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2 , 4 - D i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  

y o n  C a r b o n y l v e r b i n d u n g e n  a u s  d e m  K a f f e e a r o m a  

W. WALTER u n d  H.-L.  WEII)EMANN 

Un ive r s i t~ t  H a m b u r g ,  Chemisches  S t a a t s i n s t i t u t ,  
I n s t i t u t  fi~r o rgan ische  Chemie  

W. MOHR 

I n s t i t u t  ftir Lebansmi t t e l t echno log ie  u n d  Verpackung ,  Mt~nchen 

Mehrere  Arbei t skre ise  In. a. 1--5] bevGrzugten  zur  Ana lyse  
des  K a f f e e a r o m a s  die Gasch roma t og raph i e .  Ffir  schwerer  
f lf ichtige S u b s t a n z e n  [1] i s t  a u c h  die Ana l y se  y o n  Der iva~en 
geeignet ,  obgleich be t  ih rer  D a r s t e l l u n g  Ar t e f ak t e  a u f t r e t e n  
k6nnen .  - -  Kaffee-01 wurde  wie beschr ieben  [ l a ]  gewonnen ,  
spa re r  b e n u t z t e n  wir  kguf l iches  O1 [6]. Die schwerer  flt~chtige 
A r o m a f r a k t i o n  wurde  d u r c h  D f i n n s c h i c h t v e r d a m p f u n g  i m  
F e i n v a k u u m  u n d  iKondensa t ion  in  e iner  Alkohol -Trockeneis -  
Fal le  e rha l t en  [1]. W i r  f~ll ten die C a r b o n y l v e r b i n d u n g e n  ge- 
m e i n s a m  n i t  2 ,4 -Din i t ropheny lhydraz in .  Die 2 ,4-Dini t ro-  
p h e n y l h y d r a z o n e  (2 ,4-DNPH) w u r d e n  au f  e iner  k le inen  Sili- 
cagel-Sgule v o r g e t r e n n t  ( Bzl. u. Bzl.-X.) u n d  d a n n  so of t  
d f i nnsch i ch t ch roma t og raph i e r t ,  bis g u t  g e t r e n n t e  Streifen iso- 
l ierbar  waren .  Drei  2 , 4 - D N P H  w u r d e n  du rch  2r Elek-  
t ronen-  (in CHCla  u n d  in  0,25 n - N a O H  in  Athanol ) ,  u n d  IR-  
Spek t r en  (Mikro-KBr-PreBlinge)  s o m e  Dt~nnsch ich tch romato -  
g raph ie  ident i f iz ier t .  

Cydopentan-l,9-dion-bis-9,g-DNPH. M. S.: 458/1831 458, t53,  
215, 459, 168, 276, 169, 164, 2 t 4  [7]. ~max: 354, 404 u n d  
456 m ~  [8]. Es  i s t  zu v e r m u t e n ,  dab  neben  den  s u b s t i t u i e r t e n  
Cyc lopen t an - t , 2 -d i onen  [9] a u c h  das  u n s u b s t i t u i e r t e  Cyclo- 
p e n t a n - l , 2 - d i o n  im  t ( a f f eea roma  v o r k o m m t .  Das  Osazon  k 6 n n t e  
sieh abe t  a u c h  aus  d e m  ~-Amino-  oder  d e m  ~ - A c e t o x y k e t o n  
gebi ldet  h a b e n  [9, 10]. 

Propan-l,2-dion-bis-9,~-DNPH. Zmax: 394 u n d  440 (S) u n d  
(alkal.) 570 mix. Die Z u o r d n u n g  dieses Der iva tes  i s t  meh r -  
deu t ig ;  i m  K a f f e e a r o m a  w u r d e n  b i sher  H y d r o x y a c e t o n  u n d  
dessert A c e t y l v e r b i n d u n g  nachgewiesen  In. a. 9], es k g m e  abe t  
a u c h  Methy lg lyoxa l  bzw. sein P o l ymere s  in Frage .  

Acetylacrolein-bis-~,~-DNPH. IVL S.: 458/ t22,  44, t68, t28, 
t27,  57, t19,  130, 115, 116. ~max: 4 t 0  nnd 450 (S) n n d  (Mkal.) 
578 mix. Dieses De r i va t  i s t  ke in  Beweis  ffir das  V o r k o m m e n  
y o n  Acety lacro le in  i m  Kaf feea roma ,  da  schon  bet  der  s~ure-  
ka t a ly s i e r t en  S p a l t u n g  y o n  Fu r fu ry l a lkoho l  u. a. Acety lacro-  
lein e n t s t e h t  [11]. Andere r se i t s  s ind  Fu r fu ry l a lkoho l  u n d  
S~uren  nachgewiesen ,  so dab  a u c h  das  A u f t r e t e n  y o n  Acety l -  
acrolein n i ch t  unwahr sche i n l i ch  ist.  

W i t  d a n k e n  seh r  herz l ich  Prof.  Dr.  R.  HEISS ffir die A n r e g u n g  
u n d  F 6 r d e r u n g  dieser Arbe i t  u n d  Dr.  H.  F.  GRt~TZMACHER fu r  
die Massenspek•  
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Zersetzung v o n  C h o r i s m i n s S u r e  d u r c h  M i n e r a l s S u r e  

i% LINGENS u n d  GERHARD M{)LLER 

Bioehemische  Abte i lung  des  Chemischen  I n s t i t u t s  
der  Un ive r s i t~ t  T t ib ingen  

I m  Ver lauf  der  B io syn the se  a roma t i s che r  A m i n o s ~ u r e n  t r i t t  
Chor i smins~ure  ( 3 - E n o l b r e n z t r a u b e n s g u r e g t h e r  der  t rans -3 ,4 -  
D i h y d r o x y - c y c l o h e x a - l , 5 - d i e n c a r b o n s ~ u r e ,  I) als E n d p r o -  
d u k t  des Grundzweiges  auI.  Diese V e r b i n d u n g  i s t  als A k k u m u -  
la t  bet  ve r sch iedena r t ig  b lockier ten  M a n g e l m u t a n t e n  y o n  
Aerobacter aerogenes, Escherichia colt u n d  Saccharomyces cere- 
visiae nachgewiesen  [1--8]. Chor i smins~ure  wird  bet  p H  8 in  
P r e p h e n s ~ u r e  nmge lage r t ,  in  s c h w a c h  s a u r e m  Milieu zerf~llt  
die V e r b i n d u n g  in  4 - H y d r o x y b e n z o e s ~ u r e ,  B r e n z t r a u b e n -  
sgure  u n d  P h e n y l b r e n z t r a u b e n s g u r e  [1]. 
W i t  k o n n t e n  nachweisen ,  dab  bet  der  Ze r se t zung  yon  Choris-  
m ins~u re  du rch  konz.  SalzsXure ein Gemisch  en t s t eh t ,  das  
f lberwiegend 3 -Hydroxybenzoes~ure  neben  wen ig  4-I-Iydroxy- 
benzoesgure  u n d  P h e n y l b r e n z t r a u b e n s ~ u r e  u n d  a u g e r d e m  
B r e n z t r a u b e n s ~ u r e  enth~It (Pap ie rchromatograp ie ,  Iso  i 
p r o p a n o I - A m m o n i a k - W a s s e r  (8 : t :1 ) ) .  Die A u s b e u t e  an  3- 
H y d r o x y b e n z o e s ~ u r e  in 2 n Salzsgure  s te ig t  von  0 au f  ca. 
75%, w e n n  m a n  die T e m p e r a t u r  yon  20 ~ auf  100 ~ e rh 6 h t  
(in konz.  SaIzsgure s t e t s  75%)- 
W i t  pos tu l i e ren  als Zwischens tu fe  der  B i ldung  yon  3 - K y d r o x y -  
benzoes~ure  den  E n o l b r e n z t r a u b e n s ~ u r e g t h e r  (II). E s  Iieg 
sich zeigen, dab  be im  E r h i t z e n  v o n  Chor i sminsgure  in  2 n 
MineralsXure au f  80 ~ (I0 rain) im  R e a k t i o n s g e m i s c h  I I  auf-  
t r i t t  ( Isol ierung d~ innsch ich tch roma tograph i sch ;  Benzol-Me-  
thano l -E i sess ig  (45:8:4)) .  I I  zeigt charak te r i s t i sche  IReaktio- 
nen  n i t  O s m i u m t e t r o x y d ,  K a l i u m p e r m a n g a n a t  u n d  ku p p e l t  
n i t  E c h t s c h w a r z  K in Gegenwar t  v o n  N a t r o n l a u g e ;  UV-  
M a x i m a :  287 n m  (in Methanol ) ,  282 n m  (in 0,1 n m e t h a n o l .  
KOH) ,  287 n m  (in 0,1 n me thano l .  HC1). Die isolierte Ver-  
b i n d u n g  war  iden t i sch  n i t  e iner  s y n t h e t i s c h e n  P robe  [4]. 

COOH C00H COOH 

" ~ J ' ~ O  " /  ~COOH ~ O  H 
bH 

I I I  

D e m  F o n d s  der  Chemischen  I n d u s t r i e  u n d  der  D e u t s c h e n  
F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  d a n k e n  wir  f~r  mater ie l le  Un te r -  
s t f l t zung .  
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W i r k u n g e n  v o n  1 - N i t r o s o - 3 - n i t r o - l - m e t h y l -  

g u a n i d i n  a u f  die zel lfreie  Proteinsynthese  i n  

E .  c o l i - Z e l l e n  u n d  die Matrizenaktivit/it 
der K a l b s t h y m u s - D N S  

F.  LINGEIVS und R. S~SSMUTK 

Biochemische  Abte i lung  des C h e m i s c h e n  I n s t i t u t s  
der  Univers i t i i t  T~lbingen 

A. WACKER u n d  P.  CtlANDRA 

I n s t i t u t  fflr T h e r a p e u t i s c h e  Biochemie  
de r  Un ive r s i t~ t  iCr~nkfurt/iVs 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen zum W i r k u n g s m e c h a -  
n i s m u s  y o n  l - N i t r o s o - 3 - n i t r o - l - m e t h y l - g u a n i d i n  (NNMG) bet 
der  M u t a t i o n s a u s l 6 s u n g  [1] h a b e n  wir  den  EinfluB dieser Ver-  
b i n d u n g  auf  die zellfreie P r o t e i n s y n t h e s e  u n d  die Mafr izen-  
a k t i v i t g t  der  D N S  im  R N S - P o l y m e r a s e - S y s t e m  un t e r such t .  
Bet  der  Zf i ch tung  y o n  Escherichia colt B u n t e r  Zusa t z  y o n  
N N M G  in h6here r  K o n z e n t r a t i o n  wird eine s t a rke  H e m m u n g  
des B a k t e r i e n w a c h s t u m s  beobach te t .  Versuche  n i t  Methy l -  
a H - m a r k i e r t e m  N N M G  zeigten,  dab  der  W a e h s t u m s h e m m u n g  
eine Me thy l i e rung  der  Nucleinsi~uren en t spr ich t .  Gleichzeit ig 
is t  eine H e m m u n g  der  N u c l e i n s g u r e s y n i h e s e n  zu beobach ten .  
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Wir  h a b e n  dahe r  die zellfreie P r o t e i n s y n t h e s e  mi t  ZelHrak- 
t i onen  N N M G - b e h a n d e l t e r  Bak te r i en  un t e r such t .  Tabel te  1 
zeigt  e inen ve r r inger t en  E i n b a u  yon  L ys i n  mi t  Po lyadeny l -  
s~ure in Gegenwar t  von  Zel l f rakt ionen aus  N N M G  inkubier -  
t en  Bakter ien .  Diese E i n b a u h e m m u n g  li~Bt sich auf  eine In-  
ak t iv i e rung  der  R i b o s o m e n  oder  der  E n z y m e  zuriickffihren.  
Versuche,  in denen  n u r  die R i b o s o m e n  N N M G - b e h a n d e l t e r  
Bak te r i en  ve rwende t  wnrden ,  zeigten eine merkl iche  H e m m u n g  

Tabel le  1. Wirkungen von N N M G  in vitro au[ die zell/reie 
Proteinsynthese [2]. Die Bakterien wuchsen in ei~em He/e-Glu- 
cose-Medium mit 30 y/ml N N M G  

F r a k t i o n e n  unbe -  F r a k t i o n e n  N N M G -  % 
h a n d e l t e r  Bak te r i en  behande l t e r  Bak-  L y s i n - E i n b a u  

ter ien  
Ribo-  E n z y m -  Ribo-  E n z y m -  Ver- Ver- 
s e m e n  f rak t ion  s emen-  f rak t ion  such  1 Such 2 
f rak t ion  f rak t ion  

+ + 100 100 
+ + 44 41 

+ + 48 40 
-}- @ t20  98 

der  Po lymer i s a t i on  des Lys ins .  W u r d e n  dagegen  die E n z y m -  
f r ak t ionen  ausge t ausch t ,  e rgab  sich kein merkl icher  Effekt .  
Die offensicht l iehe I n a k t i v i e r u n g  der  R i b o s o m e n  k a n n  m i t  
e iner  Me thy l i e rung  der  R i b o s o m e n - R N S  erkl~rt  werden  [3]. 
Sie bed ing t  v e r m u t l i c h  auch  we i tgehend  die letale W i r k u n g  
yon  N N M G  auf  die Bakte r ien .  

Tabel le  2. Wirkungen von N N M G  auf die StarterJunktion der 
D N S  in der RNS-Polymerase-Reaktion [4] 

I nku -  E i n b a u  von  E i n b a u  der Ribonuc leo t ide  
ba t ionsze i t  N N M G  1 in C T P - H  z AT P-C  1~ 
mi t  N N M G  I p 2 0  M/rag D E S  % % 
h 

0 0 t00  100 
3 811 56 59 
6 1357 38 44 

t2  1922 26 33 
18 2669 8 3 

1 Versuche  mi t  M e t hy l -H3-mark i e r t em  N N M G  in der fi~r 
u n m a r k i e r t e s  N N M G  a n g e d e u t e t e n  Weise.  

Da  Nucle ins~uren  neben  der  T rans l a t i on  auch  der T rans -  
ser ip t ion  dienen,  h a b e n  wir  die Mat r i zenak t iv i t~ t  der  D E S  nach  
einer  B e h a n d l u n g  m i t  N N M G  in vi t ro  gepri]ft.  Aus  Tabel le  2 
folgt, dab  die Me thy l i e rung  durch  N N M G  eine F u n k t i o n  der  
I n k u b a t i o n s z e i t  ist. Mit  wachsende r  Me thy l i e rungs ra t e  der  
D N S  s ink t  gradnel l  die funkt ionel le  Ak t iv i t~ t  der  Po lymerase -  
reakt ion .  Aber  eine solche selekt ive H e m m u n g  wie im  Falle 
der  Po lyr ibonue leo t ide  [1] lieB sich bet  dieser R e a k t i o n  n i ch t  
nachweisen .  Wahr sche in l i eh  ist  dies au f  den  Kopie rungs -  
m e c h a n i s m u s  zurfickzuffihren.  
Der  D e u t s c h e n  F o r s e h u n g s g e m e i n s c h a f t  u n d  d e m  F e n d s  der 
Chemischen  Indus t r i e  d a n k e n  wi t  ffir mater ie l le  tIilfe. 
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E i n f l u g  v o n  H y d r o x y l a m i n  

a u f  die in-vitro-Aktivitiit y o n  B e n z o y l c h o l i n h y d r o -  

l a s e  f r i s c h  entnommenen Spenderblutes 
HILDEGARD WEISS u n d  MANFRED MEYER 
I n s t i t u t  fflr K r e b s f o r s c h u n g  der  D e u t s e h e n  Akademi e  
der  W i s s e n s c h a f f e n  zu Berlin, 
Bereich:  IRobert-R6ssle-I41inik, Be r l in -Buch  

Die Z u n a h m e  der  Aee ty l cho l in -Spa l tung  nach  72sti indiger 
A u f b e w a h r u n g  des P a t i e n t e n s e r u m s  bet  + 4 ~  [1] k o n n t e  
auch  g i r  Benzoylchol in  ~und Succinylchol in  nachgewiesen  
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werden  [2]. D a r a u s  le i te ten  wir die Ex i s t enz  eines labi len In-  
h ib i tors  ffir versch iedene  E s t e r a s e - F r a k t i o n e n  ab [2, 9]. 

Die in -v i t ro -S te ige rung  der  Benzoy lcho l inhydro la se -Akt iv i t~ t  
du rch  Leber-  u n d  $e rumcho l ines t e rase  n a c h  Zugabe  y o n  
NH4C1 [3] lieg u n s  v e r m u t e n ,  dab  auch  die ze i tabh~ngige  Zu- 
n a h m e  der  H y d r o l y s e n r a t e  [1, 2] m i t  e inem Ans t i eg  y o n  
NH4- Ionen  im a u f b e w a h r t e n  P l a s m a  in  Z u s a m m e n h a n g  
s t ehen  k6nnte .  Ta t s~eh l ich  s ink t  die H y d r o l y s e n r a t e  in v i t ro  
in Anwesenhe i t  yon  0,01 m c~-Ketoglutars~ure au f  e twa  60% 
ab [4]. Neben  ande ren  Metabo l i t en  werden  Carbamins~ure -  
Der iva te  [5] als m6gl iche  A m m o n i a k - M u t t e r s u b s t a n z e n  d isku-  
t iert .  C a r b a m a t e  s ind  Inh ib i to r en  der Chol ines terase  [6, 7]. 
Das  ca rbamyl ie r t e  E n z y m  regener ier t  jedoch in Gegenwar t  y o n  
H y d r o x y l a m i n  schnel ler  [7]. Dies veran laBte  uns,  die Benzoyl -  
eho l in -Spa l tnng  durch  na t ives  B l n t p l a s m a  in Anwesenhe i t  y o n  
0,25 m H y d r o x y l a m i n  zu messen .  H y d r o x y l a m i n  ergab eine 
mi t t le re  E r h 6 h u n g  der  H y d r o l y s e n r a t e  au f  170% gegeni~ber 
K o n t r o U m e s s u n g e n  ohne H y d r o x y l a m i n .  Die Hydro ly sen -  
ra ten,  angegeben  in V = Ex t . / r a in .  10 -4, lagen ffir die Kont ro l l -  
m e s s u n g e n  bet M = 298,4 =c t3,36, s = 42,22 (N = t0) u n d  fflr 
die M e s s u n g e n  in Gegenwar t  yon  H y d r o x y l a m i n  bet  M = 
504 ,0 •  s = 7 2 , 5 5  ( N = 1 0 ) .  Die Di i ferenz is t  m i t  
P <  0,00t gesichert .  

D a r a u s  folgt, dab  endogen  v o r h a n d e n e  Carbaminsgnre -Der i -  
va t e  die Chol ines te rase -Akt iv i tg t  des n a t i v e n  B l u t p l a s m a s  be- 
t r~cht l ich  h e m m e n .  E ine  eventue l le  I den t i i~ t  zwischen den  
Ca rbamins~ure -Der iva t en  n n d  d e m  yon  u n s  pos tu l i e r t en  In-  
h ib i tor  bleibt  zu beweisen.  
Methodik: Die Benzoy lcho l in -SpMtung  wurde  spek t ropho to -  
me t r i sch  [8] gemessen .  Der  P l a s m a p u i f e r v e r d i i n n u n g  wu rd e  
H y d r o x y l a m i n  0,5 m zugesetz t .  Die H y d r o x y l a m i n - K o n z e n -  
t r a t ion  im Ansa t z  b e t r u g  0,25 m.  Die ers te  Messung  n a c h  der  
Zugabe  von  H y d r o x y l a m i n  erfolgte n a c h  e twa  4,5 rain. Die 
H y d r o x y l a m i n - L 6 s u n g  wurde  aus  H y d r o x y l a m i n s u l f a t  d u t c h  
Neu t ra l i sa t ion  m i t  Ba(OH)2 hergeste l l t .  Die Messungen  er- 
folgten an  e inem regis t r ie renden U n i c a m s p e k t r a l p h o t o m e t e r  
SP 800. 
Das  U n t e r s u c h u n g s g u t  b e s t a n d  aus  B lu t spende rn .  Das  P l a s m a  
wurde  jeweils n a c h  der  A b n a h m e  yon  400 ml  B lu t  gewonnen .  
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Schutzwirkung yon Cysteamin gegen 
Corticosteroid-Anstieg nach R6ntgenbestrahlung 

K. FLEMMING u n d  B. GEIERHAAS 

Radiologisehes  I n s f i t u t  der  Universit~tt  F re iburg  i. Br. u n d  
Arbe i t sg ruppe  Strahlenbiologie  u n d  Pha rmako log ie  
im  Hei l igenberg- Ins t i tu t ,  He i l igenbe rg /Baden  

Bet R a t t e n  is t  der  Cor t icos te ro id-Gehal t  in den  Nebenn ie ren  
(und im  Blur) 2,5 h u n d  72 h n a c h  R 6 n t g e n b e s t r a h l u n g  er- 
h 6 h t  [1, 2]. Diese Be funde  s t i m m e n  m i t  E rgebn i s s en  fiberein, 
die m i t  i nd i r ek t en  M e t h o d e n  e rha l t en  w u r d e n :  der  Geha l t  der  
Nebenn ie ren  (NN) an  Cholester in  u n d  Ascorbins~iure, die bet  
der Cor t icos te ro id-Synthese  v e r b r a u c h t  werden,  war  zu den  
gleichen Zei ten he rabgese t z t  [3, 4]. Die Frage,  ob der  b ipha-  
sische Akt iv i t i i t sans t i eg  der  Nebenn ie renr inde  (NNR) d u rch  
S t rah lenschu tzs to f fe  g e h e m m t  werden  kann ,  i s t  n i ch t  gekl/irt. 
Es  wurde  festgestel l t ,  dab  C y s t e a m i n  die Cho le s t e r i n -Abnahme  
2 , 5 h  n a c h  B e s t r a h l u n g  (p.r . )  n i ch t  beeinfiuBte,  7 2 h  p . r .  
jedoch ve rh inde r t e  [3]. Diese versch iedenar t ige  Bee in f lussung  
der be iden  Akt iv i t~ i t sphasen  is t  schwer  verst~tndlich, w e n n  die 
Ver i inderungen  im  Choles te r in -Oeha l t  den  Akt iv i t~ i t szus tand  
der  N N  r icht ig  widerspiegeln.  C y s t e a m i n  greif t  h e m m e n d  in 
die phys ika l i schen  u n d  ehemischen  PrimSxvorg~inge ein, 
welche der  biologischen S t r ah l enwi rkung  urs~tehlich zug ru n d e  
Iiegen. W e n n  beide P h a s e n  ges te iger ter  NNR-Akt iv i t~ i t  d u rch  
dense lben  G r u n d v o r g a n g  v e r u r s a c h t  werden,  mflBten beide 
du rch  C y s t e a m i n  in gleicher Weise  beeinf luBt  werden.  


