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Uber die Säurehydro lyse  der  D esoxyr ibos ide  u n d  Riboside*
Von A d o l f  W a c k e r  und L o t h a r  T r ä g e r

Aus dem Institut für Therapeutische Biochemie der Universität Frankfurt am Main
(Z. Naturforschg. 18 b, 13— 16 [1963] ; eingegangen am 10. Oktober 1962)

Bei saurer Hydrolyse wird aus den 5-Halogenuracildesoxyribosiden die DR ** etwa 3 —4-mal 
rascher abgespalten als aus TdR oder UdR. CdR wird unter den gleichen Bedingungen 16-fach 
schneller hydrolysiert. Im Gegensatz dazu ist die Ribose im Cytidin um ein Mehrfaches fester ge
bunden als im Uridin. Im TdR-Dimeren wird durch die Absättigung der 5.6-Doppelbindung die 
Stabilität der A-glykosidischen Bindung stark erniedrigt. Aus diesen Befunden ergibt sich ein Hin
weis auf die Elektronendichte-Verteilung im Pyrimidinring und damit eine chemische Basis für das 
mutagene Verhalten verschiedener unnatürlicher Desoxyriboside.

Im Rahm en unserer Untersuchungen über die 
strahlenchemische V eränderung der Nucleinsäuren 1 

durch UV-Licht w ar es von Interesse, die veränderte 
B indungsfestigkeit des Zuckers an die Basen im 
dim eren TdR  näher zu untersuchen. (W ir haben 
schon früher 2 d arau f hingewiesen, daß die D im eri
sierung bzw. die A nlagerung von W asser an die 5.6- 
D oppelbindung der P yrim id ine zu einer V erände
rung  der E lektronendichte-V erteilung im P yrim id in
ring  führt, die die B asenpaarung der Pyrim idine mit 
den zugehörigen P urinen  in der DNS beeinflussen 
kann.)

Ergänzend hierzu haben w ir noch die H ydrolyse
geschwindigkeit anderer D esoxyriboside bestimmt, 
da derartige U ntersuchungen infolge Fehlens geeig
neter T rennm ethoden der freien Basen von den Des- 
oxyribosiden bisher nur in geringem  U m fang 3 

durchgeführt w orden sind. Vergleichsweise wurden 
auch die Riboside bzw. die R ibotide mit in die Ex
perim ente einbezogen.

M it den hierbei erzielten Ergebnissen sollte es 
möglich sein, nähere Aussagen über die Elektronen- 
dichte-Verteilung im P y rim id in ring  in Abhängigkeit 
von den verschiedenen Substituenten an C-4 und C-5 
zu machen, w oraus sich auch Rückschlüsse auf die 
A usbildung von W asserstoffbrückenbindungen bei

* Auszugsweise vorgetragen Juni 1961 anläßlich der E r w in - 
BAUR-Gedächtnisvorlesung II, Gatersleben.

** Abkürzungen: Desoxyribonucleinsäure (DNS), Desoxy- 
ribose (DR), Thymindesoxyribosid (TdR), Uracildesoxy- 
ribosid (UdR), Cytosindesoxyribosid (CdR), Adenindes- 
oxyribosid (AdR), Guanindesoxyribosid (GdR), 5-Brom- 
uracildesoxyribosid (BrUdR), Trichloressigsäure (TCA).

1 A. W a c k e r , H. D e llw eg  u . D .  W e in b l u m , Naturwissenschaf
ten 47, 477 [I960],

2 A. W a c k e r , H. D ell w e g  u . E .  L o d e m a n n , Angew. Chem. 73, 
64 [1961].

der B asenpaarung in der a-Helix der DNS ziehen 
lassen. D am it erg ib t sich gleichzeitig eine chemische 
Basis für das mutagene V erhalten unnatürlicher Des
oxyriboside und das des strahlenchemisch gebildeten 
Dimeren des TdR.

M ethodik

Die Menge Desoxyribose wurde mit Hilfe der von 
W e b b  und L ev y  4 oder von D isc h e  5 angegebenen Me
thoden bestimmt.

Die Menge Ribose wurde mit der Methode von M e y - 
b a u m  6 ermittelt. Papierelektrophorese: Hochspannungs- 
Elektrophorese Hormuth & Vetter, System Frankfurt. 
Papier: Macherey & Nagel MN 214.

Trennung von Adenin und Cytosin von den entspre
chenden Desoxyribosiden in 0,1-m. Citratpuffer pn 3,0, 
40 V/cm. Trennung von Bromuracil und Fluoruracil von 
den entsprechenden Desoxyribosiden in 0,2-m. Borat
puffer pH 8,5, 40 V /cm 7. Trennung von Uracil von 
UdR in 0,1-m. Glycinpuffer pH 11, 35 V/cm.

M i k r o b i o l o g i s c h e r  T e s t :  Die Bestim
mung der Desoxyriboside erfolgte im Wuchsstofftest mit 
Lactobacillus acidophilus R 26. Die dimere Verbindung 
des TdR besitzt keine Wuchsstoffaktivität. Die Kultivie
rung und das Nährmedium sind an anderer Stelle be
schrieben 8.

D a r s t e l l u n g  v o n  T d R - D i m e r e n 9: eine 
eingefrorene 0,5-m. TdR-Lösung wird 30 Min. (Queck- 
silberniederdruckbrenner NN 30/89 Hanau, Hauptemis-

3 W . P ol l m a n n  u. G. S c h r a m m , Z. Naturforschg. 16 b, 673 
[1961] ; F. M ic h e e l  u . A. H e e s in g , Chem. Ber. 94, 1814
[1961].

4 J. M. W e b b  u . H. D. L e v y , J. biol. Chemistry 213, 107 
[1955].

5 Z. D is c h e , Z. Mikrochemie 8, 4 [1930].
6 W . M e y b a u m , Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 238, 117 

[1939].
7 D. H a r t m a n n , Diplomarbeit, TU Berlin 1957.
8 A. W a c k e r , A. T r e b st  u . F. W e y g a n d , Z. Naturforschg. 

11b, 7 [1956].
9 R. B e u k e r s , J. I jl st r a  u . W .  B e r e n d s , Recueil Trav. chim. 

Pays-Bas 77, 729 [1958],
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sion 254 m//) bestrahlt. Danach sinkt die UV-Extink- 
tion der TdR-Lösung bei 267 mpi um etwa 50% ab. An
schließend wird papierchromatographisch im Lösungs- 
mittelsystem n-Butanol/Wasser (86  : 14) vom nicht 
umgesetzten TdR abgetrennt (i?/-Wert TdR-Dimer 0,10, 
TdR 0,45). Bei Bestrahlung der wäßrigen Lösung mit 
UV-Licht der Wellenlänge 254 m^ wird die dimere 
Verbindung in das monomere TdR zurückverwandelt. 
Mit Hilfe der UV-Absorption des TdR wird anschlie
ßend der Gehalt an TdR-Dimer in der Ausgangslösung 
berechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Bestim mt m an in einem D esoxyribosid die 
Menge hydrolysierter D R  mit einem der gebräuch
lichen Farbteste nach D is c h e  5 oder W e b b 4, so er
hält m an die in Tab. 1 aufgeführten W erte. Wie

Desoxyribosid Menge Farbstoff 
W eb b  D is c h e

TdR 1 1
BrUdR 4 2
CdR 16 5
AdR 22 20
GdR 23 20

Tab. 1. Unterschiedliche Mengen Farbstoff, die sich bei der 
Hydrolyse äquimolekularer Mengen verschiedener Desoxy- 
riboside nach der Methode von W e b b  4 oder D isc h e  5 bilden, 

bezogen auf TdR =  l.

daraus hervorgeht, lassen sich die Nucleoside je 
nach ihrem  hydrolytischen V erhalten und ih rer 
S truk tur in verschiedene G ruppen einteilen. E rw ar
tungsgem äß ist die Säurestabilität der Purin-DR- 
B indungen weitaus geringer als die der Pyrim idin- 
DR-Bindungen, eine Tatsache, die fü r die D arstel
lung der A purinsäure verwendet w ird 10. Die stab il
ste Zuckerbindung finden wir im UdR und im TdR. 
Auffällig ist, daß der W ert von CdR im Vergleich 
zu TdR sehr hoch liegt und in die Nähe der W erte 
der Purindesoxyriboside kommt. D araus könnte 
man schließen, daß sich Cytosin bei der Hydrolyse 
wie ein P u rin  verhält. Dies w iderspricht der T at
sache, daß bei der D arstellung der A purinsäure aus 
DNS Cvtosin, wenn überhaupt, nu r wenig abgespal
ten w ird. D aher gehen die aus den Farbtesten erm it
telten Relationen nicht m it den tatsächlichen H ydro
lysegeschwindigkeiten parallel, was im Falle der 
H ydrolyse m it 5% T richloressigsäure sehr deutlich 
aus Tab. 2 hervorgeht. Aus ihr kann m an entneh-

10 C . T a m m , M. H o d e s  u . E. C h a r g a f f , J. biol. Chemistry 195, 
49 [1 9 5 2 ] .

Zeit [min] 0,5 1 900 1260

freie AdR 32 70 100 100

Base [%] CdR o 0 28 40

Tab. 2. Hydrolyse von AdR und CdR mit 5-proz. TCA bei 
60° in Abhängigkeit von der Zeit. Zahlenangaben: % Adenin 
bzw. Cytosin, nach der Hydrolyse elektrophoretisch isoliert

und mit Hilfe der UV-Absorption quantitativ bestimmt.

men, daß nach wenigen Min. AdR schon bei 60° 
vollständig hydrolysiert ist, w ährend dagegen CdR 
auch nach 900 Min. nur zu etwa 30% aufgespalten 
ist. Die Purindesoxyriboside werden demnach etwa 
2000-mal rascher hydrolysiert als CdR.

In den folgenden Experim enten haben w ir die 
Stärke der A^-glykosidischen B indung bei den ver
schiedenen Desoxyribosiden in Vergleich gesetzt, 
einmal zu der extremen Festigkeit beim  TdR und 
zum anderen zur größeren Labilitä t beim  CdR. Es 
wurde 10 Min., 20 Min. oder 30 Min. m it 5 % T ri
chloressigsäure bei 1 0 0  hydrolysiert und die dabei 
frei werdende Menge DR nach der M ethode von 
W e b b  4 bestimm t. Wie aus Tab. 3 hervorgeht, sind 
die Derivate des UdR am stabilsten, die an C-5 mit 
H (UdR) oder CH3 (TdR) substitu iert sind. Durch 
die E inführung eines H alogenatom s an C-5 w ird die 
Hydrolysegeschwindigkeit heraufgesetzt. Sie ist beim  
BrUdR etwa 4-fach höher als bei TdR. Dies ist ein 
weiterer Beweis dafür, daß durch die stärkere Elek
tronegativität des H alogenatom s die Elektronen- 
dichte-Verteilung im P yrim id in ring  beeinflußt w ird. 
W ird die Ketogruppe an C-4 durch eine A m ino
gruppe ersetzt (C dR ), so w ird dadurch die Bin
dungsfestigkeit der DR ebenfalls verändert. Im V er
gleich zu TdR erhöht sich die H ydrolysegeschwin
digkeit etwa 16-fach.

W ird die 5.6-D oppelbindung von T dR  durch die 
Bildung des Cyclobutanringes bei der uv-bedingten 
D im erisierung aufgehoben, so w irkt sich auch diese 
V eränderung auf die B indungsfestigkeit der DR 
aus. Um die H ydrolysegeschwindigkeit des TdR- 
Dimeren zu bestimmen, w urde eine m ikrobiologi
sche Methode angewandt. In verschiedenen V ersu
chen fanden wir. daß CdR etwa 1.5-fach rascher 
hydrolysiert als die dim ere V erbindung des TdR. 
Die Bindungsfestigkeit der DR im TdR-D im eren 
liegt demnach zwischen den W erten fü r die 5-Halo- 
genuracildesoxyriboside und CdR.

Wie aus Tab. 3 deutlich hervorgeht, beeinflussen 
die Substituenten am P yrim id in ring  sehr wesentlich 
die B indungsfestigkeit der DR. Dagegen zeigt sich
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Desoxy
riboside 10

Zeit [min] 
20 30

UdR _ _ 3
TdR 1,8 2,5 4,3
FUdR _ — 13
ClUdR — — 17
BrUdR 8,6 12 16
TdR-Dimer 41* 76* 85*
CdR 66* 85* 91*

33 42 76
NdR — — 96
AdR — — 96
GdR 100 100 100

Tab. 3. Unterschiedliche Mengen Farbstoff, die sich in Ab
hängigkeit von der Zeit bei der Hydrolyse äquimolekularer 
Mengen verschiedener Desoxyriboside nach der Methode von 
W e b b  bilden, bezogen auf GdR =  100. *% Inaktivierung 
der Wuchsstoffaktivität von TdR-Dimer (nach Umwandlung 
in die biologisch aktive Form) und CdR bei Lb. acidophilus 
R 26 nach Hydrolyse mit 5-proz. TCA bei 100°. Da TdR- 
Dimer keine Wuchsstoffaktivität besitzt, wurden die wäßrigen 
Lösungen mit UV-Licht der Wellenlänge 254 mu  bestrahlt 
und so zu der wuchsstoffaktiven monomeren Verbindung 
(TdR) umgewandelt. Abkürzungen: FUdR 5-Fluoruracildes- 
oxyribosid, ClUdR 5-Chloruracildesoxyribosid, NdR Naphth- 

imidazoldesoxyribosid.

bei den D esoxyribosiden des Im idazols dieser auf
fällige Unterschied nicht. Aus AdR, GdR oder 
N aphthim idazoldesoxyribosid 11 w ird etwa die 
gleiche Menge DR nach H ydrolyse m it 5% Trichlor- 
essigsäure bei 100° in 30 M in. freigesetzt.

H ydrolysiert m an un ter den Bedingungen der Or- 
c inm ethode6 m it halbkonzentrierter HCl Riboside 
bzw. Ribotide, so findet m an ebenfalls einen be
trächtlichen U nterschied in der Menge erfaßbarer

Uridin 1
Cytidin 0,2
Adenosin 14
Guanosin 14
Uridin-3'-phosphat 0,35
Cytidin-3'-phosphat 0,07
Adenosin-3'-phosphat
Guanosin-3'-phosphat

14
14

Tab. 4. Unterschiedliche Mengen Farbstoff, die sich bei der 
Hydrolyse äquimolekularer Mengen verschiedener Riboside 
und Ribotide nach der Methode von M e y b a u m bilden, 
bezogen auf Uridin =  1. Die papierchromatographische Isolie
rung der Basen nach Hydrolyse und ihre quantitative Bestim
mung mit Hilfe der UV-Absorption ergab die gleichen 

Relationen.

11 Die Synthese dieser Substanz wurde von Herrn Dipl.-Ing.
E. L o d e m .w n  durchgeführt.

12 O . W e st p h a l  u. K. H im m e l s p a c h , Angew. Chem. 69, 140
[1957].

Ribose zwischen den Pyrim idin- und Purinverbin- 
dungen (Tab. 4) (vgl. hierzu auch I . e . 3) . A uffällig 
ist hierbei jedoch die Tatsache, daß im Gegensatz zu 
den P yrim idindesoxyribosiden im C ytosinribosid 
die Ribose um ein Vielfaches stärker gebunden ist 
als im U racilribosid . Interessanterw eise verstärkt 
eine Phosphatgruppe in S '-Stellung der Ribose die 
A^-glykosidische Bindung sowohl bei der Uridyl- 
säure als auch bei der Cytidilsäure beträchtlich. In 
den P urin ribosiden  und P u rin ribo tiden  ist dagegen 
die S tabilitä t der Ribose-Bindung unverändert.

Die zur Bestim m ung der DNS verw andten F a rb 
reaktionen nach W e b b  oder D is c h e  sind in ihrem  
chemischen Verlauf noch nicht vollständig b e k a n n t12. 
Daher bleibt zunächst ungeklärt, ob die bei den 
Farbtesten gebildete Menge Farbstoff m it der ta t
sächlich hydrolysierten Menge Desoxyribose exakt 
in Vergleich gesetzt werden kann. W ir haben daher 
die in den Tabellen angegebenen und m it dem 
W e b b -  Test erm ittelten W erte durch die Bestim 
mung der nach H ydrolyse freigesetzten Menge Base 
elektrophoretisch, papierchrom atographisch oder in 
direkt m ikrobiologisch nachgeprüft und bestätigt ge
funden.

Jedoch können, wie die vorstehenden Ergebnisse 
zeigen, die fü r die G ehaltsbestim m ung der DNS ge
bräuchlichen Farbteste nach D i s c h e  oder W e b b  
zu Irrtüm ern  führen, wenn z. B. einzelsträngige 
DNS-Moleküle sich in ihrem  P urin /P yrim id in -V er
hältnis stark  unterscheiden. Das gleiche gilt auch fü r 
die RNS-Bestimmung m it H ilfe von Orcin.

Die verstärkte H ydrolyse der DR bei den P y rim i
dindesoxyribosiden durch B rom ierung w urde b isher 
empirisch zum empfindlicheren Nachweis der Des
oxyriboside in der Papierchrom atographie ange
wandt 13. Nach unseren Ergebnissen kann m an nun 
erwarten, daß die durch UV-Licht bew irkte D im eri
sierung des TdR  und unter besonderen Bedingungen 
auch des CdR 14 auf dem Papierchrom atogram m  die 
Nachweisgrenze der Pyrim idindesoxyriboside erheb
lich steigert. Ähnliche Effekte w urden auch bei den 
Pyrim idinribosiden nach A bsättigung der 5.6-Dop- 
pelbindung durch Behandlung m it H ydrazin beob
ach te tlo. (In  welcher Größe auch die W asseraddi- 
tionsprodukte bei den Pyrim idindesoxyribosiden

13 J . Jo n sen , L . H a a v a ld s e n  u . S. L a la n d , J . Chromatogr.
[Amsterdam] 1 ,291 [1958].

14 H. D ell w e g  u . A. W a c k e r , Z. Naturforschg., 17 b, 827
[1962].

15 N. I s h ih a r a , Analyt. Biochem. [New York] 3, 186 [1962].
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nach UV-Bestrahlung eine S tabilitä tsänderung der 
Base-Zucker-Bindung hervorrufen, läßt sich nach 
dieser M ethode nicht nachweisen, da der Zerfall der 
W asseradditionsprodukte zu den Ausgangsnucleo- 
siden schneller verläuft als die A bspaltung der DR.)

Versuche, die verstärkte H ydrolyse der DR in der 
TdR-Dim eren dazu benutzen, um wie bei der Apu- 
rinsäure auch die dim erisierten Thymin-M oleküle 
aus der DNS spezifisch abzuspalten, führten bisher 
noch zu keinem  eindeutigen Ergebnis 16. W ir stellten 
fest, daß in der uv-bestrahlten DNS dim erisierte 
Thymin-M oleküle durch Hydrolyse entfernt werden, 
wobei es sich aber bisher nicht verm eiden ließ, daß 
auch unverändertes Thym in m ithydrolysiert wurde. 
Der Unterschied in der Hydrolysegeschwindigkeit 
von TdR-Dim eren m it 11 gegenüber einigen T au 
send bei den Purindesoxyribosiden reicht vermutlich 
nicht aus, um vorzugsweise neben den P urinen auch 
die dim eren Moleküle des TdR abzuspalten, w orüber 
an anderer Stelle ausführlicher berichtet werden soll.

U ntersuchungen der letzten Jah re  machen w ahr
scheinlich, daß der Sauerstoff an C-4 des P y rim id in 
ringes im U racil und Thym in in der Ketoform . da
gegen die A m inogruppe an C-4 im P yrim id inring  
des Cytosins oder im Adenin in der A m inoform  vor
liegt 17. Diese G ruppierungen sind für die A usbil
dung der W asserstoffbrückenbindungen in der D op
pelspirale der DNS von großer W ichtigkeit. W ird 
daher durch einen Substituenten im Uracil-M olekül 
die A usbildung der K etogruppe an C-4 beeinträch
tigt (Verschiebung in Richtung E nolform ), so muß 
sich dies auch bei der A usbildung der W asserstoff - 
briicke bzw. bei der Basenpaarung mit dem Adenin 
bei der V erdoppelung der DNS auswirken.

16 H. D e ll w e g , unveröffentlichte Ergebnisse.
17 H. T. M il e s , Chem. and Ind. 1958. 591.

Wie unsere Ergebnisse zeigen, w ird durch den 
Ersatz der Ketogruppe durch eine A m inogruppe die 
V-glykosidische Bindung erheblich abgeschwächt. 
Einen ähnlich großen Einfluß finden w ir n u r noch 
bei der A bsättigung der 5 .6-D oppelbindung im 
Pyrim id inring  nach D im erisierung. Die S tabilitä t 
der V-glykosidischen B indung gibt dam it indirekt 
auch Aufschluß über die Elektronendichte-V erteilung 
im P yrim idinring. Die E in führung  eines Br-Atoms 
an C-5 des Uracils, die m eßbar die S äurestabilität 
von BrUdR verändert, m uß daher auch die S truk tur 
der Ketogruppe beeinflussen, wie dies auch von 
anderer Seite theoretisch gefordert w urde 18. Die um 
das 4-fache erhöhte H ydrolysegeschw indigkeit des 
BrUdR gegenüber dem W ert von 16 des CdR be
zogen auf T d R = l ,  zeigt jedoch, daß Brom uracil 
überwiegend bei der B asenpaarung sich wie Thy
min verhält und nicht wie Cytosin. Beim Thymin- 
Dimeren dürfte dagegen die Tendenz, sich m it Gua
nin zu paaren, anstatt m it A denin, stärker als beim 
Brom uracil vorhanden sein, w orauf die 1 1 -fache 
Hydrolysegeschwindigkeit hinweist. D am it haben 
wir erstm als durch chemische Befunde eine E rk lä
rung für die Möglichkeit der falschen B asenpaarung 
beim Einbau von Brom uracil an Stelle von Thym in 
oder bei der durch UV-Licht bew irkten D im erisie
rung des Thym ins in der DNS gegeben.

Wir danken Fräulein A n d r e a  G e r s t e n b e r g e r  und 
Fräulein R u t h  L o r en z  für fleißige und geschickte Hilfe 
bei den Versuchen, dem Verband der Chemischen Indu
strie — F o n d s  d e r  C h e m i e  — für finanzielle 
Unterstützung.

18 M . M e se l s o n , in: E. F r e e s e , J. molecular Biol. 1, 87
[1959].


