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was kindly taken by Professor R. O. C. NorMaN of the Uni-
versity of York, England and the NMR spectra by Mr. V. A.
PickirEs of the University of New South Wales.
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2,4-Dinitrophenylhydrazone
von Carbonylverbindungen aus dem Kaffeearoma

W. WALTER und H.-L. WEIDEMANN

Universitit Hamburg, Chemisches Staatsinstitut,
Institut fiir organische Chemie

‘W. Mour
Institut fiir Lebensmitteltechnologie und Verpackung, Miinchen

Mehrere Arbeitskreise [u.a. I—5] bevorzugten zur Analyse
des Kaffeearomas die Gaschromatographie. Fiir schwerer
flitchtige Substanzen [7] ist auch die Analyse von Derivaten
geeignet, obgleich bei ihrer Darstellung Artefakte auftreten
kénnen. — Kaffee-Ol wurde wie beschrieben [1a] gewonnen,
spéter benutzten wir kiufliches Ol [6]. Die schwerer fliichtige
Aromafraktion wurde durch Diinnschichtverdampfung im
Feinvakuum und Kondensation in einer Alkohol-Trockeneis-
Yalle erhalten [I]. Wir fallten die Carbonylverbindungen ge-
meinsam mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Die 2,4-Dinitro-
phenylhydrazone (2,4-DNPH) wurden auf einer kleinen Sili-
cagel-Saule vorgetrennt ( Bzl. u. Bzl-A.) und dann so oft
diinnschichtchromatographiert, bis gut getrennte Streifen iso-
lierbar waren. Drei 2,4-DNPH wurden durch Massen-, Elek-
tronen- (in CHCI, und in 0,25 »-NaOH in Athanol), und IR-
Spektren (Mikro-KBr-Preflinge) sowie Diinnschichtchromato-
graphie identifiziert.

Cyclopentan-1,8-dion-bis-2,4-DNPH. M. S.: 458/183, 458, 153,
215, 459, 168, 276, 169, 164, 214 [7]. Amax: 354, 404 und
456 my. [8]. Es ist zu vermuiten, daf3 neben den substituierten
Cyclopentan-1,2-dionen [2] auch das unsubstituierte Cyclo-
pentan-1,2-dion im Kaffeearoma vorkommt. Das Osazon kénate
sich aber auch aus dem g-Amino- oder dem w«-Acetoxyketon
gebildet haben [9, 10].

Propan-1,2-dion-bis-2,4-DNPH. Anax: 394 und 440 (S) und
(alkal) 570 mp. Die Zuordnung dieses Derivates ist mehr-
deutig; im Kaffeearoma wurden bisher Hydroxyaceton und
dessen Acetylverbindung nachgewiesen [u. a. 2], es kime aber
auch Methylglyoxal bzw. sein Polymeres in Frage.

Acetylacvolein-bis-2,4-DNPH. M. S.: 458/122, 44, 168, 128,
127, 57, 119, 130, 115, 116. Amax: 410 und 450 (S} und (alkal.}
578 my.. Dieses Derivat ist kein Beweis fiir das Vorkommen
von Acetylacrolein im Kaffeearoma, da schon bei der sidure-
katalysierten Spaltung von Furfurylalkohol u. a. Acetylacro-
lein entsteht [7I]. Andererseits sind Furfurylalkohol und
Sauren nachgewiesen, so daf auch das Auftreten von Acetyl-
acrolein nicht unwahrscheinlich ist.

Wir danken sehr herzlich Prof. Dr. R. HEiss fiir die Anregung
und Forderung dieser Arbeit und Dr. H. F. GRUTZMACHER fir
die Massenspektren.

Eingegangen am 11. Mai 1967

[1] RapTkE, R., R. Sprincer u. W. MoHR (a) mit R. HEeiss: Z.
Lebensm.-Untersuch. u. Forsch. 119, 293 (1963); (b} 128, 321 (1966);
(e) 129, 349 (1966). — [2] GraNTURCO, M. A., et al.: Tetrahedron
19, 2051 (1963); Nature 210, 1358 (1966). — [3] Viang, R., et al.:
Helv. chim. Acta 48, 1809 (1965). ~ [4] HEixs, J. Tu., et al.: J.
Gaschromatog. 1966, 395. — [5] Storr, M., et al.: Helv. chim.
Acta 50, 628, 694 (1967). — [6] Zur Zeit bearbeiten wir Kaffee-Ol,
das wir durch Auspressen von Réstkaffee erhalten haben. Wir
danken der Firma Deutsche Extrakt-Kaffee G.m.b. H. fir die
Moglichkeit, das Ol zu gewinnen. — [?] Massenspektrum: Mole-
kiilion/Reihenfolge der 10 intensivsten Ionen. Es wurde ab M. Z.
150 gemessen. — [8] Ramirez, F., et al.: J. Am. chem. Soc. 76,
491 (1954). — [9] Cram, D. J., et al.: ibid. 85, 1273 (1963). —
[10] CacLrioT:, L., et al.: ibid. 88, 3865 (1966). — [11] BIRKOFER
L., et al.: Liebigs Ann. Chem. 657, 94 (1962).

Kurze Originalmitteilungen

Naturwissenschaften

Zersetzung von Chorisminsdure durch Mineralsdure
F. LingeNs und GERHARD MULLER

Biochemische Abteilung des Chemischen Instituts
der Universitat Tibingen

Im Verlauf der Biosynthese aromatischer Aminosduren tritt
Chorisminsdure (3-Enolbrenztraubensiuredther der trans-3,4-
Dihydroxy-cyclohexa-1,5-diencarbonsdure, I) als Endpro-
dukt des Grundzweiges auf. Diese Verbindung ist als Akkumu-
lat bei verschiedenartig blockierten Mangelmutanten wvon
Aevobactey aevogenes, Eschevichia coli und Saccharomyces ceve-
wisiae nachgewiesen [I—3]. Chorisminsiure wird bei pH § in
Prephensidure umgelagert, in schwach. saurem Milieu zerfillt
die Verbindung in 4-Hydroxybenzoesiure, Brenztrauben-
sdure und Phenylbrenztraubensiure [1].

Wir konnten nachweisen, daB bei der Zersetzung von Choris-
minsdure durch konz. Salzsiure ein Gemisch entsteht, das
tiberwiegend 3-Hydroxybenzoesiure neben wenig 4-Hydroxy-
benzoesdure und Phenylbrenztraubensiure und auBerdem
Brenztraubensdure enthalt (Papierchromatograpie, Iso-
propanol-Ammoniak-Wasser (8:1:1)). Die Ausbeute an 3-
Hydroxybenzoesdure in 21 Salzsiure steigt von 0 auf ca.
75%, wenn man die Temperatur von 20 °C auf 100 °C erhéht
(in konz. Salzsdure stets 75%).

‘Wir postulieren als Zwischenstufe der Bildung von 3-Hydroxy-
benzoesdure den Enolbrenztraubensduredther (II). Es lieR
sich zeigen, daB3 beim Erhitzen von Chorisminsiure in 2n
Mineralsdure anf 80 °C (10 min) im Reaktionsgemisch IT auf-
tritt (Isolierung diunnschichtchromatographisch; Benzol-Me-
thanol-Eisessig (45:8:4)). II zeigt charakteristische Reaktio-
nen mit Osmiumtetroxyd, Kaliumpermanganat und kuppelt
mit Echtschwarz K in Gegenwart von Natronlauge; UV-
Maxima: 287 nm (in Methanol), 282 nm (in 0,1 n methanol.
KOH), 287 nm (in 0,1 n methanol. HCl). Die isolierte Ver-
bindung war identisch mit einer synthetischen Probe [4].

COOH COOH COOH
)\ CH, /]\ CH, -~
O 1 —0
o~ cooH >~ coon ~"gH
bH

I II

‘Dem Fonds der Chemischen Industrie und der Deutschen

Forschungsgemeinschaft danken wir fiir materielle Unter-
stiitzung.
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Wirkungen von 1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-
guanidin auf die zellfreie Proteinsynthese in
E. coli-Zellen und die Matrizenaktivitit

der Kalbsthymus-DINS

F. LingeEns und R. SUSSMUTH

Biochemische Abteilung des Chemischen Instituts
der Universitat Tubingen

A. WackEeR und P. CHANDRA

Institut fiir Therapeutische Biochemie
der Universitdt Frankfurt/M.

In Fortsetzung unserer Untersuchungen zum Wirkungsmecha-
nismus von 1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-guanidin (NNMG) bei
der Mutationsauslésung [1] haben wir den EinfluB dieser Ver-
bindung auf die zellfreie Proteinsynthese und die Matrizen-
aktivitit der DNS im RNS-Polymerase-System untersucht.

Bei der Ziichtung von Escherichia coli B unter Zusatz von
NNMG in hoherer Konzentration wird eine starke Hemmung
des Bakterienwachstums beobachtet. Versuche mit Methyl-
3H-markiertem NNMG zeigten, daB3 der Wachstumshemmung
eine Methylierung der Nucleinsduren entspricht. Gleichzeitig
ist eine Hemmung der Nucleinsduresynthesen zu beobachten.
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Wir haben daher die zellfreie Proteinsynthese mit Zellfrak-
tionen NNMG-behandelter Bakterien untersucht. Tabelle 1
zeigt einen verringerten Einbau von Lysin mit Polyadenyl-
sdure in Gegenwart von Zellfraktionen ans NNMG inkubier-
ten Bakterien. Diese Einbauhemmung la8t sich auf eine In-
aktivierung der Ribosomen oder der Enzyme zuriickfithren.
Versuche, in denen nur die Ribosomen NNMG-behandelter
Bakterien verwendet wurden, zeigten eine merkliche Hemmung

Tabelle 1. Wirvkungen von NNMG in vitro auf die zellfveie
Proteinsynthese [2]. Die Baktevien wuchsen in einem Hefe-Glu-
cose-Medium mit 30 yfmi NNMG

Fraktionen NNMG- 9%,
behandelter Bak- Lysin-Einbau

Fraktionen unbe-
handelter Bakterien

terien
Ribo- Enzym- Ribo- Enzym- Ver- Ver-
somen fraktion somen- fraktion such 1 such 2
fraktion fraktion
+ + 100 100
+ + 44 41
+ + 48 40
+ + 120 98

der Polymerisation des Lysins. Wurden dagegen die Enzym-
fraktionen ausgetauscht, ergab sich kein merklicher Effekt.
Die offensichtliche Inaktivierung der Ribosomen kann mit
einer Methylierung der Ribosomen-RNS erklirt werden [3].
Sie bedingt vermutlich auch weitgehend die letale Wirkung
von NNMG auf die Bakterien.

Tabelle 2. Wirkungen von NNMG auf die Starvievfunktion der
DNS in der RNS-Polymerase-Reaktion [4] )

Inku- Einbau von Einbau der Ribonucleotide
bationszeit NNMG! in CTP-H3 ATP-CH
mit NNMG Ip20 M/mg DNS % %
h
0 0 100 100
3 811 56 59
6 1357 38 44
12 1922 26 33
18 2669 8 3

1 Versuche mit Methyl-H?markiertem NNMG in der fir
unmarkiertes NNMG angedeuteten Weise.

Da Nucleinsduren neben der Translation auch der Trans-
scription dienen, haben wir die Matrizenaktivitit der DNSnach
einer Behandlung mit NNMG in vitro geprift. Aus Tabelle 2
folgt, daB die Methylierung durch NNMG eine Funktion der
Inkubationszeit ist. Mit wachsender Methylierungsrate der
DNS sinkt graduell die funktionelle Aktivitit der Polymerase-
reaktion. Aber eine solche selektive Hemmung wie im Falle
der Polyribonucleotide [7] lieB sich bei dieser Reaktion nicht
nachweisen. Wahrscheinlich ist dies auf den Kopierungs-
mechanismus zuriickzufithren.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der
Chemischen Industrie danken wir fiir materielle Hilfe.
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EinfluBl von Hydroxylamin

auf die in-vitro-Aktivitit von Benzoylcholinhydro-
lase frisch enthommenen Spenderblutes

HiLpEGARD WEISSs und MANFRED MEYER

Institut fiir Krebsforschung der Deutschen Akademie
der Wissenschaften zu Berlin,
Bereich: Robert-Réssle-Klinik, Berlin-Buch

Die Zunahme der Acetylcholin-Spaltung nach 72stiindiger
Aufbewahrung des Patientenserums bei +4°C [I] konnte
auch fiir Benzoylcholin ,und Succinylcholin nachgewiesen
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werden [2]. Daraus leiteten wir die Existenz eines labilen In-
hibitors fiir verschiedene Esterase-Fraktionen ab [2, 9].

Die in-vitro-Steigerung der Benzoylcholinhydrolase-Aktivitat
durch Leber- und Serumcholinesterase nach Zugabe von
NH,CI [3] lieS uns vermuten, daB auch die zeitabhingige Zu-
nahme der Hydrolysenrate [I, 2] mit einem Anstieg von
NH,-Tonen im aufbewahrten Plasma in Zusammenhang
stehen konnte. Tatséchlich sinkt die Hydrolysenrate in vitro
in Anwesenheit von 0,01 m o-Ketoglutarsiure auf etwa 60%
ab [4]. Neben anderen Metaboliten werden Carbaminsiure-
Derivate [5] als mogliche Ammoniak-Muttersubstanzen disku-
tiert. Carbamate sind Inhibitoren der Cholinesterase [6, 7].
Das carbamylierte Enzym regeneriert jedoch in Gegenwart von
Hydroxylamin schneller [7]. Dies veranla3te uns, die Benzoyl-
cholin-Spaltung durch natives Blutplasma in Anwesenheit von
0,25 m Hydroxylamin zu messen. Hydroxylamin ergab eine
mittlere Erhthung der Hydrolysenrate auf 170% gegeniiber
Kontrollmessungen ohne Hydroxylamin. Die Hydrolysen-
raten, angegeben in V = Ext./min- 10~4, lagen fiir die Kontroll-
messungen bei M =298,4 4+ 13,36, s =42,22 (N =10) und fiir
die Messungen in Gegenwart von Hydroxylamin bei M =
504,0 422,96, s=172,55 (N=10). Die Differenz ist mit
P < 0,001 gesichert.

Daraus folgt, daB endogen vorhandene Carbaminsdure-Deri-
vate die Cholinesterase-Aktivitdt des nativen Blutplasmas be-
trachtlich hemmen. Eine eventuelle Identitdt zwischen den
Carbaminsiure-Derivaten und dem von uns postulierten In-
hibitor bleibt zu beweisen.

Methodik: Die Benzoylcholin-Spaltung wurde spektrophoto-
metrisch [§] gemessen. Der Plasmapuifferverdiinnung wurde
Hydroxylamin 0,5 m zugesetzt. Die Hydroxylamin-Konzen-
tration im Ansatz betrug 0,25 m. Die erste Messung nach der
Zugabe von Hydroxylamin erfolgte nach etwa 4,5 min. Die
Hydroxylamin-Losung wurde aus Hydroxylaminsulfat durch
Neutralisation mit Ba(OH), hergestellt. Die Messungen er-
folgten an einem registrierenden Unicamspektralphotometer
SP 800.

Das Untersuchungsgut bestand ans Blutspendern. Das Plasma
wurde jeweils nach der Abnahme von 400 ml Blut gewonnen.
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Schutzwirkung von Cysteamin gegen
Corticosteroid-Anstieg nach Rontgenbestrahlung

K. FLEMMING und B. GEIERHAAS

Radiologisches Institut der Universitidt Freiburg i. Br. und
Arbeitsgruppe Strahlenbiologie und Pharmakologie
im Heiligenberg-Institut, Heiligenberg/Baden

Bei Ratten ist der Corticosteroid-Gehalt in den Nebennieren
(und im Blut) 2,5 h und 72 h nach Roéntgenbestrahlung er-
héht [1, 2], Diese Befunde stimmen mit Ergebnissen tiberein,
die mit indirekten Methoden erhalten wurden: der Gehalt der
Nebennieren (NN) an Cholesterin und Ascorbinsiure, die bei
der Corticosteroid-Synthese verbraucht werden, war zu den
gleichen Zeiten herabgesetzt [3, 4£]. Die Frage, ob der bipha-
sische Aktivititsanstieg der Nebennierenrinde (NNR) durch
Strahlenschutzstoffe gehemmt werden kann, ist nicht gekldrt.
Es wurde festgestellt, daf Cysteamin die Cholesterin-Abnahme
2,5h nach Bestrahlung (p.r.) nicht beeinfluBte, 72h p.r.
jedoch verhinderte [3]. Diese verschiedenartige Beeinflussung
der beiden Aktivititsphasen ist schwer verstindlich, wenn die
Verdnderungen im Cholesterin-Gehalt den Aktivitidtszustand
der NN richtig widerspiegeln. Cysteamin greift hemmend in
die physikalischen und chemischen Primérvorginge ein,
welche der biologischen Strahlenwirkung ursichlich zugrunde
liegen. Wenn beide Phasen gesteigerter NNR-Aktivitat durch
denselben Grundvorgang verursacht werden, miiten beide
durch Cysteamin in gleicher Weise beeinfluft werden.



