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Die g e n a n n t e n  R e a k t i o n e n  s ind  in \Ve i t e rve r fo lgung  ge- 
eignet ,  zur  K o n s t i t u t i o n s a u f k l g r n n g  fa r  V o a e a m i n  u n d  Voa-  
corin h e r a n g e z o g e n  zu werden .  
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Eine einlaehe Methode zur quantitativen Bestimmung yon 
1,4-Dien-3-keto-steroiden neben 4-En-3-keto-steroiden 

(Kreuzkonjugation neben einlaeher Konjugation) 

Bis au f  Cor t i son  u n d  H y d r o c o r t i s o n  bes i t zen  alle h e u t e  in 
der Cor t i cos te ro id the rap ie  w ich t igen  Stoffe ~) wie Prednisol l ,  
PrednisoIon ,  6c~-Methyt-prednisolon,  Tr i amcino lon ,  D e x a m e -  
t h a s o n  llsw. i m  R i n g  A des  Steroidger i is tes  1 ,4-Dien-3-keto-  
S t ruk tu r .  Das  gle iche gil t  z. t3. a u c h  ftir das  als anabo les  He r -  
m e n  a n g e w e n d e t e  l - D e h y d r o - 1 7 ~ - m e t h y l - t e s t o s t e r o n ~ ) .  So- 
fern  die D a r s t e l l u n g  dieser  t , 4 -Dien - j -ke to - s t e ro ide ,  set es in 
der E n d -  oder  in e iner  Vors tufe ,  aus  den  jewei l igen 4 - E n - 3 & e t o -  
s t e m i d e n  erfolgt,  woftir  sowohl  chemi sche  ~, a) als a u c h  mikro-  
biologische a) V e r f a h r e n  beschr ieben  wurden ,  i s t  die ana ly t i -  
sche  E r f a s s u n g  be ider  S y s t e m e  n e b e n e i n a n d e r  yon  B e d e u t u n g .  
Dies  is t  in b e s o n d e r e m  Mal3e bei  der  mik rob io log i schen  D e h y -  
d r i e rung  der  Fall ,  die in ihrern ze i t l ichen Ab lau f  s t gnd ig  ver-  
folgt  werden  muB,  u m  n a c h  v6II igem U m s a t z  du rch  reeh t -  
zei t ige I so l i e rung  das  Steroid nor  we i te ren  f e r l n e n t a t i v e n  Re-  
a k t i o n e n  zu scht i tzen.  

Zur  d i r ek t en  B e s t i m m u n g  yon  1 ,4-Dien-3-keto-s tero iden  
l leben 4 -En-3 -ke to - s t e ro iden  w u r d e n  b i sher  po la rograph i sche  s) 
u n d  ko lo r imet r i sche  *) M e t h o d e n  beschr ieben .  VVir b e n u t z e n  

a,e 
o / / la'  ~A-a'O' 

2~0 dr dgO 280 m,~i daO 

Fig. 1 a e. UV-Absorptionsspektren yon Cortison (a) ulld Predni- 
son (b) (beid.e 0,00t g/t00 nil) sowie deren Differellzkurven (0,005 g/ 
100ml) in Athanol, c fellies Prednisou, d u u d e  mi t  80% bzw. 

60 ~ Gehalt 

se i t  J a h r e n  sowohl  zur  R e i n h e i t s b e s f i m m u n g  als  aueh  zur  Ver-  
fo lgung  mikrob io log ischer  L 2 - D e h y d r i e r u n g e n  eine e infache  
UV-spek t ro skop i s c he  Di f f e renzmethode ,  die m i t  j e d e m  hande l s -  
i ibl ichen l d V - S p e k t r a l p h o t o m e t e r  du rchge f i ih r t  we rden  k a n n .  

t ,4 -Dien-3-keto-s tero ide  bes i t zen  e in  UV-Abso rp t i ons -  
m a x i m u m  a n n g h e r n d  gleicher  I n t e n s i t g t  bet  nahezu  der  glei- 
chen  ~vVellenl/~nge wie die jeweils  en t sp rechende l l  4 -En-3-ke to -  
s teroide,  w~hrend  sich die S p e k t r e n  beider  V e r b i n d u n g s r e i h e n  
an  der  langwel l igen F l anke  der  13anden erhebl ich  un te r sche i -  
den.  Fig. t zeigt  als ]3eispiel dafi ir  die U V - A b s o r p t i o n s k u r v e n  
des  Cor t i sons  (a) u n d  P redn i sons  (b), w o v e n  die des  P r edn i sons  
e inen  erhebl ich  f l acheren  Abfal l  n a c h  lgngeren  Wel len  bes i tz t .  

MiBt mai l  dahe r  L 6 s u n g e n  beider  Stoffe  in g le icher  ~ o n -  
z en t r a t i on  gegene inander ,  so erg ib t  s ich die in der  Fig. I ab-  
gebi lde te  Abso rp t i onsd i f f e r enzku rve  m i t  e i nem g u t  def in ie r ten  
M a x i m u m  bet  263 mix, die of fens ieht l ich  den  Absorp t io l l san te i l  
der K r e u z k o n j u g a t i o n  dars te l l t .  Ffir  die a n a l y t i s c h e n  B e s t i m -  
m u n g e n  wird  der  W e r t  y o n  /dE i m  M a x i m u m  der  Dif ferenz-  
ku rve  ve rwende t .  Die  Fig. t zeigt  z. 13. n e b e n  der  Dif ferenz-  

k u r v e  des  r e i nen  P r e d n i s o n s  K u r v e n  yon  Mater ia l  m i t  60 bzw. 
80 % Gehal t .  I n  der  P r a x i s  h a t  s ich fiir die M e s s u n g  eine K o n -  
z e n t r a t i o n  yon  0,005 % in ~ t h a n o l  a m  b e s t e n  bew~thrt. D u r c h  
U m r e c h n u n g  au f  n ine  IKonzent ra t ion  v o n t  g in t 00  ml  L/5- 
s u n g s m i t t e l  e rhg l t  m a n  die bet u n s  f ibl ichen Verg le ichswer te  

A E  ~ % '! cm" 
Die Me thode  i s t  ffir alle 1 ,4-Dien-3-ke to-s te ro ide  a n w e n d -  

bar.  Die  Lage  des  M a x i m u m s  der  A E - K u r v e  var i i e r t  in engen  
Grenzen,  die / dE-Wer t e  s ind  ftir jedell  Stoff  in AbhXngigke i t  
yon  Moleku la rgewich t  u n d  S t r u k t u r  ve r sch ieden .  N a c h s t e h e n -  
de Tabel le  zeigt  nine Z u s a m m e n s t e l l u n g  m e h r e r e r  y o n  u n s  
u n t e r s u c h t e r  Sys t eme .  Als E r g ~ n z u n g  wllrde noch  die mola re  
Ex t ink t io l l sdKferenz ,  die fiir die a n a l y t i s c h e  B e h a n d l u n g  aber  
u n b e d e u t e n d  ist,  angegeben .  Ih re  E r r e c h n u n g  aus  den  /dE- 
W e r t e n  is t  zul~tssig, da  der  Un te r s ch i ed  im  Moleku la rgewich t  
der  jewei l igen  Steroide  u n t e r  1% u n d  d a m i t  i nne rha lb  der 
Feh le rg renze  der  E x t i n k t i o n s m e s s u n g  liegt. 

Tabelle. Photometrische Di//erentialanalyse yon 1,4-Dien-a-keto- 
steroiden gegenigber 4-En-8-l~eto-steroiden 

Steroid 

Prednison . . . . . . . . . . . . . .  
Prednisou-21-acetat . . . . . . . . . .  
Prednisolon . . . . . . . . . . . . .  

,4-Pregnadien-t 7cq 21-diol-3,20-dion . . 
16-Methylen-prednisolon . . . . . . . .  
t 6-~ethyleu -prednison . . . . . . . . .  
9 c~-Fluor- 16-methylen-prednisololl . . . .  
t 6-Methylen- 17 a-methyl- 1,4-androstadiell- 

17/~-ol-3-on . . . . . . . . . . . . .  
l -Dehydro-testosteron . . . . . . . . .  

262,5 
263 
264,5 
264,5 
264,5 
262 
264 

262, 5 
264 

136 
163 
193 
164 
158 
143 

I 

220 
229 

Ae 

5410 
5440 
5870 
665O 
5940 
5850 
5580 

6860 
6550 

Die Genau igke i t  der  Methode  l iegt  bet  • t , 5%.  Bet der 
Kontro l le  l au fende r  mikrob io log i scher  D e h y d r i e r u n g e n  wird 
das  S te ro idgemisch  du rch  E x t r a k t i o n  gewonnen .  Die Konzen~ 
t r a t i on  wird  zweckm~13igerweise n a c h  bel iebiger  Ei l lwaage  
du rch  Zugabe  en t sp reche l lde r  Menge  L 6 s u n g s m i t t e l  e ingeste l l t .  

Wi r  d a n k e n  H e r r n  Dr. I-{A~aVEL ftir die M e s s u n g  der  Ab-  
so rp t i onsku rven ,  H e r r n  Dr. lV[ETZ ftir die D u r c h f i i h r u n g  mikro-  
biologischer  D e h y d r i e r u n g e n .  
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Syntheses of some 4-Substituted-amino-2-Methylthio-Pyrimidines 

A n u m b e r  of 4 - s u b s t i t u t e d  p y r i m i d i n e s  h a v i n g  a th iol  or  
a m e t h y l t h i o  group in 2-pos i t ion  have  been  repor ted  to exe r t  
i nh ib i to ry  effect  on t he  g rowth  of s o m e  mic roorgan i sms l ) .  I n  
c o n t i n u a t i o n  of our  s tud ies  on t he  s y n t h e s i s  of py r imid ine  deri- 
va t i ve s  h a v i n g  biological  and  c h e m o t h e r a p e u t i c  p roper t i es  2), a), 
we h a v e  n o w  s y n t h e s i z e d  t he  fol lowing 2 - m e t h y l t h i o - p y r i m i -  
d ines  h a v i n g  h y d r a z i n o  and  s u b s t i t u t e d  h y d r a z i n o  g roups  in 
pos i t ion  4 (Compounds  I to V). 

N H N H R  

N ~ -  I R ~ - - H  
i II . R=_c0 0 

I I I  R =  --CONH~ 
HaCS ~ ' ' ~  N J ~  CHa 

Iv R=--CO-- . ~ N  

j C H a  

\ 
SCH a 

I. M.p .  143~  ~ C, ;t m a x =  244 rap.. (Found  C: 42'37, 
H :  5"56, N:  32'90, S: t8"98%. CoH10N4S requi res  C: 42"35, 
H :  5"88, N:  32"94, S: 18"94%.) Th i s  on t r e a t m e n t  wi th  
b e n z a l d e h y d e  in w a r m  e thano l  gave  t he  co r respond ing  bellzal- 
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d e h y d e  p y r i m i d y l  h y d r a z o n e  (F ound  N:  21.91%, CxaH~N~S 
requi res  N:  21"7%). I I  gave  no such  der iva t ive .  

I I .  M.p .  1 4 t ~  ~ C (vac. sealed tube) .  ,~ m a x  = 252 m~ .  
(Found  C: 58"31, FI: 5"79, N:  22 .5a%.  CI~HlaNaS requi res  C: 
58'54, H :  5'69, N:  22-69%).  

I I I .  g . p .  217 ~  18 ~  A m a x = 2 4 6 m ~ .  ( F o u n d C :  39 'I2,  
H :  4"80, N:  32"65, S: t5"02%- C~HnNsOS requi res  C: 39"43, 
H :  5"16, N:  32"86, S: t5"02%).  

IV. M.p.  1 8 8 0 - - t 8 9 ~  Z m a x = 2 4 8 m ~ .  (Found  C: 
52-4, H :  4.8, N:  25.32%.  CleHlaNsOS requi res  C: 52"36, 
H :  4"73, N:  25 '45%).  

V. M.p .  223~  ~ C. t m a x =  256 m~.  (Found  C: 46'45, 
H :  5-12, 1NT: 27"84%. CI~HI~N~S ~ requ i res  C: 46'75, H :  5"19, 
N:  27.80%.)  

(Tile me l t i ng  po in t s  were d e t e r m i n e d  ill capi l la ry  t u b e s  on 
a copper  block. ~ m a x  ind ica tes  t he  w a v e  l e n g t h  co r respond ing  
%o t h e  p e a k  in t he  U .V.  spec t r a  d e t e r m i n e d  in  0.1 N h y d r o -  
chloric acid.) 

The  c o m p o u n d s  ( I - - IV)  were s y n t h e s i z e d  b y  t h e  conden-  
s a t ion  of. 2 - m e t h y l t h i o - 4 - c h l o r o - 6 - m e t h y l p y r i m i d i n e  (VI) w i th  
hydraz i l l e  h y d r a t e  (30%), p h e n y l h y d r a z i n e  hydrochlor ide ,  
s emica rbaz ide  hydroch lo r ide  and  isonicot in ic  acid hyd raz ide  
respect ive ly .  M a g n e s i u m o x i d e  was  used  as acid accep tor  in 
t h e  case of I and  s o d i u m  ace t a t e  in t h e  case of II .  The  com-  
p o u n d s  I I I  and  IV were ob ta ined  as t he  hydroch lor ides .  The i r  
free bases  were p r epa red  b y  t r e a t i n g  the i r  w a r m  a q u e o u s  
so lu t ions  w i th  a m m o n i a .  C o m p 9 u n d  V was  ob t a i ned  b y  re-  
f l ux ing  I and  VI  in dioxal le  ill p resence  of s o d i u m  b ica rbona te .  

C o m p o u n d  I was  crys ta l l ized f rom benzene ,  c o m p o u n d s  
I I I ,  IV  and  V f rom a q u e o u s  alcohol.  C o m p o u n d  I I  was  pu r i -  
fied b y  d isso lv ing  i t  in acid and  t h e n  p r ec i p i t a t i ng  w i th  
a m m o n i a .  T h e  effect  of t he se  c o m p o u n d s  on  t h e  g r o w t h  of 
ce r ta in  m i c r o o r g a n i s m s  and  on t u m o u r  g r o w t h  is u n d e r  in-  
ves t iga t ion .  

W e  wish  to express  our  t h a n k s  to  t he  Council  of Scient if ic  
and  Indns t r i a I  Research ,  G o v e r n m e n t  of India ,  for  f i nanc ing  
th i s  work  and  to Mr. B. BHATTACHARYYA of th i s  D e p a r t m e n t  
for mic roana lyses .  
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Ober die Einwirkung yon konzentrierter Salzsiiure auf Liivoglucosan 

Unse re  U n t e r s u c h u n g e n  h a b e n  ergeben,  dab  bei  der  E in-  
w i r k u n g  y o n  kol lzel l t r ier ter  Salzs~nre au f  L~vog lucosan  
(20 Std  20 ~ I b i s  5 Torr) e in  Saccha r idgemisch  gebi ldet  wird. 
Die T r e n n n n g  dieses Gemisches  erfolgte  dl l rch S~tutenchro- 
m a t o g r a p h i e  an  K n o c h e n k o h l e  Darco  G 60 u n d  Celite Nr.  535 
(1 : t ) .  E r h a l t e n  w u r d e n  dabe i  Mono-,  Di- ul ld einzellle Poly-  
s accha r id f r ak t ionen .  Die  Disacchar ide  w u r d e n  papie rchro-  
m a t o g r a p h i s c h  im  p r / ipa ra t iven  M a g s t a b e  yon  e i l lander  ge- 
t r enn t .  Das  Saccha r idgemisch  b e s t e h t  aus :  Spurel l  L~vo-  
g lucosan,  15 his  20% Glucose,  12 bis  16% I somal tose ,  3 bis  4% 
Gent iobiose,  t b i s  2% Cellobiose, 60 bis 70% Tri-  ulld h6he re  
Sacctlaride.  Aus  I R - S p e k t r e n  geh t  hervor ,  dab  die hShe ren  
Sacchar ide  aus  in e und/~  ( t , 6 )  ve rkn i ip f t en  D-Gl ucopy ranose -  
e i l lhe i ten  bes t ehen .  

Bei  der  E i l lw i rkung  yon  konze l l t r ie r te r  Salzs~ure anf  
LXvoglucosan  (I) wird der  ( 1 , 6 )  0 -R ing  ge6ffllet,  u n d  m i t  der 
en t s t ehende l l  ion i schen  Molekel (II) spie len s ich die Po lymer i -  
sat ionsvorgXllge ab. 

CH2 O I CH~@ 
L- -o~  e /i2--~ / OH - ~ 1  

.g\; / .0%; / - 
OH OH 

I II 

D u r c h  Wasse r an l age ru l l g  an  I I  geh t  Glucose hervor .  Die 
B i ldung  de r  Cellobiose erfolgt  s e k n n d g r  dn rch  "Wasserabspal-  
t u n g  aus  zwei Glucosemoleke ln .  

E in  m o n o m e r e r  A n h y d r o z u c k e r  1) wird  n i ch t  gebildet .  
P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h  kol ln te  nachgewiesen  werden,  dab  
eill Saccha r idgemisch  vorlag,  das  d u t c h  die altell  M e t h o d e n  
n i ch t  zu • war.  Auch  der  P r i n g s h e i m s c h e  7-Zucker2) 
k o n n t e  als e in-  u n d  dasse lbe  Saccha r idgemisch  idell t i f iziert  
werden .  

Die ll~herell  E inze lhe i t en  dieser  Arbe i t  we rden  an  andere r  
Stelle ver6f fen t l ich t .  

Institut ]i~r Chemic an der Landwirtscha[tlich-G~irtnerischen 
Fakult~it der Humboldt-Universitgt, Berlin (Direktor: Pro[. Dr. 
L. R E I C ~ L )  
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Charakterisierung von hoehgereinigtem Hiimopexin 

Dos ro l l  e in igen  Antore l l  1-6) be i  e l ek t rophore t i schen  Ull ter-  
s n c h u n g e n  b e o b a c h t e t e  h ~ m b i n d e n d e  Serumpro te i l l  H~imope- 
x i n  kolll l te y o n  u n s  in  reil ler F o r m  a u s  H u m a n s e r l l m  isoliert  

Fig. I Fig. 2 

Fig. 1. Ultrazentrifugen-Analyse von Hiimopexin. Spinco Modell E. 
59800 U/rain. t % und 0,5% Eiweil3, Anfnahme nach 55 min 

Fig. 2. Tiselius-Elektrophorese von H~imopexin. Spineo Modell It. 
Aufsteigend, Aufnahme naeh 63,9 inin. Longsworth-Puffer p~ = 8,6. 

# = 0,t 

werden .  Die Da r s t e l l ung  des  n a c h s t e h e n d  besch r i ebenen  Pr~-  
p a r a t e s  erfolgte aus  d e m  du rch  Ul t r a f i l t r a t i on  ei l lgeengtel l  
Perchlors / iureabguB3),  5) du rch  Ammonsu l f a t fX l lung  zwischen  
60 u n d  70% S~tttigullg u n d  anschliel3ende Zol lenelekt rophorese  
in Po lyv iny lch lo r id  be i  Ptt  = 4,5 u n d  pI< = 8,6. AIs A u s g a n g s -  
ma t e r i a l  fiir die H ~ m o p e x i n g e w i n n u n g  v e r w a n d t e n  wir  aul3er 
d e m  Perch lo rsgure -AbguB auch  die bei  der  Se rumf rak t ion ie -  
r u n g  n a c h  d e m  k o m b i n i e r t e n  A m m o n s u l f a t - A l u m i n i u m h y d r o -  
x y d - V e r f a h r e n  anfa l lende  F r a k t i o n  L IV + VI  ~) (Mut te r l auge  
der  H u m a n a l b n m i n - G e w i n n u n g ) ,  au s  der  wir  dn rch  F rak t io -  
n ierul lg  m i t  R i v a n o l  u n d  Zonene lek t rophorese  bei  P H =  8,6 
gleichfatls  e in  e inhei t l iches  H ~ m o p e x i n  e rha l t en  k o n n t e n .  Das  
H~Lmopexin-Pri~parat  war  in der  U l t r azen t r i fuge  (Fig. 1), Ti-  
se l ius -E lek t rophorese  (Fig. 2) u n d  StXrkegelelektrophorese,  ill 
der  es e twas  schnel ler  aIs Tra l l s fer r in  wander t ,  (Fig. 3) ein-  
hei t l ich.  Es  en th ie l t  j edoch  noch  eille ger inge  Mellge an  ge- 
b u n d e n e m  H&min (Absorp t ion  be i410  mtz ), die e ine le ichte  Gelb- 
f~ rbung  der  L 6 s u n g  bedingte ,  u n d  die s ich in der  Tisel ius-  
E l ek i rophorese  (Fig. 2) als dul lkte  Zone  b e m e r k b a r  m a c h t e .  
I n  der  I m m u n o e l e k t r o p h o r e s e  (Fig. 4) w a r e n  noch  Sp u ren  
e ines  n i c h t  de f in ie r ten  c~-Globulins,  die in der  Tise l ius-Elekt ro-  
phorese  n i c h t  e r k e n n b a r  waren ,  nachwe i sba r .  Mit  Al l t i t r ans -  
f e r r i n se rum y o n  Kan inche l l  wurde  keille R e a k t i o n  beobach te t .  

Die chemische  Allalyse e rgab:  Der  Pro te ina l l te i l  b e t r~g t  
e twa  80% (Binre twer t ) .  Der  iibrige Tel l  der  Molekel  b e s t e h t  
au s  K o h l e h y d r a t e n ,  u n d  zwar  9,0 % H e x o s e n  (Ga lak tose /Man-  
noseve rh~ l tn i s  e twa  t : t ) ,  7,4% A c e t y l h e x o s a m i n ,  5,8% Ace- 
ty lne l l r aminsXure  ulld 0,41% Fukose .  Lipoid  is t  n i ch t  n ach -  

1% weisbar .  Die  hohe  Ex t i l l k t i on  E 1 ecru 280 m ~ =  t6,9  is t  an t  
einell ko lo r ime t r i sch  b e s t i m m t e n  Geha l t  yon  4,4% Tyrosi l l  
u n d  4, 7 % T r y p t o p h a n  znri ickzuftihrell .  

H ~ m o p e x i n  sed imel l t i e r t  in der  U l t r azen t r i fuge  m i t  S~ 
4,8. Das  Moleku la rgewich t  di i rf te  au f  G r u n d  dieser  Sed imen-  
t a t i o l l s k o n s t a n t e n  u n d  u n t e r  Ber t i cks ich t igung  des  Fukose -  
geha l tes  (2 Molekeln F u k o s e  pro  Molekel  H~mopex in )  e twa  
80 000 be t r agen .  H~mopex i l l  bes i t z t  bei  p~I = 8,6 e ine  elektro-  
phore t i s che  t3eweglichkeit  yon  - -  3,t �9 t0  .5 cm/V  �9 see. Es  i s t  
dl lrch IRivanol bei  pI~ = 7,5 l l icht  f~llbar u n d  in PerchlorsXure,  
Sulfosal icyls~ure  u n d  TrichloressigsXure 16slich. H ~ m o p e x i n  
bes i t z t  ke ine  P h o s p h a t a s e -  oder  Chol ines te rase-Akt iv i tXt  u n d  


