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27. Versuche zur Herstellung kiinstlicher Komplexantigene
der Steroidreihe.
3. Mitteilung.

Die Kupplung von A45-3j3-Oxy-iitio-cholensiiure-azid mit Eiweiss
von C.A. Grob und W, A. Goldberg.
(18. XI1. 48.)

Obschon im 4-Nitro-2-sulfo-benzoesiure-endoanhydrid (I) eine
brauchbare Verbindung zur Synthese wasserloslicher Steroidderivate
gefunden wurde, eignet sich diese Methode nur in beschrinktem Aus-
masse zur Herstellung markierter Antigene nach der Diazonium-
methode, indem die durch Reduktion erhaltenen Steroidester der
4-Amino-2-sulfo-benzoesiiure (II, R = Steroidrest) nur schwer oder
gar nicht zur Krystallisation zu bringen waren'). Die Verwendung der
4- Amino-phtalsiure als diazotierbare Komponente brachte auch keine
Vorteile. Wir haben uns daher der Azidmethode?) zugewandt, in der
Meinung, auf diese Weise zu besser definierten Ausgangsmaterialien
fir die Kupplung mit Eiweiss zu gelangen.

clo_o COOR
|
‘// \’—goz i/ \M—soa—
\l/' \\\[/"
NO, I NHft I

Fir diese Kupplungen, welche nach folgendem Schema ver-
laufen:
Protein} NH,+RCON; —> Protein} NHCOR

werden Saureazide bendstigt, welche durch direkten Umsatz des ent-
sprechenden Siurechlorids mit Natriumazid?) oder durch Einwirkung
von salpetriger Sidure auf ein Siurehydrazid gewonnen werden
konnen.

Da zunichst wiederum mit 45 -Androsten-3 g, 17 -diol konju-
gierte Proteine gesucht wurden, war es notig, ersteres in ein Derivat
mit einer freien oder veresterten Carboxylgruppe iiberzufiithren. Als
solehes haben wir den leicht zuginglichen Bernsteinsdure-halbester 111
herangezogen. Diesen45-Androsten-3 8,17 g-diol-3-acetat-17-bernstein-
siurehalbester®) haben wir mit Thionylchlorid zum Siurechlorid IV

1) 1. und 2. Mitteilung, Helv. 32, 172, 184 (1949).
%) S.z. B. Butler, Hartngton und Ywell, Biochem. J. 34, 831 (1940).
3) Ruzicka, Goldberg und Grob, Helv. 24, 1151 (1941).
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umgesetzt. Letzteres wollten wir iiber das Hydrazid V in ein Azid {iber-
fithren. Durch Schiittein einer Chloroformlosung des Siurechlorids IV
mit wisseriger Hydrazinlosung konnte aber statt des erwarteten
Monohydrazids V nur das symmetrische Diacyl-hydrazid VI isoliert
werden. Nach Ndgeli') lassen sich allerdings einfache Hydrazide
durch Eintropfen einer dtherischen Losung des Siurechlorids in eine
alkoholische Losung von iiberschiissigem Hydrazin darstellen. Die
Anwendung dieses Verfahrens fiihrte im obigen Falle zur Verseifung
des Bernsteinsiure-halbesters durch das Hydrazin unter Bildung von
Androstendiol und Bernsteinsidure-dihydrazid.

Diese unerwiinschte Reaktion fillt natirlich bei Verbindungen,
in denen die Carboxylgruppe direkt am Steroidgeriist haftet, weg.
Wir haben darum die A5-3 -Oxy-itio-cholensiure (VII), welche am
ehesten der Konfiguration des A5-3 f-Oxy-androstens entspricht, in
das Azid X iibergefiihrt, das uns fiir die Kupplung mit Proteinen
geeignet schien. Dies um so mehr, als die vollstindig negativen Im-
munisierungsergebnisse mit den Azoproteinen aus Steroidester der
4-Amino-2-sulfo-benzoesiure sich auch so deuten liessen, dass die
Ester im Tierkorper rasch verseift und damit antigen unwirksam
wurden?). Bei konjugierten Proteinen, in denen der A%-3 -Oxy-itio-
cholensdure-rest in sdureamidartiger Bindung an Eiweiss haftet, war
eine Verseifung im Tierkdrper weniger zu erwarten. Immerhin bildeten
Kaninchen auch gegen das Kupplungsprodukt des A43-3 g-Oxy-dtio-
cholensdure-azids (X) keinen Antikérper?), was stark gegen die poten-
tielle Antigenitit von korpereigenen Steroiden spricht.

C\ \) OCOCH,CH,COR I R-OH
IV R=cl
f\i/ ’ V R = NHNH,
CH,—CO00 f VI R=(NH—),
COR VII R=0H

IX R = NHNH,
X R=X,

{ /\/ d VIII R = OCH,
HO%

l_\—_)———c XI R =1Cl
XII R = OC,H;,
pi/lv XIT R — NHNH,
1 XIV R =N,
1y Ndgeli, Helv. 11,622 (1928).

2) Mooser und Grilichess, Schw. Z. Path. Bakt. 4, 375 (1941).
3) Privatmitteilung von Prof. H. Mooser, Ziirich.
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Nach Steiger und Reichstein') wurde aus der 3-Acetoxy-ver-
bindung die 4%-3 8-Oxy-dtio-cholensiure (VII) und daraus der Methyl-
ester VIII hergestellt. Unter Einhaltung gewisser Bedingungen liess
sich dieser Ester glatt in das Hydrazid IX {iberfithren, welches bei
der Behandlung mit salpetriger Sidure das Azid X lieferte. Dieses
bei hoherer Temperatur zersetzliche Azid X konnte mit Alkohol
in ein Urethan iibergefiihrt und damit charakterisiert werden. Ferner
wurde die Reinheit des Azids durch Titration mit Kaliumhydroxyd
gepriift, wobei nahezu die theoretisch erforderliche Menge Alkali nach
der Gleichung:

RCON;+2 KOH = RCOOK + KN,;+H,0

verbraucht wurde. Die Kupplung des Azids an Pferdeserum erfolgte
durch Lidsen des Azids in Dioxan und Zugabe dieser Ldsung zu mit
Dioxan verdiinntem Pferdeserum, wobei die bei der Kupplung frei-
werdende Stickstoffwasserstoffsiiure neutralisiert wurde. In Vor-
versuchen hatte sich ergeben, dass nach ca. 10 Minuten die theoretische
Menge Alkali verbraucht, resp. die theoretische Menge HN, abge-
spalten war.

Das Kupplungsprodukt des 45-3 §-Oxy-itio-cholensiure-azids
(X) an Pferdeserum ist nicht wie die Azoproteine dunkel gefirbt.
Es ist jedoch viel zihfliissiger und opaleszierender als das verwendete
Serum. Auch besitzt es gegeniiber diesem einen anderen isoelektrischen
Punkt, der bei einem hoheren py-Wert liegt. Eine analoge Kupplung
wurde auch mit Kaninchenserum durchgefiihrt.

Es war vom biologischen Standpunkt aus von besonderem Inter-
esse, ein Steroid-Antigen herzustellen, dessen markierende Gruppe
fiir das Versuchstier bestimmt kérperfremd sein wirde. Wir wéhlten
zu diesem Zwecke den A5-3-Chlor-androsten-rest, welchen wir in
Form des A3-3-Chlor-dtio-cholensdure-azids (XIV) an Protein zu
kuppeln hofften.

Aus fritheren Versuchen?) hatte sich ergeben, dass mit Thionyl-
chlorid die Hydroxylgruppe in 3-Stellung des Androstengeriistes durch
Chlor ersetzt werden kann. Es gelang auch A43-3 -Oxy-4tio-cholen-
sdure (VII) auf diese Weise direkt in das 45-3-Chlor-dtio-cholensiure-
chlorid (XT) tberzufithren, welches o6lig ist, dessen Identitdt aber
durch Uberfithrung in den Athylester XII mit Athanol belegt werden
konnte. Das Siurechlorid XI wurde nach Ndgeli®) in das Hydrazid
XIIT tbergefiihrt, welches aber zum Verlust von Chlorwasserstoff
neigte und deshalb keine gut stimmenden Analysenwerte gab. Es
liess sich ohne weiteres in der beschriebenen Weise mit salpetriger
Sédure in ein Azid XIV umwandeln, welches mit Eiweiss gekuppelt
werden kann.

1y Steiger und Reichstein, Helv. 20, 1049 (1937).

2} 8. 2. Mitteilung, Helv. 32, 184 (1949).

3}y Ndgeli, loc. cit.
: 13
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Experimenteller Teill).

Symmetrisches Hydrazid des Androstendiol-3-acetat-17-Bernsteinsiure-
halbesters.

0,5 g Androstendiol-3-acetat-17-bernsteinsiurc-halbester (F1I) wurden mit 1 g
Thionylchlorid und 3 em?® absolutem Chloroform 2 Stunden gelinde auf dem Dampfbad
unter Riickfluss erwarmt. Der Uberschuss des Thionylchlorids und das Chloroform wurden
im Vakuum entfernt. Das Saurechlorid krystallisicrte beim Stehen und schmolz bei
108—109°.

Dieses Saurechlorid wurde in 20 ¢m® absolutem Chloroform gelost und wihrend
einer Viertelstunde mit einem Gemisch von 1 g Hydrazinhyvdrat in 10 em® Wasser ge-
schiittelt. Die Chloroformschicht wurde abgetrennt und mit einer Kaliumhydrogen-
carbonatlosung und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen und Abdampfen des
Chloroforms hinterblieben 0,4 g eines Produktes, welches nach fiunfmaligem Umkrystalli-
sieren aus Chloroform-Hexan bei 226,5--227,5° schmolz.

3,766 mg Subst. gaben 9,654 mg CO, und 2,840 mg H,0
CsoH,,0,0N;  Ber. C 69,74 H 8,439, CGef. C 69,96 H 8,449

A%-3 f-Oxy-idtio-cholensdure-hydrazid ([X).

3,85 g A%-3 B-Oxy-atio-cholensiure-methylester wurden mit 10 em? reinem Hydrazin-
hydrat und 10 em?® absolutem Alkohol versetzt und in einem Schliffrundkolben mit
Riickflusskiihler ohne Wasserdurchlauf im Olbad erhitzt, wobei alles in Losung ging.
Die Temperatur des Olbades wurde derart gesteigert, dass der Alkohol im Laufe von
einer Stunde durch den Kiihler entwich. Das Olbad wurde dann 2 Stunden auf 160° ge-
halten, so dass das Hydrazin gelinde siedete. Nach dem Erkalten fiel die Hauptmenge des
Hydrazides in Form prismatischer Stibchen aus. Das iiberschiissige Hydrazinhydrat
wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand aus 90-proz. Alkohol umkrystallisiert.
Es wurden 3 g Hydrazid vom Smp. 247,5—248,5° erhalten. Zur Analyse wurde noch
zweimal aus demselben Losungsmittel umkrystallisicrt. Die Substanz schmolz dann bei
249—-250°.

3,702 mg Subst. gaben 9,27 mg CO, und 3,08 mg H,0
3,155 mg Subst. gaben 0,241 em?® N, (169 718 mm)
CooHgoO0:N,  Ber. C 72,25 H 9,70 N 8,439,
Gef. ,, 72,29 ,, 9,59 ,, 8,529

A5-3 B-Oxy-dtio-cholensidure-azid (X).

500 mg Hydrazid wurden in 15 em?® Eisessig gelost, mit 15 em® 2-n. Salzsiure vere
getzt und mit Kis auf 0° gekiihlt. Dann wurde unter Rithren tropfenweise 1-n. Natrium-
nitritlésung zugegeben. Der Verbrauch an Nitrit wurde mit Jod-Kalium-Stirkepapier
verfolgt. Nach Zugabe der theoretisch erforderlichen Menge von 1,5 ¢m? 1-n. Nitritlosung
war der Endpunkt erreicht und das Azid als amorphe Masse ausgefallen. Zur vollstandigen
Fallung des Azids wurde etwas Eiswasser zugegeben. Dann wurde abgenutscht und mit
Eiswasser gut gewaschen.

Fir die Kupplung an Eiweiss kann das Azid in feuchtem Zustand weiter ver-
arbeitet werden. Zur Charakterisierung als Urethan wurde das Azid im Vakuum bei
Zimmertemperatur vollstindig getrocknet. Es bildet dann ein weisses Pulver, das sich
beim Erhitzen im Schmelzpunktsblock bei 789 unter Gascntwicklung zersetzt und in
eine feste, glasige Masse tibergeht.

A%-Androsten-3 f-o0l-17-carbaminsédure-dthylester.

Das trockene Azid wurde mit 10 cm?® absolutem Alkohol versetzt und auf dem Dampf-
bad zum Sieden erhitzt, wobei lebhafte Stickstoffentwicklung eintrat. Ks wurde zwei

1) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert.
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Stunden unter Riickfluss gekocht und nach dem Abkiihlen der Alkohol im Vakuum ab-
gedampft. Der Riickstand wurde zweimal aus Benzol umkrystallisiert und schmolz dann
konstant bei 193,5—195,5°,
3,633 mg Subst. gaben 9,72 mg CO, und 3,21 mg H,0
CgHgOsN  Ber. C 73,08 H 9,76% Gef. C 73,01 H 9,899,

Titration des A45.3-Oxy-dtio-cholensiure-azids (X) mit KOH.

350 mg getrocknetes Azid wurden in 15 e¢m? Dioxan gelést und mit 5 cm3 Wasser
und einigen Tropfen Phenolphtalein versetzt. In die farblose Losung wurden aus einer
Biirette 23 cm? 0,1-n. KOH zulaufen gelassen, bis dauernde Rotfiarbung eintrat. Theo-
retischer Verbrauch 22 em? 0,1-n. KOH.

Kupplung an Pferdeserum.

Kontrollversuch. Zur Kontrolle der Kupplung des Azides mit dem Serum wurde
die gebildete Stickstoffwasserstoffsdure titriert. In je einem Erlenmeyerkolben wurden
eingefiillt:

Blindversuch Azidversuch
13 cm? Pferdeserum . . | 13 cm?® Pferdeserum
13 cm® Wasser . . . . | 13 cm® Wasser
35 cm® Dioxan. . . . . | 35 cm?3 Dioxan, enthaltend
500 mg Azid

Die beiden Versuche wurden nebeneinander aufgestellt und beide Kolben gleich-
zeitig mit je 3 em® 1-n. NaOH versetzt und umgeriihrt. In jedem Kolben befanden sich
64 cm?® Losung. In bestimmten Zeitabstinden wurden jedem Kolben 5 ¢m® Losung ent-
nommen und durch Titration mit 0,1-n. Essigsiure der Verbrauch an NaOH bestimmt
(Indikator Phenolphtalein).

Blindversuch Azidversuch
Minuten cm? 0,1-n. Minuten cm® 0,1-n.
Essigsiure Essigsdure
1 ’ 1,7 1 0,7
5 1,9 5 0,7
10 1,9 10 0,6
30 1,9 30 0,5

Im Azidversuch sind somit gegeniiber dem Blindversuch von 5 em? der Serumlésung
innert 10 Minuten 1,3 cm?® 0,1-n. NaOH mehr verbraucht worden, von der Gesamtlosung
von 64 cm?® somit 1,65 cm® 1-n. NaOH (theoretisch 1,45 cm® 1-n. NaOH).

Es wurde nach 10 Minuten schon die theoretische Menge Lauge verbraucht, resp.
die erforderliche Menge HN, abgespalten. Die Kupplung ist also nach 10 Minuten beendet,
was auch daraus ersichtlich ist, dass die anfanglich mehr oder weniger klare Pferdeseruin~
losung plotzlich stark opaleszierend wird.

Kupplung von A4%-3 8-Oxy-dtio-cholensidure-azid mit Pferdeserum.

664 mg (2 Millimol) Oxy-atio-cholenséure-hydrazid wurden in 10 cm?® 50-proz.
Essigsdure gelost und nach dem Abkiihlen auf 0° mit einer eben bereiteten Mischung von
4 em?® 1-n. Salzsdure und 2 em3 1-n. Natriumnitritlosung versetzt. Nach wenigen Minuten
war die Nitritreaktion nur noch schwach. Es wurde noch eine halbe Stunde kalt stehen
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gelassen, das Azid abgenutscht, mit Wasser gewaschen und trocken gesaugt. Das Azid
wurde dann in 10 em?® Dioxan gelost und gekiihlt.

26 cm?® Pferdeserum wurden mit 26 cm?® Wasser verdiinnt und mit i-n. NaOH
bis zum Umschlagspunkt von Phenolphtalein versetzt, was 2,4 ¢m?® erforderte. Die Lisung
wurde mit 25 cm?® Dioxan versetzt und gekiihlt. Im Laufe von 20 Minuten wurde die
Azidlosung unter Riihren zutropfen gelassen und in kurzen Abstinden 1-n. NaOH,
jedesmal wenn Entfirbung des Indikators eintrat, zugefiigt. Iin ganzen wurden 3,2 cm?®
1-n. NaOH verbraucht. In demn Masse wie die Kupplung fortschritt, wurde dic urspriinglich
klare Serumlosung dickfliissig und opaleszierend, ohne jedoch einen Niederschlag auszu-
scheiden. Die Eiweisslosung wurde durch Zutropfen von verdiinnter Salzsiure auf py 3
eingestellt, das ausgeflockte Eiweiss abzentrifugiert, iiber Nacht gegen laufendes Leitungs-
wasser dialysiert und fiir die Injektionen wieder anfgclist.

Kupplung des Azids mit Kaninchenseram.

332 mg (1 Millimol) 45-3 8-Oxy-dtio-cholensdure-hydrazid wurden in 10 em?® Eis-
essig gelost und mit 1 em?® 1-n. Natriumnitritlosung versetzt. Dann wurde tropfenweise
bei 0% mit 5 cm?® 1-n. Salzsdure angesduert, wobei sich das Azid auszuscheiden begann.
Nach 5 Minuten war die Nitritreaktion negativ, der Nitritverbrauch somit theoretisch.
Es wurde soviel Eiswasser zugegeben, bis alles Azid ausgefallen war. Nach dem Ab-
nutschen wurde es griindlich mit Eiswasser gewaschen und trocken gepresst. Das Azid
wurde dann in 15 em? reinem Dioxan klar gelost.

26 cm?® Kaninchenserum wurden mit 26 ¢m? Wasser verdiinnt und mit 20 cm3
Dioxan versetzt. Zu dieser auf 0° abgekiihlten Losung wurde dic Dioxanlosung des Azids
gegossen und unter gutem Riihren tropfenweise 2 em® 1.n. NaOH einlaufen gelassen.
Die Losung wurde rasch undurchsichtig, ohne aber einen Niederschlag abzuscheiden.
Nach halbstindigem Stehen bei 0% wurde mit verdiinnter Salzsaure auf pyp 7 eingestellt.

A5-3-Chlor-dtio-cholensidure-chlorid (XI).

500 mg A5-3 8-Oxy-dtio-cholensdure wurden mit 2,5 cm? absolutem Benzol und mit
2,5 cm?® Thionylehlorid 2 Stunden unter Riickfluss gekoeht. Dann wurde im Vakuum zur
Trockne verdampft, wobei das Saurechlorid als geibliches Ol zurickblich, das nicht
krystallisierte.

A%-3-Chlor-dtio-cholensdure-athylester (XI[1).

Obiges Saurechlorid aus 500 mg Oxysdure wurde mit [0 em? absolutem Athanol
2 Stunden unter Riickfluss gekocht. Nach dem Verdampfen des itberschiissigen Athanols
krystallisierte der Riickstand schlecht und wurde deshalb an Aluminiumoxyd chromato-
graphiert. Mit Petrolither wurden 350 mg eines Produktes eluiert, das nach dreimaligem
Umldsen aus Hexan konstant bei 143-—143,5° schmolz und den gesuchten Ester dar-
stellte.

3,430 mg Subst. gaben 9,10 mg CO, und 2,76 mg H,0
CouH3,0,C1  Ber. C 72,40 H 9,119, Gef. ¢ 72,40 H 9.0,

A5.3.Chlor-atio-cholensaure-hydrazid (XII1;.

Das 3-Chlor-atio-cholensiure-chlorid aus 500 mg Oxysiure wurde in absolutem
Ather gelost und diese Losung tropfenweise zu einer gekiihlten Losung von 500 mg Hy-
. drazin in 10 cm? Alkohol gegeben, wobei gut geriihrt wurde. Nach 1,5 Stunden wurden die
Losungsmittel im Vakuum abgedampft und der Riickstand in Benzol aufgenommen.
Nach dem Waschen mit Kaliumhydrogencarbonat-Losung und Wasser wurde mit Natrium-
sulfat getrocknet und das Benzol abgedampft. Es blieben 500 mg einer glasigen Masse
zuriick, welche nicht krystallisierte und an Aluminiumoxyd chrematographiert wurde.
Mit Benzol wurden 320 mg Krystalle eluiert, welche nach zweimalizem Umldsen aus
Benzol-Petrolither bei 221,5—222,5% schmolzen. Das Hydrazid neigte stark zum Verlust
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von Chlorwasserstoff, so dass bei der Analyse stets zu hohe C-Werte und zu tiefe Cl-Werte
erhalten wurden.

3,973 mg Subst. gaben 10,10 mg CO, und 3,17 mg H,0
0,388 mg Subst. gaben 3,478 mg AgCl
CyoH4ON,Cl  Ber. C 68,45 H 8,90 (1 10,10%
Gef. ,, 69,38 ,, 893 ,, 9,169

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn W. Manser
ausgefiithrt.

Zusammenfassung.

Eg wird die Synthese des 45-3 8-Oxy-itio-cholensiure-azids und
dessen Kupplung mit Pferde- und Kaninchenserum beschrieben.
Ein entsprechendes 43-3-Chlor-itio-cholensiure-derivat konnte nicht
in reiner Form isoliert werden. Allgemein aber erwies sich die Azid-
methode als zur Herstellung von steroidkonjugierten Proteinen gut
geeignet.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich.

28. Uber den enzymatischen Abbau des Alliins und die
Eigenschaften der Alliinase.

2. Mitteilung iiber Allium-Substanzent)
von A. Stoll und E. Seebeck.
(13. XII. 48.)

In unserer ersten Mitteilung haben wir die Reindarstellung und
die Eigenschaften des Alliins, der krystallisierten Muttersubstanz des
Knoblauchdls, beschrieben und dessen Konstitution aunfgeklirt. Wir
konnten ferner auf die Beziehung dieser neuen schwefelhaltigen
a-Aminosdure zum antibakteriell wirkenden Allicin?), das aus ihr
durch enzymatischen Abbau entsteht, hinweisen. In der vorliegenden
Arbeit wollen wir auf diesen Abbau durch das spezifische Enzym
Alliinase und seine Kigenschaften niher eingehen.

Enzyme, die schwefelhaltige Aminosiduren abzubauen vermogen,
sind erst in neuerer Zeit untersucht worden, so die Cysteinase3), die
in Proteus vulg. und im Bac. coli vorkommt und die Cystin in Schwe-
felwasserstoff, Essigsiure und Kohlendioxyd spaltet, und die

1y A. Stoll und E. Seebeck, Helv. 31, 189 (1948).

2) C. J. Cavallito, J. Bailey und J. Buck, Am. Soc. 67, 1032 (1945).

3) H. L. Tarr, Biochem. J. 27, 759 (1933); 28, 192 (1934). P. Desnuelle und C. Fro-
mageot, Enzymologia 6, 30 (1939). P. Desnuelle, Enzymologia 6, 242 (1939).
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