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I m  Stoff von Smp. 96-97O diirfte die B-Tria~c,t,ll-D-difiit~~losc (IS) :ind ini Stoff 
voni Smp. 115-117" die cc-Triacetyl-D-digitalose (X ) vorliegcn. 

F r a k t i o n e n  1 7  - 23  lieferten 60 mg gelben Sirrip, B N S  d e ~ n  kciiic. lirgstalle z l i  
erhalten waren. 

In weiteren Ansatzen liess sich die B-Triacetyl-11-digitakrxr ( I S ) ,  dii: dcn Hauptteil 
des Acetatgemisches ausmacht, durch Impfen des i l l  ,ither-Pct,rc,latlicr pli ist tn R o b  
sirups direkt krystallisiert erhalten. Einc Probe voii synthc clwr i)-I)igitxlosr (XI)  
wurde wie oben beschrieben acetyliert und gab nacli lmpfeii it kryst. IS Krystalk, 
die bei 96-97O schmolzen; ebenso schmolz die Mischpt,obc. 

teils im mikroanalytischen Laboratorium der Organ.-( hem. .hist:ilt clrr t.nivtmitat ISascl 
(0.9.B.) susgefuhrt. 

Die Mikroanalysen wurden teils im Laboratoriiirtl von E'. I I '  

Z us am m en  f a s R II 11 g . 

galaktosid- ( I ,  5>-3-methyl&thev synthetisicbrt. 

kr~st~allisierter x-Triacetyl-u-digitalose wird besc.hr.ichcn. 

I .  u-Digitalow wurde ausgehend vom 4,6-  I ~ r r i z : 1 1 - ~ - n i ~ t l i ~ - l - l ) -  

2. Die Bereit,ung von krystallisierter ~-'l'ria'c.et?-l-u-tligit :\lose un(1 

Pharmazeutische Anxt;tlt der rniversitiit Basel. 

25. Versuche zur Herstellung kunstllicher Komplexantigene 
der Steroidreihe. 

1. Mitteilung. 

Diazotierbare Ester des A5-Androqttm-3,3, 17~9-cliols 
von C. A. Grob und M. W. Goldbergl). 

(18. XII. 48.) 

Im Zusammenhang mit Versuchen z i n  Fehthtrlluiig t1c.r poten- 
tiellen Antigenitat von Steroiden2) haheri wir uns \ or e i n i p n  ,Jahreir 
mit dein Problem der Herstellung kuristlich(1r I(oni1,l~'a:inti~rne 
dieser Verhindungsklasse hefasst. Vom elicit I C I I  Staiit~piinkt aus 
konimt es darauf an, Methoden anzuu~eird rlche e.; gwtatten, 
Steroidmolekel in Proteine einzubauen, ohne c l a h s  A\hk)au otler 
Denaturierung tler letzteren eintritt. Zu tlcn michtigstcn clicwr 1 - e ~  
fahren gehort die ~7on Landsteiner3) einget iilirte I)iazoniiininirthocle, 
bei welcher die einzufuhrende BIolekel al.; Diwzoriiuniwlz iiiit tlcrrl 
Protein gekuppelt wird. So ist es in 1etztc.r Zeit HookP, ,  untl Boyd4) 

l) Jetzige Adresscn: C.A.G., Chemische Anstalf tler I 'nruvriitat 1; M. I I  .u.. 
Hoffmann-LaRoche, Inc., Nutley, New Jersey, USA. 

Universitat Zurich, der die biologischen Versuche durtligrEuhrt hat, mgcrrgt. 
2, Diese Arbeit wurde von Prof. H. Mooser, Diic~ktor dw H?gieric 1riit1tntc.s t i t  I 

3, Landsteinrr, The Sprcifity of Serological Reat t ions, S. 101, Springfivltl 19%. 
*) Hooker und Boyd, J.  Immunol. 38, 479 (1940) 
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gelungen, mittels dieser Methode Strychnin und Eiweiss zu ejnem 
Antigen zu verbinden. Ferner gelang es King und Pranks1)  diazo- 
tierten Oestron-p-aminophenylather an Casein zu kuppeln. Ebenfalls 
grosse Bedeutung zur Herstellung markierter Antigene besitzt die 
Azidmethode. Diese beruht darauf, dass sich Saureazide niit freien 
Aniinogruppen von Proteinen umsetzen. Ein Beispiel dieser Art be- 
schreiben Butler und Mitarbeiter2). Diese Autoren stellten ein Antigen 
her, indem sie Aeetyl-salicylsaure uber das Saureehlorid in ein Azitl 
iiberfuhrten und letzteres mit Serumglobulin kuppelten. Als weitere, 
ebenfalls sehonende Methoden zur Einfiihrung von Substituenten 
in Proteinmolekeln seien die Oxa~olonmethode~) und die Isocyanat- 
methode4), welche in letzter Beit hiiufig verwendet wurde, erwahnt. 
Wir beriehten im folgenden iiber die Herstellung von Androstentliol- 
estern der 4-Amino-2-sulfo-benzoes~ure und deren Kupplung mit 
verschiedenen Proteinen naeh der Diazoniummethode 5). 

Da das d 5-Androsten-3 8-17 j3-dio16) keine funktionelle Gruppe 
besitzt, mit der eine direkte Umsetzung mit Proteinen moglich ware, 
ist es notwendig, zuerst ein Derivat herzustellen, welehes direkt oder 
nach entsprechender Umwandlung diazotiert und mit Eiweiss ge- 
kuppelt werden kann. Rls diazotierbare Komponente schien uns ein 
SBurechlorid oder Anhydrid, welches eine diazotierbare Aminogruppe, 
resp. eine reduzierbare Nitrogruppe, enthalt, geeignet. Wir verwen- 
deten zunachst die p-Aminobenzoesaure und setzten diese mit 
Androstendiol-3-monoaeetat (I) um. Infolge der ausserst geringen 
Loslichkeit der Salze dieses Aminoesters I1 war es nicht moglich, 
die Verbindung xu diazotieren, so dass nach loslicheren Derivaten 
der p-Aminobenzoesaure gesucht wurde. Wir entschlossen uns daher 
zur Verwendung der 4-Amino-2-sulfo-benzoeslure (111). Bur Her- 
stellung yon Halbestern dieser SBure kommen die Chloride und An- 
hydride IV bis VII in Betracht, wobei sieh spater allerdings nur das 
Anhydrid der 4-Nitro-2-sulfo-benzoesaure (VII) als brauchbar erwies. 

Die 4-Amino (resp. 4-Nitro)-2-sulfo-benzoesaure7 welche zur 
Herstellung der Verbindungen I V  bis VII in Frage kommt, ist in 
der Eiteratur beschrieben’). Von den 4 Verbindungen IV bis VII 
war nur das Dichlorid der 4-Nitro-2-sulfo-benzoesaure (T) bekannt. 

l) King und Franks, Am. Soc. 63, 2042 (1941). 
3 ,  Butler, Harington und Yuill, Biochem. J. 34, 831 (1940). 
3, Lettrk und Fernholz, Z. physiol. Ch. 266, 31, 37 (1940); Lettrd, Buchholz und Fern- 

holz, ibid. 267, 108 (1941). 
4, liopkins und W o r m l l ,  Biochem. J. 33, 908 (1939); Fieser und Creech, Am. Soc. 

61, 3502 (1939); Creech und Jones, Am. Soc. 63, 1661 (1941); Green und Creech, Am. SOC. 
68, 2401 (1946). 

5 ,  Keiner der dargestellten Ester besass antigene Eigenschaften; s. Mooser und 
Crilichess, Schw. Z. Path. Bakt. 4, 375 (1941). 

6,  Im folgenden Androstendiol genannt. 
’) Hedrick. Am. 9, 411 (1887); Kastle, Am. I I, 179 (1889); Taaerne, R. 25, 63 (1906). 



Dirses wurde von Kastlel) (lurch Erhitzen der freien Siiure oder des 
sauren Natriumsalzes mit Phosphorpentachlorid erhalten. Wir rer- 
suchten, diese Reaktion auf die 4-Amino-2-sulfo-benzoesaure zu 
iibertragen und erhiclten das Sauredichlorid IV a1s unreines <)l, 
welches sich weder krystallisieren noch destillieren liess. Durch Be- 
handlung mit illkohol gewannen wir daraus in nur schlechter f lus-  
beute den Monoathylester VIII, welcher ein inneres Salz bildet. Das 
Siiureilichlorid I V  wies uberdies derart unerfreuliche Eigenschaften 
m f ,  dass suf seine weitere Verwendung verzichtet wurde. 

Bei der erwahnten Herstellung des Dichlorids der 4-Nitro-2- 
sulfo-benzoesaure nach Kastle entsteht kein einheitliches Produkt, 
soridern ein Gemisch yon zm-ei Isomeren. Kemsm urid G r a y 2 )  schreiben 

~ ._ 

l) Kustle, Am. I I, 179 (1889). 
2, Remsen und Gray, Am. 19, 496 (18'35). 
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(lei1 beiden Formen in Analogie zu den zwei isomeren Phtalylchloriden 
tlie Formeln IT und IX zu, namlich die symmetrischc Form V dem bei 
Y8O schmelzenden Produkt und die unsymmetrische Form I X  dem 
Korper vom Smp. 57O. Da aber naeh Eendemonl) beide Isomeren 
mit Alkohol denselben bei 6,'i0 schmelzenden Halbester X ljefern, 
kann auf die Isolierung der einzelnen Isomeren verzichtet werden. 
Wir haben diese Angaben bestgtigen konnen und den Halbester X 
niit Wasserstoff in Gegenwart von Raney-Nickel zum fruher erhal- 
tenen Athylester drr 4-Amino-2-sulfo-henzoesaure (VI I I )  reduziert. 
Weniger gut verlief tlie Reduktion mi t Animonsulfid. 

Um Erfahrungen fur die Veresterung mit Steroiden zu  samnieln, 
hahen wir das Dichlorid V auch mit der berechneten Menge absoluten 
Athglalkohols in Gegenwart von Pyridin rerestert und ebenfalls den 
Monoathylester X erhalten. Kei dieser Operation wirci also die Sulfo- 
chlorid-gruppe in die freie Sulfosaure-gruppe verwandelt. Bei der 
Yeresterung des Diehlorides V mit p-Dehydroantlrosteron (XI)  in 
analoger Weise m7urtle ein kry stallines, chlorhaltiges Produkt erhalten, 
welches auf Grund der Analyse das Sulfochlorid des Nitrosulfobenzoe- 
saure-esters des p-Dehydroandrosterons (XII)  sein durfte. Es war 
also in diesem Fall die Sulfochloridgruppe nicht verseift worden. Bei 
Versuchen dies nach traglich zu tun, wurden nur uneinheitliche Pro- 
(hk te  erhalten, aus denen sich keine krystallinen Verbindungen 
isolieren liessen. 

Das Dichlorid TT u-itrtle in gleicher Weise mit Androstendiol-3- 
monoacetat ( T )  umgesetzt. Auch hier wurde eine chlorhaltige, kry- 
stalline Verbindung isoliert, welche auf die Formel cines Sulfochlorid- 
esters XI11 stimmencle Analysenwerte gab. Die Verbindung liess sich 
durch wasseriges Dioxan in Gegenwart von Natriumacetat nicht ver- 
seifen. Auch gelang es nicht, mit Wasserstoff in Grgenwart ron  
Platin durch Reduktion tier Nitrogruppc unter reduktiver Eli- 
minieritng des Chlors zu einheitlichen Verbindungen zu gelangen. Wir 
gahen deshalb die Versuche mit dem Dichlorid der 4-Nitro-2-sulfo- 
henzoesaure (V) auf und itntersuchten die Endoanhydritie der 4- 
,Imino- (resp. l-Nitro-)2-sulfo-benzoesaure (TI) resp. (VII). 

Das Endoenhydrid tier unsitbstituierten o-Sulfo-benzoesaure 
entsteht leicht aus der freien Saure durch Erhitzen mit oder ohne 
Phosphorpentoxyd, sowie durch Rehandlung mit Acetylchlorid. Aus 
dem neutralen Kaliumsalz wird es durch Erwarmen mit Phosphor- 
pentachlorid erhalten und aus dem sauren Kaliumsalz mit Phosphor- 
pentachlorid, Thionylchlorid oder Phosphorpentoxyd2). Auf die 
4-Amino-2-sulfo-benzoesiiure ubertragen, fiihrte keine dieser Me- 
thoden zum Ziel. Die 4- N i t r o  -2-sulfo-benzoesaure ging jedoch nach 

l )  Henderson, Am. 25, 1 (1901). 
2 ,  Vgl. die Literaturiibrrsicht in: Organ. Syntheses, Coll. Vol. I ,  495 (1946). 
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diesen Verfahren in durchwegs guten Ausbeuten in das 4-Nitro- 
2-sulfo-benzoesaure-endoanhydrid (VII )  uber, wie im experimentellen 
Teil naher beschrieben wird. Mit Alkohol geht dieses Anhydrid glatt 
in den fruher erwahnten Monoathylester X uber. 

Wir fuhrten zunachst die Synthese dos Androstendiol-l7-(4’- 
amino-2’-sulfosaure)-benzoats (XVI) durch. Das Nitro-sulfobenzoe- 
saure-anhydrid (VII) liess sich in benzolischer Losung glatt mit 
Androstendiol-3-monoacetat (1)l) umsetzen. Der erhaltene Ester 
(XIV, H statt Na) konnte jedoch nicht mit freier Sulfogruppe iso- 
liert werden, da sich die Verbindung in dieser Form nach langerem 
Stehen in Losung oder nach dem Abdampfen des Losungsmittels 
rasch verfiirbt. Durch Zusatz von Natriumcarbonat oder Pyridin er- 
halt man aber bestandige Salze (XIV), welche mit Natriumcarbonat- 
losung tlirekt in 3-Stellung partiell verseift werden konnen. Interes- 
santerweise ist das so erhiiltliche Salz XV benzolloslich und kann da- 
durch bequem von den begleitenden Salzen rein abgetrennt werden. 

XIV R = CH3C0 
X V R = H  

KO,S-,fi 

y 
No, XVII 

I 

NH,+ 
XVI 

-03s-(j 

I 
NH3-- XVIII 

Die Hydrierung des Natriumsalzes XT’ uber Ranry-Nickel fuhrte Zuni 
Natriumsalz des Amins XVI, und zwar unter Bedingungen, bei tleneri 
eine Abskttigung der 5,6-stiindigen Doppelbindung im Steroidgerust 
ausgeschlossen ist. Aus dem Natriumsalz kann der freie Rmino- 
sulfoberizoesaureester XVI, welcher sicherlich als inneres Salz vor- 
liegt, naeh Ansauern mit Mineralsauren krystallin erhalten werden. 
Die Bereitnng der freien Sulfosauren auf diese Weise gelingt nur bei 
den Aminosulfosaurcn, wie I11 und VIII. 

l) Ruzicka und Wettstein, Helv. 18, 1273 (1935). 
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Neben der Verbindung XVI interessierten wir uns fur den 
analogen Ester rnit einer freien Hydroxylgruppe an C-17, namlich das 
d5-Androsten-3,17-diol-3-(4’- amino-2‘-sulfosaure) -benzoat (XVIII). 
Bu seiner Darstellung wurde ,&Dehydroandrosteron (XI)  mit Nitro- 
sulfobenzoesaure-anhydrid (VII) zum krystallinen Ester XVII (H 
statt K )  umgesetzt, der aber wiederum erst naeh Uberfuhrung in ein 
Salz der Sulfosaure bestandig war. Mit Wasserstoff uber Raney- 
Nickel wurde gleichzeitig die Nitrogruppe und die 17-standige Keto- 
gruppe des Kaliumsalzes dieses Esters XVII reduziert. Die Hy- 
tirierung gelang auch rnit dem Pyridinsalz des Esters XVII (Pyri- 
tliniumion statt K). Durch Ansauern mit Salzsaure liess sieh die freie 
Aminosulfosaure XVIII bereiten, welche nur mit grosser Miihe zur 
Krystallisation zu bringen war. 

Die beiden so hergestellten Aminosulfobenzoesaure-ester XVI 
und XVIII wurden nach der Diazoniummethode an verschiedene 
Eiweissarten, nandich Huhnereiweiss, Rinderalbumin, Casein und 
Pferdeserum gekuppelt. Allgemein wurden die wasserl6slichen Na- 
triumsalze der Ester mit der berechneten Menge Nitrit diazotiert. 
Da in salzsaurer Losung die freien Aminosauren aus den Natrium- 
salzen gefallt werden, wurden die Losungen der Natrium-ester-salze 
in die vorgelegte, berechnete Menge Nitrit in verdunnter Salzsaure 
einlaufen gelassen. Die so erhaltlichen, gelben Diazoniumsalze durfen 
nicht langere Zeit, auch nicht bei O o ,  aufbewahrt werden, weil einer- 
seits die Losungen galler tig und opaleszierend werden und ander- 
seits die Gefahr der Selbstkupplung der Diazoniumsalze besteht. 

I n  Vorversuchen wurde festgestellt, dass unter den eingehaltenen 
Bedingungen, also einerseits in kalter, verdunnter Salzsaure und 
anderseits in kalter, soda-alkalischer Losung keine Verseifung der 
Aminobenzoesaure-ester stattfindet. Es wurde auch festgestellt, dass 
beim Erwarmen von Androsten-diol-17-(4’-amino-2’-sulfos~ure)-ben- 
zoat (XVI) mit 0,s-n. alkoholisch-wasseriger Halilauge wahrend zwei 
Stunden keine nennswerte Verseifung stattfindet. 

Ein Diazoniumsalz wurde in soda-alkalischer Losung gekuppelt, 
indem es bci O o  der alkalischen Eiweisslosung zugegeben wurde. Der 
Endpunkt der Reaktion wurde jeweils durch Tupfeln mit R-Salz- 
losung festgestellt. Die verschiedenen Eiweissarten wurden rnit wech- 
selnden Mengen des Steroidesters aufgeladen. J e  nach der Mengc 
waren die Azoproteine in neutraler Losung gelb bis braun, in al- 
kalischer Losung mehr oder weniger rotlich gefarbt. Die Azoproteine 
hatten zudem die Tendenz, besonders wenn stark aufgeladen, schon 
in neutraler Losung auszufallen. Durch Zutropfen von wenig Soda- 
losung konnten sie jeweils wieder gelost werden. Die beste Loslichkeit 
wiesen die Kupplungsprodukte rnit Casein auf, welche auch bei sehr 
starker Aufladung nie ausflockten. 

12 
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Dass jeweils eine Kupplung auch tal sachlivh st:tttf:mtl, ist durch 
die Verwandlung der verwendeten, fast f:irhlosrn Scrcn oder Eiweiss- 
losungen in die typisch braunen Azoprotc>ine w:\hrsc~heiiilic*h geniacht. 
Auch die Verschiebung des isoelektrisc+hcm I’unktes der Protein(. 
gegen hohere p,-Werte liess auf cine Vernntlerung der Protrinmolekel 
schliessen. Es schien aber trotzdem ratsam, wenigstens in einem Fallc 
die Anwesenheit des Androstendiol-Rvsles in einrrn Aizoproteiri 
nachzuweisen. Zu diesem Zwecke wurde das durch Uinf&lIcn gereinigte 
Protein ( d j-Androstendiol-17-( 4’-amino-:!’-sulfo)-l~enzoat :in (’asein 
gekuppelt) im 8oxkZet-Apparat durch el hopfende I h  tr:iktion niit 
Alkohol und Ather weiter gereinigt. Dann wur(1e (la s Eiweiss niit 
Natronlauge hydrolysiert, wobei natin.1ic.h alles an Aniiiio-sulfo- 
benzoesaure gebundene Androstendiol \ cmeift urid tlamit von den 
Aminosauren des Caseins abgelost wiirtle. Dicscs L~n~lli80stendiol 
musste sich durch Extraktion des Hydi.olysat x mit her isolicren 
lassen. Tatsiichlich gelang es, eine kleine AIenge Snbstanz 
wclche sich mittels p-Nitrobenzoylehlorid in ciri kr 
Dcrivat uberfuhren liess. Letzteres war niil a d  normalcm \Vege her- 
gestelltem d 5-Androstendiol-3, 1 ‘i-bis-l~-ri i t i’ob~~izo~ t nach Schmelz- 
punkt und Mischprobe identisch. 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l l ) .  
D i c h 1 or i d d e r 4 -A in i n  o ~ 2 - s ul f o - h en z o ts s a ii r c ( 11’). 

10 g getrocknete Aminosulfobenzoesaure wurden init 1 9  g Phosphorpentachlorid im 
Morser innig verrieben und in einem Rundkolben mit Ituc:kflusskiihlcr linter Feuchtigkeit’s- 
abschluss im Olbad langsam auf 140° erhitzt, wohei das Gemmgr untcr Salzsaure- 
entwicklung schmolz und zu kochen anfing. Die blasre wurdr wcitcrc 10 Minuten bei 
dieser Temperatur belassen. Each dem Erkalten wurcie der gclhc Brei im Hcheidetrichter 
mit Eis versetzt, durch Zugabe von eiskalter Sodaliisung ebcn lak mussnner gestellt und 
mit Chloroform ausgeschuttelt. Dabei traten regelmiissig lastige Emulsionen nuf, die nur 
nach langerem Stehen bei tiefer Temperatur vergiligen. Die Chloroforinlikung wurde 
achtmal mit je 50 em3 Wasser gewaschen, mit NatriuinsiilfatJ getrorknet und cingedampft. 
Es hinterblieben 7,2 g eines stark schaunienden, dicltfliissigcm <)Is, welches jedoch nicht 
krpstallisierte. 

N o n o a t h y l e s t e r  VIIT. Uas rohe Saurechloritl au rdc  glrioh niit 50 cniS absolutem 
Athanol wahrend 8 Stunden gekocht, wobei zuerst allvs in Losung ging und tlann allinah- 
lich Abscheidung eines weissen Kiederschlags von M (  )nc iathylestcr erfolgtc. Llieser wurde 
nach dem Erkalten abgenutscht und wog nach dem l’iocknen im Vskuiiniexsikkator 2,O g. 
Das Filtrat wurde im Vakuum zur Trockne verdampft , wobci 6,7 g eines roten 61s zuriick- 
blieben. Dieses wurde mit 200 em3 absolutem Athaiiol weiicrc 6 Stui i t lm gckocht. Es 
konnten jedoch nur noch 0,5 g Athylester gewonntri werdcn. Ihrrch ii~ehririaliges Cni- 
krystallisieren aus Wasser-Alkohol wies der Ester vinrn Zcl.setxuiigsi)iitikt, ron 260 bis 
270O auf. 

4,225 mg Subst. gaben 6,840 mg C 0 2  uud 1,750 nig H,O 
4,182 mg Subst. gaben 0,215 em3 N, (21”, 723  nim) 

C,H,,O,NS Ber. C 44,07 H 4,52 N 6,71 ‘IU 

Gef. ,, 44,18 ., I , B I  ,, 5.7 

l) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. 
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Mono a t  h y 1 e s t e r  d e r 4 - N i t r o  ~ 2 - s u 1 f o -be n z o e s a 11 r e ( X ). 
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2 g Nitro-sulfo-benzoesaure-dichlorid'), 0,35 om3 absolutes ,&than01 und 0,3 em3 
absolutes Pyridin wurden in 10cm3 absolutem Benzol gelost und drei Stunden unter 
Ruckflues gekocht. Dann wurde vom ausgeschiedenen Pyridin-hydrochlorid abfiltriert 
und die Benzollosung eingedampft. Die zuruckbleibende, olige Masse krystallisierte beim 
Stehen. Aus Benzol umgelost, schmolz die Substanz bei 65O, was mit den Angaben von 
Henderson2) iibereinstimmt. 

U m s a t  z v o n K i t  r o ~ s u 1 f o - be n z o e s a u r e - d i c h 1 or  i d mi  t j3 - D e h y d r o - 
a n d r o s t e r o n  zu XI13). 

1 g B-Dehydroandrosteron, in 5 em3 absolutem Benzol und 6 em3 absolutem Pyridin 
gelost, wurden mit einer Losung von l g  Dichlorid in 10 em3 absoliitem Benzol verset'zt 
und zwei Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkaltcr: wurde vom Boden- 
satz abfiltriert und das Filtrat zur Trockne verdampft, wobei 2,lR g eines zahen Oles 
hinterblieben. Kach dem Umlosen aus Chloroform-Essigester wurden $50 mg eines krystal- 
linen, chlorhaltigen Produktes erhalten, das bei 182-84O unter Zersetzung schmolz. Nach 
weiterem, zweimaligem Umlosen aus Aceton-Wasser schmolz die Substanz konstant bei 
185O untcr Zersetzung. Sie wurde 14 Stunden im Hochvakuum bci looo getrocknet. 

4,510 mg Subst. gaben 9,65 mg CO, und 2,32 mg H,O 
C,,H,,O,NClS Ber. C 58,25 H 5,647' Gef. C 58,39 H 5,76% 

U m s  a t  z vo n X i  t r o - s ul  fo  - b enz o e s a u  r e - d i  c hl o r id  mi  t 4 5-Androsten- 
3,9,17,9-diol-3-nionoacetat zu XII13). 

450 mg Androstendiol-3-monoacetat, 0,9 g Nitrosulfobenzocsaurc-dichlorid und 
0.2 cm3 absolutes Pyridin wurden in 10 em3 absolutem Benzol gelost und drei Stunden 
unter Ruckflues gekocht. Nach dem Erkalten wurde vom Bodensatz abfiltriert und die 
Benzollcsung im Vakuum abgedampft, wobei ein chlorhaltiges, gelbliches Pulver zuriick- 
blieb. Dieses krystallisierte aus Aceton-Wasser in schonen Nadeln und schmolz uach vier- 
maligem Umlosen aus Aceton-Wasser bei 205-208O unter Zersetzung. Das Praparat 
wurde 14 Stunden im Hochvakuum bei 115O getrocknet. 

3,728 mg Subst. gaben 7,009 mg CO, und 1,948 mg H,O 
C,,H,,O,NClS Ber. C 57,90 H 5,85% Gef. C 57,97 H 5,91% 

4 - N i t r o  ~ 2 - s u 1 f o - b e n  z o e s a ur  e ~ end o a n h y d r i d (VI I). 

8 g im Vakuum 
bei looo getrocknetes Dikaliumsalz der Nitro-sulfo-benzoesaurc wurden im Morser innig 
mit 2,3 g Phosphorpentachlorid verrieben und im Bombenrohr vicr Stunden auf 180° 
erhitzt. Each dem Erkalten wurde das Reaktionsprodukt zweimal mit je 100 om3 ab- 
solutem Benzol ausgekocht und vom Ruckstand abfiltriert. Aus dem eingeengten Filtrat 
krystallisierten 4,7 g Anhydrid vom Smp. 108-110° in Form harter, rechteckigcr Prismen. 
Nach weiterem, zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol-Hexan stieg der Schmelz- 
punkt auf 112O. 

3,767 mg Subst. gaben 5,04 mg CO, und 0,5 mg H,O 
C,H,O,NS Ber. C 36,69 H 1,32% Gef. C 36,51 H 1,4976 

a) Aus d e m  Dika l iumsalz  m i t  Phosphorpentachlor id .  

Das Anhydrid war sehr hygroskopisch und wandelte sich an der Luft in kurzer Zeit 
in die bei 710 schmelzende 4-Nitro-2-sulfo-benzoesiiure um. Beim Erhitzen mit Anilin 
in benzolischer Losung bildete es ein charakteristisches Anilinsalz des Anilids, Smp. 263O. 
In  Benzol war das Anhydrid ziemlich loslich, in Petrolather und Hexan schwerloslich. 

1) Kastle, loo. cit. 
z, Henderson, loc. cit. 
3) Vorarbeiten ausgefiihrt von A.  Marxei. 
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b)  Aus  dem Mono-ka l iumsalz  m i t  Thionylchlor id .  10 g im i7akuum hei 
looo getrocknetes Monokaliumsalz wurden mit 20 g 'rliionylchlorid ~-iihrcntl 18 Stnnden 
unter Riickfluss und Feuchtigkeitsausschluss auf ctciri Wasscrbitd pckocht. Nach dem 
Erkalten wurde das iiberschiissige Thionylchlorid :Lbdestillicxrt. dns I~rRl;tionsgeiiiisc11 
mehrere Male mit absolutcm Benzol ausgekocht i itid voni Riit~ltstsntl ahfiltricrt. Dica 
eingeengte Benzollosung schied nach kurzem Steheir 5.8 g kr.ysta1lisirrtc.s Anhydrid vom 
Smp. 112O aus (Ausbeute 7276). 

benzoesaure wurden mit 10 g Acetylchlorid versetzi iiiid rrnt er Kiirkf'liiw iiird Feuchtig- 
keitsausschluss 4 Stunden bei einer Olbadtcmperatui. von 115" c z t .  I ).inn wirdc dirrch 
Erwarmen im Vakuum stark eingeengt und die ausf;~ll(~ndrn Kr allr ;Ihgc.tlittscht. 411s- 

beute 1,2 g Anhydrid voni Smp. 112O. 

d)  Aus  der  f re ien  S a u r e  d u r c h  Destii1:ttioii. 2 g Sitl.ii-!iiilfli-l)enzocs8nrc, 
wurden in einem Sabelkolben bei 12 mm destillicri. Iki 1'34" ping clas Auliydrid iibw 
das sofort krystallin erstarrte. Ausbeute 1,4 g voni Sinp. 112". 

e) Wasserabspa l tung  m i t  Phosphorpeni  o i y d .  3 p dcr frcivn Siiurr wurden 
mit der eineinhalbfachen Menge Phosphorpentoxyt I I)is znr \.erf'liissigi~ng erhitzt and 
dann weitere 10 Minuten bei dieser Temperatur gehalt(*n. S a c h  dcm A t)lriihlrn der Massc 
wurdcn 25 em3 absolutes Benzol zugefiigt und watirr:id eitrer Stundr rtntcxr Kiickflns8 
gekocht. Dann wurde vom Ruckstand abfiltriert und die Benzolliisring I) ih  Z U J '  heginncnden 
Triibung eingeengt, wobei das Anhydrid in Form klt:iiier Prisiiierr an 
wurden 2,3 g Anhydrid vom Smp. 112O erhalten. 

Anil insalz  des  4 - N i t r o - 2 - s u l f o - b e n z o t ~ s ~ ~ u r e - a n i l i d s .  I p Sitro-sulfc- 
benzoesaure-anhydrid wurden in 15 em3 absoluteni Ikirzol gcliist und niit 5 cm3 drcimal 
destilliertem Anilin versetzt. Das Anilinsalz fiel in f'lockiger Forin a us uiid wurde ab- 
genutscht. Es wurde je einmal aus Wasser und Alkohol und wider  zwcirnal aus Wasser 
umkrystallisiert und schmolz dann bei 236O unter Zersetzung. Zur Anal 
iiber Nacht im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 

4,029 mg Subst. gaben 8,14 mg CO, 

c) Aus  der f re ien  Siiure m i t  Acetylcl i lor id .  2 g  wn. 

Cl,H,,0,N3S Ber. C 54,93 H 4,1376 c' 55.14 H 1,22°,, 

R e d u  k t io n de  s 4 - N i t r o  - 2 - s u l  f 0s a u r  e . il t h y 1 h r n z o a t s z LI \ . I  I I. 

Der durch Kochen von ru'itro-sulfo-benzoesa~il.~~-;i,nhydrid init ahsolutrm Athanol 
erhaltene Monoathylester der Nitro-sulfo-benzoesaiire wurde niit Rnnry-Sickel und 
Wasserstoff in Feinsprit hydriert. Nach Aufnahme tier t>heoret ischen Mcnpe von 3 Mol 
Wasserstoff kam die Hydrierung praktisch zum Stillstand. Sach  den1 Abfiltrieren des 
Nickels wurde die Losung eingedampft und der lktcir ails wasserigcin Alkohol um- 
krystallisiert. Smp. 270° unter Zersetzung. 

3,682 mg Subst. gaben 5,950 mg CO, und 1,508 rug H,O 
C,H,,O,NS Ber. C 44,07 H 4,52% (kf. C 44JO H 1,F;8°,, 

Die Reduktion wurde auch mit Schwefelwassc 
durchgefiihrt. 10 g Nitro-ester wurden in 50 em3 vertl 
Einleiten yon Schwefelwasserstoff wahrend 2 % Stii 
Nach den ersten 30 bzw. 60 Minuten wurden je 10 cni 
Das Reaktionsgemisch wurde dann auf dem Wasserbatl zur Trocknr verdanipft, in 300 em3 
warmem Wasser aufgenommen, filtriert und angesaucrt. Es bildete sich ein ftiner, weisser 
Niederschlag, der jedoch nur aus Schwefel bestand. Nach woiterem Einengen fiel ein 
weisses Pulver aus, das gut in Wasser und Lauge Iosli(.h war. Durch Umkrystallisieren aus 
wasserigem Alkohol wurde der bei 270° unter Zersetzring schtnelzende Ester erhalten, der 
sich identisch niit obigem, durch Reduktion mit Nickel urrd Wasserstoff hergestellten 
Aminoester erwies. 
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A 5-An d r  o s t e n - 3 ,!I, 1 7 ,!I - d i o 1 - 1 7 ~ ( 4’- a m i n o  - 2’- s u 1 f o s a u r e ) - b e n  z o a t (XVI). 
1,5 g Androstendiol-3-monoacctat und 1 g Nitro-sulfo-benzoesaure-anhydrid wurden 

in 50 em3 absolutem Benzol gelost und eine Stunde unter Riickfluss gekocht. Zur erkalteten 
Benzollosung wurde eine Losung von 0,7 g Soda (kalz.) in moglichst wenig Wasser zu- 
gegcben, wobei sich beim Umschiitteln das Natriumsalz des Reaktionsproduktes amorph 
ausschied. Das Benzol wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand unter Erwarmen 
mit waseerigem 50-proz. Athanol versetzt, bis eine klare Losung vorlag. Diese wurde eine 
Viertelstunde unter Riickfluss gekocht und der Sodaiiberschues mit Eisessig neutralisiert. 
Die Losung wurde dann zur Trockne verdampft und der Ruckstand zweimal mit Benzol, 
in dem das Estersalz kolloidal loslich ist, aufgekocht und abgenutscht. Nach dem Ver- 
dampfen des Benzols blieb das Natriumsalz in pulveriger Form zuriick. Dieses wurde 
dreimal mit je 50 em3 Ather digeriert, um eventuell nicht umgesetztes Androstendiol zu 
entfernen. Nach dem Trocknen hinterblieben 2,l g Natriumsalz. Ein Teil der sehr hygro- 
skopischen Substanz wurde bei looo im Hochvakuum getrocknet, zur Analyse im Schwein- 
chen eingewogen und mit Bichromat verbrannt. 

4,380 mg Subst. gaben 9,268 mg CO, und 2,360 mg H,O 
C,,H,,O,NSNa Ber. C 57,66 H 5,96% Gef. C 57,75 H 6,03% 

R e d u k t i o n :  2,l g Nitroester-salz wwrden in 100 cm3 Feinsprit gelost und mit 
Rane?j-Nickel (aus 2 g RaneyLegierung) hydriert. Nach Aufnahme von 3 Mol Wasserstoff 
blieb die Hydrierung stehen. Die Losung wurde filtriert und eingeengt. Diese wurde 
tropfenweise mit 2-n. Salzsaure versetzt, wobei die freie Aminosulfosaure in filtrierbarer 
Form ausfiel. Der Niederschlag wurde abgenutscht und mehrere Male mit Methanol zur 
Entfernung von nicht reduzierter Nitroverbindung (die noch als Natriumsalz vorliegen 
miisste) gewaschen. Zur weiteren Reinigung wurde die Substanz aus Pyridin-Athanol 
umkrystallisiert. Zu diesem Zwecke wurde die Substanz in sehr wenig Pyridin gelost und 
in der Warme Athanol zugesetzt. Nach dreimaligem Umkrystallisieren schmolz die Substanz 
bei 228O unter Zersetzung. Sie wurde 14 Stunden im Hochvakuum bei 120° getrocknet. 

3,938 mg Subst. gaben 9,196 mg CO, und 2,557 mg H,O 
C,,H,,O,NS Ber. C 63,78 H 7,21% Gef. C 63,73 H 7,27% 

Die Substanz ist schwer wasser-, alkohol- und methanolloslich. Eine Probe mit Salz- 
saure und h’itrit, dann mit alkalischer R-Salzlosung versetzt, ergab einen roten Farbstoff. 

,9 ~ De h y d  r o a n  d r  o s t e ron  - (4’- n i t r o  - 2’- s u 1 fos  a u r  e ) - b en z o a t ( XVI I). 
Eine Losung von 1,55 g @-I)ehydroandrosteron und 1,25 g P\’itrosulfobenzoesaure- 

a,nhydrid in 40 cm3 absolutem Benzol wurde eine Stunde unter Ruckfluss gekocht. Die 
Losung farbte sich rijtlich, und an den Wanden setzten sich dunkelrote Krystalle fest. 
Ein Teil der Benzollosung wurde abgedampft, wobei eine rote Schmiere zuriickblieb. 
Versuche, diese aus Aceton-Benzol umzulosen, fiihrten zu sehr wenig Krystallen, die bei 
158-160O unter Zersetzung schmolzen. Diese wurden bei Zimmertemperatur im Hoch- 
vakuum uber Nacht getrocknet. 

3,763 mg Subst. gaben 8,32 mg CO, und 2,06 mg H,O 
C,,H3,0,NS Ber. C 60,33 H 6,04% Gef. C 60,34 H 6,13% 

Kal iumsalz :  Es wurdr wie oben verestert und die Benzollosung mit etwas mehr 
als der berechneten Menge Pottasche in Wasser geschiittelt, wobei das Kaliumsalz ausfiel. 
(Dieses Salz ist nicht benzolloslich.) Es wurde mit Alkohol, dann mit Wasser gewaschen. 
Das Salz ist unloslich in Wasser und Alkohol, gut lodich dagegen in Pyridin und heissem 
50-proz. Alkohol. 

Pyr id insa lz  : Die Benzollosung der freien Sulfosaure wurde mit einem Uberschuss 
a,n Pyridin versetzt und die Losung zur Trockne verdampft. Kach funfmaligem Um- 
krystallisiercn aus Pyridin-Petrolather schmolz die Substanz bei 221-223O. Zur Analyse 
wurde die Substanz 14 Stunden bei 90° im Hochvakuum getrocknet. 

3,868 mg Subst. gaben 8,81 mg CO, und 2,14 mg H,O 
C,1H3,0,N,S Ber. C 62,40 H 6,08% Gef. C 62J6 H 6,19% 
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A 5-Andr 0s t e n  - 3 p, 1 7 - di  01 - 3 - (4'- a m i n o  - 2'- i u l  f o s a iir c ) - b e  n z o a t ( XVI I I). 
Die katalytische Hydrierung der Nitrogruppe und dej Ketogruppr in Stellung 17 

wurde sowohl mit dem Pyridinsalz wie auch mit drm IZaliumsalz durcligefuhrt. Jm ersteri 
Falle wurden 7 Mole Wasserstoff aufgenommen, da tier Pyridinkerii niif Kichel niitredu- 
ziert wird. Vorteilhafter ist die Hydrierung des Kalirinisalzc\ in 50-proz. Fcinsprit, wobei 
4 Mol Wasserstoff aufgenommen werden, namlich 3 Rlol durch die Xitrogrnppe und I Mol 
durch die Ketogruppe. Nach beendigter Hydrierung irurde die Losiinp xiif die Halfte ein- 
geengt und daraus durch Zutropfen von konz. Salzs<iiirc die freic Siilfosaure gefallt. Diese 
wurde abgenutscht und auf der Nutsche mit Alkohol giw as( hen. Zum I Tm1,rystallisieren 
eignet sich am besten Wasser-Pyridin. Die SubstanL \F ird warm in \V m e r  suspeiidirrt 
und tropfenweise so viel Pyridin zugesetzt, dass vollstandigc Losung cwitritt. Each T. ier- 
maligem Umkrystallisieren schmolz die Substanz untrr Z n  retzung h i  26:3-64O, wenn 
die Probe bei 258O in den Schmelzpunktsblock eirigefuhrt uurdc. 

4,336 mg Subst. gaben 10,07 mg CO, und 2.76 m p  H?C) 
Ruckstand 0,096 iiig 

C,,H,,O,NS Ber. C 63,78 H 7,21y0 G t f .  C b4,12 H 7.21", 
Der freie Aminosulfosaure-ester ist wasser- untl ,tlkohi~lu~iloslicli, jcdi jch niischhar 

mit Pyridin. 

Kupplung der Amino-sulfo-benzors~~~i~rrslrr ;IU Protvinv. 

A. A s -  A n d r  os t  en - 3 B ,  1 7 /3 - d i  01 - 1 7 - ( 4'- a m  in o .  2 ' - s ul fo s a 11 r e  ) -be  n z oa t niit 

a) Hiihnereiweiss. 200 mg Natriumestersalz rn urden in 200 cm3 IVasser geliist 
und von dieser Losung unter Riihren so viel in ein auf Oo gcl~iihltes Gcniisch von 20 em3 
0,l-n. Salzsaure und 20 em3 0,01-n. Natriumnitritliis~ing zugetropft. bis Jodkaliunt- 
Starke-Papier kein freies Xitrit mehr anzeigte. Dann wuiden nacheinander noch je 10, 5 , l  
und 1 em3 der 0,01-n. Natriumnitritlosung vorgelegt iind imiuer wiedtr (lurch Zusatz der 
Estersalzlosung verbraucht. Insgesamt wurden also 37 em3 0,01-n. Katriuiiinitrit'liisun,n 
(theoretischer Verbrauch 39,2 em3) verbraucht, bis eiiir blcibcnde Sitri1,rcaktion entstand. 
Der geringe Nitrituberschuss wurde durch Zusatz von 20 mg Katriuinestersalz in wenig 
Wasser zerstort. Das Diazoniumsalz wurde sodann uiiter Ruhrm in eint risgckuhlte, soda- 
alkalische Losung von 0,4 g krystallisiertem Huhnewiweiss ( 74Y0 -ig) iii 100  m3 Wasser 
zulaufen gelassen. Die ursprunglich gelbe Losung rial1 m eine ticf-orange Piirbung an. 
Xachdem weitere 30 Minuten geruhrt wurde, gab ein 'rropfen der Liisuiig niit alkalischer 
R-Salzlosung auf einem Filterpapier keinen roten Farhflecli mehr. Die Liisung wurde 
dann mit verdiinnter Essigsaure auf pH7 gebraeht, wobei sicli eine geriupe Afcnge braun- 
gefarbtes Azoprotein ausschied. 

In einem zweiten Versuch wurde 1 Mol Huhnewiaeiss (Moleltular~ewic.ht zu 30000 
angenommen) mit 6 Mol (Molekulargewicht 511) E rsalz aufgcladen. 200 irig Estersalz 
wurden wie oben angegeben diazotiert, wobei von Anfaiig an 37 ern3 0.01-n. Sitritlosnng 
vorgelegt wurden. Das Diazoniumsalz wurde zu der soda-allialischen Ibsuiig (pH 8-9) 
von 2,7 g krystallisiertem Hiihnereiweiss (entsprectieri 2 g gc'trocknetein Eiweiss) in 
200 em3 Wasser zugegeben. Nach einer halben Stuntlv war dic Kuppliing bwndet. Beim 
Ansauern schied sich schon bei pH 8 ziemlich vie1 AAzol>roteir~ aus. 

b) R in  der a l b  um in. Der Gehalt der verwentlet en Kinderalbu rninliisung wurde 
durch Bestimmung des Trockenruckstandes nach Eindunsten der Liisuiig iibrr Phosphor- 
pentoxyd im Vakuumexsikkator festgestellt. Der cdialtene \,VPrt vo r i  1 ,X5"< Eiweiss 
stimmte mit dem aus der Ermittlung des Stickstoffgchaltes errcchncttin iiberein. Der 
durch Analyse bcstimmte, prozentuale Stickstoffgctbalt rnit den1 Fitktor 6,4 multi- 
pliziert gibt ziemlich genau den Eiweissgehalt einesi &.rums xii. 

22,983 mg Rinderalbumin gaben 0,059 i . ~ n : ~  P;, ( I So, i 2 4  n i i i i )  

Gef. N 0,29% 
Eiweissgehalt = 0,29 x 6,4 : 1,85",, 
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1. Es wurde Natriumestersalz diazotiert und mit Rinderalbumin im Molverhaltnis 
6: 1. gekuppelt (Mo1.-Gew. von Rinderalbumin zu 70000 angenommen). Das Azoprotein 
schied sich hei pH, G,5-7 in geringer Menge aus. 

2. Es wurde im Verhaltnis von 12 Mol Estersalz zu 1 Mol Rinderalbumin aufgeladen. 
Bei pH 7 schied sich betrachtlich mehr des braun gefarbten Azoproteins aus. 

c) Casein. 110 mg Estersalz wurden diazotiert und bei pH 8-9 an 650 mg Casein 
in 100 em3 Wasser, welches mit einigen Tropfen verdiinnter Sodalosung versetzt worden 
war, gekuppelt. Die alkalische Losung des Kupplungsproduktes war orange-rot und ging 
beim Ansiiuern in Gelb iiber. Bei pH 4 war noch alles klar gelost. Es wurde auch die dop- 
pelte Menge Estersalz an 650 mg Casein gekuppelt. In  diesem Falle war die Farbung 
intensiver. Bei pH 6,8 war die Losung opaleszierend; es erfolgte aber kein Niederschlag. 

d) Pferdeserum. 3,25g Estersalz wurden mit einer vorgelegten Mischung von 6cm3 
1-n. Natriumnitritlosung und 200 em3 0,1 -n. Salzsaure diazotiert und in soda-alkalischer 
Losung mit 130 cm3 Pferdeserum (enthaltcnd 7 g Eiweiss pro 100 em3) gekuppelt. Die 
braunrote Losung war stark triib ; es bildete sich jedoch kein nennenswerter Niederschlag. 

d5-Andros t e n  - 3 8 , 1 7  8-d io l -  3 - (4’- a m i n o  -2’- sulf  osaure  ) ~ benzoa  t mit 
a) Pferdeserum.  2 g des Estersalzes wurden wie iiblich diazotiert und an 80 om3 

Pferdeserum (enthaltend 7 g Eiweiss pro 100 em3 Serum) gekuppelt. Die alkalische Losung 
war weinrot und ging bei pH 7 in Gelb-Orange iiber. Sie war stark opaleszierend, ohne 
jedoch einen nennenswerten Niederschlag abzuscheiden. 

B. 

Weitere Kupplungen wurden analog den obigen Beispielen ausgefiihrt. 

Anal  y s e de  s h z  o pr  o t e ins  a us  A 5-  A n d r  o s t e n - 3 , 1 7  - dio l  - 1 7 - ( 4’- a m i n o  - 2’- 
su1fosaure) -benzoat  u n d  Casein. 

150 g der Injektionslosung wurden mit Eisessig angesauert und die gelbe Fallung 
des Azoproteins abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde mehrere Male durch Digerieren 
init Wasser und Abzentrifugieren gewaschen und nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsikkator ini SozhZet-Apparat wahrend 8 Stunden mit Alkohol extrahiert. Die ersten 
ijberlBufe waren gelb gefarbt. Nach dem Abdampfen des Alkohols verblieben 0,75 g eines 
gelb gefarbten Riickstandes, der nicht weiter untersucht wurde. 

Im gleichen Apparat wurde das Azoeiweiss wahrend 3 Stunden mit Ather extrahiert, 
der von Anfang an farblos iiberging und nach dem Abdampfen keinen Riickstand hinter- 
liess. Der im Becher des Sozhlet-Apparates verbliebene Riickstand wurde 2 Stunden hei 
100O im Vakuum getrocknet und wog 2,6 g. Dieser Riickstand wurde mit 30 cm3 1-n. 
KaOH wahrend 3 Stunden unter Riickfluss gekocht, wobei er bis auf wenige Flocken 
unter intensiver Rotfarbung in Losung ging. Nach dem Abkiihlen wurde rnit ca. 150 em3 
Wasser verdunnt und einen Tag lang mit Ather im Apparat nach Kutscher-Steudel extra- 
hiert. Each dem Trocknen und Verdampfen des Athers blieb ein weisser Riickstand von 
50 mg. Dieser wurde mit 100 mg p-Nitrobenzoylchlorid in 7 em3 Pyridin wiihrend 2 Stun- 
den auf dem Wasserhad erwarmt. Der grosste Teil des Pyridins wurde dann im Vakuum 
abgedampft, der Riickstand in vie1 Chloroform aufgenommen, zweimal mit Sodalosung, 
einmal mit verdiinnter Salzsaure und dann mit Wasser gewaschen. Xach dem Trocknen 
iiber Natriumsulfat wurde eingedampft und der Ruckstand von 65 mg aus Chloroform- 
Ligroin umkrystallisiert. Es wurden Krystalle vom Smp. 245O (unkorr.) erhalten, die mit 
Androstendiol-bis-p-nitrobenzoat (Smp. 248O unkorr.) keine Depression gaben. 

d5-Andros ten-3B,  17P-dio l -b is -p-n i t robenzoat .  
Diese Verbindung wurde wie iiblich aus Androstendiol und p-Nitrobenzoylchlorid 

in Pyridin hcrgestellt. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform-Ligroin 
schmolz sie bei 256O (korr.). 

4,188 mg Subst. gaben 10,365 mg CO, und 2,254 mg H,O 
C,,H,,O,N, Ber. C 67,33 H 6,16% Gef. C 67,54 H 6,02% 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn W .  Munser 
auszefiihrt . 
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Zu sammenf a s  sung .  
Es wird die Herstellung von d 5-Androsten-3 p, 1 7  p-diol-3- und 

17-monoestern der 4-Amino-2-sulfo-benzoesaure beschrieben. Zur 
Synthese dieser Ester eignet sich das 4-Nitro-2-sulfo-benzoesaure- 
endoanhydrid, welches nach verschiedenen Verfahren hergestellt 
wurde, am besten. 

Die Alkalisalze dieser Ester sind wasserloslich und lassen sich 
diazotieren. Die diazotierten Verbindungen wurden mit verschie- 
denen Proteinen zu Androstendiol-azoproteinen gekuppelt. I n  einem 
Falle wurde ein solches Azoprotein verseift, wobei Androstendiol 
zuruckgewonnen werden konnte. 

Organisch-Chemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

26. Versuche zur Herstellung kunstlicher Komplexantigene 
der Steroidreihe. 

2. Mitteilung. 

Weitere Steroidester der 4-Amino-2-sulfo-benzoesaure 

von C. A. Grob und W.A. Goldberg. 
(18. XII. 48.) 

I n  der ersten Mitteilungl) haben wir uber eine Methode zur Her- 
stellung wasserloslicher, diazotierbarer Steroidderivate berichtet. 
Diese beruht auf der leichten Veresterbarkeit der 3- rcsp. 17-standigen 
Hydroxylgruppe des A 5-Androsten-3 /I, 1 7  8-diols mit 4-Nitro-2-sulfo- 
henzoesaure-endoanhydrid (I). Die so erhaltenen Ester konnten in 
Form ihrer Salze (IT, R = Steroidrest) isoliert und durch Reduktion 
in 4-Amino-2-sulfo-benzoesiiureester (111), welche als Alkalisalze 
wasserloslich sind, ubergefuhrt werden. Diese Ester liessen sich diazo- 
tieren und mit Proteinen kuppeln. 

co-0 COOR COOR 

I 
NH,+ I11 

I 
KO, I1 

I 
NO, I 

Es war zu erwarten, dass sich diese Methode auch auf andere 
Steroide ubertragen liesse, und so haben wir in der Folge versucht, 

l) Grob und Goldberg, Helv. 32, 172 (1949). 


