
1,5 g Triacetosy-pregnanon. (Die alkalische Verseifung des letzteren 
zum freien Trioxyketon rlurfte sich noch e t m s  7-erbessern lassen 
und 0,5-0,8 g damn liefern').) 

Die Analysen wurden grosstentells im blikrochetnischen Lsboretorium des Institiits 
(Leitung Dr. JI. Flir ter ) ,  einige auch bei Dr. ,>c l io l /u  (Berlin) ausgefuhit. 

Lshoratorinm fur orqmische C'hemie Eidg. Techn. 
Hochschule Zurich. 

2. Azofarbstoffe und Immunbiologie. 
Schultz-Dale'sche Versuehe mit Bis-p-suceinanilsaure-azo-resorcin 
von Hans Ed. Fierz-David, Werner Jadassohn und Werner Felix Zilreher. 

(12. SII. 36 ) 

1933 teilten Landsteinel. und van der Schee?**) mit, class es ihnen 
gelungen sei, bei mit Azoproteinen vorbehandelten Meerschweinchen 
durch Injektion von Azofarbstoffen, die die gleiehe Azokomponente 
enthielten, wie das sensibilisierende Antigen, anaphylaktischen Schock 
auszulosen. Verwendet wurde von den beiden Autoren: 

1. z u r  V o r b e h a n d l u n g  ein Azoprotein, hergestellt BUS 4-Amino- 
suberani1s;Lure und Globulin atis Pferdeserum ; resp. ein Azoprotein, 
hergestellt aus ~-arnino-succiIianilsaure nnd Globulin ails Pferde- 
serum. 

2. z u r  Aus losnng d e s  a n a p h y l a k t i s c h e n  S c h o c k s  Bis-p- 
suberanilsnure-azo-resorcin resp. Ris-p-succinanilsaure-axo-resorcin. 

Diese Versuche bringen insofern e t m s  2-ollkommen Xeues, zlls 
es hier zum ersten SCale gelungen ist, den anaph~-lnktischen Schock 
mit; einer chemiseh bekannten Snhstmz auszulosen. 

I ) P ~  sog. nnnph ylnlitischr T ~ r s ~ i ~ h .  
Anaphglnlitische Euperimmte w-urtlen fruher untl werrlen jtltzt 

auch nieist noch mit cherniscih eanz untlefinierh:irtn Eiweisskorger 
enthsltenden Gemischen tiurchgefuhrt, in erster Linie ruit Scren. 

Dns gewolmliche Vorgehen h i i n  an'bphj IaIrtischcn Evperirnrnt irt  foieentlcs JIan 
inliziert eingrn Xeersc liaeinclicn eine hleine 1It.ngc artfrcnitlcn Serum.  n A\ von tlern 
Tier anst~ndslos  vrrti,icrn wird. Kinire Zeit spater inliziert man ths plriche Sernrn In 
rincr fur nicht vorbeh,intlcllte Tiere vollLo~unlen intlifferentrn Mcnpe inti,i\rnos, das 
vorbehauclelte ?rteeiscli\rciriLlicn ei kranht unt,.r t1c.n rhnraktei i \ t isr  lien Syinpto~iien cles 

l) Eine wcitere Verbcsserung der Ausbeute lksst sich erziclen, wetin inan den Bis- 
nor-cholsaure-methS.lestcr nic-ht isoliert,. sondern niit Diazornethm bereitet ( S i i u I ~  in 
?fletIia-nol gelcst, dirckt roh wrwendct). Stnt t  1.5 F Triacetyl-lteton erhiilt riian clitnn 
ca. 2,s g. 

2 ,  Landsteitzer und I ' ( E ) ~  rler Pcircer., J .  Kxp.  11rd. 56. 393 (1932): 57, S. 633 (1!>33j. 



1 7  - - 

:maphylaktischen Schocks und stirbt meistens innerhalb weniger Winuten. LVird zur 
zwveiten Injektion ein anderos Serum vcnvendet als zur Vorbehandlung. so bleibt der 
nnaphylaktische Schock aus. 

Solange nur mit Serum und anderen ei%-eisshaltigen Losimgen, 
Nilch, Bakterienaufschwemmungen, Organpressiiften etc. gearbeitet 
werden konnte, war fiir den Chemiker, trotz des ausserordentlich 
grossen biologischen Interesscs der Anaph;)-lasie, suf diesem Gebiete 
relativ wenig zu holen. Die Frsktionierung der Eiweisslosungen, 
z. B. Clurch Ammoniumsulfat, haben wirklich prinzipielle Fortschritte 
nicht gebrscht, und wenn in neuerer Zeit Ansphylaxieexperimente 
mit aus niIikroorganismen hergestellten Procluliten neue Resultste 
gezeitigt haben, so ist dieses Gebiet fiir denjenigen Chemiker, der mit 
definierten Substanzen arbeiten will, noch nicht reif. Fur diesen 
Chemiker ist nun sber durch die Untersuchungen von Lnnclsteimr'), 
die sich an den Begriff ,, H a p  t en  " kniipfen, ein neues Arbeitsgebiet 
ent s tanden. 

D ie  H a p  t en theor i e .  
Es ist an dieser Rtelle, da  diese Arbeit auch f i i r  den nicht immunbiologisch arbei- 

tenden Chemiker verstandlich sein soll, notwcndig, auseinanderzusetzen, was man unter 
einem. H a p t e n  versteht, und da diese Abhandlung sich mit Azofarbstoffen und Azo- 
proteinen beschaftigt, so sollen diese Sub3tanzen als Beispiele verwendet werden, aber 
nicht die beiden oben angefiihrten Azofarbstoffe, da sie, wenisstens scheinbar, sich von 
den ubrigen unterscheiden, was ja gerade zu der Mitteilung vcn Landsteiner und van der 
Schcer*) Anlass gegeben hat. Wenn man ein Meerschveinchen mit einem Azoprotein 
vorbehandelt, so wird das Tier anaphylaktisch, d. h. eine intravenose Injektion des 
gleichen Azoproteins fuhrt zum anaphylaktischen Schock. Die Untersuchungen Lnnd- 
steiner's haben nun gezeigt, dass, wenn man einen Schock erzielen will, an den1 chcmisch 
bekannten Teil der Azoverbindung nichts wesentliches versndert werden darf, dass es 
aber gleichgultig ist, ob der Proteinbestandtcil init der zur Vorbehandlung verwendeten 
Substanz identisch ist oder nicht. L a n d s l c i ~ e r ~ )  hat, ferner gezeigt, (lass zur  Auslosung 
des anaphylaktischen Schocks im allgemeinen der Proteinbestandteil notwendig ist. 
Wenn man an seine Stelle cine chemisch bekannte Substanz setzt, so lost diese Verbindunp 
bei einem init dem entsprechenden Azoprotein sensibilisicrten Tier keine nnaphylaktische 
Reaktion aus. Durch die Injektion eines solchen dzofarbstoffes ksnn aber die Reaktions- 
fahigkeit des mit Azoprotein vorbehandeltcn Tieres auf eine nachfolgende Azoprotein- 
gabe aufgehoben werden. Man kann sich das so erliliiren, dass durth den Azofarbntoff 
diejenigen Subst,anzen im tierischen Organisnius, die fur die anaphylaktische Uber- 
enipfindlichkeit verantwortlich sind (man bezcichnet solche Substanzen als A n t i k o r p e r ) ,  
unwirksam werden, weil zivischen dem Azofarbstoff und diesen Antikorpern einc Reaktion 
stattfindet. Von prinzipieller Wichtiglreit ist jetzt noch, derauf hinzuweisen, dass Sub- 
stanzen vom Typus der Azofarbstoffe Tiere nicht anaphylaktisieren konnen, also mit 
andern Worten nicht imstande sind, im Tiere die Rilclung von Antikorpern zu verarilassen. 
Man ersieht, aus diesen Ausfiihrungen, dass es Stoffe gibt, die keine Antikorperbiltiung 
in1 Organismus bewirken konnen, die aber trotzdem mit -1ntikorpern in Reaktion t re tm;  
solche Snbstanzen bezeichnet man nach Landsteiner als H aptene .  

l) Landsteiner ,  The Specifity of Serological Reactions, Baltimore, 1936, [C. C. 

2, Laizdsteiner und van der Seheer, J. Exp. IIed. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
Thomas] (im weiteren als B u c h bezeichnet). 

Landsleiner,  Buch. 
2 
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Die Reaktion des Haptens mit seinem Antikorpzr lasst sich nicht nur in vivo demon- 
strieren, sondern auch in vitro. Bringt man in vitro antikorperhaltiges Serum, gewonnen 
durch die Vorbehandlung von Meerschweinchen, z. B. rnit einem hzoprotein, mit Azo- 
protein zusammen, so entsteht eine Pracipitation. Enthalt sber dieses Gemisch einen 
i;'berjchuss von dem in Frage kommenden Hapten (und nur dieses spezielle Hapten ist 
wirksam), so wird dadurch die Pracipitation verhindert (Oberschusshemmung, ,,Inhibition 
Test "). 

Lundsteinerl) hat gezeigt, dass die Reaktion in vitro zwischen 
4-Phenyl-arsinsaure-azo-protein und seinem Antikorper nicht nur 
durch einen Uberschuss von einem Atoxylazofarbstoff gehemmt wiril, 
sondern auch durch Atoxyl allein. Da nun aber Atouyl allein die 
Reaktionsfahigkeit des auf 4-Phenyl-arsinsaure-azo-protein sensi- 
bilisierten Tieres nicht aufzuheben in der Lage ist, unterscheiden 
W .  Jadassohn und Schnaf2) zwei Gruppen von Haptenen, von denen 
die eine sich dadurch auszeichnet, dass die Reaktion mit dem Anti- 
korper nur in vitro nachweisbar ist (Paradigma : Atoxyl), wahrencl 
die andere Gruppe such in vivo wirkt, indem sie die anaphylaktische 
Reaktionsfahigkeit aufhebt (Paradigma : Atouylazofarbstoff). Zu 
diesen zwei Gruppen kame durch die oben angefiihrten Versuche 
von Lartdsteiner und vaw der Xcheer3) noch eine dritte, die Substanzen 
enthHlt, die wie diejenigen der zweiten Gruppe auch in vivo wirksam 
sind, sich aber von denjenigen der zweiten Gruppe dadurch unter- 
scheiden, dass sie im Gegensatz zu diesen anaphylaktischen Schock 
auslosen (Paradigma: Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin). 

Neben dem Xachweis der anaphylaktischen cberempfindlichkeit 
durch Airslosen eines anaphylaktischen Schockes gibt es noch eine 
zweite Methode, den sogenannten XcJhziM~-Dale'schen Versuch. 

Der Schrcltz-Dale'sche Vemrch.  
Der S c h l f r -  Dule'sche Versuch beruht auf der Tatsache, dass sich die uberlebenden 

Uterushorner anaphylzktisierter Meerschweinchen kontrahieren, wenn sie in vitro mit der 
zur Anapliylaktisierung veiwendeten Substanz zusammrngebracht werden : und zwar ist 
diese Kontrdrtion spezifiscfi, d. 11. sie wird nur durch diejenige Substanz hervorgerufen, 
cuf  die das Tier anaphplaktisch ist. Ein Iiriterium dsfur, dzss es sich mirklich um eine 
,.anaphvlaktische I<ontrsktion" handelt, besteht dzrin, dnss auf wieclerholtc Gabe der 
; : n a ~ ~ h ~ ~ l a r i c - ~ t u s l o ~ n d e n  Substsnz die tzncphylzktische Realctionsfaliigkeit des Uterus 
acif  die verwendete Substaiiz aufgehoben wird. 

T e c h n i k cl e s S c h zc It n" - D a Z e ' s c h e n Ve r s u c h s. 

Die Sch,z~Zt,n-nciZe'scli~n Versuche \\-urilen in der penaii gleichen 
Weise wie bei l J - .  Judcissolw und Sehnaj?) urid Xtarbei  tern (vergleiche 
speziell : 0. l3ticlier, W ,  Jcrtlnssolw untl Schaicf ausgefiihrt. 

1) L a ) l d s f e l i l / ~ r ,  Buch. 
?) . l u d n w / ~ r i  16. m d  Schtrn/, Arch. Derni. Syph. 170, 33 (1931); Schwciz. mcd. 

Wochschr. 33, 737 (1933). 
3, Lu)irlskr>icr iind der Srhwr. J.  Erp. 3kd.  56, 399 (1932); 57. S. 633 (1083). 

Rixlrer O., 11.. Judnssohrr und &"r.hnnf, Z. Iinrnunitntsforsch. 76, 211 (1932). 
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Verwendet werden weibliche, virginelle Xeerschweinchen von 
3.50 bis 350 g Gewicht. Nach Totung der Tiere durch Nackenschlag 
werden die sorgfiiltig herauspraparierten Uterushorner in die Apps- 
ratur eingespannt. Eine Beschreibung der Apparatnr eriibrigt sieh, 
(la sie sich aus der unten wiedergegebenen Skizze ohne weiteres ergibt. 
Es sei nur noch folgendes erwahnt: 

1. Zusammensetzung der Tyrodelosung : 
Losung I: 32 g SaCl 

0,8 g KCl 
0,s g CaCI, 
0,4 g JlgCI, 

getost in 2 1 susgekochtem, destilliertem IVasser von 40° C. 
Losung 11: 4 g SaHCO, 

0,2 5 KaH?PO, 
in giciclier LVeise geldst. 

Die beitlen Losungen werden unmittelbar vor Gebrauch ver- 

2. Bei Beginn und bei Abschluss jedes Versuches wird der Uterus 
mischt und bei 37O gehalten. 

durch Zugabe von 1 cm3 Pituglandol (Roche) 1:250 gepruft. 

G 

Fig. 1 
Schzdlz-Dale'sclie Apparatur. 

d -- S,Liierstoffzuleituny, 13 = Entleerung der Rezipleiiten, 
C = Rczipienten mit Tyrodelosnng, D = Uterushorner, 
E 2 Registriertrommel, F = Registxiernadeln, G = Thennostat. 
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3 .  Nachdem Pituglandol oder eine der zu untersuchenden Sub- 
stanzen der Tyrodelosung zugrgeben worden ist nnd der Effekt 
mahrend zwei Minuten registriert wurde, wird cGe Tyrodelosmg mit 
dem Zusatz ablsufen gelassen und durch frische Tyrodelijsung ersetzt 
(Spulen). 

4. Tritt eine Bontraktion ein, von der angenommen werden kann, 
dnss sie anaphylaktisch ist, so wird erst gespult, wenn der Uterus 
wieder erschlafft ist, oder zum minclesteri nicht vor  Ablsiif von 10  Mi- 
nuten. Es wird nschher noch ein oder mehrere Xale die gleiche 
Substane in der gleiehen Nenge zugesetzt. Xur wenn Reaktions- 
unfhhigkeit nach mehrfacher Gabe erzielt werden kann, viircl die 
Reaktion als positiv gewertet, d. h. die vorausgegangene Resktion 
als anaphylaktisch sngesehen. 

- 

Schicltz-Dale’sche Verszcche mit Amproteinen. 
W .  Jadassohn und Schaafl) haben bei mit 4-Phenyl-arsinsaure- 

azo-protein (Pferd) (diazotiertes Atoxyl, gekuppelt an Pferdeserum) 
vorbehandelten Meerschweinchen Schultx-DaZe’sche Versuche durch- 
gefuhrt und dabei folgendes festgestellt : 

Mit Huhner- und Meerschweinchen-aeo-protein fiel der Versuch 
positiv aus. 

Mit dem Azofarbstoff aus Atoxyl und 1-Naphthol und dem 
Naphtholfarbstoff-Serum-, resp. Blutgemisch fiel er negativ am. 

Mit dem Naphtholfarbstoff und Naphtholfsrbstoff-Serum- resp. 
Blutgemisch konnte Neutralisation, d. h. Aufhebnng der Resktions- 
fiihigkeit auf 4-Phenyl-arsinsaure-azo-protein erzielt v-erden. 

Soweit diese Xchzdts-Dnle’schen Versuche eine Wiederholung 
von L.andsteiner2) mit dem klsssischen anaphylaktischen EYperiment 
sind, ergeben sie eine vollstandige Bestatigung der letzteren. 

Auf Grund des vorliegenden Materials schien es nsheliegend, 
die von Landsteiner und van der Scheer3) durchgeftihrten Versuche 
mit Bis-p-succinanilshure-axo-resorcin zu wiederholen, aher statt 
des klassischen Anaphylaxieexperimentes die Schult:-DnZe’sche Ver- 
snchhsanordnung zu verwenden. Fiir diese Versuche waren notwendig 
die  €iwstellung van: 

1. Ditizotierter 4-Amino-succinanils8ure, gekuppelt an Pferde- 
Sf’rlllll (-1- Succ~i;l;tnilsaure-azo-protein (Pferd)). 

2 .  Diazotiertcr ~-Amino-succinsnilshure, gekuppelt an Hiihner- 
serll 111 ( k - SUP cinmilsaure-azo -protein (Huhn)). 

3 .  nis-p-slnecinunils~~iire-azo-resorcin. 
~ ~ - _  - 

‘ 1) Jadnssola)r 11.. und Scltnnf, Arch. Derm. Syph. 170, 33 (1934); Schweiz. med. 
Wochschr. 33. 537 (1935). 

2 )  Landstei twr,  Buch. 
3 )  Landsts iner  und rail  der S e h ~ e r ,  J. EspBIed.  56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
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Herstellung uncl Eigenschnften der Azofnrbstof f e  aus 4-Amino- 
succinanilsawr . 

I. H e r s t e l l u n g  von  4 -Ni t ro - succ inan i l sau re  (Lit.: Auwersl);  
J.1 eyer uncl Xwirrz) j Bishop, Tingle uncl Blunch3). 

HOOC CH, CH,-CO-X€€--( /-A pp,--SO1 

Lundsteiner und van der Scheer4) stellten diese Verbindung 
(lurch Kontlensation von Bernsteinsaure mit 4-Sitranilin her, indem 
sie eine fein gemahlene Mischung aquimolekularer Jrengen in eingm 
Paraffinbad von 170 bis 175O C. unter Rnhren 45 31inuten schmolzen 
und naehher mit Batronlauge und Wssser in cler Hitze losten. Sie 
geben eine Ausheute von 40 bis 50 % an. Diese Ausbeute ist fur eine 
solche Kondensation unbefriedigend, uncl unsere Versuche, diese 
Reaktion in der gleichen Weise auszufuhren, schlugen meistens fehl. 
Wir versuchten daher einen andern Weg einzuschlagen. Dazu wjhlten 
wir die Kondensation von Bernsteinsaure-anhydrid mit 4-Nitranilin 
in einem Losungsmittel. A l s  solches wjhlten mir zunachst Chloroform. 
Auf diese Weise erhielten wir schon ein bedeutend besseres Resultat, 
nCimlieh e k e  Ausbeute von 75%. Der Nachteil dieser Methode liegt 
aber darin, dass das 4-Nitranilin in Chloroform auch bei dessen Siede- 
punkt sehr wenig loslich ist und man daher eine unverhaltnismassig 
grosse Menge Losungsmittel braucht. Auch schien die Ausbeute 
immer noch verbesserungsfahig. Darauf wahlten xir als Losungsmittel 
Chlorbenzol. Dieses hat einen hoheren Sieclepunkt, und es schien 
deshalb geeignet, weil dieser den Schmelzpunkt von 4-Nitranih 
beinahe erreicht. 

I m  heissen Chlorbenzol lijst sich somohl 4-Sitranilin als auch 
Bernsteinssure-anhydrid sehr gut. Das Kondensationsproclukt da- 
gegen ist such im heissen Chlorbenzol schwer IosIich uncl fallt am. 
Daher kann man die Methode als sicher und wegen der fast theoreti- 
schen Ausbeute und der kurzen Reaktionsdauer in dieser Beziehun? 
als sehr befriedigend bezeichnen. 

Vorschrift zur Ausfuhrung der Konclensation : 

?iIol.-Gew. 100,02 l38,06 238.09 

.50 g Bernsteins~ureanhydrid und 70 g 4-Xtranilin werden in je 
700 g Chlorbenzol kochend gelost und zusammengegossen. Nach 
einigen Xinuten zeigen sich in der gelben, klsren, heissen Lijsnng 
einige zitronengelbe Krystallfloeken, und dann breitet sieh die Kry- 

l) d z w e r s ,  A. 292, 188-191 (1S96). 
2,  X e y e r  und J f n i e r ,  A. 327, 55 (1903). 
3, Bishop, I i r q l e  und Blanch, Am. SOC. 30, 1587-1399 (1908). 
*) L u d s l e z n e r  und m t z  der Scheer, J .  Exp. Mrd. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
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stallisation mit ausserordentlich grosser Geschwindigkeit durch die 
ganze Losung aus. Nun lasst man erkalten und saugt ab (den Rest 
in der Mutterlauge konnte man vernachliissigen, aber hei der Ruck- 
gewinnung des Chlorbenzols durch Destillation fallt noch eine kleine 
Menge des Produktes an). Die rohe 4-Nitro-succinanilsaure wird auf 
der Nutsche sehr gut abgesaugt und nachher an der Luft ausgebreitet 
liegengelassen, bis der Geruch nach Chlorbenzol verschrmnden ist 
(uber Nacht). 

Ausbeute: 119 g = 93yo der Theorie. Zitromngelbe Xadeln aus 
Alkohol oder Wasser. Smp. 196-197O korr. 

11. E e d u k t i  o n  d e r  4 - X i  t r o - s u c c i n  a n  il s Wu r e. 
Lnndsteiner und van der #cheer1) fuhrten diese Reduktion folgen- 

dermassen aus : 
Das Nitro-anilid, in etwa drei Teilen Wasser gelost unter Zugitbe eines leichten 

fjberschusses von Smmoniak und, wenn notig, Erhitzen wurde zu einer heissen Losung 
von Ferrosulfat, FeSO,+7 H,O, in 2,s Teilen Wasser gegeben (6,5 I101 fur jedes No1 
4-Nitro-succinanilsiure). Eine 28-proz. Ammonialrlosung (10 cm3 fiir je 12 g FeSO,+ 7 H,O) 
wurde in funf gleichen Portionen innert 10 Minuten unter gutem Schutteln mugegeben. 
Nach 15 Minuten Erhit.zen auf dem Dampfbad wurde das Ferrihydroxyd sbfiltriert 
und zum klaren Filtrat soviel 10-proz. Salzsiiure zugegeben, um eine msximale Fiillung 
der Aminoverbindung zu erreichen. Die Fillung wurde, nachdem sie uber Nacht im 
Eiskasten gestanden hatte, abgesaugt, umgeflllt durch Losen a h  Chlorhydrat, Filtrieren 
und Wiederfiillen mit verdunnter Natronlauge. Darauf wurde die Fiillung wieder uber 
Xacht in den Eisschrank gestellt, abgesaugt und im Vakuum uber Cd;Lciumchlorid bei 
50O getrocknet. Ausbeute 70 bis SO'$!, der Theorie. 

Diese Reduktion wurde gleicherweise rnit denselben Resultaten 
mehrmals durchgefiihrt. Die Methode ist aber sehr heikel, da die 
4-Amino-succinanilsanre einerseits durch Ammoniak leicht verseift 
wird und andererseits sich beim Kochen gern umwandelt in p-Phenylen- 
bis-succinamidsaure ( X e y e r  und Xaier)Z)  : 

C,H,(XH.C0.CH2.CH2.COOH), Smp. %go. 

Ausserdem mschten wir die Erfahrung, dass sich die &Amino- 
succinanilsiiure beim langeren Stehen in der Mutterlnuge auch im 
Eisschrank sehr stark verfiirbte. Dies ist um so unmgenehmer, als 
sic11 die Saure infolge ihrer Empfindlichkeit nicht leicht und nur unter 
grossen Verlusten reinigen lasst. 

Wir suchten daher nach einer Reduktionsmethode, welche ge- 
st':ittet, dns Reduktionsgemisch moglichst kurze Zeit xu erhitzen 
llnd welche auch starke Alkalinitat vermeidet. Versuche zur Aus- 
fiihrung 4 ter Reduktion nnch Be'champ mit Eisen und Essigsaure, 
mit Satlriumhyposulfit und mit Zinn schlugen fehl oder gaben nur 
nclile!!hte Resulfate, dagegen wurde gefunden, dass es sich lohnte, 
der Retluktion rnit Zinkstaub die Aufmerksamkeit zuzuwenden. 

l) L m d s t e i w  und van der  Seheer, J. Exp. &led. 56, 399 (1934); 57, S. 633 (1933). 
2, J f e ! / e r  und Maier ,  A. 327, 55 (1903). 
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Die Methode wurde nun so ausgebaut, dass man ihr sicher den Vorzug 
vor allen andern geben kann, da sie nicht nur eine gute Ausbeute 
zeitigt, sondern auch sehr schnell und einfach ausgefuhrt werden 
kann. 

Vorschr i f t  z u r  R e d u k t i o n  rnit Z i n k s t a u b  : 
Zn 

HOOC.CH,.CH,- CO-SH-rA-XO, --+ HOOC.CH,.CH,.CO-KH- 0 X H 2  \/ 
MoL-GeP. 238,09 208,l 

24 g 4-PITitro-succinanilsaure 
40 g Zinkstaub 
4 cm3 Esaigsiiure SO-proz. 

400 em3 Wasser 

40 g Zinkstaub werden unter sehr gutem Riihren in 400 em3 
Wasser allmahlich eingetragen, so dass eine gut verteilte Suspension 
gebildet wird. (Nachdem der Zinkstaub zugegeben ist, darf das 
Ruhrwerk bis zur Beendigung der Reduktion nicht mehr abgestellt 
werden.) Darauf wird der Zinkstaub mit 4 em3 30-proz. Essigsaure 
angeatzt, und d a m  wird das Wesser xum Sieden erhitzt. Zu der 
kochenden Suspension wird eine neutrale Losung von 4-Nitro- 
succinanilsiiure (erhalten durch Losen von 24 g Siiure in Wasser 
uad der gerade notigen Menge Ammoniak) so schneli zugetropft, 
dass die Reaktion nicht zu sturmisch vonstatten geht. Die gelbe 
Losung wird durch die Reaktion sofort entfarbt. Sobald alles zuge- 
geben ist, wird unter Riihren noch 5 Minuten weitergekocht und dann 
mit Eis von aussen rasch abgekiihlt. Dauer der Erhitzung nietit mehr 
als 10  Minuten insgesamt. Wcnn das Gemisch abgckuhlt ist, wird, 
immer unter gutem Riihren, halbgesiittigte Ammoniak- oder Soda- 
losung zugegeben bis zur  deutlich lakmusalkalischen Reaktion. Xu11 
wird vom Zinkcarbonat resp. Zinkhydroxyd abfilt,riert, der Ruckstnnd 
nschgewaschen und aus cler Mutterlauge die 4-Amino-succirianilsaure 
gefallt, indem man durch Zugabe von Salz- oder Essigsaure sehr 
schwach lakmussaner macht. Wenn man rasch arbeitet, erhiilt man 
auf diese Weise eine nahezu farhlose FBllung. Diese wird abgesaugt, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator fiber 
Calciumchlorid getrocknet. Ausbeute : lS,5 g = SS yo der Theorie. 
Smp. des rohen Produkts 181,5O korr. 

Re in igung  : Um grossere Mengen der ~-Amino-succinanils~iure 
zu reinigen, ist die Umkrystallisation aus heissem Wasser mit Tier- 
kohle zu verlustreich. Wir haben daher die 4-Amino-succinanilsa~ire 
mit Salzsiiure i n s  Chlorhgdrat iibergefiihrt u n c l  die Losung dieses 
Chlorhydrsts ea,. 20 Minuten bei 400 C. rnit Tierkohle geriihrt. Darauf 
mirde filtriert und BUS dem farblosen Filtrat die SBure durch Ne11,- 
tralisieren rnit Ammoniak wieder gefaillt. Auf diese Weise wurden 
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vollkommen farblose Krystallpliittchen erhalten. 
umkrystallisiert 183O korr. 

Smp. aus Wasser 

C,,H,,O,X, Ber. C 57,66 H 5,800,h 
Gef. ,, 5733  ,, 5,709; 

111. H e r s t e l l u n g  des  Azofa rbs to f f s  a u s  4-Amino-succ in-  
an i l s au re  u n d  P f e r d e - ,  resp.  H u h n e r s e r u m .  

832 mg (4 Millimol) 4-Amino-snccinsnilsBure wurden in 100 cm3 
Wssser uncl 5 cm3 3-n. Salzsiiure gelost und auf 0 bis 5 O  abgekuhlt. 
Darauf wurde das Amin durch langsames Zutropfen \-on 4 cm3 n. 
Nstriumnitrit diszotiert unter Priifung des Reaktionsverlaufes mit, 
Iiongo- und IKaliurnjodidstiirkepapier. Gnterdessen wnrden SO em3 
Pferde-, resp. Huhnerserum rnit 30 em3 2-n. Soda gemiseht untl 
ebenfalls auf 0 bis 5O abgekiihlt. Nun wurde unter gutem Riihren 
die Diazoniumlosung in feinem Strahle in die Proteinlosung einIaufen 
gelassen und eine halbe Stuntle bei 0-5O weitergeriihrt. Darauf 
wurde die Temperatur auf Zimmertemperatur steigen gelassen. Der 
Kupplungsverlauf wurde durch Tupfproben mit alkalischer R-Salz- 
losung auf Filtrierpapier beobachtet. Die Kupplung war nach zwei 
Stunden beendigt. In einer Kontrollosung von der gleichen Alkalinitiit, 
aber ohne Serum, war die Diazoreaktion nach dieser Zeit noch ohne 
merkliche SchwSichung vorhanden. Die Kupplung war auch daran 
zu erkennen, dass sich das Gemisch in den ersten zwanzig Minuten 
tief rot fiirbte, doch war die Kupplungsgeschwindigkeit im Vergleich 
zu derjenigen bei der Kupplung von technisch gebrhchlichen Kupp- 
lungskomponenten wie R-Salz, Naphthole, NsphthFlanline etc. sehr 
klein. 

Das Kupplungsgemisch wurde nun noch iiber Sscht  bei Zimmer- 
temperstur stehengelessen. Am nachsten Norgen mmde unter gutem 
Riihren durch langssmes Zutropfen von 2-11. Salzs5ure das Azoprotein 
ausgefallt. Es wLtr eine braune, flockige, kaum filtrierbwe Fiillung. 
Diese wurde zentrifugiert und mit schwach saurer Kochsalzlosung 
gewaschen; nachher mit 2-n. Soda in Losung gebracht und wieder 
rnit 2-n. Salzsiiure gefiillt. Dsrauf wurde wieder dreimd wie vorher 
gewaschen und mit 2-n. Soda in physiologischer Kochsalzlosung 
schwach alkelisch gelost und filtriert. I n  der erhdtenen Losung wurde 
cler Azoproteingehalt durch FBllung eines aliquoten Teils bestimmt 
uncl die iibrige Losung auf Grund dieser Bestimmung auf 194 Azopro- 
tein gestellt. Zur  Konservierung wurde den zur Sensibilisierung be- 
stimmten Azoproteinlosungen 0,5 yo Phenol beigefiigt, nicht aber den 
zlir Auslijsung bestimmten, doch scheinen die Azoproteine gegen 
Bakterieninfektion sehr resistent zu sein, denn wir konnt,en sie teil- 
%-eke ein Jahr lang im Kuhlschrank aufbevahren, ohne dass sie im 
geringst en gelit t en h5t  t en. 



IT. Hers  t e l lung  v o n B i s - p - s u c cin a n i l  s B u r  e - az o - r e  s o r cin 
(nach Lnndsteiner und van der Scheer)l). 

diazot. 

OH 
f 2 HOOC. CH,. CH,. CO .NH- -XH2 

OH 

Mo1.-Gem. 548,3 
s 

HOOC. CH,. CH,. CO . S H  0 - s  

2 Millimo1 4-Amino-succinanils%ure wurden in 50 cm3 Wasser und 
6 cm3 n. Salzshre gelost uad bei 0-5O diazotiert. Darauf wurde 
1 Millimo1 Resorcin (110 mg) in 40 em3 0,5-n. Sodalosung gelost, 
auf 0-5O abgekiihlt und unter Riihren rasch zugefiigt. Die Mischung 
wurde eine halbe Stunde bei 0-5O gehalten. D a m  wurde sie mit 
verdunnter SalzsAure schmach kongosauer gemacht, so dasa der Farb- 
stoff ziemlieh vollstandig ausfallt. Dieser wurde dann von der Liisung 
dureh Zentrifugieren getrennt. Nachttem er in der Zentrifuge zweimal 
mit 50 em3 Wasser gewaschen worden war, wurde der Ferbstoff 
in 40 em3 Wasser rnit einem leichten Uberschuss von n. Natronlange 
wieder gelost uncl nochmals ausgefallt durch Zugabe von Salzsnure. 
Wieder wurcle er dreimal mit 30 em3 M‘asser gewaschen und im Vakii- 
um nher Calciumchlorid bei 7 5 O  getrocknet. 

CJIL108X6 Ber. C 56,90 H 4,41 N 15,X0& 
Gef. ,, 57,12 ,, 4,44 ,, 15,OO Asche 0,35% 

Analyse von Lundsfeiner und uwh der Scl teer l ) :  N 15,56O6 Ascfie l-2yo 

Schult,--Dcile’sche Versiiche bei mit P-Siiccinnnilsiiitre-nxo-pl.otein vor- 

V o r b e h a n  dln ng  d e r SI e e r s c h w e i n c h e n  : 

Es wurden im ganzen 2s 3Ieersehweinchen rnit 4-Succinanilsaure- 
azo-protein (Pferd) vorbehandelt, uncl zwar wurde am ersten Tag 
2 em3, am 7. Tag 2 em3, am 14. Tag 2 em3 uncl am 21. Tag 1 em3 
intraperitoneal injiziert. Der Schidtnl-Dule’sche Versuch erfolgte 
11 bis 87 Tage nach der letzten Injektion. 

b eh an ilelt en X e e r s c  hzueiiz cli en. 

Landsteiner und ~ u n  der Scheer, J. Esp. Bled. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
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R e s u l t  a t e .  
1. Bei 13 der 28 vorbehandelten Neerschweinchen gel;r,ng es, 

mit ~-Succinanils~ure-aso-protein (Huhn) einen positiven N c h d t i -  
DuZe'schen Versuch auszulosen, d. h. etmas weniger als die H&II't;t: der 
Tiere erwiesen sich auf Azoprotein als sensibilisiert. Entsprochend 
den -4ngaben von Landsteiner liess sich die Azoprotein-Uberenipfind- 
lichkeit nachweisen, trotzdem der Eiweissbestmdteil der ziir Vor- 
behandlung nnd der zur Auslosung verwendeten VerbindungtIn nicht, 
identiseh war. Dass dieser Nachweis auch im SchzcZta-Dwle'schen 
Versuch gelingt, ist eine Bestatigung der Angaben von W. Jndussohn 
und Schaafl). 

3 .  Nit Bis-p-succinanilsaure-azo-resorein liess sich eine Rc:dition 
im 8SchuZtz-DaZe'schen Versuche bei 7 gepriiften Tieren nich t, aus- 
lasen, troztdem diese 7 Tiere nachgewiesenermassen auf 4-Succinltnil- 
same-azo-protein anaphylaktisiert waren. Hier liegt eine, \vie es 
scheint, sehr wiehtige Differenz zwischen den klassischen Anaphylaxie- 
versuchen von Landsteiner und van der Scheey2) und unseren Schultx- 
Dde'schen Versuchen vor. Wir kommen auf diesen Punkt gleich 
wieder zuruck. 

Meerschweinchen 1805; vorbehsn- 
delt mit 4-Succinanilsaure-azo- 
protein (Pferd). Versuch am45. Tng 
nach Beginn der Vorbehandlung. 
I' = I 0111~ Pitu,olandol1:250. 

Sap H = 0,s c1n3 4-Succinanil- 
siiure-azo-protein 
(Huhn) l-proz. 

Raf == 0,5 om3 Bis-p-succinanil- 
saure-szo-resorcin (her- 
gestellt nach La?zdstei,cer 
u. can der Selieer) l-proz. 

.4 n in e r k u n g : Eine ansteigende 
Kurve zeigt eine Iiontrdition an. 

7: = Spulen. 

Fig. 2. 

3 .  I n  drei Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass Bis- 
p-succinanilsaure-azo-resorcin die spezifische Reaktionsfiihigkeit des 
Uterus auf eine nachfolgende Azoproteingabe aufhob, dass sich also 
in diesen Versuchen Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin analog ver- 
hielt wie der ,,Naphtholfarbstoff"' in den Versuchen \-on W. Jadas- 
soh,n und Schaaf'). In vier Versuchen aber ,,neutralisierte" Bis-p- 

Wochschr. 33, 737 (1935). 
l) Jadassohn W .  und Sckaaf, Arch. Derm. Syph. 170, 33 (1934); Schweiz. med. 

2, Landsteincr und mn der Scheer, J. Exp. Ned. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 



succinanilsaure-azo-resorcin nicht. Analoge Differenzen fsnd TV. G. 
SloZZ1) in seinen Versuchen mit Atouyl-azofarbstoffen. Deswegen 
sollen diese Resultate hier nur registriert m-erden. Sie werden spater 
tiiskutiert werden. 

4. Bis-p-succinanilshure-azo-resorcin .;rurde mit Meerschwein- 
chen-serum gemischt, 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehenge- 
lnssen und bei funf auf 4-Succinanilsaure-azo-protein (Huhn) m a -  
phylaktischen Tieren gepruft. In  einem Falle loste das Gemisch eine 
positive Reaktion aus und das geprufte Uterushorn erwies sich nach- 
her auf 4-Suceinsnilsaureazo-protem (Huhn) neutralisiert. Bei vier 
Tieren erwies sich das Gemisch als unn-irksam. Auf diesen Versixch 
kommen wir spster nochmals zuruck. 

Das Hauptresultat dieser Versuche ist die Feststellung, dass bei 
den auf das entsprechencle Azoprotein uberempfindlichen Tieren mit 
Bis-p-succinanilsaure-szo-resorch keine Reaktion ausgelost werden 
konnte. Dies widerspricht, wie schon ermhnt ,  den Versuchen von 
L andsteiner nnd van der Scheer2), bei denen der anaphylaktische 
Schock sls Test angewendet wurde. 

Nachdem H .  E. Fierz ,  W. Jadassohn und W. G. StoZZ3) nachge- 
wiesen heben, dass 2-carboxyl-4-sulfon-diazoarninobenxol-4’-arsi.n- 
saures Natrium sich im Organismus umkuppelt und dass im Organis- 
mus ein Azoprotein (4 -Phenylarsinsaure -azo-pro tein (Meerschwein- 
chen)) entsteht, haben wir uns die Frage vorlegen mussen, ob die 
Differenz zwischen den Versuchen Ton Landsteiner und vun dev 
#cheer2) imd iinsern eigenen Versuchen nicht dsrauf beruhen konnte, 
d a s s  in den Versuchen Lnndsteinev’s das Bis-p-succinsnilsa~ire-szo- 
resorcin, das intravenos injiziert wurde, sich auf Clem Wege znm 
Schockorgan umkuppelte und dass das, R-as den Schock msloste, 
nicht mehr Bis-p-succinanilsa~re-azo-resorcin Tar, sondern 4-Snc- 
cinanilshure-azo-protein (Meerschweinchen). Es ware dann ohne 
weiteres klar, dass in unsern Versuchen, in denen das Bis-p-suc- 
cinanilsaure-azo-resorcin direkt an clas Schockorgan herangebracht 
wiirde, also kehe  Gelegenheit hatte sich umzukuppeln, ’eine IZeaktion 
nicht suftreten konnte. Urn diese Hypothese zu stntzen, wizrden 
Vmkupplungsversuche mit Bis-p-succinnnilsaure-320-resorcin nnge- 
s t ellt . 

Um7cupp~icngsael.sitche mit Gis-p-sriccincriiilsd,rl.e-nao-resoi.cin. 
Uber die ersten solchen Versuche vurde oben bereits referiert, 

clenn bei der Mischung y o n  Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin init 
Meerschweinchenserum und bei der Priifung in1 Xch,i~Zt:-Dnle’schen 

I )  Stoll ,  Diss. E. T. H. (in Rearbeitung). 
2 ,  Landsteiner und nun der Scheer, ESP. Xed. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
3, J’iei-2 E l .  E., 11.’. Jadassohn und TI’. G. Stoll, J. Exp. Med. (im Druck). 
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Versuch handelte es sich bereits um solche Versuche. Diese Ver- 
suche erlauben aber noch keinen Schluss. E i n  Versuch kann so 
gedeutet werden, dass eine solche Umkupplung stattfand. Vier 
analog angestellte Versuche sind aber negativ ausgefallen. 

Es wurden nun zuerst eine Anzahl Umkupplungsversuche in 
vitro angestellt, aber nicht mit Proteinen, sondern mit R-Salz. 

Na0,S cn&a 
U m k up  p l u n g  s v e r s u c h e in v i  t r 0. 

Diese waren zuniichst rein qualitativ und wurden in der Weise 
ausgefiihrt, dass das Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin in soda- 
alkalischer R-Salxlosung gelost, und einige Zeit auf 35--40° erwarmt 
wurde. 

Zum Erkennen der Umkupplung wurde der Umstand zunutze 
gezogen, dass der Farbstoff aus 4-Amino-succinanilsiiure und R-Salz 
such im sauren Medium loslich ist, wahrend Bis-p-succinanilsa,ure- 
azo-resorcin beim Ansauern der Losung ausfiillt . Diese qualitativen 
Untersuchungen zeigten nun, dass bei Bis-p-succinanilsiiure-azo- 
resorcin tatsachlich eine Umkupplung stattfindet, und zwar deutlich 
schon nach 20 Minuten. 

Q u a n t i t a t i v e  U n t  e rsuc  hung.  
Diese wurde in der Weise ausgefiihrt, dass 

500 mg R-salz 
+ 3 cm3 Wasser 
+ 7 cm3 2-n. Sodalosung 
+ 100 mg Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin 

10 Tage lang auf 37O erwairmt mirden. Nach dieser Zeit wurde 
die Losung filtriert und das Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin dsraus 
gefallt und durch mehrfaches Umfiillen gereinigt. Dann wurde es 
bei 50° im Vakuum uber Calciumchlorid getrocknet und analysiert, 
urn die Veranderung des Stickstoffwertes zu untersuchen. 

C,,HZ4OSN, Ber. N 15,34 Gef. N 13,040/, 
Vor der Umkupplung Gef. N 15,00q/, 

U m k u  p p l u n  g s v er  such  e in  v iv  o ( S c h 46 It 2 - D cc 7 e ' s ch e V e r- 
s u c h  e an mi  t B i s - p  - s u c c inani l  s Bur e - a 2; o - re  8 o r  cin v o r b e - 

h an de  1 t e n  &I e er  s c h \v e i n  c h en  ). 
Nsch den Versuchen von H .  E. Pier;, W .  Jndnssohn Und W .  G. 

~%lz ' )  mit dem 2-carbosyl-4-sulfon-diazo~minobenzol-~'-ars~sauren 
X-ntrium lag es ausserordentlich nahe, das Bis-p-succinanilsikure-azo- 
~ s o r c i n  auf Umkupplung in vivo in folgender Weise zu untersuchen: 
Wcnn Bis-p-succinanilsBure-azo-resorcin' in vivo zu dem entsprechen- 
dcn Azoprotein umkuppelt, so war nach den oben errriihnten Unter- 
- _____ 

') Fierz 11. E., V. Jadassohn und TV. G. Stoll, J. Exp. Med. (im Druck). 
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suchungen zu erwarten, dass mit Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin 
vorbehandelte Meerschweinchen sich nachher als auf 4-Succinanil- 
s&ure-azo-protein uberempfindlich erweisen \Turden ( Sensibilisierung 
(lurch das im Korper entstandene 4-Succinanilsaure-azo-protein 
(Xeersehweinchen)). Es Tvurde ciaher 8 Meerschweinchen Bis-p- 
suceinanils8ure-azo-resorcin intraperitoneal injiziert (am 1. Tag 3 em3, 
am 7. Tag 3 cm3, am 14. Tag 3 cm3 und am 91. Tag 6 em3 l-proz. 
Lijsunp). 

R e s u l t a t .  
Das Hauptresultat dieser Versuchsserie ist folgendes : Von den 

vorbehandelten Tieren erwiesen sich alle acht als auf 4 - 5; u c c in a n i l -  
s an r e -a z o - p r  o t e in  (Huhn) anaphylaktisiert, n i  c h t a be r auf 
B i s - p - s u c c i n a n i l s ~ u r e - a z o - r e s o r e i n .  Bei einem Tier war das 
Resultat fraglich. Die oben Tviedergegebene Voraussetzung trifft 
also tatsachlich zu, d. h. es ist erwiesen, dass sich Bis-p-succinmil- 
saure-azo-resorcin in vivo in 4-Succinanilsaure-azo-protein (Meer- 
schweinchen) umwandelt. Damit scheint such erkliirt, wieso es 
Landsteiner und van der Scheerl) gelungen ist, mit Bis-p-succinanil- 
siiure-azo-resorcin ohne Eiweiss-Schiene den anaphylaktischen Schock 
auszulosen. Es ist sehr mahrscheinlich, d a s s  das ,  was  i n  d e n  
Lands te ine r ' s chen  Versuchen  d e n  Schock  aus los t e ,  g a r  
n i c h t  d a s  B i s - p - s u c c i n a n i l s ~ u r e - a z o - r e s o r c i n ,  s o n d e r n  d a s  
auf  d e m  Wege zurn Schockorgan  e n t s t a n d e n e  4 -Succ inan i l -  
s a u r  e - a z o - p r o  t e i n  (Me e r s c h we i n c h en  ) ~f a r. 

Meerschweinchen 677 ; vorbehan- 
delt niit Bis-p-succinanilsaure-azo- 
resorcin (nach L a n d s t e i n e r  und 
c a n d e r  Scheer hergestellt). Versuch 
am 4i. Tag nach Beginn der Vor- 
be handlung. 
P = 1 cm3 PituglandolI :250. 
X = Sp$en. 
Sap 11 = 1 cm3 I-Succinanilskiurc- 

azo-protein (Huhn) 
1 -praz. 

Raf L = 1 c1n3 Bis-p-succinanil- 
saure-azo-resorcin (her- 
gestellt nach L a n d s t e i n e r  
u. ' L ' Q ~  der Scheer) 1-proz. 
Losung. 

A n  m e r k u n g : Eine ansteigende 
Kurve zeigt eine Kontrsktion an. 

Fig. 3. 
--- 

l) L n n d s t e i n e r  und c a n  der Scheer,  J. E X ~ .  Illed. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
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Wenn es Landsteiner und +an der #cheer1) mit zwei chemisch 
bekannten Substanzen im Gegensatz zu allen friiheren Versuchen 
gelang, den anaphylaktischen Schock auszulosen, s o b e r u h t d ie  s e s 
h o c h i n t e r e s s a n t e  P h a n o m e n  n i c h t  e t w a  d a r a u f ,  d a s s  h ie r  
e ine  E iwe i s s -Seh iene  z u r  Aus losung  des  a n a p h y l a k t i s c h e n  
Schocks  t iberf lussig i s t ,  s o n d e r n  d a r a u f ,  d a s s  d iese  E iwe i s s -  
Sch iene  i m  O r g a n i s m u s  a n  d ie  chemisch  b e k a n n t e  S u b -  
s t a n z  a n g e h a n g t  wird2) .  

Dadurch ist auch erklart, dass im SchuZtz-Dcde’schen Versuch, 
in dem das Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin direkt ans Schock- 
organ gelangt und keine Gelegenheit hat, sich auf dem Wege dahin 
umzukuppeln, mit dieser Substanz eine Reaktion nicht erzielt werden 
kann ; und zwar weder, wie schon erwahnt, bei den mit 4-Succinanil- 
saure-azo-protein sensibilisierten Tieren, noch bei den 6 gepruften 
Tieren der letzten Versuchsreihe. 

Versuche mit einem anders hergestellten Bis-p-succinanilsaure-aco- 
resorcin. 

Es ist bei der sonst grossen Stabilitat der Mono- und Disazo- 
farbstoffe eine auffiillige Peststellung, dass sich ein solches Bis-p- 
succinanilsaure-azo-resorcin in vitro und in vivo umkuppeln kann. 
Zur Ausliisung des anaphylaktischen Schocks muss diese Umkupplung 
zudem, menn auch nur z-u einem kleinen Teil, innerhalb ganz kurzer 
Zeit erfolgen. Wir zogen nun die Miiglichkeit in Retracht, dass man 
vielleicht dats Ris-p-succinanilsaure-azo-resorcin auf andere Art so 
herstellen konnte, dass es in seinem Verhalten vom Lundsteiner’schen 
abweichen wiirde. 

Es ist nBmlich bekannt, dass man bei der Herstellung von Disszofarbstoffen von 
dieser Art in der Technik anf gewissc Schwierigkeiten stossen kann. Wir venveisen auf 
das Beispiel des Dianilbrauns 3 G S. wo man die Kupplung von Diazosulfanilsaure mit 
In-Phcnylendiamin zu Sulfochryaoidin G unter sorgfaltiger Einhalt.ung von bestimmten 
Bedingungen ausfiihren muss, urn einen richtigen 3lonc.azofarbstoff zu erhalten, der fiir 
die Herstellung von Polyazofarbst~offen bruuchbar ist ( F i e r ~ ) ~ )  ‘). 

1) Landsteinsr und m i l  der  Schter, .J. Exp. Ned. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
2)  In diesem Zusamnienhang scheint es wichtig, auf die erst nach Abschluss diesrr 

-4rbeit etschienene Publikation von Ln,idst:iJier und Jasobs5) hinzumeisen, in der gczeigt 
wcrden Imnnte, dass eine Vorbehand!nng von Meerschweinchen mit C1- und X0,-sub- 
stituierten Benzolen zur Bildung von Vollantigenen mit dem korpereigenen Eiweiss fiihrt. 

Es sei hier such auf eine iltere Arbeit von Iilopstoek und Selfera) hingewiesen, die 
(lurch Injel<t,ion des Di&zoniuinbdrpers von Atosyl Ansphylaxie erzeugt haben. I n  diesen 
Vcrsuclien hnndelt es sich im Gegensatz zu unsern Versuchen nicht um Umkupplung. 

3, Fierz 11. E., Grundlegende Operat. d. Farbenchemie, Berlin, Springer, 1921. 
4 ,  P i e r a  ZI. E., Kiinstl. org. Farbst. (111. Band itus Herrog: Technologie der Textil- 

5 ,  Lniidstei~!er iind .liccohs. J .  Exp. Jled. 61, 643 (1936). 
6,  Klopstoek und Selter, T<!in. W’ochsehr. 6, 33, 1662 (1927). 

fasern). Berlin, S p r i n g e r  19%. 
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Bei der Vereinigung einer Diazoverbindung mit eineni Amin, 
Phenol oder deren Derivaten entsteht niimlich zuerst eine Addit,ions- 
verbindung : 

Beispiel : 
NH2 XH, 

I I 

odor : 
NH, 
I 

NH, 
I 

Man ksnn bestimmt annehmen, dnss diese *~rlditionsverbindung 
entsteht, doch ist man iiber ihre Art noch im unklaren. Diese Ad- 
ditionsverbindung gibt keinen brauchbaren Disazofarbstoff. Bei 
ltingerer Dauer geht die Additionsverbindung iiber in eine andere 
Verbindung, die Pierxl) als die Diazoamidoverbindung betrachtet. 
Auch dieser Korper gibt noch keinen brauchbaren Disazofarbstoff. 
Erst nach sehr langer Kupplungsdauer erscheint der richtige Azo-  
kijrper, welcher zu einem richtigen Disazofarbstoff weiterverarbeitet 
werden kann. Alle diese Stadien wurden ron Pieyzl)  beschrieben 
und durch Nikrophotographien der verschiedenen intermediiir er- 
scheinenden Krystallformen belegt. Diese konnen nicht imnier beob- 
achtet werden, da sich unter bestimrnten Verhdtnissen aus cler ersten 
Additionsverbindung direkt der Azokorper bildet, was jedoch auch 
im besten Falle mindestens 6 Stunden dsuert. 

Bei der Kupplung mit Resorein liegen die T-erhiiltnisse im allge- 
rneincn Bhnlich wie beim m-Phenylendiamin, nur doss stst t  der inter- 
mediBren Di~zoarnidoverbinnung der Diazo  ii t 11 er entstehen kann : 

OH 

\Venn die Kupplungsdauer nur einc hnlbe 8tunde hetriigt, \vie 
(1;~s Lurzdstcirtcr und van clcr. Schecr. angeben, so konnte die Kupplung 
vventuc.11 den von den Farbstoffteclinikern gef ~rchteten Verlsuf neh- 
n im,  (lass kein einheitlicher Disazofsrbstoff ro i l  der angegebenen 
Konstitution entsteht. Es ist nicht vorauszusehen, welcher Art tier 
(.ntstehende Kfirper ist. Da die Stickstoffanalrsen von Landsteiwr. 
11lltl can Cl~r Scheey2) fxir diesen Disazofiwhstoff innerhalb der Fchler- 

' j  PiiJrz I I .  13.. Kiinntl. org, Farbut. (111. Band 311s Herzog: Technologie der Textil- 

2 ,  I.nird,ctciwr und caw d e r  Scltccr, J .  Esp. &led. 56, 399 (1932): 57, S. 633 (1933). 
~ : : s ~ r n ) ,  IkrIiri, S p r i r i g e r  1 9 ~ 6 .  
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grenzen liegen, was wir bestiitigen konnten, miisste der Unterschierl 
in der Isomerie liegen. Es wiire z. B. denkbar, dass ein in Siiure 
unter Umstiinden ziemlich bestandiger Diazoiither entstehen wurde. 
Selbstverstiindlieh braucht das nur zum Teil so zu gehen, um eine, 
von den norrnalen Azofarbstoffen verschiedene, biologische und che- 
mische Wirkungsweise des Landsteiner’schen Bis-p-succinanils” m r e  - 
azo-resoreins zu veranlassen. Zwischen zwei auf die eine und die anderc 
Art hergestelltm Farbstoffen konnten auch stellungs-isomere Diffe- 
renzen entstehen in der Art, dass in einem Fall die Diazokorper in 
die beiden Parastellungen z u  den beiden Oxygruppen des Resorcins 
eintreten, was nach den allgemeinen Regeln wsthrscheinlich ware, oder 
dann im andern Fall die e k e  der beiden Parastellungen frei bleiben 
wurde und die Diazokorper ln die 3,d-Stellungen eintreten wurden. 

OH 
I 

Para -+ 
hOH 
.1. 

Para 

Es ist naturlich nicht leicht moglich, 
diese Vermutuw auf die e h e  oder andere 

OH 
I 
c Ort,ho 

a 
I 

Para 

auf chemisehem Wege 
Seite hin zu beweisen, - 

in erster Linie deshalb, weil es uns bisher unmoglich war, diese even- 
tuell unstabilen Verbindungen von der Hauptmasse cles wahrschein- 
lieh indifferenten Farhstoffs zu trennen. Leider mar es auch nicht 
mbglich, einen dem Bis-p-suceinanilskiure-azo-resorcin von Land- 
steiner entsprechenden Diazoiither rein darzustellen. Das gleiche gilt 
fur die Stellungsisomeren. WGr sind aber uberzeugt, dass man die 
Versuche in dieser Richtung noch ausdehnen mass. 

Auf Grund dieser Erwsgungen kamen wir zu dem Schluss, 
es sei das Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin unter Verwertung der 
technischen Erfahrungen noch einmal nach den in der Technik ge- 
brjuchlichen Nethodcn aufs sorgfaltigste herzustellen und zu prufen, 
ob dieser neue Disazofnrbstoff sich in seinem biologischen und chemi- 
schen Verhalten von clemjenigen von Lundsteiner unterscheide. Wir 
stellten daher das Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin in enger An- 
lehnung an das Beispiel von Sulfochrysoidln (Piew) her. Wir lassen 

KH, 
I -~ 

HO3+/ \>-X=N-A 
\-/ I 

Y’‘.SH2 

hier gleich die Methode folgen: 
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I. H e r s t e l l u n g  des  Monoazofarbs tof fes  (p-Succ inani l s i iu re-  
a z o - r e s o r c i n )  : 

OH 

NoLGew. 208,l 110 

OH 

4,16 g 4-Amino-succinanilsiiure wurden in 30 em3 Wasser und 
5 cm3 2-n. Salzsaure gelost, auf 0--5O abgekuhlt und dureh lang- 
sames Zutropfen von 20 em3 n. Natriumnitritlosung diazotiert. Die 
Diazo tierung wurde rnit Kongo - und Hatliumj odids tarkepapier kon- 
trolliert. Unterdessen wurden 2,20 g frisch destilliertes Resorcin 
in 200 em3 Wasser gelost, und auf 0-5O abgekiihlt. Darauf wurde 
die Losung des Diazoniumchlorids rnit Natriumacetat abgestumpft, 
bis sie nicht mehr kongosaner reagierte, und langssm zur gut ge- 
riihrten, neutralen Resorcinlosung getropft. Die Kupplung trat sofort 
ein. Die Losung wurde zuerst gelb, dann rot, und bald schied sich ein 
ziegelroter Fsrbstoff aus. Es vurde dureh Zugabe yon kleinen 
Portionen Natriumacetat dafiir gesorgt, dass die Aziditiit nie auf 
kongosauer stieg. Der Realrtionsverlauf tvurde durch Tupfproben 
auf Filtrierpapier rnit alkalischer R-Salzlosung verfolgt. Die Diazo- 
reaktion war nach einer Stunde verschtvunden. Dennoch wurde noch 
eine Stunde bei 0-5O weitergeriihrt, daraof rnit Soda versetzt, bis 
fast zur neutralen Reslition und dann itber Nacht die Temperatur 
suf 20° ansteigen gelassen. Am andern Tag murde noch eine Stunde 
lang bei 40° geruhrt und nachher durch Zugabe von 20 em3 37-proz. 
Salzsiiure und 300 em3 gesiittigter Kochsalzlosung der Farbstoff 
susgefallt, abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Dam wurde er 
nochmsls mit Soda geliist, filtriert und rnit SalzsBure wieder gefiillt. 
Nun wurde wieder abgesaugt, rnit Wasser gemaschen und im Vsliuum 
iiber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet. 

Ausbeute: 5,9 g = 90% der Theorie. 
C,,H,,O,N, Ber. ?i 12,84 Gef. S 12,5876 

3 
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11. H e r s t e l l u n g  von  Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin. 
(Disazofarbstoff , hergestellt aus dem entsprechenden 

Nonoazof arbst off. ) 
OH 

?\ 
H O O C . C H ~ . C H , . C O . N H - ~ - X H ~  + , j 

\/\OH 
\=/ 

1. Diszot. 2. Kuppeln &lol . -~em. 110 

\==/ 

1 
HOOC. CH,. CHI. CO . N H - ~ ~ - ? u ‘ = Y  J\-X=N-k-k-SH. CO. CH,. CH,. COOH 

HO, ’V \  OH 

3101.-Gew. 548,3 

\-=:/ -1 

6,6 g 4-Succinanilsiiure-azo-resorcFn wurden .in 500 em3 Wasser 
und 5 em3 2-n. Sodalosung gelost, und auf 0-5O abgekuhlt. Darauf 
wurden 4,16 g 4-Amino-succinanilsaure diazotiert und wie oben unter 
gutem Ruhren zur alkalischen Losung des Monoazofarbstoffes getropft. 
Die Kupplung ging ziemlich triige vonstatten, was wiederum durch 
Tupfproben mit alkalischer R-Salzlosung kontrofiert wurde. Die 
Diazoreaktion war erst nach 2 Stunden verschwunden. Nun wurde 
das Reaktionsgemisch bei allmiihlich steigender Temperatur uber 
Nacht stehengelassen. Am andern Tag wurde die Farbstofflosung 
mit Wasser auf 700 cm3 verckinnt, filtriert, nachher unter Ruhren 
mit 2-n. Salzsiiure ausgefiillt und auf der Nutsche abgesangt. Darauf 
wurde das entstandene Bis-p-succinmilsaure-azo-resorcin nochmals 
mit Ammoniak in Losung gebracht, wieder gef allt, grundlich gewaschen 
und zum Schluss im Vakuum uber konz. Schmefelsaure getrocknet. 

Ausbeute: 10,4 = 95 yo der Theorie. 
C,,H,,O,N, Ber. C 56,90 H 4,41 N 15,34% 

Gef. ,, 57,22 ,, 4,53 ,, 15,32 Asche 0,33O6 

11% machten die Beobachtung, dass dns Bis-p-succinanilsaure- 
azo-resorcin, hergestellt nach der Nethode V O I ~  Lunclsteiner und uan 
der Schcerl), beiiri Verdiinnen mit starkem Alkali eine violette his 
blaue Farbe annimmt. Dieser Effekt ist bei Clem nach der neuen 
Methode hergestellten Kiirper nicht erzielbar. Er behalt seine Farbe 
such bei dieser Behandlung bei. Dns brnchte uns die Gewissheit, 
(lass bestimmte Unterschictle zwischen den beiden Priiparaten be- 
stclicn untl wenn sie aueh niir auf dem Reinheitsgrad beruhen. Dafur 
sprechcn such die Analysenrcault:i,te. 

l) Laiidsteirrcr und ~ * u n  der Schaer, J .  Esp. Med. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 



I;,n~kupplungsversuche mit Bis-p-succinnnilsti.ure-axo-).esorcin, hergestellt 
nach unserer 2fethode zum Vergleich rnit dem entsprechenden 

I n  v i t r o :  
Landsteiner’schen Korper. 

Diese wurden in der genau gleichen Weise ausgefiihrt wie bei den 
oben beschriebenen Umkupplungsversuchen. Bei der qualitativen 
TIntersuchung zeigte es sich, dass auch der neue Disazofarbstoff, wenn 
mch nur in viel geringerem Masse, rnit R-Sala umkuppeln kann. 

Quantitative Untersuchung : 
500 mg R-salz 

+ 3 cm3 ‘Nasser 
+ 7 cm3 2-n. Sodalosung 
+ 100 mg Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin 

wurden 10 Tnge lang auf 37O erwarmt. Darnuf in der gleichen Weise mie oben beim Land- 
steiiier’schen Disazofarbstoff gefallt und gereinigt. 

C,,H,,O,N, Ber. N l5,34 Gef. S 15,020a 
Vor der Umkupplung S 15,327; 

Bus diesen quantitativen Umkupplungsversuchen ergibt sich 
im Verein mit den vorher angefuhrten Resultaten, dass der von 
Landstein.er und van der 8Scheerl) hergestellte Farbstoff in vitro viel 
leichter umkuppelt als der nach den Methoden der Technik herge- 
stellte. Der Unterschied wird gezeigt durch das Absinken des Stick- 
stoffwertes durch die Behandlung mit R-salzlosung. Diese Ver- 
rriinderung des Stickstoffgehaltes bet’ragt beim Landsteiner’sc,hen 
Produkt 1’96, wiihrend der Gehslt beim sndern Produkt nur um 
0,30 erniedrigt wird. 

I n  v i v o :  
(Schultz-Dale’sche Versuche  a n  m i t  den1 n a c h  t e c h -  
ni s c h e n 91 e t h o d e n  h e r  g e s t e 11 t e n  B is - p - s u c c i n  a n i 1 s a u r  e - 

ax o - r e  s or  c i n v o r b e h a n d e I t8 e n Me e r s c h we  inch  e n.) 
8 Meerschweinchen wurden, genau entsprechend‘ denjenigen, 

welche mit dem Landsteiner’schen Bis-p-succinanilsiiure-azo-resorcin 
1-orbehandelt worden waren, mit Clem nwh  technischen 3Iethoden 
llergestellten Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin vorbehandelt und im 
SckuZt~~-Dnle’schen Versuch wierlernm -c-ollkomnien entsprechend 
jener Serie von Tieren mit 4-SuccinsnilsBure-3zo-protein (Huhn) 
gepruft. Von den 8 untersuchten Tieren erwies sich nur ekes  %Is 
amf 4-SuccinanilsBure-azo-protein sensibilisiert, bei einem war die 
Reaktion fraglich und bei allen andern negetiv. Die beiden Disazo- 
farbstoffe, die in bezug auf ihre Rruthoformeln iclentisch sein sollten, 
llntcrscheiden sich also nicht nur durch die Fsrbveriinderung in starkem 
~- - 

I) Laiidstriizer und van der  Sch,eer, J. Esp.  Ned. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
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Alkali und durch die verschieden starke Umkupplung mit R-salz, 
sondern vor allem durch ihre Umk’upplungsfahigkeit im Organismus 
des Meerschweinchens. 

Ein weiterer Enterschied zwischen diesen beiden Produkten sei 
hier nebenbei erwahnt. Bei den rnit Landsteiner’s Bis-p-succinanil- 
saure-azo-resorcin vorbehandelten Tieren erwies sich der ‘C‘terus bei 
der Sektion als sehr deutlich rot-blau gefarbt, wahrend dies bei den 
mit dem neuen Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin vorbehandelten 
Tieren gar nicht der Fall war (auch das rnit dem neuen Farbstoff 
auf 4-Succinanilsaure-azo-protein (Huhn) ana2hylaktisierte Tier 
zeigte keine Farbung des Uterus). Eine genauere Analyse dieser 
sehr interessanten Vitalfarbung ist im Gange. 

Zusixmmenjassung. 
1. Es wurde z. T. nach Landsteiner und van dev Scheer, z. T. 

nach anclern Verfahren 4-Nitro-succinanilsaure, 4-Amino-succinanil- 
same, 4-Succinanilsaure-azo-resorcin, Bis-p-succinanilsaure-azo-resor- 
ein und 4 - Succinanils~ure-azo-pro teine herge s t ellt . 

2. Bei mit 4-Succinanilsaure-azo-protein (Herd) vorbehandelten 
Meerschweinchen fallt der SchuZttx-Dccle’sche Versuch mit 4-Sueeinanil- 
saure-azo-protein (Huhn) positiv Bus, w a  h r e n d  rnit Bis  -p  - sue  - 
c i n a n i l s a u r e  - 8 2  o -resor c in  i m  Schz6Ztx-DaZe’sc h e n  Versuch  
ke ine  R e a k t i o n  e rz i e l t  werden  kann .  (Gegensatz zu den Ver- 
suchen von Landsteiner und can der Scheer’), in denen rnit Bis-p- 
succinanilsaure-azo-resorcin anaphylaktischer Schock ausgelost wer- 
den konnte.) 

3. W e r d e n  Meerschweinchen  rnit d e m  n a c h  L a n d s t e i -  
n er ’ sl) V o r  s e h r i  f t h e r  ge s t e 11 t en B i s  - p - s u c c i  n an i l s  aur  e - a z  0- 
r e so rc in  v o r b e h a n d e l t ,  s o  e rweisen  sich diese T ie re  i m  
# c  hu 1 t x - D a Z e ’ s c h e n  Ver  suc h a uf 4 - S u c c i  n an i l  s Bur e -a z o - 
p r o t e i n  sens ib i l i s i e r t ,  n i c h t  a b e r  ttuf B i s - p - s u c c i n a n i l -  
s au re -azo - re so rc in .  

4. Es wurden in vitro Versuche gemncht, die eindeutig zeigten, 
dass Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin in alkalischer R-salzlosung 
umkuppeln kmn.  

5. Das nach der Vorschrift von Lnndsteiner nnd w n  der #cheer1) 
hergestellte Bis-p-succinanilsaure-aao-resorein loste sich in vie1 
konzentriertem Alkali rnit violetter Farbe, wahrend das nach unsrer 
Nethode hergestellte bei gleicher Behnndlung orangerot blieb. 

6. Die beiden Farbstoffe zeigen auch bei den Cmkupplungs- 
%*c.rsuchen in vitro mit 33-sale ein verschiedenes Verhalten. 

7 .  Mit dem nach den Methoclen cler Industrie hergestellten 
nis-I)-succinmnils~Lure-szo-resorcin vorbehandelte Xeerschweinchen 

Lrwrhhm+ und [ n u  d e r  Sehecr ,  J .  Esp. Ned. 56, 399 (1932); 57, S. 633 (1933). 
- -~ - 
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sind im Gegensatz x u  den mit dem nach Landsteiner und van der 
S'cheerL) hergestellten Proclukt nur ausnahmsweise auf 4-Suecinanil- 
sBure-azo-protein sensibilisiert. 

B u s  d i e s e n  Versuchen  milss d e r  S c h l a s s  gezogen  wer -  
d e n ,  d a s s  d a s  n a c h  Lands te ine r  u n d  vibn iler. #cheer1) h e r -  
g e s t e l l t e  Bis-p-succinanilsaure-azo-resorcin i n  vivo i n  
4 - S u c c i n  an  i 1 s Bur e - a z o - p r o t ein u m k u  p p e It. D a r a u s e r g  i b t 
sieh,  d a s s  d i e  v o n  Landsteinerunclvun cler S 'cheerfestgestel l -  
t e  s chockaus losende  W i r k u n g  des  B i s -p - succ inan i l sau re -  
s zo - re so re ins  n i c h t  d i r e k t  auf d iese  chemisch  b e k a n n t e  
S u b s t a n z ,  s o n d e r n  a u f  d a s  i n  vivo auf  d e m  Wege z u m  
S c h o c k o r g a n  e n t s t e h e n d e  U m k u p p l u n g s p r o d u k t  4 - S u c c i -  
n a n i l  s Bur e - a z o - p r o  t e i n ( 31 e e r s c h m e i n  c h e n  ) z u r  u c kz uf u h - 
r e n  s e i n  d i i r f t e .  

Solche Umkupplungen im Organismus erscheinen uns von 
grossem biologischem Interesse (vgl. H .  3. Fierz-Durid, W .  Jadassohn 
und W. A'toll) ". 

Der Eidgen. Volkswirtschaftstiftung, sowie Frau Prof. Dr. Bruno Bloch mochten 
wir auch an dieser Stelle fur die finanzielle Forderung unserer Untersuchungen den besten 
Dank aussprechen. 

Organisch-technisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hoch- 
schule und Dermatologische Klinik der TTnix-ersitBt Zurich. 

3. Stereoisomere o-Nitro- und o-Amino-stilbene, o-Amino-dibenzyl 
und Ringsehluss zu Phenanthren bzw. Dihydro-phenanthren I1 

(4. Mitteilung uber cis-trans-isomere Stilbene3)) 
von Paul Ruggli und Alfred Staub. 

(17. XII. 36.) 

Vor kurzem hsben wir gezeigt3), dass clureh pnrtiellt! katalytische 
Hydrierung von o-Nitro-tolan (I) ein iiliges Amin entsteht, in welchem 
die cis-Form des o-Amino-stilbens (11) vorliegt. Diese lasst sich - 
im Gegensatz zur trans-Form - durch Diazotieren und Behantleln 
mit Knpferpaste in P h e n a n t h r e n  (111) iiberfnhren. 

H H 
>c c< 1'-\ 

~ - c z c ~  3 NI C > X H 2  0 __f c1>-(> 
(11) (111) 

NO, (1) 
._ 

Lniidsteiner und can der Seheer, J. Exp. filed. 56, 399 (1933); 57, S. 633 (1033). 
?) €I. E. Fierz, W .  Jadassohn und W .  G. Stoll, J. Esp. Xed. im Druck. 
3, Letzte Mitteilung Helv. 19, 1285 (1936). 


