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P roduc t  Carrier A m o u n t  of Yield [~]~5 Con- Optical  
of ca ta lys t  ca ta lys t  [ % ] figura- pu r i t y  b 

[mg] t ion [ % ] 

Mandelic acid L-Alanine modif ied I00 93 - -0 .04  ~ (c = 5.56, HeO) D 0.03 
IRC-50 50 92 - -0 .05 ~ (c=4 .76 ,  H~O) D 0.03 
L-Phenyl-  100 90 - -0 .12  ~ ( c =  5.52, H20) D 0.08 
alanine modif ied 50 95 --  0.13 ~ (c = 4.79, HaO) D 0.08 
IRe -50  

Alanine L-Alanine modif ied 100 t00 - -0 .27  ~ (c=0 .84 ,  t N NaOH) a D a 0 . t9  a 
IRC-50 
L-Phenyl-  100 100 - -0 .16  ~ (c=0 .83 ,  I N NaOH)a  D a 0 . t ! a  
alanine modif ied 
I R e - 5 0  

a DNP-a lan ine .  - -  b (+ ) -mande l i c  acid:  [~]D = + 156.2 ~ H20. - -  DNP-a lan ine :  laiD = + 143.9 ~ t N NaOH 

acid. Optical  ro t a to ry  dispersion curves of each p roduc t  were 
examined  in order  to de te rmine  t h a t  the  opt ical  ro ta t ions  
were due to the  opt ical ly  act ive alanine or mandel ic  acid. 

This s tudy  was suppor t ed  by  Grant  no. N G R  10-007-052 from 
the  Nat iona l  Aeronaut ics  and Space Adminis t ra t ion ,  U. S. A. 
Sterically control led synthes is  of opt ical ly  act ive organic 
compounds ,  pa r t  XI .  Cont r ibut ion  no. 151 of the  Ins t i tu t e  of 
Molecular Evolut ion,  Univers i ty  of Miami. 
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Hemin Dialkylphosphate Compounds 
C. S. RUSSELL and T. M. SIEGEL 

D e p a r t m e n t  of Chemistry,  
The City College of The City Univers i ty  of New York  

I rou(I I I )  forms complexes  wi th  o r thophospha te  which can be 
ex t rac ted  into chloroform solut ion wi th  amines  [I ]. I ron(I I I )  
forms chloroform-soluble complexes  wi th  dia lkylphosphoric  
acids [21. However ,  to t he  bes t  of our  knowledge, ferri- 
d ia lky lphospha te  compounds  in which iron is also bound  to 
t e t r a d e n t a t e  po rphy r in  have  no t  been described.  
We wish to r epor t  evidence for the  fo rmat ion  of ferripor- 
phyr in  d i - (2-e thylhexyl ) -phosphate  (heroin D E H P ) ;  ferripor- 
phyr in  d ioc tadeey lphospha te  (heroin DODP)  and  ferripor- 
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Fig. 1. Chloroprotohemin  d imethy l  
CHCI s (--) .  P ro tohemin  d imethy l  
phospha te ,  2.4 • 10 -~ M in CHCl~ (...) 
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ester, 2.4X 10 -~ M in 
ester  di-(2-ethylhexyl)-  

phyr in  adenosine monophospha t e  (hemin AMP) in solution. 
We have  also p repared  a solid der ivat ive  of p ro tohemin  and 
D E H P .  
Solid p ro tohemin  di-(2-ethu was p repared  
by  dissolving chlorohemin in 1 N N a O H  and prec ip i ta t ing  
wi th  D E H P .  The mix tu re  was ex t rac ted  wi th  chloroform, 
f i l tered and  the  solvent  removed  and replaced wi th  hexane  
f rom which a black solid precipi ta ted.  Calc. for C~H~O~Fe 
[(CsHI~O)~POz]2"2 H20:  C 6t .2;  H 8.0; N 4.3; P 4.8; Fe 4.3. 
Found :  C 60.9; H 7.9; N 4.2; P 4.9; Fe 4.2. Maxima in chloro- 
form: 380 sh, 403, 506, 537, 632 nm. 
H e m i n  d ia lkylphosphate  fo rmat ion  was s tudied  by  observing 
changes  in spec t ra  in t he  region 360--660 nm, when  ehloro- 
hemins  were dissolved in a chloroform solution of t he  te t ra -  
e t hy l ammon i um salt  of D E H P ,  D O D P  or AMP. The spect ra  
of ch loroprotohemin  d imethy l  ester  and  p ro tohemin  d imethy l  
ester  D E H P ,  are p resen ted  in Fig. 1. The spec t ra  of t he  phos-  
pha t e  der ivat ives  are typica l  in their  general  character is t ics  [3] 
of high-spin pen tacoord ina te  iron in heroin. They  differ f rom 
the  spec t rum of the  corresponding ehlorohemin,  in t h a t  t h e y  
show a spli t  Soret  b a n d  in which the  more  in tense  peak  is a t  
higher  wavelength .  The max i ma  be tween  450 and 660 n m  are 
all shif ted to lower wavelengths .  The red  shif t  in the  Soret  
band  caused by  replacing C1 wi th  D E H P  as ligand, m a y  be 
due to the  large size of the  la t te r  and be an example  of t he  
"stereoelectronic" effect  of l igand size on meta l loporphyr in  
spec t ra  which Corwin and coworkers  [4] have  pos tu la ted .  
The infrared spec t rum of the  solid derivat ive,  which contains  
two d ia lkylphosphate  groups, indicates  t h a t  t he  phosphory l  
groups  are different  and possibly only  one l igand is bound  to 
iron and  the  second is hydrogen  bonded  to the  first. H -bonded  
P=O wi th  # a t  1,225 cm -1 is observed as welt as bands  a t  
I, 120 and  1,170 cm -1 assigned to zgsym POO and Zgasym BOO, 
respect ively  [2, 5, 6]. 

We  are grateful  for a g ran t  f rom The City Univers i ty  of New 
York for par t ia l  suppor t  of this  work.  
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3 , Y , 4 ' - T r i c h l o r - 4 -  (3,4-dichloranilino)-azobenzol, 
ein Abbauprodukt des Herbizides Propanil 
im Boden 
H. A. B. LINKE '~ 

D e p a r t m e n t  of Biochemis t ry  and  Microbiology, 
Rutgers  Univers i ty ,  New Brunswick,  USA 

Bodenmikroorganismen bauen  das Herbizid  Propani l  (3,4-Di- 
chlorpropionanflid) (1) zu 3,4-Dichloranilin (2) ab (Reakt ion I) 
[11. (2) wird im Boden  nach  ether noch unklaren  Reakt ion  I I  
zu 3, 3 ' ,4 ,4 ' -Tetrachlor-azobenzol  (3) dimeris ier t  E21. Offenbar  ist  
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/~NH'CO'CH2CH 3 
ct--%/a) 

Ct 

I '  
~ N H 2  

, 

P ~ c t  \ ~r Cl 

c t ~ - ~ /  (3) (4) 
Ct Ct 

dafiir freie Peroxidase im Boden [3] verantwortlich, denn es 
war auch in vitro m6glich, (3) enzymatisch mit  Peroxidase zu 
synthetisieren [4]. Eine quantitative Analyse der Abbaupro- 
dukte yon (1) im Boden [5] mit ringmarkiertem 14C-PropanJl 
f~hrte zus/itzlich zur Isolierung einer intelisiv gelben Sub- 
stanz (Fp. t47--149~ Maxima im Massenspektrum bei 
t45/t47, t73/175, 270/272 und 443/445). Eine Elementar- 
analyse ergab C 53,66 H 4,26 C1 33,80 N 7,59. Die Struktur 
konnte durch Synthese [6] und IR-Spektroskopie sicher- 
gestellt werden; es handelt  sich um ein 3,3',4'-Trichlor-4- 
(3,4-dichloranilino)-azobenzol (4). Das asymmetrische Azo- 
benzol (4) konnte auch in vitro enzymatisch aus (2) mit  
Peroxidase uliter den bereits beschriebenen Bedingungen [4] 
synthetisiert werden. Dadurch wird es verst/indlich, dab /fir 
die Reaktion III,  ~hrdieh wie bei der IReaktion II, eine Mit- 
beteiligung yon freier Peroxidase im Boden angenommen 
werden kalin. 
Da einerseits (1) im Welt-Reisanbau eine groBe 6konomische 
Bedeutulig erlangt hat  und andererseits bei einigeli asym- 
metrischen Azobelizolen eine ausgesproehen calicerogene 
Wirkung gefunden wurde [7], sollte den Transformationspro- 
dukten solcher Pestizide hinsichtlich ihrer toxologischen Wir- 
kung ein besonderes Augenmerk geschelikt werdeli. 
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Prot eo l y t i s ch e  Aktivit i i t  e ines  V o g e l s p i n n e n g i f t e s  

D. M~Bs 

IIIstitut f f r  Rechtsmedizin der Universit~t Frankfurt  a. M. 

tJber Enzyme in Spinnengiften liegen IIur wenige Unter- 
suchuligen vor; so konnte Kaiser Eli im Gift yon Ctenus 
nigriventer und Lycosa raptoria starke proteolytische Aktivi- 
t/iten nachweisen. Am Gift einer sfdamerikanischen Vogel- 
spinne, 2>amphobeteus roseus (Mello-Leit~o, Orthognatha, 
Familie: Dipluridae), das uns freulidlicherweise Prof. Bfcherl, 
Insti tuto Butantan, S~o Paulo (Brasilieli), zur Verffgulig 
stellte, haben wir daher die proteolytischen Eigenschaften 
untersucht. 
Das Rohgift zeigte gegenfiber Casein eine bemerkenswert hohe 
Aktiviti~t (8250 E./mg; Kunitz-Test [2], eine Einheit ist als 
die Enzymmenge definiert, die bei 20 inin Inkubation, 37 ~ 
eineli Extinktionsanstieg yon 0,00t bei 280 nm bewirkt), die 
mit bei Schlangengiften gemessenen Protease-Aktiviti~ten 
vergleiehbar ist (Bothrops nummi]era 8700 E./mg, Crotalus 
atrox 7200 E./mg [3~). Dutch Gelchromatographie an Sepha- 
dex G-50-, G-75- nnd Biogel P-60-Siiulen konlite das Rohgift 
in drei proteolytisch aktive Fraktioneli (A, 13 mid C) auf- 
getrennt werden. Ihr pH-Optimum liegt bei 8,5, die spezifische 
Aktivit~t betr~gt 17 500 (A), 25 000 (B) und 15 000 E./mg (C). 

Alle Fraktionen spalten weder N-]3enzoyl-L-arginin-~thylester, 
p-Toluolsulfonyl-L-arginin-methylester, N-Acetyl-L-tyrosin- 
~Lthylester noch N-]3elizoyl-DL-arginin-p-nitroanilid und wer- 
den nicht dutch Trasylol, Sojabohnen-, Ovomucoid-, dem 
Trypsin-spezifischen Inhibitor N-Tosyl-L-lysylchloromethan 
und dem Chymotrypsin-spezifischen Inhibitor N-Tosyl-L- 
phenylalanyl-chloromethan gehemmt. Eine Jkhnlichkeit mit  
Trypsin oder Chymotrypsin kann daher ausgeschlossen 
werden. 
Die ]3estimmung des Molekulargewichtes der Protease-Frak- 
tionen gelang durch Dfnlischichtchromatographie an Sepha- 
dex G-50 (superfine) nach Determann und Michel [4] mit 
0,05M Tris-HC1-Puffer pH 8 , 0 + 0 , 5 M  NaC1 als Elutions- 
mittel und Cobrotoxin (Toxin aus Na]a na]a atra-Gift [5], 
Mol.-Gewieht 6950, freulidlicherweise yon Prof. u Taiwan, 
fberlassen), Cytochrom c, Myoglobin und ~-Chymotrypsino- 
gen als Eichsubstanzen. Ihre Wanderuligsstreckeli wurden auf 
die des Cytochrom c (~  1) bezogen und die erhalteneli Werte 
(Rcyto) gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes auf- 
getragen (Fig. 1). Alle drei Protease-Fraktionen zeigten uliter- 
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Fig. t. Molekulargewichtsbestimmung durch Dfnnschicht-  
chromatographie an Sephadex G-50 (superfine) 

einander die gleiehen Wanderungsstrecken, ihr Molekular- 
gewicht wurde mit 10840=}=620 (~=  30) bestimmt. Danach 
scheint es sich um ein Enzyln zu handeln, das bei der Gel- 
filtration zu h6hermolekularen Formen assoziierte. 
Proteasen mit ~Lhlilich geringem Molekulargewicht wurden 
bisher nur bei Invertebraten, ebenfalls bei Arthropoden, nach- 
gewiesen, so bei Hornissenlarveli (Vespa orientalis; Mol.-Gew. 
12500 E6]) ulid beim FluBkrebs (Astacus leptodactylus; Mol.- 
Gew. 11000 E7]). Das Vorkommen starker proteolytischer 
Aktivit~t in Spinliengiften weist auf ihre Bedeutulig ffir eine 
extrakorporale Verdauung hin. 
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Autoradiographische Uiitersuchung 

W. F~AUX DE LACROIX, U. LSHRS, 
•. J. LENNARTZ und M. EDER 

Pathologisches IIIstitut der Universit~t K61n 
Pathologisches Inst i tut  der Universitiit Mfinchen 

Eine )knderung des Zellzyklus des Uterus- und Yaginalepithels 
yon Maus und Ratte in Abh&ngigkeit yore Brunstzyldus ist 
bekannt [1--3]. Bresciani [4] konlite zeigen, daft sich die 
DNS-Sylithesezeit des Mammaepithels kastrierter weiblicher 


