSO,, d. i. 18,28% H,SO,.
Prap. II. 0,1396 » > > 0,0604 > BaSQ,, d. i. 18,20 H,SO,.

Ein drittes Préparat wurde dargestellt, indem wir zu
einer Losung, welche 0,4782 g Cytosin (wasserfrei berechnet)
enthielt, 4,3 ccm N/2-Schwefelséure hinzusetzten. Der sofort
entstehende Niederschlag ergab folgende Analysenzahl.

Prap. Il 0,1508 ¢ Substanz gab 0,0638 g BaSO,, d. i. 17,80% H,SO,.

Berechnet fiir (CHN,0), H,SO,: Gefunden: -
Prip. I Prip. I Prép. II
H,S0, 18,09 18,28 18,20 17,80.

Saures Cytosinsulfat. Wenn man eine Losung der
Cytosinsulfate nach dem Herauskrystallisieren des basischen
Sulfats weiter einengt, so krystallisiert ein Salz von der Formel
(C,H;N;0) H,SO,.

Die Analyse dieses leicht l6slichen Sulfats fiihrte zu
folgenden Ergebnissen: '

0,2104 g Substanz gaben 0,2367 g BaSO,, d. i. 47,33° H,SO,.
Berechnet fir C;HN;0, H,SO,: Gefunden:
H,S0, 46,93 47,33.

Bei unseren fritheren Versuchen, das Cytosinsulfat zum
Nachweis der Base zu verwenden, erhielten wir Mischungen
der beiden Sulfate und infolgedessen schwankende Analysen-
zahlen. Wir haben deshalb die oben beschriebenen Salze,
.besonders das Platindoppelsalz, fiir diesen Zweck vorgezogen.

IV. Konstitution des Cytosins.

Fir die folgenden Versuche dienten etwa 4 g Cytosin,
welches wir groftenteils aus Thymus dargestellt hatten. Das
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Priparat war durch Uberfiihrung in das leicht Iésliche Chlor-
hydrat gereinigt und vollig frei von Uracil.

Bereits in unserer fritheren Mitteilung haben wir die
Angabe gemacht, daf das Cytosin durch salpetrige Saure in
Uracil tibergefiihrt wird. Unsere weiteren Versuche haben
dieses Ergebnis bestitigt.

A. Einwirkung salpetriger Sdure auf Cytosin.

Wir zersetzten 2 g krystallwasserhaltiges Cytosin, welches
in Wasser unter Zusatz von Schwefelsiure gelGst war, bei
Wasserbadtemperatur allméhlich mit kleinen Mengen einer
3°/oigen Losung von Natriumnitrit, solange noch ein Tropfen
der Reaktionsfliissigkeit mit einer Pikrinsdurelosung (Esbachs
Reagens) einen schnell entstehenden krystallinischen Nieder-
schlag bildete. Hierzu war das 3 bis 4fache der berechneten
Menge Natriumnitrit notig. Die Fliissigkeit wurde sodann mit
Ammoniak neutralisiert und mit Silbernitrat gefillt, wobei die-
jenige schwache Alkalescenz hergestellt wurde, bei welcher
die Menge des Niederschlags die grofte war. Der Nieder-
schlag wurde abfiltriert, ausgewaschen, durch Salzsiure zersetat
und die vom Chlorsilber abfiltrierte Fliissigkeit eingedampft.
Eine Probe des eingedampften Riickstandes gab sehr deutliche
Alloxanreaktion (Murexidreaktion): Rotfdrbung mit Ammoniak,
Blauviolettfarbung mit Natron. Der Verdampfungsriickstand
wurde mit Wasser aufgenommen, filtriert und der Filterriick-
stand mit Wasser ausgewaschen. Dieser Riickstand betrug
0,2 g und besal die Eigenschaften des Uracils. Er gab die
charakteristische Féllung mit Silbernitrat und Ammoniak, die
sich im UberschuB des Ammoniaks leicht 16st, war in Wasser
und in verdiinnter Salzséure schwer loslich, gab keine Féllung
mit Phosphorwolframséure und enthielt keine Chlorwasserstoff-
séure.

Die Analyse der aus Wasser umkrystallisierten Substanz
ergab folgendes:

0,1056 g Substanz gaben 22,7 ccm Stickstoff bei 17° und 768 mm Bar.,
d. i. 25,35 % N.
Berechnet fiir Uracil C,H,N,0,: Gefunden:
N 2505 25,35
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Durch diesen Versuch ist die Konstitution des Cytosins
im wesentlichen festgestellt. Das Cytosin ist in Uracil iiber-
zufiihren durch dieselbe Reaktion, durch welche Strecker
das Guanin in Xanthin und A. Kossel das Adenin in Hypo-
xanthin iberfithrte.
C,H,N,0 4 HNO, = C,H,N,0, + N, -+ H,0.
Da die Konstitution des Uracils folgende ist
(1) NH—-CO (6)
@) to cm ®)
3) NE—CH o)
so wird man auch das Cytosin als eine Pyrimidinverbindung
betrachten miissen, welche entweder an dem mit 2 oder an dem
mit 6 bezeichneten Kohlenstoffatom eine Amidogruppe trigt.
Man kann hiernach folgende Konstitutionsformeln fiir das Cytosin
aufstellen: 1)

1\|1H—co N—CNH,
| | |
(llNHg CH CO CH
Lo Lo
N—CH NH—CH
I 1I

Zwischen beiden Formeln 148t sich durch einen Oxyda-
tionsversuch eine Entscheidung treffen. In der Formel I ist
die Gruppierung der Kohlenstoff- und Stickstoffatome eine
dhnliche wie im Guanin, man muf also hier ebenso wie bei
der Oxydation des Guanins die Bildung von Guanidin erwarten,
withrend nach Formel II Harnstoff oder ein Derivat des Harn-
stoffs entstehen miiBte.

B. Oxydation des Cytosins.

Zur Oxydation des Cytosins benutzten wir das Baryum-
permanganat, welches schon von Steudel? mit gutem
Erfolg bei der Konstitutionsbestimmung des Thymins, von
Kutscher3) bei der Oxydation des Arginins und von
Zickgraf+4) bei der des Lysins angewandt war.

1) Wir sehen bei unseren Erérterungen von einigen fiir die Auf-
fassung der Konstitution bis jetzt noch wenig wichtigen Méglichkeiten,
z. B. der Hydroxylformel, ab.

2) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 241.

8) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 278.
4) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 35, S. 3401.
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1,9 g krystallwasserhaltiges Cytosin wurde in 100 ccm
Wasser gelost, auf etwa 40° erwidrmt und allmihlich mit
einer Losung von 7,8 g Baryumpermanganat in Wasser ver-
setzt. Die Temperatur blieb hierbei auf der gleichen Hohe.
Die Permanganatlosung wurde bis gegen Ende des Versuchs
ziemlich schnell, zuletzt langsam entfirbt. Die Reaktion war
zuletzt sehr schwach alkalisch, Ammoniakentwicklung war nicht
zu bemerken. Die Untersuchung der Reaktionsfliissigkeit ergab,
daB sich eine reichliche Menge Oxalsdure gebildet hatte, jedoch
war kein Guanidin nachweisbar. Auch die ziemlich weit ein-
geengte neutralisierte Losung gab die charakteristische Féllung
mit Natriumpikrat nicht. Hingegen lieB sich aus der zur
Trockne eingedampften Masse durch Alkohol eine Substanz
extrahieren, welche beim Verdunsten des Alkohols heraus-
krystallisierte. Diese Substanz war kein Harnstoff, denn
sie ergab nicht das charakteristische Nitrat, war auch in
Wasser und Alkohol schwerer 1oslich als Harnstoff. Auch
nachdem wir aus dem in Alkohol unldslichen Rest die Oxal-
sdure entfernt hatten, konnten wir durch Alkohol keine deutlich
nachweisbare Spur von Harnstoff ausziehen.

Das durch Alkohol geldste Oxydationsprodukt erwies
sich als Biuret. Die wisserige Losung der Krystalle
" gab mit Natronlauge und wenig Kupfersulfat schon in
der Kilte eine kréftige Rotfdrbung, auch stimmten die Los-
lichkeitsverhaltnisse — soweit dies ohne Loslichkeitsbestim-
mungen zu ermitteln ist — mit denen des Biurets iiberein.
Vollig iiberzeugende Resultate lieferte die Untersuchung
der Krystalle. Das Biuret krystallisiert héufig in Form
vierseitiger Blittchen, welche unter dem Mikroskop von
zwei Kanten begrenzt sind, welche miteinander Winkel von
ungefihr 64 und 116° bilden. Bei der Untersuchung im polari-
sierten Licht findet man, daB die Ausldschungsrichtung mit
einer dieser Kanten, welche gewohnlich die ldngere ist, einen
Winkel von 62 resp. 28° bildet. Diese Merkmale fanden wir
gut geeignet zur Erkennung des Biurets; sie zeigten sich
in gleicher Weise bei dem aus Cytosin entstandenen Oxydations-
produkt. Auch bei der Untersuchung des Schmelzpunktes
erwies sich unser Produkt als identisch mit Biuret;
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reines Biuret und unsere Substanz an demselben Thermometer
gleichzeitig erhitzt, schmolzen bei 183—184° in vollig gleicher
Weise unter Gasentwicklung.

Die Menge des aus Cytosin erhaltenen Biurets betrug
nach dem Umkrystallisieren etwa 0,12 g. Die Analyse der
bei 100° getrockneten Substanz ergab folgendes Resultat:

0,1206 g Substanz gab 41,3 ccm N bei 11° und 758 mm Bar.,

Berechnet fiir Biuret: Gefunden:
C.H N0,
N 40,89 40,89 °/o

Die Entstehung des Biurets und der Oxalsiure bei der
Oxydation des Cytosins 1a8t sich durch folgende Formel aus-
driicken:

CH,N,0 + 40 + H,0 = G,H,N,0, + C,H,0,.

Durch dieses Ergebnis ist die Stellung der Amidogruppe
bestimmt und man wird dem Cytosin die oben angegebene
Formel II (6-Amino-2-oxypyrimidin) zuerteilen, welche der
Bildung des Uracils am besten entspricht. Es muf jedoch be-
merkt werden, daB die Entstehung des Biurets besser durch
eine der beiden folgenden Schreibweisen dargestellt wird.

NH—C—NH, NH—C—NH,
| I |
coO C oder CO (IIH
| |
NH—CH ll]:CH
11 v

Diese Unterschiede der graphischen Darstellung, zu denen
noch die der «Hydroxylformeln» hinzukommen wiirden, haben
bei dem heutigen Stand unserer Kenntnisse keine betréchtliche
Bedeutung, da es sich offenbar um Tautomeriefdlle handelt.
Man steht hier &hnlichen Fragen gegeniiber, wie sie sich bei
den Purinverbindungen erhoben haben. Ebenso wie man bei
diesen Korpern, und speziell bei der Harnsdure, eine der
moglichen Formeln nach dem Vorgange von E. Fischer?)
zum Gebrauch herausgewshlt hat, wird man auch hier -eine
Wabhl treffen miissen, und wir schlagen vor, die Formel II zu
benutzen.

1) Berichte d. deutschen chem. Ges., Bd. 30, S. 556. (1897.)
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Stellt man die Formel des Cytosins denen der Purin-
verbindungen und besonders der Harnsdure gegeniiber, so er-
geben sich sehr bemerkenswerte Beziehungen zwischen beiden.

N= C—NH, NH- C-—NH\
L] N U Y
CO CH GO0 C—NH
(| [
NH—CH NH—CO

Cytosin. Harnséure.

Man ersieht, daB eine Bildung von Harnsiure aus Cytosin
erfolgen kann durch Oxydation und Anlagerung von CONH.
Beide Vorgénge sind im Tierkdrper bekannt. Eine Anlagerung
von Cyansdure findet bekanntlich statt nach Einfithrung ver-
schiedener Amidoséuren, z. B. der Sulfanilséure, des Taurins u. a.

Das Cytosin kann also als eine Vorstufe der Harnsiure
und der Purinverbindungen iiberhaupt betrachtet werden.
Andererseits erhebt sich die Frage, ob Cytosin und Uracil
nicht als Abbauprodukte der Purinderivate aufzufassen sind.
Man konnte sogar die Frage aufwerfen, ob das Uracil und
Cytosin nicht zum Teil aus einer Zersetzung priformierter Purin-
verbindungen unter der Einwirkung der zur Hydrolyse ver-
wandten Sauren entstehen konne. Diese letatere Moglichkeit
ist jedoch auszuschlieBen. Wir haben Guanin derselben Ein-
wirkung der Schwefelsdure bei 150° unterworfen, welche wir
bei der Zersetzung der Gewebe benutzten, und dies Reaktions-
produkt auf Uracil und Cystosin untersucht, jedoch vergeblich.

Sollte es wirklich gelingen, eine Bildung von Cytosin bei
der physiologischen Zersetzung der Purinderivate festzustellen,
so wére damit selbstverstindlich iiber die Rolle dieser Base
bei den synthetischen Vorgingen nichts entschieden.

Die durch die deskriptive Chemie der tierischen Gewebe
festgestellten Tatsachen miissen in gleicher Weise wie die
Ergebnisse der anatomischen Forschung den Ausgangspunkt
fiir die physiologische Betrachtung bilden. Inmitten des Gewirrs
vieldeutiger Versuche iiber die Entstehung der Harnséure er-
scheinen die Ergebnisse der chemischen Forschungen: unsere
Kenntnisse iiber die Verbreitung der Purinderivate, iiber ihre
Entstehung bei der Hydrolyse der Kernsubstanzen und unsere
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Anschauungen {iiber ihre Konstitution wie ein unerschiitterlicher
(Grundstein. Ebenso werden auch die neugewonnenen Kennt-
misse iiber das Vorkommen und die physiologischen Beziehungen
es einfachen Pyrimidinringes im Thymin, Uracil und Cytosin
e©ine sichere Basis bilden, auf der sich die Lehre von der
[Entstehung des erweiterten Pyrimidinringes der Nucleinbasen
wnd der Harnsdure aufbauen kann.



