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Schwangerenharn als Ausgangsmaterial fiir die Bearbeitung
des Follikelhormons.

Die Entdeckung von B. Zoxpex und Asceremiy (1927), daB im
Schwangerenharn grofe Hormonmengen (5—10 ME pro cem) zur
Ausscheidung gelangen, ist fiir die Bearbeitung des weiblichen
Sexualhormons von derselben Bedeutung geworden, wie der Scheiden-
brunsttest nach Avtex und Dowisy. Schwangerenharn ist als Aus-
gangsmaterial fiir die Untersuchung des Follikelhormons von vielen
Seiten herangezogen worden; B. Zoxpex, Storra (1927), E. A. Dosy
und Vecer (1928), Guvm und Wapeay (1929), Marriax und Parkss
(1929), Burexaxpr (1929), Wieraxp, Stravs, DorrutiLLEr (1929) haben
sich fiir die Untersuchung des Ovarialhormons dieses Ausgangs-
materials bedient. .

Die zur Darstellung eines an Hormon angereicherten Oles ans
Schwangerenharn verwendeten Methoden beruhen in ihren Grund-
ziigen auf den Angaben von B. Zonpek, welcher mit seinen Mit-
arbeitern ein Verfahren ausarbeitete, mit dessen Hilfe man das
im Schwangerenharn vorbandene Hormon in konzentrierter Form
erfaBt. Im Prinzip handelt es sich darum, das Hormon mit Ather
oder anderen organischen Lgsungsmitteln aus dem angesduerten
Harn zu extrahieren und durch vorsichtige Behandlung mit Alkali
saure Bestandteile zu entfernen. Es gelingt durch Anwendung
solcher Methodik leicht, ein Rohsl darzustellen, das in 1g durch-
schnittlich 30000 ME enthdlt. — Das auf diese Weise aus Schwan-
gerenharn darstellbare Rohdl ist von den erwidhnten Bearbeitern in
verschiedener Weise der weiteren Fraktionierung unterworfen worden.

Eigene Versuche zur Hormonanreicherung mit einem
Schwangerenharn-Rohél als Ausgangsmaterial

In der Technik sind Arbeitsginge ausgearbeitet worden, ein
Ol der Reinigungsstufe 30—40000 ME pro Gramm in gréferem
MafBe zu gewinnen. Ein entsprechendes technisches Rohdl —
dargestellt von der Scaerine-KancBavy A-G., Berlin — war Aus-
gangsmaterial fiir meine Untersuchungen. Dieses ,Schwangerenharn-
Rohtl“ stellt einen dunkelrotbramnen Syrup dar, der in Alkohol
und Azeton leicht loslich ist und Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauer-
stoff, Stickstoff und Schwefel enthilt. Als Beispiel fiir eine physio-
logische Auswertung eines solchen Rohols ist in Tabelle VI die
Injektionsreihe des Pridparates H 15 wiedergegeben.

Mit diesem Schwangerenharn-Rohdl wurden — fuflend auf den
geschilderten Erfahrungen an Plazentadlen — systematisch Ver-
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suche zur Anreicherung des wirksamen Prinzips durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der gesamten Versuchsreihen lieBen einen Weg zar
Reindarstellung des Follikelhormons erkennen. Unter diesem Ge-
sichtspunkt seien — in derselben Weise, wie bei der Besprechung
der Plazentabearbeitung — die durchgefiihrten Experimente an
Beispielen erliutert. Insgesamt wurden 1090 Serienversuche, die
eine quantitative physiologische Auswertung von etwa 2000 Hormon-
chargen im AvrieN-Doisv-Test bedingt haben, durchgefiihrt.

Entmischungsversuche mit Losungsmitteln.

Um aus dem Rohdl die grioBten Anteile an Begleitstoffen zu
entfernen, wurden zunichst diejenigen Entmischungsmethoden an-
gewendet, die sich bei der Plazentabearbeitung als vorteilhaft er-
wiesen hatten.

Es hat sich gezeigt, daf die Entmischungsmethode mit Petrol-
dtherund verdiinntem Alkohol nach der fiir Plazentaextrakte
ausgearbeiteten Vorschrift sich in ihrer Anwendung auf Schwan-
gerenharn-Rohtle ausnahmslos bewihrt hat.

Von vielen weiterhin versuchten Lisungsmitteltrennungen nach
der Art, wie sie oben geschildert wurden (vergl. dariiber Seite 26),
hat sich nur eine Entmischungsmethode als sehr vorteilhaft er-
" wiesen: die Trennung zwischen verdinntem Alkohol und
Benzol. Das Hormon ist in 60%oigem Alkohol weit schwerer
Igslich als in Benzol, es ldBt sich daher aus einer Losung in
609%oigem Alkohol mit Benzol weitgehend angereichert ausschiitteln;
bei dieser “Alkoholkonzentration liegt das giinstigste Verhiltnis
zwischen Reinigungseffekt und Hormonausbeute.

Diese beiden Liosungsmitteltrennungen (verdiinnter Alkohol-
Petrolither und verdiinnter Alkohol-Benzol) finden bei der Rein-
darstellung des Follikelhormons aus Schwangerenharn nach dem
im nichsten Abschnitt dieser Abhandlung geschilderten Verfahren
stets Verwendung. Entsprechende Beispiele iiber die zweckmiBigste
Anwendung der Methoden werden bei der Besprechung des Auf-
arbeitangsganges (Seite 41—43) angefithrt werden. Hier seien nur
einige Beispiele iiber die Ermittlung giinstigster Konzentrations-
bedingungen im Fall der Benzoltrennung gegeben:

Versuch Nr.340 vom 7. VI.1929.

151 mg Hormonsl (Charge 304a) von der Wirksamkeit 200000
ME pro Gramm (s. Tabelle VII) wurden in 20cem Athylalkohol
gelost, unter Schiitteln mit 20 com Wasser in 3 Anteilen versetzt
und wiederholt mit 20 ccm Benzol ausgeschiittelt. Die vereinigten
Benzolphasen wurden nochmals mit 50%igem Alkohol gewaschen,
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die alkoholisch-wifirige Phase wurde nach dem Abtrennen mit der
urspriinglichen Lisung vereinigt (340b). Die Benzolextrakte wurden
gemeinsam mit 70%igem Methylalkohol ansgeschiittelt, bis dieser
sich nicht mehr nennenswert anfirbte. Die vereinigten 70 %igen
alkoholischen Ausziige wurden mit Wasser verdiinnt und mit Ather
extrahiert (340c¢). Die im Benzol verbleibenden Anteile (340a)
wurden im Vakuum vom Lisungsmittel befreit und getrocknet.

Es wurden isoliert: Fraktion 340a (Benzolphase) = 63,2 mg,
Fraktion 340b (Ioslich in 50%sigem Alkohol) = 16,6 mg, Fraktion
340 ¢ (loslich in 70%igem Alkohol) = 44,2 mg.

Die physiologische Auswertung ergab, daB die Charge 340b
frei von wirksamer Substanz war; in der Charge 340 a fanden sich
70°/, des Hormons in einem Ol von der Wirksamkeit 350000 ME
pro Gramm, in der Charge 340c¢ 30% des Hormons in einem 01
von der Wirksamkeit 200000 ME pro Gramm. Die Auswertangen
dieses Versuches sind aus Tabelle VII ersichtlich.

Versuch Nr.341 vom 7. VI. 1929,

378 mg Hormondl (Charge 291a) von der Wirksamkeit 180000
ME pro Gramm (s. Tabelle VII) wurden in einem Kontrollversuch
nach den eben skizzierten Angaben zwischen Benzol und 509%igem,
sowie 70%igem Alkohol verteilt.

Es wurden isoliert: Fraktion 341a (Benzolphase) = 102 mg,
Fraktion 341 b (16slich in 50 %igem Alkohol) = 51,6 mg, Fraktion
341 ¢ (loslich in 70%igem Alkohol) = 132 mg.

Die physiologische Auswertung ergab, daf die Charge 341b
wiederum frei von Hormon war; in der Charge 341a fanden sich
6590 des Hormons in einem Ol von der Wirksamkeit 400000 ME
pro Gramm, in der Charge 341c 859, des Hormons in einem Ol
von der Wirksamkeit 200000 ME pro Gramm. Die Auswertungen
sind in Tabelle VII enthalten.

Versuch Nr.343 vom 7. VI.1929.

380 mg Hormonsl der Wirksamkeit 180000 ME pro Gramm
(Charge 293 auf Tabelle VII) wurden in 20 ccm Athylalkohol geldst,
unter Schiitteln mit 12 cem Wasser versetzt und wiederholt mit
etwa 20 ccm Benzol ausgeschiittelt. Die vereinigten Benzolphasen
wurden sehr hiufig mit 60%oigem Methylalkohol gewaschen. Nach
dem Trocknen der Benzollésung mit Natriumsulfat wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, es hinterblieben 152mg Ol
(Charge 343a) von der physiologischen Wirksamkeit 450000 ME
pro Gramm. Unter den vorliegenden Bedingungen war die Hormon-
ausbeute annnihernd quantitativ (vergl. aber Seite 43 oben).

Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zu Gottingen. Math.-Phys. K. III. Folge, Heft 2. 3
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Die Verteilung des Hormons zwischen Ather und Alkali
und die Beeinflussung des Verteilungsverhdltnisses
durch saure und alkalische Hydrolyse.

Es warde — in Ubereinstimmung mit Beobachtungen von
Guny und Wapesxy und von C. Fuxk — friihzeitig die Beobachtung
gemacht, daf dhnlich wie bei Plazentaextrakten sich aus einer dthe-
rischen Losung der Schwangerenharnile stets ein wechselnd grofer
Hormonanteil mit Alkali ausschiitteln 148t, wihrend der Rest erst
nach sehr lange anhaltendem Schiitteln mit hiufig zu erneuernder
Natronlange im Alkali zu l6sen ist. Ans der alkalischen Lésung
148t sich das Hormon erst nach dem Ansduern leicht wieder extra-
hieren; durch langanhaltendes Schiitteln mit hiufig zu erneuerndem
Ather ist jedoch ein Teil des Hormons allmihlich auch aus alkali-
scher Losung extrahierbar.

Durch eine grofSe Reihe gleichartiger Parallelversuche mit ver-
schiedenem Ausgangsmaterial wurden folgende Verteilungszahlen
ermittelt:

Aus einer athenschen Losung von Hormonslen liefen sich
ausschiitteln: a) mit Natriumbikarbonat 5—10%, an sauren Ver-
unreinigungen, welche kein Hormon enthielten, b) mit Natrium-
karbonat 12—209, an sauren Verunreinigungen, in denen sich ge-
ringe Spuren von Hormon fanden, ¢) mit verdiinnter Natronlauge
(durch kurzes Ausschiitteln) 15—50 Gewichtsprozent des Ols, 20
bis 50% an Hormon, das nach dem Ansiduern wieder mit Ather
extrahierbar war und hiunfig anf diese Weise in sehr viel groferem
Reinheitsgrad erhalten wurde. — Als Beispiel sei angefiihrt:

Versuch Nr. 297 vom 8. V.1929.

290 mg Hormonol (Charge 272a) von der Wirksamkeit 140000
ME pro Gramm (s. Tabelle VIII) wurden in 15 ccm Alkohol ge-
16st und mit 250 ccm peroxydfreiem Ather versetzt. Die dtherische
Losung (a) wurde zunéchst mit Sodaldsung (b), sodann mit 1n Natron-
lauge (c) durchgeschiittelt. Die alkalischen Losungen wurden ange-
siuert und wieder mit Ather extrahiert. Alle dtherischen Liosungen
wurden gewaschen, getrocknet and vom Losungsmittel befreit. Es
wurden isoliert: Fraktion 297 a (neutrale Anteile) = 173 mg (60 °/o)
von der physiologischen Wirksamkeit 200000 ME pro Gramm.

Fraktion 297b (karbonatldsliche Anteile) = 34 mg (12%)o), die
eine geringe physiologische Wirkung von etwa 5000 ME pro Gramm
zeigten.

Fraktion 297 ¢ (alkalilosliche Anteile) = 51 mg (17 °/o) von der
physiologischen Wirksamkeit 360000 ME pro Gramm.
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Die Auswertungen dieses Versuches sind aus Tabelle VIII er-
sichtlich.

Erwirmt man Hormonéle einige Zeit mit Alkali, so gelingt
es leicht, das zunichst ermittelte Verteilungsverhiltnis der wirk-
samen Anteile zwischen Ather und Alkali zagunsten der alkaliléslichen
Phase zu verschieben. Man vermag simtliches Hormon im Al-
kalizulésen, der alkalischen Lsung kann man aber stets wieder
einen Teil des Hormons durch langandauerndes Schiitteln mit Ather
allmihlich entziehen. Die obwaltenden Verhiltnisse wurden in 15
Parallelversuchen unter verschiedenen Konzentrationen und Tem-
peraturbedingungen beobachtet. Als Beispiel sei gegeben:

Versuch Nr.296 vom 8. V. 1929.

290 mg des Hormondles 267 a von der Wirksamkeit 60000 ME
pro Gramm (s. Tabelle VIII) wuarden in 18 cem Alkohol geldst
und mit 18 cem 20 °joiger methylalkoholischer Kalilauge auf dem
Wasserbad erwdrmt. Die mit Wasser verdiinnte Reaktionslosung
wurde ausgedthert (a), anschlieBend angesduert und erschopfend
mit Ather extrahiert (b). Es waurden isoliert:

Fraktion 296a (neutrale Anteile): 136 mg (= 47 /o) von der
physiologischen Wirksamkeit 15000 ME pro Gramm.

Fraktion 296 b (saure Anteile): 50 mg (= 17°)) von der phy-
siologischen Wirksamkeit 125000 ME pro Gramm.

Die Auswertungen befinden sich in Tabelle VIII.

Von besonderem Interesse erwies sich die Beeinflussung des
Verteilungsverhiltnisses der Hormondle zwischen Alkali und Ather
durch eine voraufgegangene saure Hydrolyse, deren Wirkung
eine dreifache ist: Aufler einer Anreicherung des Hormons in
den dtherloslichen Anteilen, wurde durch Salzsdure-Hydrolyse stets
eine Vermehrung der in Natriumkarbonat ldslichen (unwirksamen)
Begleitstoffe, also auch ein stirkerer Reinigungseffekt durch
deren Abtrennung erzielt; die darch kurzes Ausschiitteln mit Alkali
16slichen Anteile an wirksamer Substanz wurden durch saure Hydro-
lyse stets erheblich verringert, oftmals auf sehr geringe Anteile
herabgemindert. Nach dem Abtrennen der sauren Verunreinigungen
konnte durch langanhaltendes Ausschiitteln der &dtherischen Liésung
mit verdiinntem Alkali das Hormon allmdhlich im Alkali gelost
werden, aus dem es nach dem Ansduern in weitgehend gereinigter
Form gewonnen wurde. Als Beispiele seien angefiihrt:

Versuch Nr. 320 vom 27, V.1929.
542 mg eines Hormondles (Charge 294a) von der physiologi-
schen Wirksamkeit 200000 ME pro Gramm (s. Tabelle VIII), das
3*
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nach einem quantitativ durchgefithrten Parallelversuch aus 60°/o
alkaliléslichen und 30°/o alkaliunléslichen Hormonanteilen bestand,
wurden mit 18 cem Alkohol und 6 cem verdiinnter Salzsiure kurze
Zeit auf dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Verdiinnen der Lo-
sung wurde das Reaktionsgut mit Ather aufgenommen und die
dtherische Losung (a) (unter gleichen Bedingungen wie im erwidhnten
Parallelversuch) sofort mit Sodalésung (b) und dann mit verdiinnter
Natronlauge (¢) kurz ausgeschiittelt. Es wurden nur mnoch 379/
des Hormons in angereicherter Form im Alkali vorgefunden:

Fraktion 320a (neutrale Bestandteile): 265 mg von der Wirk-
samkeit 150000 ME pro Gramm.

Fraktion 820b (sodaldsliche Anteile): 100 mg von der Wirk-
samkeit 5000 ME pro Gramm.

Fraktion 320c¢ (alkalilgsliche Anteile): 51 mg von der Wirk-
samkeit 750000 ME pro Gramm.

Die Auswertungen befinden sich in Tabelle VIII.

Versuch Nr.324 vom 28. V. 1929.

287 mg des Hormondles 286b von der Wirksamkeit 160000 ME
pro Gramm (s. Tabelle VIII), welches sich nach einem durchgefiihrten
Parallelversuch quantitativ (und ohne Reinigungseffekt) aus einer
dtherischen Liosung mit Alkali ausschiitteln lieS, wurden in 15 ccm
Alkohol gelost und nach Zusatz von 5cem verdiinnter Salzsdure
2 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Nach der unter Ver-
sach 320 angegebenen Aufarbeitungsvorschrift wurden isoliert:

Charge 324 a (neutrale Anteile): 30 mg von der Wirksamkeit
750000 ME pro Gramm, d.i. 50°/o des Hormons.

Charge 324b (sodaldsliche Anteile): 85 mg ohne physiologische
Wirksamkeit.

Charge 324c¢ (alkalilosliche Anteile): 38 mg von der physio-
logischen Wirksamkeit 550000 ME pro Gramm, d.i. 50°/o des Hormons.

Die Auswertungen des Versuches 324 finden sich in Tabelle VIII.

Diese Versuchsergebnisse sind in ibrem wesentlichen Inhalt
folgendermafen zusammenfassen:

1. durch Hydrolyse mit verdiinnter Salzsiure ist eine weit-
gehende Anreicherung des Hormons in der dtherloslichen Phase
zu erzielen, wihrend betridchtliche Mengen der Begleitstoffe in der
salzsauren Losung verbleiben,

2. die in Natriumkarbounat 19slichen, physiologisch unwirksamen
Begleitstoffe des Hormons képnen durch saure Hydrolyse ver-
mehrt werden; darch ihre Abtremmung wird ein zweiter An-
reicherungseffekt erzielt,
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3. alle Versuchsreihen iiber die Behandlung von Hormondlen
mit Alkali und Sdure deuten darauf hin, daf das Hormon in einer
alkaliloslichen und einer alkaliunlgslichen Form zu existieren ver-
mag, die augenscheinlich miteinander in einem durch Einwirkung
von Siure oder Alkali zu beeinflussendem Gleichgewicht stehen,

4. durch vollkommene Uberfiihrung des Hormons in alkalische
Losung, aus der es nach dem Ansinern mit Ather extrahierbar
ist, kann man einen dritten weitgehenden Reinigungs-
effekt erzielen.

Diese an Plazenta und Schwangerenharn gewonnenen Erkennt-
nisse fiir die weitere Anreicherung des Hormons nutzbar zu machen
und mit ihrer Hilfe hichstgereinigte, von neatralen und stark
sauren Begleitstoffen weitgehend befreite Hormondsle darzustellen,
ist das Ziel von iiber 300 weiteren systematischen Versuchen
gewesen, die auf den skizzierten Ergebnissen bernhten. Die folge-
richtige Anwendung der bisher ermittelten Erkenntnisse hat aus-
gereicht, um eine Methode zur Reindarstellung des Hormons
kennen zu lehren, die spiter (Seite 40ff.) im Zusammenhang be-
sprochen werden soll.

Adsorptions- und Fdllungsversuache an Hormondlen
aus Schwangerenharn.

Wie bei den Plazentadlen sind auch zur Reinigung des Follikel-
hormons auns Schwangerenharn-Rohélen eine sehr grofie Zahl von
Adsorptions- und Féllungsmethoden auf ihre Brauchbarkeit gepriift
worden. Als Adsorbentien sind unter verschiedenen Bedingungen
Aluminiumhydroxyd, Kupferhydroxyd, Eisenhydroxyd,
Silberchlorid verwendet worden, ohne daf eine Fillung oder
Anreicherung des wirksamen Stoffes erzielt wurde; ebenfalls ohne
nennenswerten Erfolg waren Fillungsversuche mit Cyanséure,
Pikrinsdure und Phosphor-wolframsidure. Die Anwendung
von Natrium-desoxycholat auf der Grundlage des ,Cholein-
sdure-Prinzips“ fithrte stets zu einer Teilung des Hormons zwi-
schen wifriger Losung und Niederschlag und ist deshalb wegen
der auftretenden Verluste nicht weiter verfolgt worden 3).

In vielen Fillen ist die bei der Bearbeitung von Plazenta-
extrakten bereits verwendete Methode der Behandlung von Hormon-
6len mit Aluminiumamalgam in ibrer Einwirkung auf
Schwangerenharntle gepriift worden, oft mit sehr gutem Erfolg

13) WIELAND, STRAUB und DORFMULLER haben spater iiber gute Anreicherungs-
ergebnisse mit Hilfe dieser Methode berichtet.




40 E. WIECHERT,

der Axe, Z die Hohe des Schwingungspunktes iiber dem Referenzniveau der Erd-
oberfliche. Wegen der Mithiilfe der elastischen Kréfte, auf welche sich die
Konstante f' bezieht, ist eine stabile Gleichgewichtslage und darum eine brauch-
bare Konstruktion nun auch mdglich, wenn Schwerpunkt und Schwingungspunkt
iiber der Axe liegen; fiir diesen Fall gelten die oberen, fiir den entgegengesetzten
die unteren der doppelten Vorzeichen.

Nach den Formeln (84), (85) verhélt sich unser physischer Seismograph ganz
so wie ein Pendelseismograph mit punktférmiger Masse, bei dem die Pendellinge
= L, die Indikatorlinge =— J*“ und der Pendelkérper sich in der Hohe
Z = Z,* L, also in der Héhe des Schwingungspunktes befindet.

Der Umstand, dass bei angemessener Konstruktion des physischen Pendels
der Schwerpunkt leicht sehr nahe der Axe gelegt und damit Z sebr gross ge-
macht werden kann, ist von besonderem Interesse, denn wir haben in Ar-
tikel 23 erkannt, dass bei dem wichtigen Problem der Trennung seismischer Hori-
zontalverriickungen und Neigungen gerade die Hohe Z entscheidend ist. Wihrend
nun das einfache Pendel aus praktischen Griinden eine hinveichende Variation der
Hihe wicht gestattet, lisst sich diese mit dem physischen Pendel, wo es sich nur wm
die Verlegung des Schwingungspunktes handelt, in bequemer Weise erreichen.

Bei der Konstruktion seines Klinographen hat sich W. Schliiter diese
Verhiltnisse zu Nutze gemacht. Der pendelnde Korper erhielt die Gestalt eines
Waagebalkens von 150 em Lidnge mit festen Gewichten an den Enden. Die uns
interessirenden Daten waren:

O = Thym*, M = 15%g, 8 = 0,04 mm, Z, = 0,

I=700m, L, =~ = 12000m, Z = Z,— L, = — 12000 m,

o
S
T —90sec, L — 100m, P — —-2%, JO = 6m, W = 700m.

Der Klinograph entsprach hiernach bei seinen Registrirungen einem einfachen
Pendel von 144m Linge, das von einem starren Geriist nicht weniger als
15000 m unterbalb des Referenzniveaus getragen wird, und dessen Ausschlige
20-mal verkleinert aufgezeichnet werden. Die ungeheure #quivalente Geriist-
grosse macht es einleuchtend, dass nicht daran zu denken ist, mit einfachen
Pendeln Klinographen entsprechender Leistungsfihigkeit zu konstruiren.

Die Aufzeichnungen des Klinographen wurden verglichen mit denen eines
Horizontalpendels folgender Daten:

T — 12sec, L = 36m, V= 25, J® = 900m, W& = 0, Z — 0.

Man erkennt die weite Ueberlegenheit des Horizontalpendels in dem Gliede
1. Klasse und die des Klinographen in dem Gliede II. Klasse. Da der Klino-
graph auch von den stidrksten beobachteten Erdbeben, bei denen die scheinbaren
Neigungen in den langen Wellen 1'/z Sekunden erreichten, unbeeinflusst blieb,
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konnte, geschlossen werden, dass nicht wirkliche Neigungen. sondern Horizontal-
verschiebungen im Weseuntlichen die Aufzeichnung des Horizontalpendels und
also auch die der iibrigen #hnlichen Apparate veranlassen, wihrend die wirk-
lichen Neigungen sehr klein bleiben (in den beobachteten F#llen unter 1/40 Se-
kunde).

31. Seismograph beliebiger Konstruktion fir eine Komponente. Wir wollen
nun sogleich zu dem allgemeinsten Fall einer beliebigen Konstruktion iibergehen,
wobei fiir das Gehiinge in irgend einer Weise Axen, Hebel, Federn und der-
gleichen verwendet sein komnen. Jedoch nehmen wir zur Vereinfachung der
Darstellung vorldufig nur einen Grad der Freiheit an; relativ zum Gestell sollen
sich also die Punkte des Gehi#nges nur in Aurven bewegen konnen, und es soll
die Lage aller Punkte bestimmt sein, wenn die Lage eines einzigen vorge-
schrieben ist. Die Angabe des Ausschlags a eives Indilators und seiner Aenderungen
geniigt hiernach wollstandig, um die jeweilige relative Lage und die relativen Be-
wegungen festzustellen.

Die angenommene Verkniipfung der Bewegungen hat zur Folge, dass eine
bewegende Kraft, die an irgend einer Stelle des Gehinges wirkt, durch eine
Kraft an irgend einer anderen Stelle ersetzt werden kann. Nach dem mecha-
nischen Prinzip der wvirtuellen Verriickungen miissen sich dabei die Intensitdten
der beiden Krifte umgekehrt verhalten wie die entsprechenden Verriickungen.
Ist also zum Beispiel K die zunidchst gegebene Kraft, @ ihr Aequivalent am

Indikator, so muss

o

(86) Q= K

sein, wenn « den zum Indikatorausschlag a gehrigen Ausschlag des Angriffs-
punktes von K parallel ihrer Wirkungslinie bedeutet. Von diesem Satee werden
wir im Folgenden ausgiebigen Gebrauch machen, um das gesammte Kraftsystem in
einer fiir die Anwendung bequemen Weise auf den Indikator zu bezichen. Zunichst
ist dabei freilich vorauszusetzen, dass der Indikator von einem starren Arm
gefiihrt werde, dass es sich also um mechanische Registrirung handele. Da jedoch
die ideelle Kraft Q einfach als eine rechnerische Hiilfsgrosse fiir die Entwicklung
der Theorie aufgefasst werden kann, steht garnichts im Wege, sie selbst dann
beizubehalten, wenn der Indikator durch einen photographirenden Lichtpunkt
gebildet wird. Will man das aus besonderen Griinden nicht thun, so ist an
Stelle des Indikators irgend ein passend scheinender Punkt des Gehdnges auszuwdihlen
und unter a im Folgenden der Ausschlag dieses Punktes zu verstehen. —

Bei der Berechyung der Trigheitskrifte (Artikel 29) sind die absoluten Be-
wegungen des Gehiinges zu verfolgen. Doch darf dabei wie bisher von den
Bewegungen der Erde als Weltkorper abgesehen werden, das heisst, es geniigt,
als ,absolute® Bewegungen dicjenigen relativ zur Erde im Ganzen zu bezeichnen.

g* o, ¢* seien die absoluten Verschicbungen eines Punktes des Gehinges,
g, n', ¢ die entsprechenden Verschiebungen relativ sum Gestell. 'Wir nehmen stets

Abhandlg. d. K. Ges, d, Wiss, zu Gottingen, Math.-phys. KI, N, Fl, Band 2,1. 6
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nur so kleine seismische Storungen an, dass gemiss Artikel 16:
B87) & = E+E+si,—yd, v* = n+ntzi+29, &= ¢+Ei—ai,—yi

gesetzt werden kann, wobei z, y, ¢ die Koordinaten der Ruhelage relatw zum
Referenzpunkt der Erdoberfliche bedeuten.

82. Seismische Ruhe. Zunichst soll wie bei der Behandlung des phys1ka.-
lischen Pendels der Fall seismischer Ruhe untersucht werden. Bei einem Auns-
schlag a verursachen die bewegenden Krifte — herrithrend zum Beispiel von
der Schwere oder von Federn irgend welcher Art — eine zuriicktreibende Kom-
ponente. Es entspricht unserer Annahme iiber die Kleinheit der Verschiebungen,
diese proportinal mit ¢ zu setzen.

(88) Q= —fa

stelle demgemiiss die Resultante der auf das Gehinge wirkenden bewegenden Krifte
in Bezug auf den Indikator dar, wobei f eine gewisse Konstante ist.

Um die Resultante der Trigheitskridfte zu finden, bedenken wir, dass bei
kleinen Bewegungen die Verriickung eines jeden Theilchens proportional mit a
gesetzt werden darf;

) )

bedeuten hiernach fiir jedes Theilchen gewisse Konstanten, welche uns mittels

£1da [4'1de [&]da
(90) % B Ela
die Komponenten der Geschwindigkeit, mittels
£ d*a 7' da ¢ d%a
@1 cl& [Ble e
die Komponenten der Beschleunigung und mittels
. gl ia ,‘7/ da I d*a
= —alg] G —alflE —uld]e

die Komponenten der Trigheitskraft ergeben, wenn du die Masse des Theilchens
bezeichnet. So folgt denn nach dem Prinzip der virtuellen Verriickungen fiir den
Indikator die dquivalente Kraft

EI 2d2a nl 2d2a gl 2d2a
(93) —dul; | G —ae [T ]Gt @

und wir erbalten als Resultante der Trigheitskriifte bei seismischer Ruhe:

a@
(94) Qe = —-m%g,
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wenn

_ gl 2 "1' 2 gl 2 _ grs_l_nls_i_gm
e m=falil+ G = S
gesetzt wird. @Il wiirde dieselbe Grosse erhalten, wenn sich eine Masse #m am
Indikator selbst bewegte; wir wollen demgemiss m die resultirende Masse des
Gehiéinges nennen. Die Formel (95) lehrt unmittelbar folgenden fiir die Berechnung
von m wichtigen Satz: Der Antheil eines Elementes des Gehinges zur resultirenden
Tlasse verhdilt sich zur eigenen Masse wie das Quadrat der-relativen Verriickung zum
Quadrat des zugehorigen Indikatorausschlags:

(96) dm: dp = E"4+9"+¢":a’

Das D’Alembert’sche mechanische Prinzip, nach welchem die Trégheitskrifte
jederzeit die bewegenden Krifte aufheben miissen, verlangt bei Abwesenheit von
Storungen Q4 Q1 = 0 und ergiebt so in

d’a _f_

aE T Tm

Ch)

die Indikatorgleichung bei Eigenschwingungen. Schwingungsperiode T und dquivalente
Pendellinge L werden nach (97) durch

(-4~

bestimmt.
33. Ableitung der Indikatorgleichung. Bei Neigungen des Gestelles und

Aenderungen der Schwerkraft tritt zu der Resultante der bewegenden Krifte:
¢ = —fa,

welche im Falle der seismischen Ruhe allein zu beriicksichtigen war, noch eine
Kraft, welche der verinderten Einwirkung der Schwere entspricht. Die Neigung
i, ist gleichwerthig mit dem Auftreten einer horizontalen Komponente der
Schwerkraft | z im Betrage von gi.. Das Theilchen du des beweglichen Theiles
erfihrt also | # im ganzen eine Kraft du (9¢,-+49,) und ergiebt fiir den Indi-
kator die dquivalente Kraft du (95, +4g,) [E'/a]. In gleicher Weise gehort zu y
die Kraft du (¢i,+4g,) [v'[a], zu # die Kraft du dg, [£']a], und wir erhalten als
Resultante der bewegenden Krifte, welche durch die Neigungen des Apparates und
durch Schwerkraftinderungen erregt werden:

0 @+00 = ([au[E])i+a0)+(fau[Z]) @i+ a0+ (f e [E])o.

Zur Berechnung der Trigheitskrifte soll die Bewegung des Gehinges auf-
gefasst werden als Superposition der Bewegung relativ zum Gestell und der vom

Gestell selbst ausgefiihrten Bewegung. Diese letztere wiederum zerlegen wir in
6*
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abgetrennt und nach dem dritten Zusatz von 20 cem Wasser er-
schopfend mit Petroldther extrahiert. Die vereinigten Petroldther-
ausziige hinterlassen nach dem Abdestillieren des Losungsmittels
6 g Riickstand, der im physiologischen Testversuch eine nur geringe
Wirksamkeit zeigt; es lassen sich aus ihm an krystallisierten
Stoffen etwas Benzoesdure und geringe Mengen Cholesterin
darstellen ).

Das Hormon kann aus der alkoholisch-wiaBrigen Phase durch
Abdampfen des Lisungsmittels im Vakuum in entsprechend ange-
reicherter Form isoliert werden; doch hat es sich fiir die weitere
Reinigung als zweckmifig erwiesen, die alkoholische Phase mit
dem 3—4 fachen Volumen an Wasser zu versetzen und dieser triiben
Losung die wirksame Substanz durch Ausschiitteln mit Ather zu
entziehen, da bis za 20 Gewichtsprozent des Ausgangsmaterials an
Verunreinigungen in der wifirigen Schicht verbleiben kénnen. Nach
dem Waschen, Trocknen und Verdampfen der #therischen Losung
hinterbleiben 2 g eines rotbraunen Ols, d. i. 20°/o des angewandten
Rohéls (Charge 270a). Die physiologische Auswertung dieser
Charge ergibt einen Wirkungswert von 180000 ME pro Gramm,
das entspricht einer fast quantitativen Hormonausbeute (s. Tabelle X).

Die mit dieser Technik darstellten Ole enthielten — je nach
der Wirksamkeit des Ausgangsmaterials — 100—200000 ME pro
Gramm, doch war die Ausbeute stets anndhernd quantitativ. Ge-
ringe Hormonverluste, die im Petroldther verbleiben, sind leicht
darch nochmalige Verteilung grofierer Anteile gesammelter Petrol-
dtherriickstinde zwischen 50°igem Alkohol und Petrolither in
der alkoholischen Phase anzureichern: 20 g Petroldtherriickstand
16st man Zu diesem Zweck in 100 ccm Petrolither, versetzt mit
45 cem Alkohol und unter Schiitteln mit 45 cem Wasser in 3 An-
teilen. Die alkoholische Phase wird wie oben verarbeitet, die
hierbei erhaltenen Ole kénnen einem neuen Arbeitsgang zugefiihrt
werden.

Reinigungsstufe II:
Entmischung mit wdafirigem Alkohol-Benzol
Auf Grund der Erfahrungen mit weiteren Entmischungsmethoden
(Seite 32) kann durch anschlieBende Anwendung einer Verteilung
des in der Reinigungsstufe I erhaltenen Oles zwischen wiBrigem
Alkohol und Benzol eine weitere Aunreicherung erzielt werden. Es
hatte sich gezeigt, daB das Hormon im Gegensatz zu vielen Begleit-

16) Aus 10 kg Schwangerenbarn konnten 50 mg Cholesterin und 1,7 g Benzoe-
sanre isoliert werden.
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stoffen in 60 °joigem Alkohol weit schwerer 16slich ist als in Benzol
und sich daher aus einer Losung in 60 °jsigem Alkohol mit Benzol
weitgehend angereichert aumsschiitteln 148t (Seite 33). Je nach der
Wirksamkeit der verwendeten Ole liegt der erzielte Reinigungs-
grad nach Anwendung einer solchen ,Benzoltrennung“ bei 300 bis
500000 ME pro Gramm. Die Ausbeute an Hormon wechselt, sie be-
trigt zumeist etwa 85 ¢/, jedoch haben eine Reihe von technischen
Rohdlen in dieser Reinigungsstufe (aus spdter zu erdrternden
Griinden) nur etwa 60°o der Wirksamkeit an die Benzolphase ab-
gegeben (s. Seite 44 oben und Seite 71).

Technik: Versuch Nr. 342 vom 7. IV. 1929.

2 g Hormonsl von der Wirksamkeit 180000 ME pro Gramm
werden in 24 ccm Alkohol geldst, unter Schiitteln mit 16 ccm
Wasser versetzt und wiederholt mit etwa 20 ccm Benzol ausge-
schiittelt. Die vereinigten Benzolphasen werden hiufig (6—8 mal)
mit 60 °/oigem Methylalkohol gewaschen. Nach dem Trocknen der
Benzollésung mit Natriumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuuam
entfernt: es hinterbleiben 685 mg eines rotbraunen Ols, also 34 Ge-
wichtsprozent des Ausgangsols (Charge 342a). Die physiologische
Auswertung dieser Fraktion ist aus Tabelle X ersichtlich, 1 g des
Ols hat eine Wirksamkeit von etwa 500000 ME, das entspricht
einer Hormonausbeute von 92 °o.

Die bei den ,Benzoltrennungen“ erhaltenen wifrig-alkoholi-
schen Phasen werden vereinigt, mit Wasser verdiinnt und ausge-
dthert. Die dtherische Losung hinterlift nach dem Trocknen und
Abdestillieren des Losungsmittels rotbraune Ole, die in wenig Al-
kohol geldst und einige Zeit bei 0° aufgehoben werden. Es er-
folgt hiufig Krystallisation schwach gelb gefiarbter, prismatischer
Nadeln, die sich um 300° zersetzen. Sie lassen sich aus Alkohol oder
Wasser umkrystallisieren und sind rein weif zu erhalten; es handelt
sich um eine stickstoffhaltige Verbindung von sanrem Charakter.
Die Ausbeute an diesem Stoff ist wechselnd, sie betrdgt zumeist
wenige mg aus 1g Ol dieser Phase!?).

17) Zu einer vorliufigen Untersuchung der Substanz (ausgefiahrt von Herrn
Dr. F. HILDEBRANDT) stand nur eine sehr geringe Menge zur Verfiigung. Der
Stoff erwies sich als bestindig gegen Kochen mit 20 %/iger Kalilauge und ver-
diinnter Salzsiure, dagegen sehr empfindlich gegen Oxydationsmittel. Er besitzst
keine Ketoneigenschaften, scheint aber leicht azylierbar zu sein. Die molekulare
Zusammensetzung ist wahrscheinlich durch den Ausdruck C,s H;; N; O, wiederzugebens
durch Behandlung mit Diazomethan konnte ein krystallisiertes Derivat der Formel
Ci H;3 N3O, dargestellt werden, aus dem jedoch mit HJ kein Methoxyl abzu-
spalten ist.
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Die von Krystallen getrennte alkoholische Lisung enthilt
zumeist die restlichen 15—40°/ an Hormon; durch erneute Ent-
mischung mit Alkohol-Benzol kann ein weiterer, wechselnd grofer
Anteil in der Benzolphase erfaBt werden. Der Rest wird durch
eine besondere Anfarbeitung gewonnen (s. Seite 71/72).

Reinigungsstufe II1:
Die weitere Reinigung des Hormons unter Ausnutzung
seines Verhaltens gegen Alkali und Siure.

Es war beobachtet worden (s. Seite 34), daB sich aus der
dtherischen Losung der Hormondle stets ein Teil des Hormons
(20—50 °/o) mit Alkali ansschiitteln 148t; aus der alkalischen Lisung
ist es erst nach dem Ansiduern quantltatlv mit Ather zu extra-
hieren. Das Verteilungsverhiltnis des Hormons zwischen Ather
und Alkali ist stark zu beeinflussen: durch Behandlung mit ver-
diinnter Sdure auf dem Wasserbad ist der alkalilosliche Teil er-
heblich zu verringern, durch langanhaltendes Kochen mit alkoholi-
scher Kalilauge alles Hormon im Alkali zu l6sen. Dieses an ein
Lakton erinnernde Verhalten hat zur weiteren Reinigung der in der
Reinigungsstufe IT erhaltenen Ole folgende Methodik anwenden lassen:

Nach 3 stiindigem Erwirmen der gereinigten Ole mit ver-
diinnter alkoholisch-wiéfriger Salzsiure, lassen sich aus ihrer #the-
rischen Losung saure Begleitstoffe fast ohne Verlust an Hor-
mon mit Natriumkarbonatlésung abtrennen (s. Seite 35). Schiittelt
man die verbleibende Atherlésung nunmehr lingere Zeit wiederholt
mit wifriger Natronlauge, so vermag man durch diese Behandlung
das Hormon dem Ather allmihlich als Natriumsalz zu entziehen,
wihrend neutrale Begleitstoffe im Ather verbleiben. Aus
der alkalischen Losung ldfit sich nach dem Ansiuern mit ver-
diinnter Sdure ein hochstgereinigtes Hormonsl mit Ather extrahieren.

Man erreicht in dieser dritten Reinigungsstufe einen Reinheits-
grad von 1,5—2 Millionen ME pro Gramm, die Ausbeute betrigt
im Durchschnitt 75°o an Hormon; ein Rest von 15—20°), ver-
bleibt bei den neutralen Begleitstoffen, die gesammelt werden, um
fiir eine besondere Aufarbeitung nutzbar gemacht zu werden.

Technik: Versuch Nr. 394 vom 16. VII. 1929.

1,14 g des durch die Reinigungsstufe II auf eine Wirksamkeit
von 450000 ME pro Gramm angereicherten Ols werden in 114 cem
Athylalkohol gelost, mit dem dritten Teil des Volumens an ver-
diinnter (2n) wiBriger Salzsiure versetzt und 3 Stunden auf dem
Wasserbad erwidrmt. Die mit 500 cem Wasser versetzte Reaktions-
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lésung wird wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, die itherische
Losung mit wifiriger Karbonatlosung gewaschen, bis diese sich
nicht mehr anfirbt. Die vereinigten Karbonatausziige (b) werden
nochmals mit Ather extrahiert und dieser zur urspriinglichen
Atherlosung hinzugefiigt. Man extrahiert nun die gesamte &dtheri-
sche Losung (a) mit Alkali, indem man sie 2—3 mal mit der Hilfte
ihres Volumens an 1n wifiriger Natronlauge versetzt und jedesmal
12 Stunden auf der Maschine schiittelt. — Die vereinigten Alkali-
ausziige (¢) werden mit verdiinnter Salzsdure bis zur kongosauren
Reaktion versetzt, mit Ather aufgenommen, die #therische Lésung
wird gewaschen, getrocknet und abdestilliert. Es hinterbleiben
210 mg eines rotbraunen Ols, d.i. 1849, des Ausgangstls. In
Tabelle X ist die Auswertung dieser Charge 394c gegeben: die
Wirksamkeit betrdgt 1,75 Millionen ME pro Gramm, das entspricht
einer Hormonausbeute von 72 9/o.

Den Natriumkarbonatausziigen (b) kann man durch eine Ather-
extraktion nach dem Ansiuern 97 mg Ol entziehen; diese Fraktion
enthilt in 1g etwa 5000 ME (vergl. Auswertung 320b auf Ta-
belle VIII).

In dem urspriinglichen #therischen Auszug (a) verbleiben nach
der Behandlung mit Karbonat und Alkali die neutralen Begleit-
stoffe. Durch Aufnehmen in Azeton oder Alkohol kann man das
Pregnandiol krystallisiert abtrennen; es ist ein gesittigter
Alkohol der Formel C21HssO: vom Schmelzpunkt 234—235°18),

Reinigungsstufe IV: Die Destillation
hochst gereinigter Ole im Hochvakuum.

Aus Olen von dem Reinheitsgrade von 1 Million ME pro Gramm
ab ist durch fraktionierte Destillation im Hochvakuum direkt kry-
stallisiertes Hormon darstellbar.

18) Es konnte wahrscheinlich gemacht werden, daB das Pregnandiol ein
neutrales Oxydationsprodukt der Sterine von folgender Formel darstellt: (vergl.
A, Butesanpr, Uber das Pregnandiol, einen neuen Sterinabkommling aus Schwan-
gerenharn. Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930)).

. NN
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Technisch verfihrt man derart, daf die in der Reinigungs-
stufe ITI erhaltenen Ole in kleinen, kugeligen Glasretorten von
etwa 4 cem Inhalt und einem 12gem langen Ansatzrohr in Anteilen
von je 300—400 mg der Destillation bei 0,02—0,03 mm Hg unter-
worfen werden. Das Vakuum wird durch eine Quecksilberdampf-
strahlpumpe mit einer Azeton-Kohlensiure gekiihlten Vorlage er-
zeugt. Die Retorte wird in einem Luftbad erhitzt; sie wird
zunichst 12 Standen bei 100—115° belassen, in diesem Temperatur-
gebiet geht ein Vorlauf iiber, der 20—25°, des Oles ausmacht.
Die Destillation wird unterbrochen und der Vorlanf mit Ather aus
dem Retortenansatz herausgeldost. Man unterwirft nunmehr den
Riickstand einer langsamen Sublimation, indem man die Tem-
peratur iiber 60 Stunden allmihlich von 120° auf 220° steigert.
Von 130° ab setzen sich an dem Retortenhals eisblumenartige oder
prismatische Krystalle des Hormons ab, die sich im Laufe der
Destillation vermehren; der grofite Anteil geht um 150° iiber. Um
das Ende der Sublimation zu erkennen, wird das Destillat tiglich
entfernt und die Destillation erst abgebrochen, wenn keine weitere
Krystallisation mehr erfolgt. Wenn man bereits im Besitz von
Hormonkrystallen ist, erweist es sich als zweckmifiig, nach jeder
Unterbrechung im Retortenhals zu impfen.

Die Krystallisate sind zumeist mit gelb gefirbtem Ol verun-
reinigt, von dem man sie darch kurzes Abspiilen mit kaltem Ather
befreit. Die im Retortenansatz zuriickbleibenden Krystalle werden
mit Azeton herausgeldst, aus dem man sie nach dem Verdampfen
des Losungsmittels — zumeist in Nad eln krystallisiert — isolieren
kann. Die Ausbeute an Rohkrystallisaten betriigt bei der Destilla-
tion eines (les der Wirksamkeit 1 Million ME pro Gramm durch-
schnittlich 8 °/o des Gewichts, da die Wirksamkeit der Rohkrystalli-
sate 7—8 Millionen ME pro Gramm betréigt, so berechnet sich eine
Hormonausbeute von 64°6. — Durch nochmalige Behandlung ge-
sammelter Destillationsriickstdnde mit Salzsiure und Alkali nach
dem Verfahren der Reinigungsstufe III und anschlieBender De-
stillation der alkaliloslichen Anteile kann ein weiterer Anteil an
Hormon gewonnen werden.

Relnlgungsstufe V.
Die Reinigung der Rohkrystalllsa.te

Die voHige Reinigung der Krystallisate kann durch nochma-
lige Sublimation im Hochvakuum geschehen, besser aber durch
Behandlung mit Lésangsmitteln.

Zum ersten Umkrystallisieren hat sich Essigester unter



Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon. 47

Zusatz von hochsiedendem Petrolither weitaus am besten bewihrt.
Die aus der Azetonlosung isolierten Krystalle werden heif in
Essigester gelost und heif mit dem gleichen Volumen Petroldther
versetzt. Von wenig ausfallenden braunen Flocken, welche die
letzten Verunreinigungen einschliefen, wird sofort abfiltriert; die
auf dem Wasserbad vorsichtiz konzentrierte Lisung liefert das
krystallisierte Hormon in kleinen, fast farblosen Bldttchen, die
nochmals aus Essigester (ohne Zusatz von Petrolither) umkrystalli-
siert werden und dann in reinen, farblosen, rhombischen Tifelchen
zu erhalten sind. Zur volligen Reinigung kann das Hormon bis
zum konstanten Schmelzpunkt von 250—51° (korr.) aus verdiinntem
Alkohol umkrystallisiert werden.

Die einzelnen Phasen der geschilderten Aufarbeitung sind aus
der Ubersichtstabelle Seite 48 zu ersehen.

Die Methodik der Hormondarstellung aus Schwangerenharn
nach E. A. Doisy.

E. A. Doisy und Mitarbeiter haben kiirzlich ihre Methodik zur
Darstellung des krystallisierten Hormons aus Schwangerenharn
ausfithrlich beschrieben. Es ist von Interesse, daB sie in einigen
technischen Uberlegungen einen #hnlichen Weg zur Reinigung des
Hormons eingeschlagen haben, wie er eben dargelegt wurde: Sie
benutzen Extraktionsmethoden mit organischen Lgsungsmitteln
und machen sich ebenfalls den schwach sauren Charakter des Hor-
mons zunutze, indem sie es in eine alkalische Losung iiberfiihren
und dieser den groSten Teil des Hormons durch hiufiges Aus-
schiitteln mit Ather allmihlich wieder entziehen; das hier verwen-
dete typische Verhalten des Hormons wurde schon bei der Bespre-
chung der systematischen Versuchsreihen gekennzeichnet (s. Seite 34).

E. A. Doisy und Mitarbeiter extrahieren den angesdunerten Harn
mit Olivensl, Chloroform oder Butylalkohol. Seitdem sich Butyl-
alkohol besonders gut bewihrt hat, scheint er ausschlieflich ver-
wendet worden zu sein. Der Riickstand der Extraktlosungen (aus
dem Olivendl ist das Hormon am besten mit 95 °/oigem Alkohol
auszuschiitteln) wird nach dem Verdampfen der Losungsmittel mit
heifem Benzol ausgezogen, in dem das Hormon leicht ldslich ist.
Nach dem Verdampfen des Benzols wird das Hormon in wifirig-
alkalische Losung iibergefiihrt; zu diesem Zweck wird entweder
der hormonhaltige Riickstand der Benzollosung mit 1 Teil Butyl-
alkohol und 20 Teilen Petrolither versetzt und wiederholt mit
0,25—0,6 n wifiriger Kalilauge geschiittelt, oder er wird wieder-
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Ubersichtstabelle
zur Heormondarstellung. nach Burenanpr (Seite 401.).

Schwangerenharn-Rohél.

(Hormoneharge I)
30000 ME pro g.

|
Trennung zwischen 50°/,igem CH; OH
und Petroliather

Alkoho}pha.se Petrolitherphase
T (Benzoesiure, Cholesterin)
ausgedthert

Hormoncharge I1
100—200 000 ME pro g

|

Trennung zwischen 70°/,igem Alkohol

und Benzol
Benzolphase Alkoholphase
Hormoncharge III (stickstoffhaltige Saure)
300—500000 ME pro g (Zersetzungsp. 3059)

|
|

| Behandlung

mit verd. HCl,
ausgedthert

Atherische Losung
Behandlung mit Na, COg

Carbonatlosliche Anteile Atherische Restlosung,
Behandlung mit Na OH

4

Alkalische Losung e —-—-  —> Alkaliunlésliche Neutral-
angesiuert, . bestandteile
ausgeathert: (Pregnandiol, 235°)

Hormoneharge IV
1,5—2 Mill. ME pro g

i frakt. Dest.
im Hochv.
Rohkrystallisate —> Reines krystallisiertes
7—8 Mill. ME pro g Follikelhormon,

Schmelzp. 250—251° (korr.y

8—10 Mill. ME pro g
holt direkt mit 75° heifier 0,5n Natronlauge durchgeriihrt. Die
vereinigten alkalischen Ausziige werden nach dem Abkiihlen filtriert
und mit Ather extrahiert; der Ather wird abdestilliert und der
Riickstand durch Wasserdampfdestillation von fliichtigen Begleit-
stoffen getrennt. Der kondensierte Dampf wird von den nicht-



Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon. 49

fliichtigten Anteilen durch Destillation getrennt, diese werden er-
neut 4—5 mal mit heiBer 0,25 n Natronlauge ausgezogen. Diese
alkalische Losung wird hiufig mit dem vierten Teil ihres Volumens
an Ather extrahiert, die dtherischen Losungen nach dem Waschen
mit Natriumbikarbonat, Salzsiure und Wasser zur Trockne ge-
dampft. Nunmehr erfolgt zum 3. Mal eine wiederholte Extraktion
mit wiBrigem Alkali (0,251, 25° warm); der alkalischen Losung
werden Verunreinigungen durch einmaliges kurzes Ausschiitteln
mit Ather entzogen, dann wird zur Gewinnung des Hormons an-
haltend mit Ather extrahiert. Der nach dem Waschen, Trocknen
und Verdampfen dieser étherischen Lisung hinterbleibende Riick-
stand wird zuniichst aus alkoholischer Lisung mit Wasser gefillt,
anschlieBend aus Butylalkohol unter Zusatz von Petrolidther, zu-
letzt aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, bis die farblosen
Blittchen einen konstanten Schmelzpunkt von 243—243,5° (unkorr,)
zeigen.

In Ubereinstimmung mit den friiher geschilderten Erfahrungen
iiber die Extraktion des Hormons aus alkalischer Lisung (Seite 35)
betont auch Doisy, daB das Hormon in diesem Arbeitsgang nicht
vollig erfaBt wird; die Aufarbeitung alkalischer Restldsungen er-
folgt in besonderem Verfahren.

Die Darstellung krystallinischen Sexualhormons -
aus Schwangerenharn nach E. Laqueur.

Anfang des Jahres 1930 haben E. Laguevr und Mitarbeiter
ebenfalls iiber krystallisiertes Sexalhormon aus Schwangerenharn
berichtet, welches nach den angegebenen Eigenschaften sehr wahr-
scheinlich mit den eben beschriebenen Krystallisaten identisch ist.
Eine genaue Darstellungsvorschrift ist hingegen von Seiten La-
QUEURs bisher nicht erfolgt, sodaB ihre eingehende Besprechung
nicht méglich ist.

Der Harn wurde angesduert und mit Benzol extrahiert, zur
weiteren Anreicherung wurde die Erkenntnis benutzt, daf das
Hormon ,eine Art Siurecharakter® besitzt; E. Laquevr und Mit-
arbeiter charakterisieren die angewendete Methodik der Reinigung
folgendermafien: , Wir haben ferner die auch schon von uns friiher
beobachtete und beschriebene verschiedene Adsorbierbarkeit des
Menformons ) und der Begleitstoffe zur weiteren Reinigung ge-
braucht, indem wir einen in wenig Benzol gelosten Benzolextrakt
z. B. an Fuller-Erde adsorbierten, diese Erde mit Benzol ans-

19) Uber die Nomenklatur des Sexualhormons vergl. Seite 74.
Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zu Gttingen. Math,-Phys, Kl. HI. Folge, Heft2, 4
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kochten und den Riickstand mit wenig Benzol in viel Petroldther
ausgossen. Nach Abkiihlen wird die zunidchst vorhandene Triibung
zu einem festen Niederschlag, dieser wird in 70 %pigem Alkohol
unter Zufiigang von KOH aufgenommen, die alkalische Losung
mit Benzol ausgeschiittelt .. ... danach wird die alkalische alko-
holische Losung wieder angesduert und nun aufs neme mit Benzol
extrahiert. Dabei geht das gereinigte Menformon nun wohl in
das Benzol. Diese Prozedur kann wiederholt und bei der letzten
Reinigung auch noch etwas Bleiazetat hinzugefiigt werden. Die
letzten Benzollosungen liefern bei vorsichtigem Abdampfen .....
Krystalle, diese lassen sich amkrystallisieren, manchmal besser aus
70 %,igem Alkohol oder aus einem Gemisch von Benzol mit Ligroin
oder Petrolither 20).

Es wird zu dieser Aufarbeitungsvorschrift bemerkt, daf Aus-
gangshypothese und Weg #hnlich waren, wie sie von mir benutzt
warden; soweit man aus der Darstellung entnehmen kann, wird
auch in diesem Verfahren der grofite Reinigungseffekt durch Aus-
nutzen der Alkalilgslichkeit des Hormons erzielt.

Uber physikalische Eigenschaften des krystallisierten
Follikelhormons *).

Krystallform und Schmelzpunkt.

Reines Follikelhormon krystallisiert in sehr schon ausgebildeten
Krystallen. Aus Essigester erhidlt man es in rhombischen Tifel-
chen (s. Abbildung 18, Tafel VI), aus verdiinntem Alkohol — je
nach der Krystallisationsgeschwindigkeit — in verschiedenen For-
men: auns weitgehend verdiinntem Alkohol krystallisiert es in
kleinen, spindelférmigen, stark lichtbrechenden Blattchen (Ab-
bildung 19, Tafel VI), durch sehr langsame Krystallisation erzielt
man die Ausbildung von 1—2 cecm langen, oft blumenartig ver-
zweigten Krystallen von perlmutterdhnlichem Glanz (Abbildung 20,
Tafel VI). ‘

Uber die verschiedenen Krystallformen, in denen das Hormon
vorliegen kann, haben anch E. A. Dowsy und E. Laqueur berichtet.
Die durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Essigester und Al-
kohol-Wasser vollig gereinigten Krystallisate sind farblos und

20) Zitiert nach E. LAQUEUR und Mitarbeiter: Deutsch-med. Wochenschrift
1930, Nr. 8.

21) Aus A. BurenanpT, Uber physikalische und chemische Eigenschaften
des krystallisierten Follikelhormons. HoPPE-SEYLERs Zeitschr. f. physiol. Chemie,
191, Seite 140 (1930).
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zeigen unter geringen Zersetzungserscheinungen einen konstanten
Schmelzpunkt von 250—251° C (korr.); nach Dorsy 243,5° (unkorr.);
nach Laquevr 240° (unkorr.).

Léslichkeit.

Das krystallisierte Hormon zeigt in seiner Lislichkeit ausge-
sprochenen Lipoidcharakter; es ist leicht 16slich in Alkohol, Azeton,
Chloroform, Benzol, schwerer in Ather und Essigester, sehr schwer
in Petroldther. Aus seiner Liésung in Alkohol oder Azeton 148t
es sich mit Wasser, aus Essigester, Chloroform und Benzol mit
Petroldather krystallin fillen.

Wasserloslichkeit.

Die ,echte“ Wasserloslichkeit des Hormons ist zu einer Zeit
Gegenstand vielseitiger Bearbeitung gewesen, als diese Frage
praktisch nicht losbar war. Die Wasserloslichkeit des krystalli-
sierten reinen Hormons (in neutraler Losung!) ist sehr gering; sie
ist wegen der Herstellung therapeutischer Priparate in wifiriger
Losung nicht ohne Bedeutung und daher durch physiologische Ver-
suche genauer ermittelt worden: 1 ccm einer gesittigten wiBrigen
Hormonldsung enthilt im Durchschnitt etwa 150 ME, danach sind
in 100 ccm Wasser hochstens 1,5 mg lsslich. Die Auswertung einer
gesiittigten wifirigen Hormonlosung findet sich in Tabelle XI.

Optisches Drehungsvermégen.

Das Hormon dreht die Ebene des polarisierten Lichtes stark
rechts; die spezifische Drehung betrigt: [«]8° = + 156° (0,0187 g
Hormon, geldst in 2 cem Chloroform, I = 1dm, ¢« = +1,469),

Ultraviolett-Absorptionsspektrum.

Die Messung der Ultraviolett- Absorption (mit Quecksilber-
quarzlicht unter Anwendung der lichtelektrischen Methode) fiihrte
zu Ergebnissen, die durch die Tabelle XVIII und Figur 1 belegt
werden. Danach zeigt das krystallisierte Hormon ein charakte-
ristisches Absorptionsmaximum bei 283—285 my.

Farbreaktion.

Das Hormon gibt keine charakteristischen Farbreak-
tionen, insbesondere sind die Reaktionen auf Sterine nach Sar-
kowsky und Liepermanx-BurcARD negativ, es erfolgt nur eine gelb-
rote Firbung durch konzentrierte Schwefelsiure. Mit eisenoxyd-
haltigem Eisessig und konzentrierter Schwefelsiure ist keiner der
intensiven Farbttne zu beobachten, die z. B. fiir Digitalinum ve-
rum charakteristisch sind. Auch mit Ferrichlorid tritt keine Fir-

bung auf.
4%
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Die physikalischen Eigenschaften des krystallisierten Hormons
wurden an vielfach (bis za 20mal) umkrystallisierten Pridparaten
gepriift und als konstant bleibende Charakteristika erkannt. Alle
ermittelten Merkmale sprechen einwandfrei dafiir, daf in dem
isolierten Stoff ein einheitlicher, chemisch reiner Stoff vorliegt.
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Fig. 1. Absorptionsspektrum einer 0,027 °/, cgm alkoholischen Hormonlosung.

Uber physiologische Eigenschaften des krystallisierten
, Follikelhormons.

Villig gereinigte und durch die Konstanz ihrer physikalischen
Eigenschaften charakterisierte Hormonkrystallisate wurden in auns-
gedehnten Versuchsreihen zundchst quantitativ auf ihre Wirksam-
keit im biologischen Testversuch gepriift. Insbesondere wurde
diese Wirkung nach vielfach wiederholtem Umkrystallisieren und
Resublimieren an einer Reihe von Krystallisaten verschiedener
Herstellung ermittelt, um mit voller Sicherheit aussagen zu kénnen,
daf die physiologische Wirksamkeit an die isolierte Substanz selbst,
und nicht an eine in kleinster Menge vorhandene ,Verunreinigang
gekniipft ist.  *

Von den durchgefiihrten Auswertungsversuchen sollen im fol-
genden eine Reihe in ihren Ergebnissen und Folgerungen be-
sprochen werden. : ’
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Auswertung des krystallisierten Hormons
in Versuchsreihen mit einmaliger Injektion.

Es erfolgte zunichst eine Festlegung der Wirksamkeitsgrenze
des krystallisierten Hormons mit der oben (Seite 12) genau ange-
gegebenen Methodik bei Verabreichung der Dosis in einmaliger
Injektion. Zur genanen Ermittlung der Grenzdosis wurde das
Priparat Pg. II in einer ausfiihrlichen Konzentrationsreihe ent-
sprechend einer Wirksamkeit von 3—10 Millionen ME pro Gramm
an 70 Tiere verabfolgt. Das Ergebnis ist in der Tabelle XI1I
wiedergegeben.

Die Auswertungsreihe ergab, daf die Grenzdosis (nach
gegebener Definition) bei 8—9 Millionen ME pro Gramm
liegt, d.h. 0,000125 mg ldsen in einmaliger Injektion in Ollssung
an 809, der Versuchstiere die Vollbrunstreaktion aus.

Die Tabelle XII zeigt iiberdies die einwandfrei starke Uber-
dosierung, die mit Mengen, entsprechend einer Wirksamkeit von
3—6 Millionen ME erzielt wurde und sich in einer mehrtigigen
,Dauerbrunst® bei 100, der Versuchstiere #uBerst. Sie 148t
auBerdem den Unterschied zwischen den Wirksamkeiten von s
Millionstel und /10 Millionstel Gramm zahlenmdfBig deutlich in Er-
scheinung treten, im ersteren Fall reagieren 85 %, im zweiten
nur noch 629, der Versuchstiere mit Vollbrunst.

Zur Kontrolle der absoluten Reproduzierbarkeit dieser
Werte wurden Krystallisate von gleicher Reinheit, aber anderer
Herstellung mit gleicher Technik ausgewertet. In Tabelle XII ist
ebenfalls die Auswertung des Priparates Pg. 429 aufgenommen.
Diese Kontrollauswertung zeigt dasselbe Resultat und zeigt zudem
die Konstanz der gefundenen Werte an verschiedenen Tagen und
mit verschiedenem Tiermaterial.

Die Auswertung des Prdparates Pg. 415 (Tabelle XII) zeigt
die Konstanz der physiologischen Wirksamkeit an einem Krystal-
lisat, das vor der Injektion nochmals im Hochvakuum sublimiert wurde.

Simtliche durchgefiihrten Auswertungen an krystallisiertem
Hormon haben gezeigt, daB alle untersuchten Préparate auch nach
oftmals wiederholter Reinigung durch Krystallisation und Subli-
mation ihre vollig konstante physiologische Wirksamkeit nicht
mehr dndern.

Auswertung des krystallisierten Hormons in Ver-
suchsreihen mit protrahierter Injektionstechnik.

Wiihrend bei den Anreicherungsversuchen zur Darstellung des
Hormons auns den frither erdrterten Griinden (Seite 13) auf jede .

~
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kompliziertere Auswertungstechnik verzichtet wurde, forderte die
physiologische Untersuchung des krystallisierten Hormons auch
seine ,Auswertung“ mit protrahierter Injektionstechnik, in An-
lehnung an die von anderer Seite vorgeschlagenen Methoden.

Es seien die Ergebnisse solcher Versuchsreihen zusammen-
gestellt 3):

Verteilt man beim krystallisierten Hormon die zu injizierende
Dosis auf 2—3 Injektionen innerhalb von 12—14 Stun-
den, so liegt die Grenzdosis bereits wesentlich niedriger: 0,000067
mg geniigen, um bei 759, der Versuchstiere Volloestrus zu er-
zielen. Nach dieser Technik, die sich an Versuche von Kamnt
und Doisy anlehnt, kommt man fiir das Hormon zu einem Wir-
kungswert von 15 Millionen ME pro Gramm. Die ent-
sprechenden Ergebnisse sind ans Tabelle XIII ersichtlich.

Migriaxn und Parkes haben vorgeschlagen, innerhalb von 36
Stunden in viermaliger Dosis zu injizieren, sie priifen anf Voll-
brunst bei 509, der Versuchstiere; H. WigLano und W. Straus
bevorzugen eine Unterteilung in 5 Dosen iiber etwa 35 Stunden,
E. Laquevr sowie Dopps injizieren 6mal innerhalb von 48 Stunden,
Liescatrz empfiehlt 6malige Injektion innerbalb von 60 Stunden.

In Anlehnung an diese verschiedenen Verteilungsarten wurden
einige Auswertungsreihen vorgenommen, deren Ergebnisse zu-
sammenfassend besprochen werden sollen:

Tabelle X1V umfaft die Aunswertungen von 2 Injektions-
methoden, deren Ergebnisse gleichlautend sind: Bei viermaliger
Injektion innerhalb von 36 Stunden und bei sechsma-
liger Injektion innerhalb von 40 Stunden wurde die
Grenzdosis bei etwa 0,0000333 mg ermittelt, das entspricht einem
Wirkungswert von 30 Millionen ME pro Gramm.

Verteilt man die 6 Injektionen iiber 48 Stunden, so
vermag man bei Priifung auf Vollbrunst die wirksame Dosis bis
aof 0,0000286 mg, bei Priifung anf Verschwinden der Leukozyten
(Laqueur) bis anf 0,000025 mg herabzusetzen. Die entsprechenden
Ergebnisse sind aus Tabelle XV ersichtlich.

Damit wird dem krystallisierten Follikelhormon
ein Wirkungswert von 35—40 Millionen ME pro Gramm
zuerteilt, der_ bei weiterer Unterteilung der Injektionsgaben
wahrscheinlich noch zu erhdhen ist.

22) Mit Ausnahme der Verteilungsart entsprach die angewandte Technik den
Angaben auf Seite 12. Es wurde stets in Sesamollosung injiziert, Abstriche wurden
bei protrabierter Technik 3 mal tiglich vorgenommen.
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E. A. Doisy und Mitarbeiter haben fiir ihre Krystallisate einen
Wirkangswert von 3 Millionen RE pro Gramm angegeben, das
wiirde etwa 12 Millionen ME pro Gramm entsprechen; E. Liaquror
und Mitarbeiter ermittelten mit protrabierter Technik 10 bis
14 Millionen ME pro Gramm. Wie aus den ausfiihrlich darge-
legten Ermittlungen der Wirksamkeit mit unterschiedlicher Injektions-
technik hervorgeht, sind die Resultate verschiedener Autoren nur
bedingt miteinander vergleichbar.

Uber weitere physiologische Merkmale
des krystallisierten Follikelhormons.

Es war von grofiem Interesse, festzustellen, welche der friiher
am unreinen Stoff ermittelten Merkmale dem reinen, einheitlich
krystallisierten Hormon zukommen wiirden. Diese Feststellungen
waren von Bedeutung in bezug auf die Zahl der im Ovarium
produzierten Hormone.

Es konnten auBier der Brunstwirkung auch die typischen
Wachstumswirkungen an Uterus, Vagina und Brustdriise
(vergl. die Abbildungen auf Tafel I—III) mit reinstem Hormon
erzeugt werden. Als erste haben E. Laqurur und Mitarbeiter aus-
fiihrlicher iiber entsprechende Versuche mit ihren Krystallisaten
berichtet: Durch Injektion von 10 Einheiten krystallisierten Hor-
mons (iiber 5 Tage verteilt) worde an jungen weiblichen Ratten
eine VergroBerung des Uterus um durchschnittlich 110 %, erzielt;
an jungen minnlichen Ratten wurde eine Wachstumshemmung an
den Genitalorganen um etwa 58°% (gemessen am Testisgewicht)
beobachtet, wenn 3 Wochen lang tiglich 6 Einheiten krysta.llisiertén
Hormons verabreicht wurden; entsprechende Versuche an erwach-
senen minnlichen Ratten zeigten im Laufe von einer Woche eine
starke Riickbildung der Genitalien bei tdglicher Verabreichung
von zweimal 50 ME; an Meerschweinchen wurde die Wirkung des
krystallisierten Hormons auf die Brustdriise gemessen, nach 12t4-
giger Behandlung mit tiglich 100 ME zeigte sich eine Vergriferung
der Mamma um fast das Doppelte der Breite und Linge.

Alle vorliegenden Versuchsresultate zeigen, daf die ermittelten
physiologischen Merkmale simtlich ein und demselben Hormon
zukommen.

Uber die Haltbarkeit des Hormons.

Krystallisiertes Hormon ist oxydabel, es zeigt die Empfind-
lichkeit gegen Sauerstoff, die schon an Rohdlen allgemein erkannt
worden ist. In verkorkten Gefifien aufbewahrte Krystallisate
zeigen sich nach Monaten in ihrer physiologischen Wirkung un-
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verdndert, jedoch ist die Haltbarkeit in alkoholischer Losung
gering. Die physiologische Priifung alkoholischer Lisungen zeigt,
daB innerhalb von 2 Monaten ein Abklingen ihrer Wirksamkeit
aum mindestens /3 feststellbar ist. Das Hormon verwandelt sich
dabei in ein nicht krystallisierendes braunes Harz.

Uber die Chemie des Follikelhormons.

Die chemische Erforschung des weiblichen Sexualhormons ist
erst in ihren Anfingen, sie wird sehr erschwert durch die schwie-
rige Zuginglichkeit des reinen Stoffes. Die zur Bearbeitung jeweils
vorhandenen Stoffmengen an reinstem Hormon sind so gering, daf
man wahrscheinlich nur allmdhlich gesicherten Einblick in die
Konstitation des Follikelhormons wird gewinnen konnen.

Das wichtige erste Ergebnis der Untersuchung der reinen
Krystallisate ergab, daB sie frei sind von Stickstoff, Schwefel
und Phosphor. Das Hormon enthidlt nur Kohlenstoff, Wasserstoff
und Sauerstoff.

Die Durchfiihrung zahlreicher Analysen und Molekulargewichts-
bestimmangen hat die Molekularformel Cis Hze Q2 wahrscheinlich
gemacht, doch darf gegenwirtig eine homologe Formel Ciz Haz O
noch nicht als sicher ansgeschlossen gelten.

Die Funktion der 2 Sauerstoffatome konnte durch einige Um-
setzangen sichergestellt werden; eines liegt in Form einer Hy-
droxylgruppe, ein zweites in Form einer Ketogruppe vor, da
jedoch unter geeigneten Versuchsbedingungen auch Di-ester dar-
gestellt werden konnen, so ist die Ketogruppe als leicht enolisier-
bar anzusprechen.

Gegen katalytische Hydrierung ist das Hormon nicht be-
stindig, es ist ungesdttigt und enthdlt nach dem gegenwirtigen
Stand der Untersuchung wahrscheinlich 3 Doppelbindungen.

Das weibliche Sexualhormon muf also nach bisherigen Ergeb-
nissen als ein dreifach ungesdttigtes Oxyketon betrachtet
werden; sein schwach saurer Charakter im Verhalten gegen Alkali
ist vermutlich auf die leichte Enolisierbarkeit der Karbonylgruppe
zuriickzufiithren, das schon an Rohtlen beobachtete Gleichgewicht
zwischen einer neutralen und einer sauren Form kann ebenfalls durch
die vorliegende Moglichkeit der Keto-enol-tautomerie ausreichend
gedentet werden.

Uber die Zugehorigkeit des Hormons zur aromatischen oder
hydroaromatischen Reihe sind noch keine experimentellen Anhalts-
punkte vorhanden. —
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Die Ermittlang der Molekularformel

Das krystallisierte Follikelhormon ist schwer verbrennlich,
erst bei Beriicksichtigung dieses Umstandes bei der Analyse liefert
es konstante Verhiltniszahlen fiir Kohlenstoff und Wasserstoft:

3,010; 4,604; 2,949 mg Substanz (getrocknet bei 100° im Hoch-
vakuum iiber P2 0s) gaben 8,775; 13,445; 8,630 mg CO: und 2,21;
3,34; 2,19 mg H:0.

Daraus berechnet sich: 79,51; 79,65; 79,81% C

3,22; 8,11; 331, H.

Mikromolekulargewichtsbestimmungen mnach Rasr
ergaben folgende Werte:

1,239; 0,339; 0,195 mg Substanz, gelost in 16,272; 3,851;
3,240 mg Kampher ergaben eine Depression von 10,5; 12,8; 8,9°.

Daraus berechnet sich M = 290, 275, 271.

Aus den Analysenergebnissen und den Molekulargewichts-
bestimmungen ergibt sich fiir das Follikelhormon die wahrschein-
liche Zusammensetzung Cis Ha2 Os: Ber. 79,9°% C, 8,20°) H,
M = 270. (Fiir Ciz H20 Oz berechnet sich: 79,64 °/o C, 7,86 °/o H,
M = 256.)

In TUbereinstimmung mit diesen Ergebnissen ermittelten
E. A. Doisy und Mitarbeiter fiir die Zusammensetzung des Hor-
mons im Durchschnitt: 79,69 %/ C und 8,49 °/o H. Als Molekular-
grofe wurde nach Rasr 274,6, durch Titration mit Jod 266 ge-
funden. E. A. Doisy und Mitarbeiter stellten anf Grund dieser
Befunde die — in bezug auf den Wasserstoffwert unwahrschein-
liche — Formel Cis Hes O:2 aunf.

Der Alkoholcharakter des Follikelhormons.

1. Der physiologische Nachweis einer Hydroxylgruppe wund iiber die
physiologische Wirkung von Hormonestern.

Uber die Funktion eines Sauerstoffatoms konnten schon durch
das Studium von Umsetzungen der Hormontle Anhaltspunkte ge-
wonnen werden. E. A. Doisy, Raris und Jorpax haben 1926 an
Olen aus Follikelfliissigkeit die Beobachtung gemacht, daf die
physiologische Wirkung dieser Ole durch Umsatz mit Azylierungs-
mitteln verloren geht und auf Grund dieser Versuche die Mog-
lichkeit des Vorliegens einer Hydroxylgruppe im Follikelhormon
erortert. Das Verschwinden der physiologischen Wirksamkeit
nach dem Umsatz von Hormonglen mit Azylierungsmitteln konnte
in den untersuchten Fillen nicht bestdtigt werden, hingegen zeigte
sich an den azylierten Olen im Brunstversuch an der kastrierten
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Maus eine sehr charakteristische Anderung der physiologischen
Wirkuang : '

Wihrend der Umsatz von Hormonilen mit Essigsdure-
anhydrid keinen bemerkenswerten Effekt hervorruft, zeigen die
mit Phenylzyanat bebandelten Ole im Tierversuch drei neue
Merkmale gegeniiber der Normalreaktion: 1. Die Wirkung ist um
das vierfache verringert, d. h. man bendtigt zum Erreiclien der
Vollbrunst eine vierfach grofiere Dosis gegeniiber dem Ausgangs-
material, 2. der Wirkungsbeginn ist gegeniiber einer Normal-
reaktion etwas verzogert, der Brunstgipfel wird um 1—2 Tage
spiter erreicht, 3. die Reaktionsdauer ist wesentlich verlingert.

Beispiel: Versuch Nr. 606 vom 2. XI. 1929.

50 mg eines Hormontles von der Wirksamkeit 800000 ME pro
Gramm wurden unter Ausschluf von Feuchtigkeit 1 Stunde mit
einigen cem Phenylzyanat erwirmt, mit wasserfreiem Benzol anf-
genommen, im Vakuum zur Trockne gedampft und fiir die physio-
logische Priifung nach genauner Wigung in Sesamdl gelést. Die
nach einmaliger Tnjektion verschieden grofier Dosen beobachteten
Wirkungen seien in folgender Ubersicht zusammengestellt:

Einmalig | Umgerechnet| Zahl der
m‘Bf;:iI:e auf Versuchs- Reaktion der Tiere
ME pro g tiere

mg-

0,00133 750000 6 Nach 60 Std. alle 6 Tiere ohne Re-
aktion; nach 84 Std. zeigen 2 Tiere
schwache Wirkung, die am gleichen
Tag zum Ruohestadium abklingt.

0,00266 375000 6 Nach 84 Std. zeigen alle 6 Tiere eine

{ fiber 24 Std. anhaltende schwache
Wirkung.
0,00500 200000 6 1 Tier tot; 5 Tiere zeigen nach 48 Std.

schwache Wirkung, nach 60 Std. zeigt
1 Tier Volloestrus, die iibrigen Pro-
oestrus ; nach 84 Std. erreichen weitere
2 Tiere Volloestrus, ein weiteres Tier
nach 138 Std. Feststellbare Wirkung
bei allen Tieren vom 2. bis ungefihr
9. Tag nach der Injektion. — Inji-
zierte Dosis = 1 ME.

0,01000 100000 6 1 Tier tot. Nach 48 Std. sind 2 Tiere,
nach 84 Std. weitere 2 Tiere auf dem
Volloestrusstadium. Dauerbrunst von
4—5 Tagen. 1 Tier nur Prooestrus.
— Injizierte Dosis = 2 ME.

Der Umsatz von Hormonslen mit Benzoylchlorid und Natron-
lange fiihrte zu einem besonders bemerkenswerten Resultat. Eine
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Verringerung der Wirksamkeit wurde in diesem Falle nicht be-
obachtet, jedoch war die verzdgerte und die verlidngerte
Wirkung deutlich ausgeprigt.

Beispiel: Versuch vom 10. V. 1930.

250 mg eines Hormontles der Wirksamkeit 1 Millionen ME
pro Gramm wurden in 2 cem Benzoylchlorid geldst und in der
Kilte mit viel iiberschiissiger wésseriger Natronlauge versetzt,
dann kurze Zeit gelinde erwdrmt. Nach dem Erkalten wurde
von dem ausgefallenen braunen Ol abdekantiert, dieses mit Wasser
gewaschen und getrocknet. Die physiologische Auswertung des
in Sesamdl eingestellten Umsetzungsproduktes zeigte folgende
Resultate:

Einmalig | Umgerechnet | Zahl der )
Injizierte auf Versuchs- Reaktion der Tiere

Dosis ;
mg ME pro g tiere
0,001 1000000 9 Beginn der Reaktion 48—60 Std. nach

‘

der Injektion. (Normal nach 36—45
Std.!) Vollbrunst bei 8 Tieren (89°,)
nach 60—70 Std. nach der Injektion.
(Normal nach 36—54 Std.!) Dauer der
Vollbrunst 2—3 Tage, Abklingen der
Wirkung wber weitere 3 Tage.

0,002 500 000 10 Beginn der Reaktion 48—60 Std. nach
@ tot) der Injektion. Vollbrunst bei allen
Tieren pach 60—70 Std. nach der
Injektion. Dauer der Vollbrunst 3—4
Tage, Abklingen der Wirkung iiber
weitere 4 Tage. Insgesamt Wirkung
iber 7—8 Tage!

0,010 100 000 10 Beginn der Reaktion 36 Std. nach der
Injektion. Vollbrunst bei allen Tieren
nach 48—60 Std. Ausgesprochene
Dauerbrunst itber 6—15 Tage! Ab-
klingen der Wirkung iiber weitere
3—6 Tage. Insgesamt Wirkung iber
12—18 Tage! (Injizierte Dosis =
10 ME.)

Eine anschanliche Vergleichsiibersicht iiber die Wirksamkeit
gleicher Hormonmengen bei einmaliger Injektion vor und nach einer
Benzoylierung ist auns Fig. 2 (S. 60) zu entnehmen.

Besonders charakteristisch tritt die verdnderte Wirkung der
Ester hervor, wenn man iiberdosiert. Man erreicht durch einmalige
Injektion von mehreren ME ,Normal6l“ hiufig das Auftreten der
Vollbrunst iiber mehrere (meist 3) Tage; mit benzoyliertem Hor-
monsl hat sich nach einmaliger Injektion von 10 ME eine
,Daunerbrunst iiber 11—16 Tage erzielen lassen! Man vermag
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also anf diese Weise dem Organismus ein iiber einen lingeren
Zeitraum wirkendes Hormondepot zu verabreichen.

Nach der Verseifung der veresterten Ole kehrt die Wir-
kung zur urspriinglichen zuriick.

Diese Versuche zeigen ein in 3 Richtungen bemerkenswertes
Resultat: 1. sie enthalten den Nachweis einer veresterbaren
Hydroxylgruppe im Hormon; 2. es scheint der Schlu8 be-
rechtigt, daf diese Hydroxylgruppe fiir die physiologische Wir-
kung des Hormons notwendig ist, denn die protrahierte Wirkung
der Ester findet ihre einfache Deutung in der Annahme, daf die
lingere Zeit im Blut kreisenden Ester allmihlich vom Organismus

Voloestrus r ]/ ) \ '
1
\‘ \
k\
\

Pro-und 4 X
/]

-+, E

I 2 A" =k i ]

7 3 4 5 ¢ 7 & 9 w
— lage nach der Jnjektion

Fig. 2. Anderung der physiologischen Wirksamkeit eines Hormonoéls
durch Benzoylierung.

_____ Wirkungskurve nach Injektion von 1 ME  Normalol.
———— Wirkungskurve nach Injektion einer gleichen Dosis benzoyliertem Hormonél.

verseift werden. Diese Verseifung liefert dem Korper fortlaufend
kleinste wirksame Hormondosen iiber einen lingeren Zeitraum;
3. es erscheint nicht ansgeschlossen, daf fiir die therapeutische
Verwendung von Hormonextrakten dieses Verhalten nicht ohne
Bedeutung ist, da man die Anzahl der Hormongaben vielleicht
durch Injektion veresterter Ole zu verringern imstande ist, ohne
ein schnelles Abklingen der Wirkung za befiirchten.

2. Der Nachweis der Hydroxylgruppe dwrch die Darstellung
und Untersuchung krystallisierter Ester.

- Die veresterbare Hydroxylgruppe -hat sich auch am reinen
Hormon -durch die Darstellung krystallisierter Ester nachweisen
lassen, durch deren analytische Zusammensetzung die ermittelte
Molekalarformel gestiitzt wird. So lief sich bei der Behandlung
des Hormons mit Essigsiure-anhydrid in Gegenwart von Pyridin
ein Azetylderivat darstellen, und der Umsatz des Hormons
mit Benzoylchlorid und Alkali fiihrte zu einem gut krystalli-
sierenden Benzoylderivat.
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Azetylderivat: 17 mg Hormon warden mit 0,6 cem Pyridin
und 2 cem Essigsdure-anhydrid 2 Tage in der Kilte anfbewahrt,
in 20 cem verdiinnte Schwefelsdare eingegossen und einige Zeit
bei 0° gehalten. Das sich absetzende Ol krystallisierte allmihlich
und war nach dem Abfiltrieren aus verdiiontem Alkohol umzu-
krystallisieren.

Das Azetat des Hormons krystallisiert in feinen Nadeln oder
Bliittchen, bei sehr langsamem Abkiihlen seiner Liosung erhilt man
es in charakteristischen, zu Rosetten angeordneten, meist spindel-
formig ausgebildeten Prismen (Abbildung 21 auf Tafel VII). In
allen Fillen ist der Schmelzpunkt des Azetates konstant: Bei 111
bis 112 zerflieBt der Krystall (wahrscheinlich unter Verlust von
Krystallwasser) zu einer triiben Schmelze, die bei 126 ° klar wird.
Wiedererstarrte Schmelzen zeigen einen scharfen Schmelzpunkt
von 126° (unkorr.).

Analyse: 4,340; 2,344 mg Substanz (getrocknet bei 70° im
Hochvakuum iiber P2 Os) gaben 12,155; 6,620 mg CO: und 2,90;

1,60 mg H: O.
Gef. 76,41 77,01° C 748 7,64 %0 H
Ber. 76,87/ C 7,759 H

fiir Czo Has Os.

Die physiologische Priifung des Azetats, ausgefiihrt in
Sesamdllosung in einmaliger Injektion, ergab, daB das azetylierte
Hormon praktisch dieselbe Wirksamkeit zeigt wie das Hormon
selbst; eine geringe protrahierte Wirkung ist aber auch hier un-
verkennbar. Die Ergebnisse der Auswertung sind aus Tabelle XVI
ersichtlich.

E. A. Doisy und Mitarbeiter haben ebenfalls iiber ein Azetyl-
derivat des Hormons berichtet, welches einen Schmelzpunkt von
122° und ein Molekulargewicht von 356 zeigt. Sie vermuten, daff
in diesem noch nicht analysierten Azetat ein Diazetat des Hor-
mons vorliegt. DaB man unter geeigneten Bedingungen in der
Tat Di-ester erhalten kann, ist sicher richtig, so entsteht anch
neben dem Mono-azetat in der oben angegebenen Vorschrift stets
ein zweites Produkt, in welchem vermutlich das Di-azetat vorliegt.
Die Bildung eines Di-esters konnte auch durch Umsatz des Follikel-
hormons mit Bromessigsiure-anhydrid erwiesen werden.

Bromazetylderivat: Um iiber die MolekulargréBe des
Hormons sichere Auskunft zu erhalten, wurde versucht, ein brom-
haltiges Derivat darzustellen. Es gelang der Umsatz des Hormons
mit Bromessigsiure-anhydrid, jedoch war das Reaktionsprodukt
nach seinem Verhalten nicht einheitlicher Natur. Wahrscheinlich
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entstehen unter den gewidhlten Bedingungen Mono- und Di-azetat
nebeneinander. Die zur Verfiigung stehende Substanzmenge reichte
zar Isolierung einer einheitlichen Krystallfraktion nicht aus.

7 mg Hormon wurden mit 200 mg Bromessigsdure-anhydrid
und 20 mg bromessigsaurem Natrium wihrend 2 Stunden auf dem
Wasserbade erwérmt. Die erkaltete Losung wurde unter Kiihlung
mit Wasser versetzt und im Eisschrank aufbewahrt. Das ausge-
fallene Ol erstarrte allmihlich krystallin. Durch langsame Kry-
stallisation aus wiifrigem Azeton schieden.sich zu Rosetten an-
geordnete Nadeln aus, die auch nach 3maligem Umkrystallisieren
nicht einheitlich aussahen und einen unscharfen Schmelzpunkt von
133—147° aufwiesen.

Analyse: 4,390 mg Substanz (getrocknet bei Zimmertemperatur
im Hochvakuum) lieferten 0,993 mg Brom = 22,62 °o. Fiir den
Monoester Czo Hes O3 Br berechnet sich 20,43 %/, Br, fiir den Di-
ester Cz2 Hos Os Brz berechnet sich 31,22 %, Brom.

Benzoylderivat: 10 mg Hormon wurden unter Erwirmen
in 10 cem verdiinnter Natronlauge gelost, nach dem Erkalten
wurde unter Schiitteln Benzoylchlorid hinzugefiigt. Das Reaktions-
gemisch wurde zunidchst 10 Minuten in der Kilte, dann weitere
5 Minuten unter gelindem Erwirmen geschiittelt. Das benzoylierte
Hormon fillt wihrend der Veresterung aus, es erstarrt nach dem
Abkiihlen der Losung, wird von dieser durch Filtrieren getrennt
und mit wenig Chloroform anfgenommen. Nach dem Zusatz von
Petrolidther scheidet sich das Benzoylderivat aus dieser Losung
allm#hlich grob krystallin ab. Es ist aus verdiinntem Alkohol in
kleinen weiflen, durch langsame Krystallisation aus absolutem
Alkohol in langen, prismatischen, farblosen Nadeln zu erhalten.
Es schmilzt unter Zersetzung bei 211—212° (unkorr.). Nach der
Analyse handelt es sich wahrscheinlich am das Mono-benzyol-
derivat:

2,868 mg Substanz (getrocknet bei 100° im Vakuam iiber
P2 0s) gaben 8,414 mg CO: und 1,855 mg H: O.

Gef.: 80,01% C  7,23° H
Fiir Ces Has O3 Ber.: 80,17°% C  7,00%, H
Fiir Cs2 Hso O. Ber.: 80,29 °/o C 6,32 °0 H

Der Keton- und Siurecharakter des Follikelhormons.

Bei der Besprechung der Hormondarstellung ist ausfiihrlich
dargelegt worden, daB man schon an Rohtlen ans Schwangeren-
harn oder Plazenta erkennen kann, daf das Hormon in einer neu-
tralen und einer sauren Form zu existieren vermag.
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Diese Eigenschaft findet sich anch am reinen Hormon wieder:
Es ist ein neutraler Stoff, wie aus der Reaktion seiner wifirigen
oder alkoholisch-wifirigen Losung gegen Lackmus zu erkennen ist;
auch bei der Siuretitration mit Alkali in Gegenwart von Phenol-
phtalein erweist es sich als neutral. In kalter wiBriger Natron-
lauge losen sich die gepulverten Krystalle erst allméhlich, werden
_]edoch beim Erwirmen sofort gelést; aus der alkalischen Losung
sind sie durch wiederholtes kurzes Ausschiitteln mit Ather nicht
zu extrahieren, wihrend sie durch Einleiten von Kohlensdure oder
duarch Ansiuern der alkalischen Losung mit Mineralsdure unver-
indert wieder zu fillen sind. Dieses Verhalten ist friiher durch
das Vorliegen eines leicht spaltbaren Laktonringes gedeutet worden,
nachdem jedoch fiir die Molekularformel des Hormons der Aus-
druck Cis Hes O2 ermittelt worden ist und an dem Vorhandensein
einer freien Hydroxylgruppe kein Zweifel besteht, ist das Vor-
liegen einer Laktongruppe nicht moglich.

Bis zu einem gewissen Grade kann man das Verhalten des
Hormons gegen Alkali und Siure durch die Annahme eines phe-
nolischen Hydroxyls deuten, welches weitgehend hydrolisierte
Alkalisalze bildet; doch sprechen die neutrale Reaktion der Hor-
monlésung, das Ausbleiben einer Firbung mit Ferrichlorid und
die relativ grofe Bestindigkeit des Hormons gegen Diazomethan %)
nicht fiir diese Annahme, jedoch ist sie bisher experimentell nicht
widerlegt.

_ Es hat sich gezeigt, daf das Hormon mit Hydroxylamin in
essigsaurer Losung unter Bildung eines wohlkrystallisierten
Oxims von der erwarteten Zusammensetzung Cis Hez O(NOH)
reagiert. Durch diesen Versuch wurde die Ketonnatur des Fol-
likelhormons sichergestellt.

Darstellung des Oxims: 20 mg krystallisiertes Hormon
wurden mit iiberschiissigem Hydroxylamin-azetat in 10 cem ‘Al
kohol 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach beendeter
Reaktion wurde die Losung konzentriert und mit einigen Tropfen
Wasser versetzt.

Das Oxim des Hormons krystallisiert in derben zu Biischeln
vereinigten Nadeln, die sich gut aus verdiinntem Alkohol umlésen
lassen; sie zersetzen sich um 230° (unkorr.).

23) Nach mehrstiindiger Einwirkung von itherischer Diazomethanlésung auf
krystallisiertes Hormon ist dieses unverindert wieder zu isolieren. Nach 24stim-
diger Reaktionsdauer ist nur ein geringer Teil des Hormons verandert und nicht
mehr in Alkali zu l6sen.
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Analyse: 4,921 mg Subst. gaben 13,440 mg CO: und 3,60 mg
H20 bei einem Riickstand von 0,049 mg. 2,472 mg Subst. lieferten
0,098 ccm N (21,5°; 752 mm); Subst. getrocknet bei 100° im Hoch-
vakuum iiber P2 Os.

Gef.: 75,24% C 827°% H 46°% N
Fiir CisHesO: N Ber.: 75,74% C 813% H 49% N
(Fiir C17Ha10: N Ber.: 7522% C  7,81% H 52°% N).

Nachdem die Ketonnatur des Follikelhormons erwiesen ist,
liegt es nahe, das Verhalten des Hormons gegen Alkalien durch
Keto-enoltautomerie zu deuten; unter dieser Annahme wiirde aus
dem neutralen Oxyketon unter Wirkung von Alkali ein Oxy-Enol
entstehen, das in seinem Verhalten einem Phenol nahe stinde.

Uber die Hydrierung des Hormons.

Es konnte schon an gereinigten Hormonélen festgestellt werden,
daB ihre physiologische Wirksamkeit durch energische katalytische
Hydrierung verloren geht; auf Grund dieses Verhaltens wurde auf
die Anwesenheit ungesittigter Atomgruppierungen im Follikel-
hormon geschlossen. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung
hat sich das reine Hormon (als Azetat) mit katalytisch erregtem
Wasserstoff in ein gut krystallisiertes Derivat iiberfiihren lassen,
welches gegen weitere Reduktion bestindig ist. Es hat die Zu-
sammensetzung Cis Hso O. Die Funktion des einen Sauerstoffatomes
ist experimentell noch nicht gepriift, doch ist als sehr wahrschein-
lich anzunehmen, daf die urspriingliche Hydroxylgruppe (unter
Abspaltung des Azetatrestes) erhalten geblieben ist, wihrend die
Ketogruppe anscheinend durch CH: ersetzt ist und 3 Doppel-
bindungen ‘abgesdttigt sind. In Uberstimmung mit der Abwesen-
heit der Karbonylgraoppe ist das perhydrierte Hormon auch
beim Kochen in wiBrigem Alkali nicht mehr Ildslich, die sauren
Eigenschaften des Hormons sind also bei der Hydrierung verloren
gegangen. .

Wiirde dem Hormon phenolischer Charakter zukommen, so
wire die Entstehung dieses Hydrierungsproduktes so zu deuten,
daf die phenolische Hydroxylgruppe durch Wasserstoff ersetzt
und 4 Doppelbindungen oder ein Benzolring und eine aliphatische
Doppelbindung hydriert worden wiren. Die nihere Untersuchung
der katalytischen Hydrierung des Hormons unter milden Bedin-
gungen wird die vorliegenden Verhiltnisse kldren kinnen.

Perhydriertes Hormon: 15 mg Hormonazetat wurden in
50 ccm absolutem Alkohol in Gegenwart von Platinoxyd-Kataly-
sator nach Apius-Smriver in einer Wasserstoffatomsphire geschiit-
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telt. Nach beendeter Wasserstoffanfnahme wurde die Liosung fil-
triert, stark eingeengt und mit einigen Tropfen Wasser versetzt.
Nachdem von einem geringen flockigen Niederschlag abfiltriert
worden war, wurde die Losung 12 Stunden bei 0° anfbewahrt.
Es erfolgte die Abscheidung des perhydrierten Hormons in seiden-
weichen Nadeln, die aus verdiinntem Alkohol amkrystallisiert, bei
95¢ (wahrscheinlich unter Verlust von Krystallwasser) erweichen
und bei 104° (unkorr.) schmelzen (s. Abbildung 22, Tafel VII).

Analyse: 3,023; 4,508; 4,369 mg Substanz (getrocknet bei 60°
im Hochvakuum iiber P20s, wobei sich ein bedeutender Verlust
an Krystallwasser zeigte) gaben 9,129; 13,540; 13,155 mg CO; und
3,171; 4,61; 4,54mg H-0.

Fiir CisH30 0

Ber. 82,36°/0 C 11,63% H

Gef. 82,36 ; 81,93; 82,11 C 11,74; 11,44; 11,63 H.

Uber die Darstellung eines zweiten
physiologisch wirksamen Hormonkrystallisates
aus Schwangerenharn durch G. F. Marrian.

In letzter Zeit sind durch Arbeiten von G. F. Marriax einige
interessante neue FErgebnisse iiber die chemische Beschaffenheit
des Follikelhormons erzielt worden. Es gelang ihm unter Anwendung
von ganz dhnlichen Anreicherungsprinzipien, wie sie bisher bevorzugt
wurden, ein hochwirksames Krystallisat aus Schwangeren-
harn zu bereiten, das nach seiner Charakterisierung -einheitlich,
aber sicher von dem besprochenen Krystallisat ver-
schieden ist.

Die Darstellungsmethode von Marriax durchliuft folgende
Stufen: Der mit konzentrierter Salzsiure angesiiuerte Schwan-
gerenharn wird mit Ather extrahiert; der Atherextrakt wird
mit Wasser gewaschen, zur Trockne gedampft und mit 5%iger
wissriger Kalilauge !/2 Stunde im kochenden Wasserbad erhitzt;
die alkalische Lisung wird mit Kohlensiure gesittigt und nach
dem Verdinnen mit Wasser erschopfend mit Ather extrahiert.
Der trockne Riickstand des #therischen Auszugs wird (zur Ab-
trennung des Pregnandiols) in Azeton aufgenommen und ausge-
froren, die in Azeton losliche Fraktion darauf wiederholt mit
50°/oigem Alkohol ausgezogen, in welchem sich der grofte Teil
des Hormons losen soll. Die vereinigten alkoholischen Filtrate
werden zur Trockne gedampft and unter Hinzufiigen von wenig Al-
kohol in Ather aufgenommen ; darauf wird das Hormon der aetherischen
Losung durch hiufiges Ausschiitteln mit 5°oigem wissrigem Alkali

Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zu Gottingen. Math.-Phys. Kl. IIL. Folge, Heft 2. 5
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entzogen. Die vereinigten alkalischen Ausziige werden angesduert
und mit Ather extrahiert, der dtherische Extrakt wird gewaschen,
getrocknet und vom Lisungsmittel befreit, der Riickstand in wenig
heifem Alkohol geldst, mit dem 10fachen Volumen an Aether ver-
setzt und bei —15° ausgefroren. Die" entstehende Fillung wird
abfiltriert, sie enthiilt den Hauptanteil an Hormon, zu dessen Rein-
darstellung man den Niederschlag wiederholt in alkoholischer
Lésung /2 Stunde mit Tierkohle kocht. Die Tierkohle adsorbiert
Verunreinigungen und Farbstoffe, die alkoholische Losung liefert
nach dem Abfiltrieren der Kohle und dem Verdampfen des Liosungs-
mittels einen grob krystallisierten Riickstand, der aus verdiinntem
Alkohol oder Essigester in Form von Nadeln oder Blidttchen zu
erhalten ist, die sich bis zur Reinheit umkrystallisieren lassen.
Nach den Angaben von MagrriaN wird in diesem Aunfarbeitungsgang
85°%o der Wirksamkeit in krystallisierter Form erfaBt.

In gemeinsamer Arbeit mit Dr. F. Hirperraxpr wurde diese
Methodik von Marrisx auf Chloroform-Rohextrakte aus Schwangeren-
harn, wie auch auf das bisher von uns verwendete technische
Schwangerenharn-Rohdl angewandt. In beiden Aufarbeitungs-
gingen konnten die sehr zuverldssigen und exakten Angaben von
Marrian in jeder Phase vollanf bestétigt werden; wir konnten
ohne Schwierigkeit ein Krystallisat gewinnen, das-in seinen physi-
kalischen Eigenschaften ein gleiches Verhalten zeigte, wie es von
Magrrian fiir seine Priparate angegeben wird. Durch anschliefende
Behandlung der bei — 15° ausgefrorenen &therisch-alkoholischen
Mutterlaugen, die auch bei Wiederholung der letzten Aufarbeitungs-
stufe keine krystallisierten Anteile mehr abgaben, mit verdiinnter
Salzsinre, Natriumkarbonat und Alkalinach den Angaben der Reini-
gungsstufe ITI anserer Aufarbeitung (s. Seite 44) konnte aus den
alkaliloslichen Anteilen -eine weitere Krystallfraktion gleichen
Verhaltens gewonnen werden, soda8 die Ausbeute an krystallisierter
Substanz sich auf 4090 der Gesamtwirksamkeit belief. — Uber
die vergleichende Untersuchung dieses Krystallisates wird weiter
unten (Seite 67 ff.) im Zusammenhang berichtet werden. —

Uber die Eigenschaften des von-Marrian isolierten
Hormonpraparates.

Marrian hat seine Krystallisate durch folgende Angaben charak-
terisiert: sie sind farblos, schmelzen (nach vorhergehender
Sinterung um 255°) bei 263—266° (unkorr.) unter Braunfirbung
und sind durech eine geringe Loslichkeit in den meisten orga-
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nischen Liosungsmitteln ausgezeichnet, insbesondere sind sie schwer
16slich in Aether, besser in Alkohol, Chloroform und Azeton, leicht
in Pyridin.

Charakteristische Farbreaktionen des Priparates wurden
nicht beobachtet, jedoch zeigt es eine starke optische Rechtsdrehung
von [a]sser = + 38°.

Zur physiologischen Priifung wurden die dargestellten
Krystallisate in wissriger Losung in -4 maliger Unterteilung inner-
halb von 36 Stunden injiziert, es wurde auf Vollbrunst bei 50°
-der Versuchstiere gepriift (Eichungsmethode nach Marriaxn und
Pagkes); der Wirkungswert liegt bei Anwendung dieser Technik
nach Marrians Angaben bei etwa 8 Millionen M.E. pro Gramm, er
bleibtauchbeisehrhiufigem Umkrystallisieren der Priparate konstant.

Durch eine Reihe von Analysen und Molekulargewichtsbe-
stimmungen nach Rast ermittelte Marrian fiir das von ihm isolierte
Hormonpraparat die Molekularformel CisH2403. Alle drei Sauer-
stoffatome liegen in Form von Hydroxylgruppen vor; es gelang
leicht die Darstellung eines Triazetates der Zusammensetzung
Cis Ha1 (OCOCH3s)s vom Schmelzpunkt 120—122°, welches darch Ver-
seifung die urspriingliche Substanz zuriicklieferte.

Wihrend das Azetat nicht in Alkali 16slich ist, 156t sich der
wirksame Stoff selbst in 5% iger wissriger Kalilange in der Kilte
l6sen; auns seiner alkalischen Lidsung wird er durch Kohlensdure
wieder gefdllt. Dieser schwach saure Charakter des Hormons wird
von Magrriax durch die Annahme einesphenolischenHydroxyls
gedeutet, zu dessen Nachweis eine Leitfihigkeitstitration durch-
gefiihrt wurde und positive Farbreaktionen mit MirLoxs Reagenz,
diazotiertem p-Nitro-anilin und konzentrierter Salpetersiure an-
gegeben werden.

Die Untersuchung des von F. Hmpesranor dargestellten Pripa-
rates filhrte zu einer Bestidtigung der wesentlichsten von
G. F. Marriax ermittelten Angaben: Wir fanden den Schmelz-
punkt bei 268—269° (nach vorhergehender Sinterung um 265°),
einmal wurde er zu 273° (unkorr.) ermittelt; beim Schmelzen findet
Zersetzung unter Braunfirbung statt.

Die Priifung der analytischen Zusammens etzung be-
stitigte die von Marriax angegebenen Werte: 4,145; 4,758 mg Sub-
stanz (getrocknet bei 100° im Hochvakuum iiber Pz Os) gaben 11,360 ;
13,030 mg CO:z und 3,08; 3,50 mg H2O.

Gef: 74,75; 74,69° C 8,32; 8,23°% H
Fiir C1s H2« O3 Ber: 75,00% C 8,33°% H.

5*
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Herr Dr. Marriax hatte die groBe Liebenswiirdigkeit, uns einige
mg seines Originalpriparates zu Vergleichszwecken zu iiberlassen2?);
wir ermittelten dessen Schmelzpunkt zu 268—269° (nach vorher-
gehender Sinterang um 266°), ein Mischschmelzpunkt mit unserem
bei 268° schmelzenden Stoff lag bei 269°. Die Identitit der Krystal-
lisate ist auch durch alle iibrigen untersuchten Kriterien villig
gesichert. :

Von ganz besonderem Interesse erschien uns die physiolo-
gische Auswertung der Krystallisate nach unserer Eichungs-
methodik, durch Injektion des Priparates in Ollésung in einmaliger
Dosis (Methodik von Burenaxpr und von Ziexer, s. Seite 12), da es
nunmehr erstmalig moglich war, Auswertungen mit gleicher Technik
auf streng vergleichbarer Grundlage an beiden Priparaten vor-
zunehmen. Die bisher durchgefiihrten Auswertungsreihen sind in
Tabelle XVII wiedergegeben: Es wurden 2 unserer Priparate
(KMI und KMII) unabhingig voneinander verabreicht und als
drittes das Originalpriparat von Marruax (KM III) zam Vergleich
hinzugezogen. Wir ermittelten iibereinstimmend als Grenzwert
der physiologischen Wirksamkeit etwa 1,5 Millionen
ME pro Gramm. Da das von uns isolierte krystallisierte Follikel-
hormon CisH22 02 mit dieser Technik einen Grenzwert von 8 Milli-
onen ME pro Gramm ergibt (s. Seite 53 und Tabelle XII), so hat
es nach den bisher vorliegenden Erfahrungen den Anschein, daf
das von Marrian entdeckte Hormonpriparat Cis He:Os zwar un-
zweifelhaft eine ihm eigene, qualitativ gleichartige 25) Brunstwirkung
auslost, daB es aber in quantitativer Hinsicht nur etwa
!l der Wirksamkeit des zunéchst isolierten Kystalli-
sates zu entfalten vermag. In sebr guter Ubereinstimmung
mit diesen Ergebnissen stehen die frither mit protrahierter Injek-
‘tionstechnik ermittelten Wirksamkeiten des krystallisierten Hor-
mons Cis He2 Oz, die bei einem entsprechend 4—3 fach hheren Wert
‘von 30—40 Millionen ME pro Gramm liegen (s. Seite 54). - -

Die Feststellung, daf die physiologische Wirksamkeit der beiden
Krystallisate sich wie etwa 1:5 verhilt, hat besonderes Interesse
fiir die Beziehungen der beiden Stoffe zueinander.

" 24) Herrn Dr. MARRIAN sei auch an dieser Stelle fiir sein bereitwilliges
Entgegenkommen verbindlichst gedankt. —
25) Aus einigen Beobachtungen glauben wir schlieBen zu kénnen, daB das
Hormonpraparat nach MARRIAN gegeniiber unserem m'sprunghchen Krystallisat
eine etwas sch nellere Wirkung entfaltet.



Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon. 69

Uber die Beziehung des von Marrian isolierten Stoffes
zu den Hormonpriparaten von Doisy und Butenandt.

Durch die bisher vorliegenden Untersuchungen ist ohne Zweifel
gesichert, daf man bei geeigneter Methodik ans Schwangerenharn
zwei chemisch reine, nicht miteinander identische Hormonpriparate
von gleichartiger physiologischer Wirkung darzustellen imstande
ist. Die Aufkldrung ihrer Beziehungen zueinander war die zunichst
wichtigste Aufgabe der weiteren Untersuchung.

Schon die gleichartige physiologische Wirksamkeit beider Stoffe
weist darauf hin, daB zwischen ihnen auch ein sehr naher chemischer
Zusammenhang bestehen muf.

Die Molekularformeln beider Stoffe

— C18H2202 und CisH2: 03 —

deuten diesen Zusammenhang an: Da im ersten Stoff 3, im zweiten
2 Doppelbindungen vermutet werden, das iibrige chemische Verhalten
der beiden Krystallisate sehr &hnlich ist, so liegt die Deutung
nahe, daf der von Marriax isolierte Stoff CisHa:Os durch Addition
von 1 Mol Wasser an eine Doppelbindung von Cis Hee O entstanden
gedacht werden kann.

Grundsidtzlich waren die Moglichkeiten gegeben, daf entweder
einer der beiden Stoffe wihrend des Aufarbeitungsganges kiinstlich
aus dem anderen hervorgeht, oder daB beide Stoffe nebeneinander
im Schwangerenharn vorliegen.

Die gemeinsam mit F. Hicoesranpr bisher durchgefiihrten
Versuchsreihen haben ergeben, daf keines der beiden Krystal-
lisateunter den Bedingungendes jeweils verwendeten
Aufarbeitungsganges irgendwie zu verdndern ist oder
in das andere iibergefilhrt werden kann; insbesondere ist das
Marrian-Priparat Cis He24 Os vollig bestindig gegen Behandlung mit
alkoholischer Salzsiure (nach dem Verfahren der Reinigungsstufe I1T,
Seite 44) und im Hochvakuum leicht und ohne die geringste Zer-
setzung zu sublimieren. G. F. Marrax hat angegeben, daB sein
Krystallisat bei 165° und 0,001 mm Hg schwer sublimierte, die
geringen iibergehenden Anteile aber unverindert schiemen.. Wir
sublimierten einige mg reiner Krystalle in einem Hochvakuum von
0,03 mm bei 160—200°, eine zweite - Probe wurde bei 250—260°
iibergetrieben, in beiden Fillen wurden keinerlei Zersetzungs-
erschemungen beobachtet, das gut krystallisierte Destillat warde
durch seine Lioslichkeit, durch Schmelzpunkt und Mischschmelz-
punkt als unverindertes Ausgangsmaterial identifiziert.
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Um eine moglich erscheinende Wirkung von Begleitstoffen auszu-
schliefen, wurde ein reines Hormonpriparat nach Marrian kiinstlich
einem Hormonol hoherer Reinheitsstufe zugesetzt, wir vermochten es
aus dem Hochvakuum-Destillat einwandfrei als solches wieder zu
isolieren. — Da andererseits — wie auch aus den Aufarbeitungs-
vorschriften von Doy und Laquevr hervorgeht (s. Seite 47 und
49) — das krystallisierte Hormon Cis He2O2 ohne Behandlung der
Rohtle mit Salzsdure und ohne Hochvakuumdestillation ans dem
Schwangerenharn darstellbar ist, so halten wir es fiir einwandfrei
erwiesen, dafl anter den gewédhlten Darstellungsbedin-
gungen des krystallisierten Follikelhormons CisH2:0:
eine Abspaltung von Wasser aus CisH240s nicht statt-
findet, sondern daf das Hormonpriparat von E. A.Doisy
unduns als solches im Schwangerenharn vorhandenist.

G. F. Mirrian hat die Moglichkeit erdrtert, daB sein Krystal-
lisat Cis H24 Os als Kunstprodukt aus dem Hormon Cis Hee O2 wiihrend
des Aufarbeitungsganges entsteht; wir konnten zeigen, daf das
Krystallisat CisH2202 durch keine der von Marrax ver-
wendeten Methoden verindert wird, insbesondere ist es
vollig stabil gegen mehrstiindiges Kochen mit wissrigem Alkali.

Diese Ergebnisse fiihren zwangsldufig zu der Vorstellung, daB8
beide Krystallisate nebeneinander im Schwangeren-
harn vorhanden sind; es ergab sich daraus die Notwendigkeit,
sie nebeneinander aus dem Harn zu isolieren und nach dem jeweiligen
Verbleib des einen oder des anderen Stoffes bei der Anwendung
der bisherigen Darstellungsmethoden zu fahnden. Es ist moglich
gewesen, durch eine Kombination beider Verfahren die zwei Krystal-
lisate nebeneinander darzustellen: in den Restilen der Aufarbeitung
nach Mareiax fand sich das gesuchte Hormon CisH:2O: vom
F.P. 250—251°, aus den Mutterlaugen unseres Aufarbeitungsganges
war der von Marriax isolierte Stoff CisHz40s vom F.P. 268—269°
zu isolieren.

Die Darstellungdes Hormonkrystallisates CisHz2 02
(F.P.250—51% aus den Restdlender Marrian-Aufarbeitung:
Es’ wurde bereits erwihnt (s. Seite 66), da8 sich durch Behandlung
der letzten Darstellungsmutterlangen des Marrian-Krystallisates
mit verdiinnter Salzsiure und Alkali nach den Angaben der
Reinigungsstufe IIT ein zweiter gleichartiger Krystallanteil auns
dem alkaliloslichen Ol isolieren lieB; durch anschlieBende Hoch-
vakuumdestillation des (nach dem Abtrennen der Krystalle im
Alkohol-Ather-Gemisch) verbleibenden Ols nach den Angaben der
Reinigungsstufe IV (s. Seite 45) wurde ein weiteres reichliches
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Krystallisat erhalten, aus dem sich nach mehrfachem Umkrystal-
lisieren ams verdiinntem Alkohol ein dritter Anteil des Krystal-
lisates CisH2sOs darstellen lief. Aus seinen Mutterlangen wurde
in geringer Menge das gesuchte Hormonpriparat Cis He2O: isoliert
und als solches charakterisiert. — Grofiere Anteile dieses Hormons
muBten in anderen Restdlen gesucht werden; die physiologische
Auswertung des gesamten Arbeitsganges lie erkennen, daB die
nach Extraktion der Rohole mit 50°/oigem Alkohol (s. Aufarbeitung
Marsiax, Seite 65) reichlich verbleibenden dunklen Abfalléle noch
eine Wirksamkeit von etwa 50000 ME pro Gramm zeigten, die
hier verbliebenen wirksamen Anteile waren schwer mit 50°/oigem
Alkohol zu extrahieren. Die sorgfiltige Behandlung dieser Rest-
dle nach den Angaben unseres Aufarbeitungsganges (s. Seite 40 ff.)
filhrte ohne Schwierigkeit zu einem wohlcharakterisierbaren Kry-
stallisat, das mit voller Sicherheit als das uns bekannte Hormon
CisHazs 02 vom F.P. 250—251° identifiziert werden konnteZ°).
DieDarstellungdesHormonkrystallisates CisH240s
(F.P. 268—269°) aus den Restlen der Aufarbeitung nach
Borexaspr: Nachdem die Behandlung unseres technischen Ausgangs-
materials nach der Methode von Margian ebenfalls zu dem Krystal-
lisat Cis H2¢ Os gefiihrt hatte, damit sein Vorhandensein in unseren
Aufarbeitungen erwiesen war, muBte ermittelt werden, in welcher
Reinigungsstufe der Verlust dieses Krystallisats eintrat. Es lief
sich durch Ubertragung der Magriax-Technik auf die Ole einzelner
Reinigungsstufen leicht erweisen, daf aus unseren hochwirksamen
Chargen, wie sie nach dem Uberschreiten der Reinigungsstufe II
(Entmischung mit wisserigen Alkohol-Benzol, s. Seite 42) erhalten
wurden, keine nachweisbaren Anteile des Marrian-Krystallisates
mehr zu isolieren waren, wir sind iiberzeugt, daB die Abtrennung
des zweiten Krystallisates in der Reinigungsstufe IT erfolgt, und
zwar verbleibt hier — in villiger Analogie zu dem Verhalten in
der Aufarbeitung von Marriax — das Trioxyprodukt grioBtenteils
im 60°/oigem Alkohol, wihrend das Hormon CisH22O: sich im
Benzol anreichert. Es wurde frither (Seite 43 u. 44) betont, da8
in dieser Reinigungsstufe das Verhalten der technischen Rohdle
unterschiedlich war und héunfig nur bis zu 60°/o der Wirksamkeit
in der Benzolphase erfaBt wurde, das Verhalten schwankt aungen-

26) Eine genaue Durcharbeitung dieser und der folgenden Methodik mit
dem Ziel der moglichst quantitativen Erfassung beider Krystallisate steht
noch aus; die bisherige Untersuchung trigt mehr qualitativen Charakter und es
ist nach ihrem Ergebnis noch nichts Gesichertes iiber die prozentuale Verteilang
der beiden Stoffe im Harn und in den Aufarbeitungschargen anzugeben.
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scheinlich mit der vorhandenen Menge an Krystallisat Cis H24Os;
erwartungsgemidf vermochten wir aus der alkoho-
lischen Phase der ,Benzoltrennung® gr5Bere Anteile
des von Magmian isolierten Priparates darzustellen, es
konnte durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert
werden %),

Daurch diese Untersuchungsreihen, die sich gegenseitig wider-
sprachslos erginzen, scheint das Nebeneinander der zwei Krystal-
lisate Ci1sH2202 und CisH240s im Schwangerenharn erwiesen; ihre
unterschiedliche Erfassung in den verschiedenen Aufarbeitungs-
gingen ist allein durch die Loslichkeitsverhiltnisse bedingt: das
Trioxyprodukt CisHe4Os ist leichter in wissrigem Alkohol, aber
schwerer in organischen Losungsmitteln 16slich als das Oxy-Keton
Cis H22 0z, es wird daher in den jeweils verwendeten alkoholischen
Verdiinnungen angereichert und von dem Hauptanteil des anderen
Krystallisates getrennt.

Die Uberfiihrung des Marran-Krystallisates CisHssOs
in das krystallisierte Follikelhormon CisHs:zO:.

Die schon dargelegte naheliegende Deutung, daf das von Mazr-
rIAN isolierte Krystallisat sich durch Anlagerung von 1 Mol Wasser
an eine Doppelbindung des Hormons Cis H22 O: von diesem ableitet,
lie8 sich experimentell dadurch stiitzen, da8 das Trioxyprodukt
CisH2.Os durch energische Behandlung mit wasser-
entziehenden Mitteln unter Abspaltung von 1 Mol
Wasser in das krystallisierte Hormon CisH220: iiber-
gefiihrt werden konnte.

Methodisch hat sich folgender Weg am besten bewihrt:
12mg des Krystallisates Cis H24Os (F. P. 268—269°, physiologische
Wirksamkeit = 1.5 Millionen ME pro Gramm) wurden mit 500 mg
geschmolzenem Kaliumbisulfat innig verrieben, in eine Hochvakuum-
retorte gefiillt und bei 0,02 mm Hg zunichst 2 Stunden auf 1109,
dann weitere 5 Stunden aaf 180—200° erhitzt. Nach der Tem-
peraturerh6hung auf 180° sublimierte das entstandene Follikel-
hormon Cis Hes Oz in den Retortenansatz, aus dem es mit Alkohol
herausgeltst warde.” Die konzentrierte alkoholische Losung lieferte
nach dem Anspritzen mit Wasser 9 mg eines einheitlichen, sehr

‘reinen Krystallisates vom F. P. 250—251° und der physiologischen
Wirksamkeit 8 Millionen ME pro Gramm.
Das entstandene Produkt konnte darch Mischschmelzpunkt,

27) Vgl. Anmerkung 26 auf Seite 71.
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Analyse und physiologische Priifung vollig einwandfrei als das
Follikelhormon Cis Ha2 O2 erkannt werden.

Der experimentellen Verkniipfung der beiden Krystallisate
kommt eine mehrfache Bedeutung zu; sie sichert den nahen chemi-
schen Zusammenhang der beiden physiologisch gleichartig wirkenden
Stoffe und liBt das von Marmiax isolierte Krystallisat als ein
,hydratisiertes Follikelhormon® erkennen; iiberdies hat die Reak-
tion insofern Interesse, als die eintretende chemische Um-
wandlung von einer wesentlichen Erhéhung der phy-
siologischen Wirksamkeit begleitet ist, wie durch
erneute physiologische Auswertungen einwandfrei gesichert wurde.
Es ist denkbar, daf man die aus dem Schwangerenharn zu ge-
winnenden wirksamen Einheiten bei zweckmifiger Anwendung der
dargelegten Methode zu erhthen imstande ist, wissenschaftlich von
groBerer Bedentung erscheint die Tatsache, daf durch diese
Reaktion auf rein chemischem Wege ,physiologi-
sche Wirksamkeiten“ erzeugt werden, damit wird
auch der letzte — von anderer Seite?®) noch gedufierte —
Zweifel daran, daB in dem isolierten Krystallisat
tatsichlichdasreine Follikelhormonvorliegt, end-
giltig widerlegt.

Die quantitativ unterschiedliche Wirksamkeit der beiden Kry-
stallisate macht es sehr wahrscheinlich, daf in dem zunéchst
isolierten Stoff CisH2 02 das eigentliche Hormon
vorliegt; das von Marriax dargestellte Produkt Cis HssOs ist
entweder als dessen Vorstufe, oder wahrscheinlicher als ein zum
Zwecke der leichteren Ausscheidung (groBere Wasserloslichkeit des
Trioxyderivates!) vom Organismus ,hydratisiertes Hormon auf-
zufassen. Ein solches Verhalten des Organismus ist vielfach beob-
achtet, ob iiberdies zur leichteren Ausscheidung des Hormons noch
eine Veresterong der Hydroxylgruppe mit einer Polyoxysidure
stattfindet, wie es erwartet werden konnte, entzieht sich z. Zt.
noch unserer Kenntnis; die Tatsache, daf zumeist nur ein mehr
oder weniger grofier Teil des Hormons aus dem Schwangerenharn
direkt mit Chloroform zu extrahieren ist und der kiirzlich von
B. Zoxoeg erhobene Befund, daf die sehr grofien Hormonanteile,
die sich im Harn trichtiger Stuten vorfinden, garnicht durch Aus-
schiitteln mit Chloroform zu gewinnen sind, denten nach dieser
Richtung. —

28) E. LaquEUr, B. ZoNDEK, E. A. Doisy.
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Die nidhere vergleichende Untersuchung beider Krystallisate,
insbesondere ihre katalytische Hydrierung, wird eine Reihe von
weiteren Aufklirungen iiber die Konstitution des Follikelhormons
bringen und eine einwandfrei gesicherte Aufklirung der Ursache
seines sauren Charakters ermdglichen; im Gegensatz zum Hormon
selbst, hat uns das hydratisierte Hormon bei der Be-
handlung mit Hydroxylaminazetat kein Oxim ge-
liefert, die fiir das Hormon charakteristische Keto-Enol-Tauto-
merie ist also anscheinend durch die Hydratisierung verloren
gegangen. Die nihere Untersuchung dieser noch nicht vollig ge-
sicherten Ergebnisse wird vermutlich weiteren Einblick in den
Sattigungsgrad des Hormons gewihren.

Die Konstitution des Follikelhormons.

Die Erforschung der Konstitution des Follikelhormons steht
heute noch in ihren Anfingen; wie ausfiibrlich dargetan wurde,
besteht an der Reinheit und Einheitlichkeit der Hormonpriparate
kein Zweifel mehr.

Zur Nomenklatur: Es wire wiinschenswert, fiir die Be-
zeichnung des reinen Stoffes einen allgemein anerkannten Namen
zu wihlen, da z.Zt. die Nomenklatur auf dem Gebiet des weib-
lichen Sexualbormons aufergewthnlich verwirrend ist. War schon
die Benennung unreiner Hormonextrakte von grofier Willkiir, so
sind im letzten Jahre auch fiir die Bezeichnung des krystallisierten
Priparates von allen Bearbeitern andere Namen verwendet worden.

Da das von mir im Oktober 1929 beschriebene Krystallisat
das erste charakterisierte reine Hormonpridparat war, schien es
wiinschenswert, ihm einen neuen, nunmehr endgiiltigen Namen zu
verleihen. Das von der Scaering-Kasrrpauvy A.-G. hergestellte Rohél,
aus dem der reine Stoff isoliert wurde, hat seit lingerer Zeit den
Namen ,Progynon® getragen. Nach dem beim Insulin und in
anderen Fillen geiibten Vorgehen, den Namen des Rohpriparates,
das zur Darstellung der reinen Stoffe verwendet wurde, auf diese
zu fiibertragen, hat mich veranlaft, fiir das erste physikalisch und
chemisch charakterisierte reine Hormon die Namensbezeichnung
»Progynon“ in Vorschlag zu bringen. Leider ist eine allge-
meine, fiir die Zukunft sehr wiinschenswerte Einigung in der
Namensgebung bisher nicht erfolgt. So verwendet E. Liaqurur fiir
krystallisierte Priparate weiter den Namen ,Menformon¥,
E. A. Doisy hat kiirzlich die Bezeichnung ,Theelin“ vorge-
schlagen, wihrend G. F. Margian das Hormon ,Ostrin“ nennt.
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Da gegen den Namen , Progynon “ geltend gemacht wurde,
daB er bereits als Handelsbezeichnung verwendet worden ist, erfiillt
der vollig neutrale Vorschlag ,Theelin“ vielleicht am besten
alle Anforderungen, die man zu stellen berechtigt ist; doch wire
bei Einfiihrung dieses Namens das endgiiltige Verschwinden aller
iibrigen Bezeichnungen des krystallisierten Pridparates aus der
wissenschaftlichen Literator unbedingt zu fordern. Eine baldige
Einigung erscheint dringend erwiinscht; da sie bisher nicht erfolgt
ist, warde in vorliegender Abhandlung stets nur vom ,krystalli-
sierten Follikelhormon“ gesprochen.

Es ist bisher nicht mioglich, iiber die erdrterten Ergebnisse
hinaus experimentell Gesichertes iiber die Konstitutionsformel des
Hormons auszusagen, insbesondere ist seine Zugehtrigkeit zur aro-
matischen Reihe (wie sie anf Grand des phenolischen Charakters
durch Marrian verteidigt wird) oder zur hydroaromatischen Reihe
noch nicht sicher entscheidbar. Dem perhydrierten Hormon Cis HsoO
liegt wahrscheinlich der Kohlenwasserstoff CisHso zugrunde, er
enthilt 8 Wasserstoffatome weniger als ein gesdttigtes Paraffin,
was durch das Vorliegen eines aromatischen Kerns oder durch das
Vorhandensein von 4 hydrierten Ringen im Molekiil gedeutet
werden konnte.

Auf Grund der molekularen Zusammensetzung kann mit Sicher-
heit gesagt werden, dafl ein chemischer Zusammenhang des Hormons
mit den EiweiBistoffen und Kohlenhydraten nicht vorliegt, ein
naher Zusammenhang mit den (4 hydrierte Ringe enthaltenden)
Sterinen und Gallensduren ist moglich, aber experimentell nicht
erwiesen, auch ist ein einfacher Ubergang dieser Stoffe in einen
Typus mit 18 Kohlenstoffatomen nicht leicht ersichtlich, wie auch
eine genetische Beziehung des Hormons zu dem Pregnandiol, seinem
charakteristischen Begleiter im Schwangerenharn (siche Seite 45),
durch die bisherigen Experimente nicht begriindet ist.

Eine durch die Kostbarkeit des Materials sehr erschwerte
systematische Untersuchung des krystallisierten Hormons wird
erst allmdhlich weiteren Einblick in die Konstitution dieses inter-
essanten Naturstoffes bringen konnen.
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Tabellen.

Die in den Tabellen I—XVII wiedergegebenen physiologischen
Auswertungen sind aus Versuchsreihen an iiber 2000 Chargen aus-
gewihlt worden. Einige von den in den ersten Tabellen wieder-
gegebenen Auswertungen entsprechen nicht den Anforderungen,
die nach den Darlegungen auf Seite 12 an die technische Durch-
fiilhrung des Avren-Doisy-Testes gestellt werden miissen; natar-
gemifB hat sich die Handhabung des Testes erst allmihlich an Er-
fahrongen herausgebildet. — Die in den Tabellen enthaltenen
Zahlenwerte sind grifitenteils abgerundet.
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Tabelle L
Auswertung eines Plazentarohtles (Ausgangsmaterial).
s
Priparat | Injizierte Anzabl Anzahl /o Tiere RE pro | ME pro
Nr Dosis in m, Tiere Tiere auf guf Gramm | Gramm
: €| pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst

PL H.8 0,040 4 Ratten —_ — 25000 | 100000
0,060 6 Ratten — — 16 600 66 600

0,015 4 Mause — — 66 600

0,075 6 Ratten 1 16,6 13300 | 53000

0,080 3 Ratten — — 12 500 50 000

0,020 4 Miuse — — 50 000

0,150 12 Ratten 6 50,0 6700 26 500

0,0375 3 Miuse 2 66,6 26 500

0,040 8 Miuse 6 75,0 25 000

Tabelle I1.

Auswertungen von Plazentaglen, die durch Behandlung mit Salz-
sdure erhalten wurden (s. Seite 21).

Praparat | Injizierte [ ARZehl | Anzabl } 9 Tiore | g prg  ME pro
Nr. Dosis in my pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst Gramm § Gramm
9a 0,0275 3 Ratten — — 36 300 | 145000
0,0550 | 6 Ratten 5 .83,3 18150 | 72000

10a 0,0310 6 Ratten 1 16,6 32200 | 129 000
0,0400 3 Ratten 2 66,6 25000 | 100 000

6la 0,0400 4 Ratten 1 25,0 25 000 { 100 000
0,0100 | 6 Miuse 2 33,3 100 000

0,0125 6 Mause 4 66,6 80 000
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Tabelle III

Auswertungen von Plazentadlen, die durch alkalische Behandlung
erbalten wurden (s. Seite 22—24).

i
Priparat | Injizierte | ARzabl | Anzabl | ¢, Tiere |pp 1o | Mg pro
Nr. Dosis inm Tiere Tiére auf anf Gramm | Gramm
: g pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst

302 0,040 | 3 Ratten — — 25000 | 100 000
0,075 6 Ratten 1 16,6 13300 | 53000

0,020 4 Mause 1 25,0 .50 000

0,025 4 Miuse 2 50,0 40 000

30b 0,040 3 Ratten - 25000 { 100 000
0,030 4 Mause — — 33 000

0,060 6 Miuse - 16 600

11a 0,040 3 Ratten — — 25 000 | 100000
0,080 6 Ratten 3 50,0 12500 | 50 000

11b 0,0093 3 Ratten — — 108 000 | 430 000
0,0186 3 Ratten — — 54 000 | 215 000

0,0400 ! 6 Ratten 1 16,6 25000 | 100 000

0,0500 6 Ratten 3 50,0 20000 | 80000

49a 0,040 5 Ratten 2 40,0 33300 | 133 000
0,040 5 Ratten 4 80,0 25000 | 100 000

0,010 8 Miause 6 75,0 100 000

62a 0,0050 6 Mause — — 200 000
0,0067 8 Mause 5 83,3 150 000

0,0133 6 Miuse 6 100,0 75 000

62b 0,060 4 Ratten 1 25,0 16 600 67 000
0,120 4 Ratten 3 75,0 8 300 33 000

79a 0,0067 6 Miuse — — 150 000
s 0,0100 6 Mause —_ — 100 000

0,0200 | 6 Mause 4 66,6 50 000

0,0300 6 Mause b 83,3 33 300

0,0400 6 Mause 6 100,0 25 000

79b 0,015 4 Ratten — — 67 000 | 270 000
0,060 | 4 Ratten 2 50,0 16 600 | 66 600

0,020 8 Mause 6 75,0 50 000

0,090 4 Ratten 3 75,0 11100 | 44400

0,120 4 Ratten 4 100,0 8300 33 300

89a 0,010 8 Mause 4 50,0 100 000
0,050 | 6 Ratten 4 66,6 20000 | 80000

0,0125 | 8 Miuse 6 75,0 80 000

0,060 4 Ratten 3 75,0 16 600 | 66 600

0,0167 8 Mause 7 87,5 60 000

89b 0,040 4 Ratten 2 50,0 25000 | 100 000
0,010 6 Miuse 2 38,3 100 000

0,0133 6 Mause 5 83,3 75 000

0,060 4 Ratten 4 100,0 16600 | 66 600

0,020 | 6 Mause 6 100,0 50 000
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Tabelle III, Fortsetzung.
Priparat | Injizierte A’I?izeile)l T}i&ezzeaﬁl £ *lo a’lll‘}ere RE pro | ME pro
Nr. Dosis in mg pro Dosis } Vollbrunst | Vollbrunst Gramm | Gramm
106 a 0,050 4 Ratten 1 25,0 20000 { 80000
0,060 6 Ratten 2 33,3 16 600 | 66 600
0,0167 | 8 Mause 4 50,0 60 000
0,075 6 Ratten 4 66,6 13 400 53 000
0,020 8 Mause 5 62,5 50 000
0,025 8 Miuse 6 75,0 40 000
0,120 6 Ratten 5 83,3 8300 33 300
Tabelle IV.

Auswertungen von Plazentailen, die durch Anwendung kombinierter
Sdure- und Alkalibehandlung erhalten wurden (s. Seite 25/26).

Anzahl

Anzahl

%/, Tiere

Praparat | Injizierte T < RE pro | ME pro
s iere Tiere auf auf

Nr.  |Dosisinmg| o "nogis | Vollbrunst | Vollbrunst | Gramm | Gramm
17a 0,020 3 Ratten _— —_ 50 000 | 200 000
0,006 3 Mause 2 66,6 166 000
17b 0,080 3 Ratten 2 66,6 12 500 50 000
0,015 3 Miuse —_ — 67 000
18a 0,010 3 Ratten 2 66,6 100 000 | 400 000
0,0035 4 Miuse 4 100,0 290 000

0,015 3 Ratten 3 100,0 67 000 | 270 000

0,004 3 Miuse 3 100,0 250 000

0,022 3 Ratten 3 100,0 45000 | 180 000

28a 0,020 | 3 Ratten 2 66,6 50000 | 200000
28b 0,040 6 Ratten 3 50,0 25 000 {1 000 000
0,060 6 Ratten 5 83,3 16600 | 66600

29 a 0,010 4 Ratten 1 25,0 L 100 000 { 400 000
0,015 3 Ratten 2 66,6 67 000 | 270 000
0,004 8 Mause 6 75,0 250 000
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Tabelle V.

Auswertungen von Plazentadlen, die durch Entmischung mit
Lgsungsmitteln und durch Adsorptionsversuche erhalten wurden

(s. Seite 26/28).

5 %
Priparat | Injizierte A,I’.J.za'hl Tz_inzahl ¢ o T}em RE pro | ME pro
Nr. Dosis in mg e e At - Gramm | Gramm
pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst
183a 0,0100 8 Miuse 5 62,5 100 000
0,0125 | 8 Mause 7 87,5 80 000
0,0154 6 Miuse 6 100,0 65 000
206 a 0,012 6 Ratten 3 50,0 83000 | 330000
0,004 8 Mause 6 75,0 250 000
0,018 6 Ratten 5 83,3 55000 | 220 000
0,006 8 Miuse 8 100,0 165 000
1232 0,022 6 Mause — — 45 000
0,100 4 Ratten — — 10000 40 000
0,033 6 Mause 2 33,3 30 000
0,150 4 Ratten 2 50,0 6700 | 27000
0,050 6 Mause 4 66,6 20 000
151a 0,0050 6 Mause 3 50,0 200 000
0,0222 | 4 Ratten 3 75,0 45000 | 180 000
0,0067 6 Mause 5 83,3 150 000
0,0333 4 Ratten 4 100,0 30000 | 120000
0,0100 6 Mause 6 100,0 100 000
Pl 8a 0,0083 6 Mause 3 50,0 120 000
0,0400 | 4 Ratten 3 75,0 25000 | 100 000
0,0011 8 Mause 6 75,0 90 000
0,0167 8 Mause 8 100,0 60 000
70,0670 | 4 Ratten 4 100,0 15000 | 60000
Pl 16a 0,0083 8 Miuse 6 75,0 120 000
0,0100 8 Maiuse 7 87,5 100 000
0,0125 8 Miuse 8 100,0 80 000
84a 0,0100 6 Mause 3 50,0 100 000
0,0111 6 Mause 4 66,6 90 000
0,0133 | 6 Mause 5 83,3 75 000
0,0670 6 Ratten 6 100,0 15 000 60 000
87a 0,0133 4 Ratten _ — 300 000
0,0200 4 Ratten 2 50,0 75000 | 200 000
0,0050 6 Mause 4 66,6 50000 | 200 000
0,0057 6 Mause 5 83,5 175 000
0,0080 | 6 Mause 6 100,0 125 000
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Tabelle VL
Auswertung eines Schwangerenharn-Rohols (Ausgangsmaterial)
(s. Seite 31).
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s
Praparat | Injizierte Anzahl Anzahl /o Tiere | pg pro | ME pro
Nr Dosis in m, Tiere Tiere anf aaf Gramm 4 Gramm

. €| pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst
H. 15 0,0200 6 Miuse 2 33,3 50 000
0,0250 | 6 Mause 3 50,0 40 000
0,0333 6 Maiuse 3 83,3 30 000
0,0500 6 Maiuse 6 100,06 20 600
0,2000 4 Ratten 4 100,0 5 000 20 000

Tabelle VII.

Auswertungen von Hormondlen aus Schwangerenharn, die darch
Entmischungsmethoden mit Losungsmitteln gewonnen wurden
(s. Seite 32/33).

Priparate | Injizierte A'Igizearl;l T?;?gtf %o a’fl}ere RE pro | ME pro
Nr. Dosis in mg pro Dosis | Vollbrunst | Vollbranst Gramm | Gramm
304a 0,004 6 Mause 3 50,0 250 000
0,005 6 Mause 5 83,3 200 000

0,006 6 Miuse 6 100,0 .| 167000

0,030 6 Ratten 6 100,0 33300 | 133000

340 a 0,0025 8 Miuse 5 62,5 400 000
0,00236 8 Miuse 6 75,0 350 000

0,00333 8 Miuse 7 87,5 300 000

0,0200 6 Ratten 6 100,0 50000 | 200 000

340¢ 0,0040 8 Mause 4 50,0 250 000
0,0050 8 Miuse 6 75,0 200 000

0,0240 6 Ratten 6 100,0 41500 | 167 000

291 a 0,0042 6 Mause 3 50,0 238 000
0,0200 6 Ratten 4 66,6 50 000 | 200 000

0,0055 6 Mause 5 83,3 180 000

0,0067 6 Mause 6 100,0 150 000

341a 0,0020 7 Mause 3 43,0 500 000
0,0025 8 Mause 6 75,0 400 000

0,0033 8 Miuse 7 87,5 300 000

0,0040 8 Mause 8 100,0 250 000

34l1c 0,0180 6 Ratten 4 66,6 55500 | 222 000
0,0200 6 Ratten 5 83,3 50000 | 200 000

0,0050 4 Mause 3 75,0 200 000

0,0250 6 Ratten 6 100,0 40000 | 160 000

293 0,0040 6 Mause 2 33,3 250 000
0,0050 6 Mause 4 66,6 200 000

0,0055 6 Miuse 5 83,3 180 000

0,0067 6 Mause 6 100,0 150 000

Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zn Gottingen. Math.-Phys. K1. IIL Folge, Heit 2. 6
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Tabelle VII, Fortsetzung.
Priparat | Injizierte | ARZahl Anzahl | ©f, Tiere | pp oy | ME pro
Nr Dosis in m, Tiere Tiere auf auf Gramm | Gramm
: g pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst
343a 0,00182 6 Mause 2 33,3 550 000
0,00800 | 7 Ratten 4 57,0 | 125000 | 500 000
0,00222 | 6 Miuse 5 833 450 000
0,01000 7 Ratten 6 86,0 100 000 | 400 000
0,00274 6 Mause 6 100,0 365 000

Tabelle VIII
Auswertungen von Hormonslen ams Schwangerenharn, die durch

Verteilung von Rohdlen zwischen Ather und Alkali gewonnen
wurden (s. Seite 34—36).

Anzahl

Anzahl

%, Tiere

Praparat | Injizierte Tiere Tiete aaf suf RE pro | ME pro
Nr. Dosis in mg pro Dosis | Vollbrunst § Vollbrunst Gramm | Gramm
272 a 0,0063 6 Maiuse 4 66,6 160 000
0,0071 6 Miuse 5 83,3 140 000

0,0300 4 Ratten 3 75,0 33300 | 133 000

0,0083 6 M3iuse 5 83,3 .120 000

0,0100 6 Mause 6 100,0 100 000

297 a 0,0150 6 Ratten 2 33,3 66 600 | 270 000
0,0040 6 Miuse 3 50,0 250 000

0,0200 5 Ratten 3 60,0 50 000 | 200 000

0,0055 5 Mause 4 80,0 180 000

070060 6 Mause 5 83,3 167 000

0,0080 6 Mause 6 100,0 125 000

297b 0,05 6 Miuse —_ — 20 000
0,10 6 M?use 3 50,0 10 000

0,20 6 Miuse 6 100,0 5000

0,80 6 Ratten 5 83,3 1250 5 000

1,00 6 Ratten 6 100,0 1000 4000

297 ¢ 0,0025 10 Mause 6 60,0 400 000
0,0028 10 Mause 8 80,0 360 000

0,0030 10 Mause 9 90,0 333 000

0,0038 6 Miuse 6 100,0 270 000

0,0050 6 Miuse 6 100,0 200 000

0,0225 6 Ratten 6 100,0 45000 | 180 000

267 a 0,0050 6 Miuse 0 - 200 000
0,0075 6 Miuse 0 — 133 000

0,0100 6 Mause 2 33,3 100 000

0,0133 6 Miuse 4 _ 66,6 75 000

0,0167 6 Miuse 5 83,3 60 000
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Tabelle VIII, Fortsetzung.

Priparat Inj_iii_erte éﬁgﬂﬂ T?;za:;f %o a’ﬁere RE pro | ME pro
Nr.  |Dosis inmgf . "nocis | Vollbrunst | Vollbrunst | Gramm | Gramm
296 a 0,0125 6 Miuse 0 — 80 000

0,0167 6 Miuse 0 — 3 60 000
0,1333 6 Ratten 1 16,6 7500 30 000
0,0500 6 Mause 4 66,6 20 000
0,1000 6 Maiuse 6 100,0 10 000
296 b 0,0067 8 Miuse 4 50,0 150 000
0,0300 6 Ratten 4 66,6 33300 | 133000
0,0080 8 Miuse 6 75,0 125 000
0,0400 6 Ratten 6 100,0 25 000 100 000
2942 0,0040 6 Miuse 3 50,0 250 000
0,0050 6 Mause 5 83,3 200 000
0,0060 6 Miiuse 6 100,0 167 000
0,0075 6 Miause 6 100,0 133 000
320 a 0,0025 6 Miuse — —_ 400 000
0,0033 6 Mause 1 16,6 300 000
0,0067 6 Miause 5 83,3 150 000
0,0050 6 Mause 3 50,0 200 000
0,0300 6 Ratten 6 100,0 33 300 133 000
320b 0,10 6 Mause 3 50,0 10 000
0,80 6 Ratten 5 83,3 1250 5 000
0,20 6 Mause 6 100,0 5000
1,00 6 Ratten 6 100,0 1 000 4 000
320¢ 0,001 8 Msuse 3 37,5 1 000 000
0,00117 8 Mause 5 62,5 850 000
0,00133 | 8 Miuse 6 75,0 750 000
0,00167 8 Miuse 7 87,5 600 000
0,00800 6 Ratten 6 100,0 125 000 500 000
286 b 0,005 8 Miuse 4 50,0 200 000
0,00625 8 Miause 6 75,0 160 000
0,0075 8 Mause 8 100,0 133 000
324a 0,001 -6 Mause 2 33,3 1 000 000
0,00112 6 Mause 4 66,5 850 000
0,00133 6 Maiuse 5 83,3 750 000
0,00800 | 4 Ratten 4 100,0 | 125000 | 500 000
324c¢ 0,00143 8 Miuse 4 50,0 700 000
0,00182 8 Miuse 6 75,0 550 000
0,00800 | 6 Ratten 5 83,3 | 125000 | 500000
0,00250 | 8 Miuse 8 100,0 400 000

6*
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Tabelle IX.

Auswertungen von Hormondlen aus Schwangerenharn, die durch
Adsorptions- und Fallungsversuche erhalten wurden (s. Seite 38/39).

Anzahl

Anzahl

9/, Tiere

Praparat | Injizierte Tiere Tiere auf auf RE pro | ME pro
Nr. D 0815:1n Mg pro Dosis | Vollbrunst { Vollbrunst Gramm | Gramm
279 a 0,00333 8 Miuse 4 50,0 300 000

0,00400 8 Miuse 6 75,0 250 000
0,00500 8 Miuse 7 87,5 200 000
0,02500 4 Ratten 4 100,0 40000 | 160000
302a 0,00100 6 Miuse 1 16,6 1 000 000
0,00117 6 Miuse 3 50,0 850 000
0,00133 6 Miuse 3 83,3 750 000
0,00154 6 Maiuse 6 100,0 650 000
0,00800 4 Ratten 4 100,0 125000 | 500 000
259a 0,00364 8 Miuse 2 25,0 275 000
0,00415 8 Miuse 4 50,0 240 000
0,00500 | 7 Miuse 5 71,4 200 000
0,00555 8 Mause 7 87,5 180 000
263 a 0,0200 4 Ratten — — 50 000 | 200 000-
0,0250 4 Ratten — — 40000 | 160000
0,0080 6 Maiuse 2 33,3 125 000
0,0100 6 Mause 3 50,0 100 000
0,0125 6 Mause 5 83,3 80 000
285b 0,0040 8 Mause 5 62,5 250 000
0,0050 6 Mause 5 83,3 200 000
0,00625 6 Maase 6 100,0 160 000
0,0075 7 Mause 7 100,0 133 000
3192 0,0050 8 Miuse 4 50,0 200 000
00057 8 Miuse 4 50,0 175 000
0,0067 8 Miuse 6 75,0 150 000
0,0333 6 Ratten 6 100,0 30000 | 120000
319b 0,00167 6 Miuse 3 50,0 600 000
0,00182 6 Mause 5 83,3 550 000
0,00200 5 Mause 5 100,0 500 000
0,0100 6 Ratten 6 100,0 100000 | 400 000
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Tabelle X.
Auswertungen eines Arbeitsganges zur Reindarstellung
des Hormons (s. Seite 41—45).
Priparat Injizierte An"za.hl Anzabl Tiere| ¢/, Tiere ME
' Dosis in m, Mguse auf auf ro Gramm
Nr. €| pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst P
270 a 0,00555 5 4 80 180 000
0,00670 6 5 83 150 000
0,00833 6 6 100 120 000
342a 0,00167 6 4 67 600 000
0,00182 7 5 71 550 000
0,00250 6 6 100 400 000
394 ¢ 0,00050 6 4 67 2 000 000
. 0,00067 7 6 86 1 500 000
0,00100 4 4 100 1000 000
Tabelle X1

Auswertung einer gesittigten wiBrigen Hormonlgsung (s. Seite 51).

Die wifirige Losung wurde in 4maliger Injektion im Abstand von

je 12 Stunden aumsgewertet. Zur Injektion wurden die in der

Tabelle angegebenen Mengen der wifirigen Hormonldsung jeweils
mit physiologischer Kochsalzlosung auf 0,1 cem aufgefiillt.

Injizierte Menge s s
& 43 Injizierte Anzahl ME pro cem

an ‘ggga_t tlegrber Gesamt- [1‘\;‘;1?]2 Tiere auf | ¢/, Tiere auf| waBriger
g ‘menge 88, Voll- Vollbrunst Hormon-

Hor_mon]osung in com | Pro Dosis brunst losung

in ccm

4><0,000625 0,0025 13 0 0 400

4><0,001250 0,0050 12 5 42 200

4><0,002500 0,0100 13 13 100 100
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Tabelle XIT.
Auswertung des krystallisierten reinen Hormons in einmaliger
Injektion in Oldsung (s. S. 53).

« s Anzahl Anzahl | Dauer des| ¢/, Tiere | ME pro
Pr%’:‘mt D?s).i’suli(:xrt; Mause | Tiere auf | Oestrus auf Gramm in
. €] pro Dosis | Vollbrunst | in Tagen | Vollbrunst | Millionen

Pg. II 0,000300 4 4 9—3 100 3,33

0,000250 13 13 2—3 100 4,0

0,000200 8 8 22 " 100 5,0

0,000187 6 6 —2 100 5,35

0,000167 8 8 1—2 100 6,0

0,000156 5 5 —1 100 6,4

0,000125 13 11 —1 85 8,0

0,000100 8 5 —1 62 10,0

Pg. 429 | 0,000125 11 9 | 82 8,0

0,000125 10 9 — 90 8,0

0,000100 12 7 —1 58 10,0

0,000100 10 6 —1 60 10,0

Pg. 415 | 0,000187 11 11 —2 100 5,35

0,000125 12 11 il 92 8,0

Tabelle XTIT.
Auswertang des krystallisierten Hormonpriparates Pg. II
in 2—3 maliger Injektion innerhalb von 12—14 Stunden
(s. Seite 54).

Anzahl Dauer . -~
Injizierte Dosis Gesamt- | Ansahl Tiere des °lo Tiere | ME pro g
3 1 dosis Tiere mit Voll-| Oestrus auf Voll- in
g in mg |pro Dosis brunst |in Tagen brunst | Millionen
7
2 5< 0,000067 | 0,000133 12 12 —21, 100 7,5
2>< 0,000044 | 0,000089 12 11 1—1Y, 92 11,25
25<0,000033 | 0,000067 | - 13 10 —1 77 15
3 >< 0,000017 0,000050 12 4 —1 33 20

Tabelle XIV. ‘
Auswertung des krystallisierten Hormonpriparates Pg. IV
in 4—6maliger Injektion im Abstand von 12 bezw. 8 Stunden
(s. Seite 54). .

I : A,Ezeﬁl Dg.::r %/o Tiere |ME pro g
dosis Tiere mit Voll- auf Voll-

Injizierte Dosis -Gesamt- | Anzahl

= in
m mg in mg |pro Dosis heusst h? %f.g;:n brunst | Millionen
4 >< 0,000017 0,000067 10 10 2 100 15
4><0,000013 | 0,000050 8 8 11/,—2 100 20
4><0,000008 | 0,000033 8 7 1 88 30
6<0,000008 | 0,000050 8 7 1Y,—2 88 20
6 >< 0,000006 | 0,000033 8 7 1 88 30
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Tabelle XV.
Auswertung der krystallisierten Hormonpréaparate Pg. I1
und Pg. IV in 6maliger Injektion innerhalb von 48 Stunden
(s. Seite b54).
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Anzahl Dauer .
Injizierte Dosis Gﬁi:?;t' A’Il‘lizeigl Ti%re des ;{;’f I;}gﬁ ME pro g
in mg . . { mit Voll-| Oestrus
inmg  pro Boels brunst |in Tagen brunst Millionen
6>< 0,000008 | 0,000050 12 12 9,3 100 20
6 >< 0,000006 0,000033 12 11 11/,~—2 92 30
6 >< 0,000005 | 0,000029 8 6 1 75 35
6>< 0,000004 | 0,000025 8 5 A 63 40

¢+  Tabelle XVIL
Aunswertnng des krystallisierten Hormon-Azetates in einmaliger
Injektion in Sesamillosung (s. Seite 61).

Einmalig Umgerechnet . Anzahl Tiere 9/, Tiere
injizierte Dosis auf Aniihk);l;xi:re auf ° anf
in mg ME pro g P Vollbrunst Vollbrunst
0,000100 10 000 000 12 6 50
0,000125 8 000 000 12 8 66
0,000167 6 000 000 12 9 75

Tabelle XVII
Auswertung des hydratisierten Hormons Cis Hss Os, isoliert nach
der Methode von Marriay, in einmaliger Injektion in Oll6sung

(s. Seite 68).

Priparst | Injigierte | “4Rbl | Anzahl 4% Tiere { yp o o
Nz, Dosis in mg pro Dosis | Vollbrunst { Vollbrunst | Millionen
KM 1 0,000100 11 — 0 10,0
0,000111 10 — 0 9,0
0,000125 11 1 9 8,0
0,000154 10 1 10 6,5
0,000200 10 2 20 5,0
KM I 0,000100 10 — 0 10,0
0,000125 11 2 18 8,0
0,000167 10 1 10 6,0
0,000250 10 2 20 4,0
0,000500 8 4 50 2,0
0,000666 8 6 75 15
0,001000 13 12 92 1,0
KM III 0,000111 10 — 0 9,0
. s 0,000143 10 1 10 7,0
Original- : 2
ipari | 000000 |10 e
von 0,000400 7 3 43 2.5
Marriax | 5000800 8 7 87 1.95




*) Kontrollmessung.
*¥) Errechnet aus den Mittelwerten beider Messungen.
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Tabelle XVIIIL
Absorptionsmessung (s. Seite 51).
2,714 mg, gelost in 10 ccm absolutem Alkohol, ergehen folgende Werte:
Lisungs- . Losungs- . J
2| it | Lo | il | Loswng |y 7 | 23 keg
o o O i W T
365 20,0 20,0 = — — —
334 21,5 21,5 — — - —
313 21,2 20,8 21,1 20,9 0,006 0,0123
302 20,9 20,5 21,1 20,6 0,01 0,0205
296 225 21,0 224 210 0,029 0,0595
289 23,5 15,1 23,5 15,1 0,192 0,394
280 26,0 16,0 26,0 15,9 oR12 0,435
275 291 19,9 286 19,4 0,167 0,343
270 25,1 19,1 25,1 19,1 0,119 0,244
265 93,4 19,0 23,5 19,1 0,09 0,185
254 25,0 22,5 24,9 2.5 0,045 0,0925
248 24,3 22,2 24,3 22,2 0,04 0,0822
240 24,0 18,0 24,0 18,0 0,125 0,256
238 95,4 16,9 25,4 17,0 0,175 0,36
234 22,0 10,0 22,0 10,0 0,342 0,703
230 24,1 8,1 24,0 8,0 0,475 0,975
224 26,7 71 26,8 7.0 0,579 1,19
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