
Die Konstitutionsunterschiede zwischen diesen Pyrazolinen 
sind verhaltnismaBig gering. Umso mehr iiberrascht, daB aus 
den MeBergebnissen einige RegelmLBigkeiten abgelesen wer- 
den konnen: Durch Halogensubstitution im Phenylkern an 
C-3 wird das Absorptionsmaximum nach langeren Wellen 
verschoben; Absorptions- und Fluoreszenzmaximum liegen 
naher beieinander. Mit stcigender Anzahl der Chlor-Atome 
im Molekiil nimmt das Absorptionsmaximum, ausgedruckt 
in der molaren Extinktion, zu; diese Zunahme auRert sick 
noch starker beim Fluoreszenzmaximum. Auf Cellulose- 
acetat sind, was aus den Angaben der relativen Bandenhohe 
in Tabelle 1 nicht zu entnehmen ist, die Fluoreszenzmaxima 
ungefahr 30-ma1 hoher als in methanolischer Losung. Die 
unerwartet geringe Fluoreszenz der zweiten Verbindung 
[(2u)] auf Celluloseacetat beruht moglicherweise auf einem 
verringerten Ziehvermogen oder auf einer Behinderung der 
fur die Fluoreszenz optimalen Absorptionslage des Molekuls 
an der Faser. In der letzten Spalte der Tabelle ist die in 
Wellenzahlen gemessene Differenz zwischen Absorptions- 
und Fluoreszenzmaximum der Losungsspektren angegeben. 
Man beobachtet eine umso hohere Fluoreszenzbande, je ge- 
ringer der Differenzbetrag ist; dieser erlaubt eine Aussage 
iiber den strahlungslosen Energieverlust. Die Differenzen 

zwischen Absorptions- und Fluoreszedzspektren auf der 
Faser wurden nicht bestimmt, jedoch geht aus dem Vergleich 
der Lage der Fluoreszenzmaxima in Losung und auf der 
Faser klar hervor, daB durch die Anlagerung der Pyrazolin- 
Molekiile an die Faser weniger Energie strahlungslos verloren- 
geht, wie die starke Erhohung der Faserfluoreszenz im Ver- 
gleich zur Losungsfluoreszenz zelgt [*I. 

Die hier dargelegte Betrachtungsweise geniigt nicht, 
um die Verwendbarkeit voii Aryl-02-pyrazolinen als 
optische Aufheller genau zu bestimmen. Anwendungs- 
technische Gesichtspunkte wie Nuance der Aufhellungs- 
farbung, Ziehvermogen und Echtheitseigenschaften 
miissen gleichfalls genau betrachtet werden. - Aryl- 
pyrazoline haben auch als Scintillatoren Interesse ge- 
funden c24.461. 

Eingegangen am 15. September 1965 [A 5211 

[*I Die MeBwerte wurden an einem Zeiss-Spektralphotometer 
PMQlJ ermittelt. Wir danken Frau Dr. A .  Berger fur ihre Hilfe 
bei den Messungen. 
[46] S.  R .  Snrtdler u. K.  C. Tsou, J .  chem. Physics 39, 1062 (1963). 
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ZUSCHRIFTEN 

Synthese C-methyl-verzweigter Uracil-Nucleoside 

Von Doz. Dr. F. W. Lichtenthaler und Dipl.-Chem. H. Zinke 

Institut fur Organische Chemie 
der Technischen Hochschule Darmstadt 

Bei Ubertragung des Reaktionsprinzips der Cyclisierung von 
,,Nucleosid-dialdehyden“ niit Nitromethan [1*21 auf Nitro- 
methan-Homologe [31 sind verzweigte Nucleoside zu erwar- 
tcn, die pharmakologisches Interesse besitzen. 

2-0-[(R)-(Formyl- uracil- 1 -yl)methyl]- ( R ) -  glycerinaldehyd, 
(,,Uridindialdehyd“) ( I ) ,  durch Perjodatoxidation aus Uridin 
darstellbar, gibt mit Nitroathan/Natriummethylat in Metha- 
nol ein kristallines Isomerengemisch (Ausb. 79,7 %, bez. 
auf Uridin), aus dem durch fraktionierte Kristallisation als 
Hauptprodukt 1-(3’-C-Methyl-3’-nitro-3’-desoxy-~-~-gluco- 
pyranosy1)uracil (2) [Fp = 226-240 “C (Zers.), 1.12,” = 

+25,5 (HzO)] abgetrennt werden kann. Saure Acetylierung 
von (2) ergibt das Tri-0-acetat (3)  [Fp = 228 “C, [El: = 

-8 (CHC13)], wahrend Hydrierung mit Raney-Nickel 1-(3’- 
Am~no-3’-C-methyl-3’-desoxy-~-~-glucopyranosyl)uracil (4)  
als Monohydrat [Fp = 146-148 “C, [MI’,” = +39 (HzO)] 
liefert. (4) 1aRt sich niit Acetanhydrid/Methanol in die Acet- 
amido-Verbindung (5) [Fp = 248-250 “C (Zers.), [or]’,” = 

+72 (HzO)] iiberfiihren, die bei weiterer Acetylierung in das 
Tetraacetat (6) [Fp = 133 “C, [a]’,” = +21 OC (CHC13)] iiber- 
geht. 

J% 0 

0 
( 2 ) ,  X : NOz, R : H 
( J ) ,  >: : NOz, R : AC 
( 4 ) ,  X : NHz, K : AC 
(51, X : NHAc, K : H 
( 6 ) ,  X : W A C ,  R : Ac 

Die 3’-C-Methyl-~-gluco-Konfiguration der Nitroverbin- 
dung (2) sowie ihrer Folgeprodukte (3) bis (6) ergibt sich 
aus N MR-spektroskopischen Daten: 
1. In (CD3)zSO gibt (2) bei T = 4,02 ein 1H-Dublett rnit J = 
6 Hz, das die diaxiale Anordnung der Protonen an C1’ und 
C2’ und damit die aquatoriale Orientierung der C2’-OH- 
Gruppe beweist [51. 

2. Im NMR-Spektrum von (3)  in CDClj werden im Gebiet 
T = 8 zwei Signale im Intensitatsverhaltnis 2: 1 erhalten, die 
neben der primaren Acetoxygruppe an C6‘ (T = 8,02; 3H) 
aquatoriale Acetoxygruppen (T = 7,93; 6H) an C2’ und C4’ 
beweisen. Analog miissen die Acetoxy-Signale des Tetra- 
acetats (6) in CDC13 (T = 7,99: C6’-OAc; T = 7,90 und 7,93: 
Hqoatoriale C2’-0Ac und C4’-OAc) interpretiert werden. 

3. Die Konfiguration am tertiHren C-Atom C3’ kann durch 
Vergleiche der Acetamido- und Acetoxy-Signale analoger 
Verbindungen ermittelt werden [61. Das 3H-Singulett bei T = 

8,15 im CDC13-Spektrum von ( 6 )  ist danach einer aquatorial 
orientierten Acetamido-Gruppe an C3‘ zuzuordnen. Ent- 
sprechend ist fur die Nitrogruppe in (2) aquatoriale Orien- 
tierung anzunehmen. 
Aus dem nach Abtrennung des Hauptproduktes (2) verblei- 
benden Gemisch konnen durch fraktionierte Kristallisation 
(Wasser) zwei weitere Nitrohexosyl-uracil-Isomere (7) [Fp = 

186-190 “C,  [MI’:: = + 121 (Methanol)] und (8) [Fp = 

157-160°C, = +50° (Methanol)] in geringerer Aus- 
beute ids Monohydrate isoliert werden, die, sauer acetyliert, 

(7), R : H 
( 9 ) ,  R : CI13CO 

die entsprechenden Tri-0-acetate (9 )  [Fp = 106-109 “C, 

+ 24 O (CHCl3)I liefern. Aufgrund NMR-spektroskopischer 
Daten besitzen die Verbindungen (7) sowie (9) D-manno- und 
die Verbindungen (8) sowie (10) D-galacto-Konfiguration. 

[a]’,” = + 124 (CHC13)] bzw. ( lo)  [Fp = 107-1 10 “ C ,  [XI:: = 
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Unter Berucksichtigung der Gesamtausbeute (79,7 %) an 
Isomerengemisch ist die von Baer [4Cl bei der Nitroathan- 
Cyclisierung von 2-0-[(S)-Formyl-methoxy-methyl]-(R)- 
glycerinaldehyd beobachtete CS-Epimerisierung hier auszu- 
schlieRen. 

Eingegangen am 30. Juni 1966 [ Z  2771 

[l] F. W.  Lichzenthaier, Angew. Chem. 76, 84 (1964); Angew. 
Chem. internat. Edit. 3, 211 (1964). 
[2] K. A. Wazanabe, J.  Beranek. H .  A.  Friedman u. J.  J .  Fox, 3.  
org. Chemistry 30, 2735 (1965); 1. Beranek, H. A.  Friedman, K .  
A. Watanabe u. J.  J .  Fox, J. heterocyclic Chem. 2, 188 (1965) ; F. 
W. Lichtenthaler u. H. P. Albrecht, Chem. Ber. 99, 515 (1966). 
[3] Bei aliphatischen [4a] und von Methylglykosiden abgeleite- 
ten [4b,4c] Dialdehyden sind Cyclisierungen mit Nitroiithan bc- 
reits durchgefuhrt worden. 
[4a] F. W. Lichtenthaler, H. Leiriert u. H. K .  Yahyn, Z. Natur- 
forsch., im Druck. 
[4b] S. W. Gunner, W. G. Overendu. N .  R. Willinms, Chem. and 
Ind. 1964, 1523. 
[4c] H .  H.  Baer u. G. (I. Roo, Liebigs Ann. Chem. 686, 210 
(1965). 
151 Vgl. L.  D. Hall, Tetrahedron Letters 1964, 1458. 
[6] P. Emig, Diplomarbeit, Technische Hochschule Darmstadt, 
1966; F. W .  Lichtenthaler u. P. Emig, Tetrahedron Letters, im 
Druck. 

Isolierung von Protease-Inhibitoren [*I 

Von Dr. H. Fritz, cand. chem. H. Schult, 
cand. med. M. Neudecker und Prof. Dr. Dr. E. Werle 

Klinisch-Chemisches Institut an der Chirurgischen Klinik der 
Universitat Munchen 

Maleinsaureanhydrid-Athylen-Copolymer (Molgew. 13 500 
bis 1350000; Zusammensetzung: 1:1, Typ: DX 840-21 
EMA-M) reagiert in waBrigen Pufferlosungen (0,2 M Phos- 
phatpuffer, pH = 7,5) rnit den c-Aminogruppen der Lysin- 
reste von Trypsin (EC 3.4.4.4) [1 g EMA-M bindet ca. 5g 
Trypsin], wobei in Gegenwart von Hexamethylendiamin als 
Vernetzungsmittel wasserunlosliches Trypsin-Maleinsaure- 
Athylen-Copolymer entsteht [21. Der noch enzymatisch wirk- 
same Anteil (ca. 20 %) des an den unloslichen Trager covalent 
fixierten Trypsins IaRt sich durch Trypsin-Inhibitoren wie 
Kunitz-Inhibitor aus Pankreas oder Sojabohnen-Inhibitor 
hemmen "21. 

Wir verwendeten das Trypsin-Harz zur selektiven Adsorption 
von Trypsin-Inhibitoren aus nicht vorgereinigten Organex- 
trakten im neutralen pH-Bereich. Nach dem Auswaschen 
aller Begleitsubstanzen mit 0,l M Triathanolaminpuffer + 
0,l  M NaCl (pH = 7,s) aus dem Trypsin-Harz wurden die 
Inhibitoren rnit 0,2 M KCl/HCl-Puffer eluiert. Die in der Ta- 
belle angegebenen, von uns friiher naher charakterisierten 
Trypsin-Inhibitoren [I331 konnten so aus mit 3-proz. Perchlor- 
saure eiweiljfrei gemachen Organextrakten in e inem Arbeits- 
gang rein und in hohen Ausbeuten isoliert werden. 
Der Inhibitor aus Schweinepankreas wurde elektrophoretisch 
[Trager: Celluloseacetatfolien (275 x 310 mm) der Fa. Schlei- 
cher & Schiill; 0,Ol M Boratpuffer (PH = 8), 400 Volt, 3 Std. 
Laufzeit, Elphorkammern der Fa. Bender & Hobein, Miin- 
chen] in seine drei inhibitorisch aktiven Fraktionen ge- 
trennt 31 und die Aminosaurezusammensetzung der mitt- 
leren Fraktion bestimmt[*l: 4 Lys, 2 Arg, 4 Asp, 5 Thr, 
6 Ser, 6 Glu, 5 Pro, 4 Gly, 1 Ala, 6 Cysl/2, 4 Val, 3 Ileu, 2 Leu, 
2 Tyr. Auffallend ist das Fehlen der Aminosauren Trypto- 
phan, Methionin und Histidin. AuRerdem wurden die wasser- 
unloslichen Enzym-Maleinsaure-Athylen-Copolymere von 
Chymotrypsin (EC 3.4.4.5) und Kallikrein (EC 3.4.4.21) her- 
gestellt. Aus Extrakten von Rinderpankreas wurde mit Hilfe 
des Chymotrypsin -oder Kallikrein-Harzes zuerst der Kunitz- 
Inhibitor und anschlieBend mit dem Trypsin-Harz der im Ex- 
trakt verbliebene spezifische Trypsin-Inhibitor isoliert. Die 

Mit Hilfe eines Maleinsaureanhydrid-Athylen-Copolyiiiers isolierte 
Inhibitoren und Enzyme. 

Copolymer plus lsolierung von 

Trypsin 
(EC 3.4.4.4) 

Chymotrypsin 

(EC 3.4.4.5) 

Kallikrein 
(EC 3.4.4.21) 

Trypsin-Inhibitor aus: 

Schweinepankreas 
Hundepankreas 
Rinderpankreas 
Mausesamenblasen 

Kunitz-Inhibitor aus: 

Rinderpankreas 

Trypsin-Kallikrein- 
Inhibitor aus: 

Rinderorganen 

Trypsin-Kallikrein- Trypsin 
Inhibitor Trasylol@ Chymotrypsin 

reines Enzym 
bzw. Inhibitor 
Ausb. (%) 

90 
82 
95 
7 5  

90 

70 

95 
90 

Trennung der beiden in ihrer MolekiilgroRe [Kunitz-Inhibi- 
tor: M = 6513; spez. Trypsin-Inhibitor: M = 6000, nach 
Aminosaurezusammensetzung; M = 6800 nach [41 Moleku- 
larsiebmethode nach Andrews] ahnlichen Inhibitoren war 
quantitativ. 
Das Verfahren haben wir auch zur Reinigung von Enzymen 
verwendet : Der an das Copolymer fixierte Kallikrein-Inhibi- 
tor [5J adsorbiert aus proteinhaltigen Losungen spezifisch 
Trypsin oder Chymotrypsin oder Kallikrein. Trypsin und 
Chymotrypsin lieBen sich von dem Kallikrein-Inhibitor-Harz 
in 90- bis 95-proz. Ausbeute mit sauren Puffer-Losungen, 
z.B. 0,2 M KCl/HCl-Puffer (pH = 2), eluieren. 
Die Enzym- und Inhibitor-Maleinsaure-Athylen-Copolymere 
verlieren auch bei haufiger Verwendung (erprobt bis zu 60mal) 
zur Isolierung von Inhibitoren bzw. Enzymen ihr spezifisches 
Bindungsvermogen nicht, sofern man bei 4 bis 8 "C arbeitet. 
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[l] 3. Mittlg. ~- 2. Mittlg: H. Fritz, F. Woitinas u. E. WcrIe, Z .  
physiol. Chem. 345, 168 (1966). 
[2] Y. Lsvin, M .  Pecht. L.  Goldstein u. E. Kntchnlski, Biochemi- 
stry 3,  1905 (1964). 
[3] H .  Fritz, G. Hai-twich 11. E. Werle, Z. physiol. Chem. 345, 
150 (1966). 
[*I Wir danken Herrn Prof. Dr. G. Braunitzer, Max-Planck- 
Institut fur Biochemie, Munchen, fur dic Analyse. 
[4] H. Fritz, I .  Trautschold u. E. Werle, Z. physiol. Chem. 342, 
253 (1965). 
[ 5 ]  R.  Vogel, I. Trautschold u. E. Werle: Naturliche Proteinase- 
Inhibitoren. Thieme, Stuttgart 1966, irn Druck; dieser Inhibitor 
ist rnit dcm Kunitz-lnhibitor identisch. 

Eingegangen am 23. Juni 1966 

Metabolismus des Thiodans a in Insekten 

Von Dr. K. Ballschmiter und Priv.-Doz. Dr. G. Tolg 

Institut fur anorganische Chemie und Kernchemie der 
Universitat Mainz 

Bisher wurde bei Hausfliegen (Musca domesticu) als Meta- 
bolit des Insektizids Thiodan@, 1,2,3,4,7,7-Hexachlor-bi- 
cyclo[2.2.l]hept-2-en-5,6-bismethylen-s~~lfit, ( I n )  + ( Ib) ,  nur 
das Sulfat (2) [21 identifiziert [31. 

Wir untersuchten den Metabolismus in mannlichen Imagines 
der Wanderheuschrecke (Pachytilus migrntorius migratorio- 
ides) und fanden, daB Thiodan, ( l a )  + ( l b ) ,  nach peroraler, 
kutaner und subkutaner Applikation (DL50 = 5-10 pg/g [31) 
teils unverandert, teils verandert mit den Faeces ausgeschie- 
den wird. 
Die Metabolite (2) bis (5) konntenL41 auf folgendem Weg 
identifiziert werden: Die nach Annahme von Hydrolyse, Oxi- 
dation und Konjugation als Entgiftungsreaktionen fur das 
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