
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. 
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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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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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Thiodan theoretisch in Frage komnienden Umwandlungs- 
produkte standen zum groRten Teil zur Verfiigung oder wur- 
den synthetisiert. Die chromatographischen Daten der Meta- 
bolite wurden rnit denen der synthetisierten Verbindungen 
verglichen. Vergleichssubstanz und Metabolit wurden als 
identisch angesehen, wenn bei beiden nach diinnschichtchro- 
matographischer Vortrennung bei der anschlienenden gas- 
chromatographischen Trennung der von der Diinnschicht ex- 
trahierten Verbindungen die relativen Retentionszeiten (siehe 
Tab.) auf Saulen mit unterschiedlich polarer Trennfliissigkeit 
iibereinstimmten. 

108-110 [2 ,51 1 I 
209-211 [2, 51 2.16 2,70 
180-181 [21 4 3 3  6,02 
224-226 [2, 51 0,34 0,47 
234-235 [41 0,73 1,09 , 260-263 [61 1,71 1 2,31 

H U R 

1 
1,34 
1,70 
0,43 
0,67 
0,71 

c1 Cl 

( 3 ) ,  R :H; R': H 
(4 ) ,  R: OH; R' = H 
(5).  R+R' : 0 

Bei (4)  ist die Konfiguration der Hydroxygruppe nicht ge- 
sichert 

SBule 1 : 2 % Fluorsilikonkautschuk (QF - I )  auf Anakrom ARS; 
110-120 mesh; Glas Duran 50; inn. Durchm. 2,5 mm, LPnge 
1 m. IS0 "C; Retentionszeit ( l o ) :  3,82 min. 

SKule 2: 7 % Nitrilsilikonkautschuk (XE - 60) auf Anakrom ABS; 
110-120 mesh; Glas Duran 50; inn. Durchm. 2,5 mm, Lange 
I m.  210 " C ;  Retentionszeit ( l a )  : 2,92 niin. 

Saule 3: 5 % Methylsilikonkautschuk (SE - 30) auf Diatoport PAW; 
GO--- SO mcsh; Glas Duran 50; inn. Durchm. 4 mm, Lange 1 m. 
225 " C ;  Retentionszeit ( l a )  : 13,l min. 

Bei der Diinnschichtchromatographie auf Aluminiumoxid 
H(Merck)- und Silikagel HR(Merck)-Platten wurden die Sub- 
stanzen ( I )  bis (5) mit Fluoreszenzindikatoren wie 
N,N,N',N'-Tetraathyl-benzidin, N,N-Dimethylamino-fluor- 
anthen, N-Methyl-carbazol und 3-Aminopyren im Nano- 
grammbereich nachgewiesen. Der Nachweis nach gaschroma- 
tographischer Trennung gelang rnit Elektroneneinfang-De- 
tektoren (81 mit Picogrammengen, so daR die Versuche rnit 
einzelnen Imagines durchgefiihrt werden konnten. (F + M 
Scientific Gaschromatograph Modell 700 rnit Elektronen- 
einfang-Detektor; Tragergas: Argon + 5 % Methan; Varian- 
Aerograph Modell 205 B mit zwei Elektroneneinfang-Detek- 
toren; Tragergas: Stickstoff, nachgereinigt.) 

Eingegangen am 10. Juni 1966, 
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N-Trimethylsilyl-substituierte Schwefligsaure- 
diamide und -imide sowie 

N-Alkyl-N'-phenyl-schwefeldiimide 

Von Dr. 0. J. Scherer und Dip1.-Chem. P. Hornig 

Institut fur Anorganische Chemie der Universitat Wiirzburg 

Lithiuni(trimethylsily1)alkylamide addieren sich an N- 
Phenyl-sulfinylimin (Molverh. 1 : 1) in Petrolather unter Eis- 
kiihlung zu luftempfindlichen N-Lithium-N'4rimethylsilyl- 
schwefligsaurediamiden ( I )  (Ausb. ca. 70 %), die in Petrol- 
ather unloslich, in Digthylather dagegen ausgezeichnet los- 
lich sind. 

Li  0 Si(CH& B I II I 

R : CH3, C & , ,  (1) 

(CH3)sSi-N-Li + C&,-N=S=O * C&,-N-S-N-R 

Die Verbindungen ( I )  reagieren ma. mit (CH3)3SnC1 und 
AlC13. lhre Umsetzung mit Trimethylchlorsilan (Molverh. 
1:l)  in PetrolitherlAther bei 20°C ergibt in ca. 60-proz. 

Ausbeute die Schwefligsaurediamide (2) [(2u) R: CH3, 
Fp = 27-29'C; (2b),  R:  CzH5, F p  = 25-27OC1, deren 
1H-N MR-Signale die berechneten Flachenverhaltnisse auf- 
weisen [(2a): ber. 9:9:5:3, gef. 9:9:5,2:2,8; (2b):  ber. 
9:9:5:5, gef. 9:9:5,1:4,9]. 
Versuche, (2) zu destillieren, fiihrten oberhalb 100 "C zur Ab- 
spaltung von Hexamethyldisiloxan. Die dabei gebildeten 
Schwefeldiimide (3) lassen sich, nur leicht verunreinigt, iso- 
lieren und 1 H-NMR-spektroskopisch nachweisen. In ca. 
50-proz. Ausbeute erhilt man aus ( I )  und AICl3 (Molverh. 
3 : 1) in Petrolather/Ather-Losung N- Alkyl-N'-phenyl-schwe- 
feldiimide (3)  [(3u), R:  CH3, K p  = 52-54 OC/O,l Torr; (3b), 
R:  CzH5, Kp  = 65-67 OC/O,l Torr] als orange Fliissigkeiten, 

(1) + 1/3 AlC13 --+ -LiCI CsHs-N=S=N-R + 
1/3 Al[OSi(CH,)& 131 

die im 1H-NMR-Spektrum nur die erwarteten Signale vom 
vorausberechneten Flachenverhaltnis aufweisen [(3u) : T = 

6,44 (CH3), T = 2,93 (m) (C6H5), Flachenverh. 5:3; (3b): 
T = 8,70 (t) u. 6,08 (9) (CzHs), T = 2,88 (m) (CsHs), Flachen- 
verh. 1 : 11. 
Als ersten Vertreter N-silylierter Sulfinylimine (Schweflig- 
saureimide) synthetisierten wir losungsmittelfrei aus Tris- 
(trimethylsily1)amin und Thionylchlorid (Molverh. 1 : 1) unter 

[(CH3)3Si]3N + SOC12 + (CH3)3Si-N=S=O + 2 (CH3)3SiCl 
AT 

(4 )  

AIC13-Katalyse bei ca. 70 "C N-Trimethylsilyl-sulylimin (4) 
in ca. 50-proz. Ausbeute. (4)  ist eine farblose, hydrolyse- 
empfindliche Fliissigkeit (Kp = 108-110 OC/760 Torr; Fp 
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