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Die genannten Reaktionen sind in Weiterverfolgung ge-
eignet, zur Konstitutionsaufklirung fiir Voacamin und Voa-
corin herangezogen zu werden.

Friulein S. Demanw, Friulein E. LunNav und Friulein
E. MtckiscH danken wir fiir die experimentelle Unterstiitzung.

Pharmazeutisch-Chemische Abteilung dev Fa. Dv. Madaus
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Eine einfache Methode zur quantitativen Bestimmung von
1,4-Dien-3-keto-steroiden neben 4-En-3-keto-steroiden
(Kreuzkonjugation neben einfacher Konjugation)

Bis auf Cortison und Hydrocortison besitzen alle heute in
der Corticosteroidtherapie wichtigen Stoffe!) wie Prednison,
Prednisolon, 6o-Methyl-prednisolon, Triamcinolon, Dexame-
thason usw. im Ring 4 des Steroidgeriistes 1,4-Dien-3-keto-
Struktur. Das gleiche gilt z. B. auch fiir das als anaboles Hor-
mon angewendete 1-Dehydro-17a-methyl-testosteron2). So-
fern die Darsteliung dieser 1,4-Dien-3-keto-steroide, sei es in
der End- oder in einer Vorstufe, aus den jeweiligen 4-En-3-keto-
steroiden erfolgt, wofiir sowohl chemische 2 3) als auch mikro-
biologische 4) Verfahren beschrieben wurden, ist die analyti-
sche Erfassung beider Systeme nebeneinander von Bedeutung.
Dies ist in besonderem MaBe bei der mikrobiologischen Dehy-
drierung der Fall, die in ithrem zeitlichen Ablauf stdndig ver-
folgt werden mufB, um nach vglligem Umsatz durch recht-
zeitige Isolierung das Steroid vor weiteren fermentativen Re-
aktionen zu schiitzen.

Zur direkten Bestimmung von 1,4-Dien-3-keto-steroiden
neben 4-En-3-keto-steroiden wurden bisher polarographische?)
und kolorimetrische®) Methoden beschrieben. Wir benutzen
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Fig. 1ta—e. UV- Absorptlonsspektren von Cortison (a) und Predni-
son (b) (beide 0,001 g/100 ml) sowie deren Differenzkurven (0,005 g/
100 ml) in Athanol ¢ reines Prednison, d und e mit 80% bzw.
60° Gehalt
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seit Jahren sowohl zur Reinheitsbestimmung als auch zur Ver-
folgung mikrobiologischer 1,2-Dehydrierungen eine einfache
UV-spektroskopische Differenzmethode, die mit jedem handels-
iiblichen UV-Spektralphotometer durchgefiihrt werden kann.

1,4-Dien-3-keto-steroide besitzen ein UV-Absorptions-
maximum anndhernd gleicher Intensitdt bei nahezu der glei-
chen Wellenlange wie die jeweils entsprechenden 4-En-3-keto-
steroide, wihrend sich die Spektren beider Verbindungsreihen
an der langwelligen Flanke der Banden erheblich unterschei-
den. Fig. 1 zeigt als Beispiel dafiir die UV-Absorptionskurven
des Cortisons (a) und Prednisons (b), wovon die des Prednisons
einen erheblich flacheren Abfall nach lingeren Wellen besitzt.

MiBt man daher Lésungen beider Stoffe in gleicher Kon-
zentration gegeneinander, so ergibt sich die in der Fig. 1 ab-
gebildete Absorptionsdifferenzkurve mit einem gut definierten
Maximum bei 263 my, die offensichtlich den Absorptionsanteil
der Kreuzkonjugation darstellt. Fiir die analytischen Bestim-
mungen wird der Wert von AE im Maximum der Differenz-
kurve verwendet. Die Fig. 1 zeigt z. B. neben der Differenz-

kurve des reinen Prednisons Kurven von Material mit 60 bzw.
80% Gehalt. In der Praxis hat sich fiir die Messung eine Kon-
zentration von 0,005% in Athanol am besten bewihrt. Durch
Umrechnung auf eine Konzentration von 1 g in 100 ml Lo-
sungsmittel erhdlt man die bei uns iiblichen Vergleichswerte

AEY®
1em”
Die Methode ist fiir alle 1,4-Dien-3-keto-steroide anwend-

bar. Die Lage des Maximums der AE-Kurve variiert in engen

Grenzen, die 4E-Werte sind fiir jeden Stoff in Abhingigkeit

von Molekulargewicht und Struktur verschieden. Nachstehen-

de Tabelle zeigt eine Zusammenstellung mehrerer von uns
untersuchter Systeme. Als Ergidnzung wurde noch die molare

Extinktionsdiiferenz, die fiir die analytische Behandlung aber

unbedeutend ist, angegeben. Thre Errechnung aus den AE-

Werten ist zuldssig, da der Unterschied im Molekulargewicht

der jeweiligen Steroide unter 1% und damit innerhalb der

Fehlergrenze der Extinktionsmessung liegt.

Tabelle.  Photometrische Differentialanalyse von 1,4-Dien-3-keto-
steroiden gegeniiber 4-En-3-keto-stevoiden
Steroid L Amu ’ AET | 4.
Prednison e e - 262,5 151 I’ 3410
Prednison-21- acetat C e e ... 263 136 | 5440
Prednisclon . . 264,35 | 163 5870
1,4-Pregnadien- 17u, 21 diol- 3 20 d]Oﬂ 264,5 ¢ 193 6650
16- Methylen-prednisolon . oL .| 2645 164 5940
16-Methylen-prednison . . . . ... ] 262 158 5850
9a-Fluor-16-methylen- prednlsolon .. 264 143 5580
16-Methylen-17 o- methyl 1,4-androstadien- !
17 g-0l-3-on. . 262,5 220 6860
1-Dehydro- testosteron . i 264 l 229 | 6550
Die Genauigkeit der Methode liegt bei +1,5%. Bei der

Kontrolle laufender mikrobiologischer Dehydrierungen wird
das Steroidgemisch durch Extraktion gewonnen. Die Konzen-
tration wird zweckmiBigerweise nach beliebiger Einwaage
durch Zugabe entsprechender Menge Lésungsmittel eingestellt.

Wir danken Herrn Dr. HaMpEL fiir die Messung der Ab-
sorptionskurven, Herrn Dr. METz fiir die Durchfithrung mikro-
biologischer Dehydrierungen.

Forschungslaboratoyium dev E. Merck AG, Darmstadt
H. ROssLER und K. BRUCKNER
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Syntheses of some 4-Substituted-amino-2-Methyithio-Pyrimidines

A number of 4-substituted pyrimidines having a thiol or
a methylthio group in 2-position have been reported to exert
inhibitory effect on the growth of some microorganisms B, In
continuation of our studies on the synthesis of pyrimidine deri-
vatives having biological and chemotherapeutic properties ) 3,
we have now synthesized the following 2-methylthio- pyr1m1~
dines having hydrazino and substituted hydrazino groups in
position 4 (Compounds I to V).

NHNHR v R:~CO~<-\N
| N
NZ I R=—H
_ ] I R=—CgH, O
N 1II R=—-CONH =
H,cs NS cq, o v R=~< \N
N_ ¢
SCH,
I. M.p. 143°—44° C, A max =244 mp. (Found C: 4237,

H: 5-56, N: 32:90, S: 18-98%. CeH (N, S requires C: 42-35,
H: 5-88, N: 3294, S: 18:94%.) This on treatment with
benzaldehyde in warm ethanol gave the corresponding benzal-
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dehyde pyrimidyl hydrazone (Found N: 21-91%, C,3H;,N,S
requires N: 21-7%). II gave no such derivative.

II. M.p. 141°—42° C (vac. sealed tube). A max =252 my.
(Found C: 5831, H: 579, N: 22:51%. C,;,H,N,S requires C:
5854, H: 5:69, N: 22:69%).

III. M.p. 217°—18° C. A max =246 my. (Found C: 39-12,
H: 4-80, N: 32'65, S: 15:02%. C,H,;N;0S requires C: 3943,
H: 5-16, N: 32:86, S: 15:02%).

IV. M.p. 188°—189°C. A max=248 my.
52-4, H: 4.8, N: 2532%.
H: 4-73, N: 2545%).

V. M.p. 223°—24° C. Amax =256 my. (Found C: 4645,
H: 512, N: 27-84%. C,H;;NgS, requires C: 46-75, H: 5-19,
N:27:80%.)

(The melting points were determined in capillary tubes on
a copper block. A max indicates the wave length corresponding
to the peak in the U.V.spectra determined in 0-1 N hydro-
chloric acid.)

The compounds (I—IV) were synthesized by the conden-
sation of. 2-methylthio-4-chloro-6-methylpyrimidine (VI) with
hydrazine hydrate (30%), phenylhydrazine hydrochloride,
semicarbazide hydrochloride and isonicotinic acid hydrazide
respectively. Magnesiumoxide was used as acid acceptor in
the case of I and sodium acetate in the case of II. The com-
pounds IIT and IV were obtained as the hydrochlorides. Their
free bases were prepared by treating their warm aqueous
solutions with ammonia. Compound V was obtained by re-
fluxing I and VI in dioxane in presence of sodinm bicarbonate.

(Found C:

Compound I was crystallized from benzene, compounds
III, IV and V from aqueous alcohol. Compound II was puri-
fied by dissolving it in acid and then precipitating with
ammonia. The effect of these compounds on the growth of
certain microorganisms and on tumour growth is under in-
vestigation.

We wish to express our thanks to the Council of Scientific
and Industrial Research, Government of India, for financing
this work and to Mr. B. BHATTACHARYYA of this Department
for microanalyses.

Department of Applied Chemistry, University Colleges of
Science and Technology, Calcutta-9, India

M. Gangury, D. SeEn and B.C. GuHA
Eingegangen am 17. August 1961
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Uber die Einwirkung von konzentrierter Salzsdure auf Livoglucosan

Unsere Untersuchungen haben ergeben, daf bei der Ein-
wirkung von konzentrierter Salzsiure auf ILavoglucosan
{20 Std 20°, 1 bis 5 Torr) ein Saccharidgemisch gebildet wird.
Die Trennung dieses Gemisches erfolgte durch Siulenchro-
matographie an Knochenkohle Darco G 60 und Celite Nr. 535
(1:1). Erhalten wurden dabei Mono-, Di- und einzelne Poly-
saccharidfraktionen. Die Disaccharide wurden papierchro-
matographisch im priparativen MaBstabe von einander ge-
trennt. Das Saccharidgemisch besteht aus: Spuren Livo-
glicosan, 15 bis 20% Glucose, 12 bis 16% Isomaltose, 3 bis 4%
Gentiobiose, 1 bis 2% Cellobiose, 60 bis 70% Tri- und hohere
Saccharide. Aus IR-Spektren geht hervor, daBl die hoheren
Saccharide aus in « und g {1,6) verkniipften D-Glucopyranose-
einheiten bestehen.

Bei der Einwirkung von konzentrierter Salzsiure auf
Livoglucosan (1) wird der {1,6) 0-Ring getétfnet, und mit der
entstehenden ionischen Molekel (IT) spielen sich die Polymeri-
sationsvorginge ab.

cIHE Tl (l:ig@
— o0 ——0
N 7 o
H OH -— O]
1O ") ~/ 10 | -
bur OH
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Durch Wasseranlagerung an II geht Glucose hervor. Die
Bildung der Cellobiose erfolgt sekundar durch Wasserabspal-
tung aus zwei Glucosemolekeln.

C,H;N,08 requires C: 52:36,

Ein monomerer Anhydrozucker!) wird nicht gebildet.
Papierchromatographisch konnte nachgewiesen werden, daB
ein Saccharidgemisch vorlag, das durch die alten Methoden
nicht zu trennen war. Auch der Pringsheimsche y-Zucker?)
konnte als ein- und dasselbe Saccharidgemisch identifiziert
werden.

Die niheren Einzelheiten dieser Arbeit werden an anderer
Stelle veroffentlicht.

Institut fiir Chemie an der Landwivischaftlich-Gavinevischen
Fakultdr dev Humboldt-Universitit, Bevlin (Divekior: Prof. Dy.
L. REICHEL)

Lupwic ReicHEL und HUBERT SCHIWECK
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Charakterisierung von hochgereinigtem Hamopexin

Das von einigen Autorenl—8) bei elektrophoretischen Unter-
suchungen beobachtete himbindende Serumprotein Hamope-
xin konnte von uns in reiner Form ans Humanserum isoliert

Fig.1 Fig. 2

Fig. 1. Ultrazentrifugen-Analyse von Hamopexin. Spinco Modell E.
59800 U/min. 1% und 0,5% Eiwei, Aufnahme nach 55 min

Fig. 2. Tiselius-Elektrophorese von Hiamopexin. Spinco Modell H.
Aufsteigend, Aufnahme nach 63,9 min. Longsworth-Puffer pr = 8,6.
n=20,1

werden. Die Darstellung des nachstehend beschriebenen Pré-
parates erfolgte aus dem durch Ultrafiltration eingeengten
Perchlorsdureabguf3’), 5) durch Ammonsulfatfillung zwischen
60 und 70% Sittigung und anschliefende Zonenelektrophorese
in Polyvinylchlorid bei pg = 4,5 und pg = §,6. Als Ausgangs-
material fiir die Himopexingewinnung verwandten wir auBer
dem Perchlorsiure-AbguB3 auch die bei der Serumfraktionie-
rung nach dem kombinierten Ammonsulfat-Alumininmhydro-
xyd-Verfahren anfallende Fraktion L IV 4 VI?) (Mutterlauge
der Humanalbumin-Gewinnung), aus der wir durch Fraktio-
nierung mit Rivanol und Zonenelektrophorese bei pg= 8,6
gleichfalls ein einheitliches Hamopexin erhalten konnten. Das
Hiamopexin-Priparat war in der Ultrazentrifuge (Fig. 1), Ti-
selius-Elektrophorese (Fig. 2) und Starkegelelektrophorese, in
der es etwas schneller als Transferrin wandert, (Fig. 3) ein-
heitlich. Es enthielt jedoch noch eine geringe Menge an ge-
bundenem Hamin (Absorption bei410my.), die eine leichte Gelb-
farbung der Lgsung bedingte, und die sich in der Tiselius-
Elektrophorese (Fig. 2) als dunkle Zone bemerkbar machte.
In der Immunoelektrophorese (Fig. 4) waren noch Spuren
einesnicht definierten a,-Globulins, die in der Tiselius-Elektro-
phorese nicht erkennbar waren, nachweisbar. Mit Antitrans-
ferrinserum von Kaninchen wurde keine Reaktion beobachtet.

Die chemische Analyse ergab: Der Proteinanteil betrigt
etwa 80% (Biuretwert). Der iibrige Teil der Molekel besteht
aus Kohlehydraten, und zwar 9,0% Hexosen (Galaktose/Man-
noseverhiltnis etwa 1:1), 7,4% Acetylhexosamin, 5,8% Ace-
tylneuraminsdure und 0,41 % Fukose. Lipoid ist nicht nach-

weisbar. Die hohe Extinktion E1% 280 my=16,9 ist auf

einen kolorimetrisch bestimmten Gehalt von 4,4% Tyrosin
und 4,7% Tryptophan zuriickzufiihren.

Hamopexin sedimentiert in der Ultrazentrifuge mit Sho,w=
4,8. Das Molekulargewicht diirfte auf Grund dieser Sedimen-
tationskonstanten und unter Beriicksichtigung des Fukose-
gehaltes (2 Molekeln Fukose pro Molekel Hamopexin) etwa
80000 betragen. Himopexin besitzt bei pyg = 8,6 eine elektro-
phoretische Beweglichkeit von — 3,1 - 107% cm/V - sec. Es ist
durch Rivanol bei pg = 7,5 nicht fillbar und in Perchlorsiure,
Sulfosalicylsiure und Trichloressigsiure loslich. Hamopexin
besitzt keine Phosphatase- oder Cholinesterase-Aktivitit und



