ZUSCHRIFTEN

Autoren, die eine ,Zuschrift" verdffentlichen
wollen, sollten vor der Abfassung ihres Manu-
skripts unbedingt die ,,Hinweise fiir Autoren* le-
sen, die jeweils im Januarheft eines Jahrgangs
nach dem Inhaltsverzeichnis gedruckt sind; auf
Anforderung kénnen sie auch von der Redaktion
erhalten werden.

Scheinbar nicht-stereospezifische
Dihalogencarbenadditionen - eine Erklirung**

Von Eckehard V. Dehmlow* und Thomas Stiehm

Die stereospezifische Addition von Dihalogencarbenen
an Alkene ist in hunderten von Fillen beobachtet worden
und dient entsprechend der Skell-Hypothese als Argument
fiir den Singulett-Charakter dieser kurzlebigen Spezies'™.
Einzig fiir trans-Cycloocten konnte eine nicht-stereospezi-
fische Addition von Dibromcarben belegt werden>~4, die
mit einer Isomerisierung des Edukts einherging. Dichlor-
carben verhielt sich ,,normal. Jetzt wurden CCl,- und
CBr,-Additionen an das noch gespanntere cis,trans-1,5-Cy-
clooctadien 1 untersucht. Hier addiert sich auch Dichlor-
carben anomal, sofern es phasentransferkatalytisch (PTC)
erzeugt wurde.

1 und :CCl, (aus Ethyl-trichloracetat und Natriumme-
thanolat) ergaben in Ubereinstimmung mit der Literatur!™
nur 3a und daraus 5a. Wurde :CCl, jedoch unter PTC er-
zeugt, erhielt man ein Gemisch von 5a und 6a im Verhilt-

nis 2:1.
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Ahnliches gilt fir die Umsetzung von 1 mit :CBr,.
Mit Kalium-tert-butylalkoholat/ CHBr; entstand nur
5b"®, wihrend mit CHBr,/50proz. Natronlauge/
(PhCH,)Et;NCI1 (TEBA) wieder ein Gemisch erhalten wur-
de!. Es bestand zu 2/3 aus 5b und zu 1/3 aus den syn/
anti-Isomeren 6b und 7b'®,

Folgende Beobachtungen sind fiir eine Kldrung des Re-
aktionsmechanismus relevant:

a) Wurde die Reaktion mit :CCl, vorzeitig abgebrochen,
so war das zuriickgewonnene Dien ein Gemisch von 1
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und cis,cis-1,5-Cyclooctadien 2, und die Monoaddukt-
fraktion (10% Ausbeute) enthielt ein 2 : 1-Gemisch von
3a und 4a!'% Die Bisadduktfraktion (5% Ausbeute)
war dagegen reines Sa. Es ist bekannt, daB die trans-
Doppelbindung in 1 reaktiver ist. Offenbar reagiert 3a
auch schneller weiter als 4a.

b) 1 wurde weder bei 24stiindigem Riihren in CHCl,/Pe-
trolether mit TEBA noch bei 24stiindigem Riihren in
CH,Cl,/Petrolether mit 50proz. Natronlauge und
TEBA zu 2 isomerisiert.

c) Auch 3a war gegeniiber 50proz. Natronlauge/TEBA
stabil.

d) Arbeiten an Luft beeinfluite die Stereoselektivitit
nicht, so dafl radikalische Prozesse und Triplett-Pro-
zesse ausgeschlossen werden kdnnen.

e) Rithrte man 1 jedoch 17h in CH,Cl,/Petrolether/
50proz. Natronlauge/TEBA mit wenig Ethanol (oder
mit Acetylaceton), so wurde ein 8:1 (bzw. 5:1)-Ge-
misch von 1 und 2 zuriickerhalten!"". Additionspro-
dukte der Nucleophile an 1 bzw. 2" wurden nicht ge-
funden.

Man weill aus Konkurrenzversuchen, dal auch :CCl,
aus PTC ein freies Singulett-Carben ist!'*!, Im Unterschied
zu anderen Generierungsverfahren entsteht :CX, hier je-
doch reversibel im Gleichgewicht mit seiner Vorstufe
:CX3"', Die pK,-Werte von Acetylaceton (9) und Ethanol
(19) schlieBen die von CHBr; (9!"*) und CHCIl; (15"'%)) ein,
so dafl man statt des von uns urspriinglich postulierten
Zwischenprodukts, eines Carben-Alken-Komplexes®),
nunmehr eine reversible nucleophile Addition an 1 mit
Isomerisierung zu 2 annehmen muB.

CXs

5¢—3¢—1—> o—>2—>4—>6+7
A
| ? |

Arbeitsvorschrift

1g (9.3 mmol)1 in 40 mL Petrolether (30-40°C)/30 mL CHCIl; wurde mit
100 mg (0.44 mmol) TEBA oder #Hquivalenten Mengen Aligual 336,
Bu,NHSO, oder Ph,AsCli versetzt und mit 1 g 50proz. Natronlauge 6 h unter
Eiskihlung, dann 10 h bei Raumtemperatur gerlhrt. Ausbeute: 15-24%; Fp
des praparativ nicht trennbaren Gemisches von Sa und 6a =115°C, Analyse
durch HPLC an ciner RP-18-Saule mit Methanol/H,0=2/1.
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Die fluorimetrische Bestimmung von Thyminglycol
in Lebensmitteln (biologischem Material) -

der Thyminglycolgehalt als Kriterium fiir eine
Behandlung mit ionisierenden Strahlen

Von Konrad Pfeilsticker* und Jiirgen Lucas

Die propagierte Behandlung von Lebensmitteln mit io-
nisierenden Strahlen-? zur Entkeimung, Keimungshem-
mung oder Reifungsbeeinflussung ist in der Bundesrepu-
blik Deutschland zur Zeit noch verboten. Sie kann nur bei
Trockenprodukten, insbesondere bei Gewiirzen, durch
Chemi- und Thermoiumineszenz mit Einschrdnkungen
nachgewiesen werden™. Eine allgemein anwendbare
Nachweismethode, insbesondere fiir wasserhaltiges biolo-
gisches Material, fehlt bisher. Im folgenden stellen wir das
Prinzip einer neuen Methode vor, die die Strahlenemp-
findlichkeit der DNA ausnutzt.

In einer wéBrigen DNA-Losung reagieren etwa 70% der
radiolytisch aus dem Wasser gebildeten Hydroxylradikale
mit den Basen der DNA. Dabei sind die Pyrimidinbasen
und besonders Thymin am empfindlichsten®.. Ein Haupt-
typ der Radiolyseprodukte ist 5,6-Dihydroxy-5,6-dihydro-
thymin (Thyminglycol)*™ das nun als Bestrahlungskrite-
rium in Anlehnung an die DNA-Bestimmungsmethode
von Roberts und Friedkin® fluorimetrisch quantitativ er-
faBt wird: Von dem in der DNA gebundenen Radiolyse-
produkt Thyminglycol wird unter alkalischen Bedingun-
gen Hydroxyaceton (Acetol) abgespalten und mit o-Ami-
nobenzaldehyd (0-ABA) zum fluoreszierenden 3-Hydroxy-
chinaldin umgesetzt. Hierbei wird die von Roberts und
Friedkin' vorgesehene Oxidation des Thymins mit Brom
durch die Bestrahlung ersetzt.

5 g einer Lebensmittelprobe werden zur Ausfillung der
Nucleinsiduren und Proteine in 25 mL 6proz. Trichloressig-
sdure homogenisiert und zentrifugiert. Mit dem Prizipitat
wird zweimal genauso verfahren. Dann wird mit 10 mL
Wasser aufgefiillt, mit 1 M KOH neutralisiert, mit Wasser
auf 25 g aufgefiillt und erneut homogenisiert. Zu 400 mg
des Homogenisates werden 35 uL einer Losung von 0.1 M
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) in 2.1 M NaOH ge-
geben und 90 min bei 20°C inkubiert”. Dann wird mit
65 pL einer nach Roberts und Friedkin'® hergestellten o-
ABA-Loésung versetzt und 20 min bei 65°C inkubiert. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 4.5 mL 0.1 m Kalium-
phosphatpuffer (pH 6.9) gestoppt'®. Vor der Messung muf3
zur Entfernung von Schwebstoffen zentrifugiert werden.
Bei einer Anregung bei A=375 nm wird die Fluoreszenz
bei 444 nm gemessen. Das Gerit wird vorher mit einer
wifirigen Losung von Chininsulfat (0.1 mg/mL) (/F=100)
und mit destilliertem Wasser (/F=0) bei den gleichen Wel-
lenldngen justiert (/F = Fluoreszenzintensitit).

Einige Inhaltsstoffe bewirken dabei eine erhéhte Fremd-
fluoreszenz. Wie wir gefunden haben, kann sie weitgehend
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kompensiert werden, wenn zur Blindwertbestimmung
400 mg Homogenisat mit 65 mL einer wifirigen NH;-Lo-
sung (0.08 M) anstelle von 0-ABA versetzt werden (siehe
Tabelle 1 und 2, JF(N)). Dieser wichtige Befund ermog-
licht die Bewertung einer Probe ohne authentische unbe-
strahlte Vergleichsprobe. Die Differenz zwischen der Fluo-
reszenzintensitit der Probe und dem Blindwert entspricht
dem in der Probe vorhandenen Thyminglycol. Die Um-
rechnung der relativen Fluoreszenzwerte in absolute Werte
fir den Thyminglycolgehalt gelingt iiber eine Eichkurve,
die nach ' mit Thymin erstellt wird.

Tabelle 1. Fluoreszenzintensitét (/F) und Thyminglycolgehalte in bestrahiten
und unbestrahlten Lebensmitteln. TG =Thyminglycol; IF(A)= Fluoreszenz-
intensitdt mit o-Aminobenzaldehyd: [F(N)=Fluoreszenzintensitit mit
NH4OH (Blindwert); Standardabweichung o= + 1.9 ug TG/g Probe.

a) Krabben Bestrahlungsdosis {kGy]
0 10

IF(A) 37 51

IF(N) 37 35

IF(A)— IF(N) 0 16

Thyminglycolgehalt [ug TG/g Probe] 0 16

Thyminglycol bezogen auf urspriing-

liches Thymin 0% 17%

b) Seetachs Bestrahlungsdosis [kGy]

0 5 10
IF(A) 11 19 28
IF(N) 8 8 10
IF(A)—IF(N) 3 1 18
Thyminglycolgehalt [ug TG/g Probe] 3.7 11.2 19.5
Thyminglycol bezogen auf urspriing-
liches Thymin 4% 12% 22%

c) Hahnchenbrust Bestrahlungsdosis [kGy}

0 5 10
IF(A) 2715 43 43
1F(N) 26.0 31 29
IF(A)—IF(N) 1.5 12 14
Thyminglycolgehalt {ug TG/g Probe} 0.9 1.7 14.2
Thyminglyco! bezogen auf urspriing-
liches Thymin 1% 13% 16%

Die Methode wurde zunichst an einigen bestrahlten (5
und 10 kGy, ®Co) und unbestrahlten Lebensmitteln ge-
priift (Krabben, Seelachs und Hihnchenbrust, sieche Ta-
belle 1). In jedem Fall konnte bei den bestrahlten Proben
eine signifikant erhéhte Fluoreszenzintensitit beobachtet
werden, so daB das Arbeitsprinzip erfolgversprechend ist.
Bei einer Bestrahlung mit 10 kGy sind bei den Lebensmit-
telproben 16-22% des Thymins in Thyminglycol umgewan-
delt (vgl. Tabelle 1), wenn man annimmt, daB das Proben-
material 1 g/’kg DNA enthilt. Aus Tabelle 1 geht hervor,
daB man auf diesem Wege neben einer qualitativen Aus-
sage auch die angewendete Strahlendosis wird ableiten
konnen. Das ergibt sich auch aus Messungen an Laosungen
reiner Kalbsthymus-DNA (siehe Tabelle 2); diese Messun-

Tabelle 2. Fluoreszenzintensitit (/F) und Thyminglycolgehalte in bestrahliter
und unbestrahiter Kalbsthymus-DNA in waBriger Losung (0.5 mg/mL in
0.15m NaCl). Abkiirzungen siche Tabelle 1.

Bestrahlungsdosis [kGy)

0 0.05 5 10
IF(A) 2 35 120 143
IF(N) 0.5 0.5 17 27
IF(A)— IF(N) 1.5 30 103 116
Thyminglycolgehalt [ug TG/
mg DNA] 0.35 1.1 32 36
Thyminglycol bezogen auf ur-
spriingliches Thymin 0.4% 1.2% 36% 40%

0044-8249/87/0404-0341 $ 02.50/0 341





