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Die vorliegende Abhandlung ist eine Zusammenfassung von
Arbeitsergebnissen auf dem Gebiet des weiblichen Sexualhormons
unter besonderer Beriicksichtigung des chemischen Forschungs-
zweiges; sie enthdlt neben einer historischen Ubersicht in erster
Linie die — in vielen wesentlichen Folgerungen bereits verdffent-
lichten — Ergebnisse eigener Arbeiten, welche von Januar 1928
bis Dezember 1930 gemeinsam mit Friulein E. vox Zmexer im
Allgemeinen Chemischen Universitdtslaboratorium zu Gdttingen
darchgefiihrt wurden.

Es sei mir gestattet, Herrn Professor Dr. A. Wixpavs-Gottingen
und Herrn Professor Dr. W. ScrorrLer-Berlin herzlich fiir das Inter-
esse zu danken, mit dem sie meine Untersuchungen stets sehr ge-
fordert haben.

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Notgemein-
schaft der deutschen Wissenschaft) und die Scaerive-Karisavy A.-G-,
Berlin haben die Durchfiihrung der chemischen und biologischen
Versuchsreihen durch eine weitgehende Unterstiitzung ermioglicht;
es sei dafiir auch an dieser Stelle verbindlichst gedankt.

Gottingen, Allgem. Chem. Univ.-Labor., Dezember 1930.
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Vor einem Jahr ist als erstes Sexualhormon das Follikelhormon
der Frau in chemisch reinem, krystallisierten Zustand isoliert
worden. Mit diesem Ergebnis wurde ein Ziel erreicht, das in viel-
seitiger dreifigjahriger Forschertitigkeit vorbereitet und ange-
strebt worden ist.

In bezug auf die verschiedenen Problemstellungen, die bei der
Bearbeitung eines Hormons auftreten, hat mit der Reindarstellung
des weiblichen Sexunalhormons ein Arbeitsabschnitt, in welchem in
erster Linie physiologisch - medizinische Fragen zu beantworten
waren, seinen Abschluf gefunden; man steht heante im Beginn
eines zweiten Forschungsabschnittes, der nunmehr darch die che-
mische Untersuchung des Hormons, durch Versuche zur Konstito-
tionsermittlung und Synthese dieses Naturstoffes gekennzeichnet
sein wird.

Die vorliegende Arbeit soll eine kurze Darlegung unserer
gegenwirtigen Kenntnisse iiber das Follikelhormon darstellen, sie
faBt in jhrem ersten Teil die wesentlichen Ergebnisse des ,me-
dizinischen“ Forschungsabschnittes zusammen und zeigt damit den
Weg, der die Isolierung des Hormons vorbereitete; im zweiten
Teil werden diejenigen chemischen Experimente erortert, die zum
Zweck der Reindarstellung des Hormons durchgefiihrt warden, and
die eine Methode seiner Gewinnung kennen lehrten; den Inhalt
eines dritten Teiles nimmt die Beschreibung der Hormonisolie-
rung und die Besprechung des reinen Hormons und des gegen-
wirtigen Standes seiner chemischen Konstitationsermittlang ein.

Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zu Gattingen, Math.-Phys. KL III Folge, Heft2, 1
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Die Lehre, dafi in der Reihe der Wirbeltiere die Geschlechts-
driisen neben der Produktion der Keimzellen eine zweite Aufgabe
erfiillen, daB sie fiir normale Entwicklung, fiir Wachstum und
Funktion der Genitalorgane, sowie fiir die Ausbildung der sekun-
diren Geschlechtsmerkmale sorgen, hat schon in der Mitte des
vorigen Jahrhunderts ihre Anfénge.

Sie ging aus von Experimenten Bertaorps in Gottingen (1849),
der erstmalig im Tierversuch zeigte, daf die nach Kastration von
Hihnchen einsetzenden Ausfallserscheinungen durch Wiederein-
pflanzang von Hoden zu beheben sind. Diese Versuche waren
grundlegend fiir die Lehre von der inneren Sekretion, die erst
40 Jahre spidter nach den Arbeiten von Browx Stquarp (1889) Be-
achtung fand; ihnen folgten dann eine grofie Reihe von Versuchen,
durch Transplantationen ménnlicher Keimdriisen Aufschluf iiber
die neuartigen Fragestellungen zu erlangen.

Entsprechende Versuche an der weiblichen Keimdriise sind
wesentlich spiter begonnen worden. Nachdem im Jahre 1895
Morris die Transplantation eines Ovariums an einer Frau durch-
gefiihrt hatte, begann mit den Arbeiten von Knaver und Harsaxn
am 1900 die eigentliche experimentelle Inangriffnahme des Pro-
blems im Tierversach. :

Um Klarheit iiber die Aufgaben einer Driise im Orga-
nismus zu erhalten, hat man zuniichst die Ausfallserscheinungen
nach Extirpation, sodann ihre Behebung durch Wiedereinpflanzen
des betreffenden Organs zu studieren. Sind auf diesem Wege die
Aufgaben der Driise experimentell festgestellt, so ergibt sich als
zweite Fragestellung diejenige nach der Art, wie die Organleistung
erfiillt wird. Transplantationsversuche der Driisen und der Ver-
such, Ausfallserscheinungen durch Injektion der Organextrakte zu
vermeiden oder zu beheben, entscheiden hier iiber das Wesen, wie
ein Organ die ihm znfallende Aufgabe lost.



Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon. 3

Uber die Ausfallserscheinungen am lebenden weiblichen
Organismus nach Extirpation der Ovarien.

Wihrend es nach den bisher vorliegenden Experimenten den
Anschein hat, daB in der Reihe der Wirbellosen die Beein-
flussung der Korperbildung und des psychischen Verhaltens durch
die weibliche Keimdriise nur eine sehr geringe ist'), konnte eine
solche Leistung des Ovariums in der Reihe der Wirbeltiere in
fast allen Tierklassen wahrscheinlich gemacht oder experimentell
sichergestellt werden 2).

Bei den Wirbeltieren beobachtet man nach vélliger Kastration
weiblicher Tiere eine Atrophie ihrer Genitalorgane, bei den Sduge-
tieren insbesondere einen starken Riickgang des Wachstums an
Uterus, Vagina und Brustdriise. Alle zyklischen Vorginge an den
Grenitalorganen (Brunst- und Menstruationserscheinungen) horen
auf, der Geschlechtstrieb erlischt zumeist, die Tiere werden triige,
sie ,altern und werden von den Minnchen nicht mehr beachtet.
Da an Wirbeltieren nach einer Kastration auch die sekundéren
Geschlechtscharaktere wenig oder garnicht zur Entwicklung ge-
langen, treten bemerkenswerte Anderungen in Gestalt, Aussehen
und Gebaren der Tiere ein; so ist z. B. die Korpergestaltung ka-
strierter Hiihner eine vom normalen Tier sehr verschiedene (,neu-
traler Kapaunentyp“), Sporen und Gefieder nehmen fast ménnliche
Formen an, wihrend Bartlappen und Kamm sehr geringes Wachs-
tum zeigen (Ptzarp 1914); auch ist bekannt, daf man bei vielen
horntragenden Singern die Ausbildung der Gehtrne zu unterdriicken
imstande ist.

Der EinfluB der Kastration auf den Grundumsatz und Stick-
stoffstoffwechsel ist zwar vielseitig studiert worden 3), jedoch sind
die Ergebnisse umstritten; vielleicht tritt nach Kastration eine
sehr geringe Erniedrigung des Grundumsatzes ein.

1) Literatur s. bei Harms, J. W., Korper und Keimzellen, Berlin 1926. —
In neuerer Zeit hat nur LOEWE iiber einen qualitativen, aber nicht gesicherten
Nachweis des weiblichen Sexualhormons in einigen Wirmern berichtet (1929).

2) FELLNER (1925) wies durch Wachstumswirkung an Uterus und Mamma
das Vorkommen des weiblichen Sexualhormons in den Eiern von Hiithnern und
Fischen nach; SERENI, ENEICO und RIVKA bestitigten das Vorkommen in Fisch-
eiern, wihrend LOEWE (1929) mit Sicherheft im weiblichen Frosch (Rana tempo-
raria), also in einem Amphibium, Bronsthormon nachzuweisen vermochte.

' 8) Literatur siehe bei TRENDELENBURG, P., Die Hormone, Bd. 1, Berlin 1929.

1*
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Transplantationsversuche weiblicher Keimdriisen und iber
die Behebung der Ausfallserscheinungen durch Wiederein-
: pflanzen von Ovarien.

Allgemein sind die Feststellungen giiltig, da man den groften
Teil der geschilderten Ausfallserscheinungen durch Transplantation
der Keimdriisen vermeiden, oder im kastrierten Tier durch Wieder-
einpflanzen der Ovarien beheben kann.

An Kaltblitern (Tritonen) sind zwar eine Reihe entsprechen-
der Versuche mit Erfolg angestellt worden (Harxs 1913), die grofiten
and bedeutendsten Arbeiten innerhalb dieser Fragestellung sind
aber an Vogeln und Siugetieren durchgefiihrt; in ihren Er-
gebnissen haben wir die ersten Beweise fiir die hormonale Titig-
keit der Ovarien zu erblicken.

Der neutrale Kapaunentyp ist durch Einpflanzen von lebenden
Ovarien wieder zur normalen Form umwandelbar, der Kamm wichst,
Sporen und Gefieder bilden sich zur Norm zuriick. In diesen,
wohl zuerst von Gurarie (1907) und spiter von Pizarp ausgefiihrten
Versuchen erblicken wir das Seitenstiick zu den ersten experi-
mentellen Arbeiten von Berraorp (1849) am ménnlichen Tier.

Mit den wichtigen Arbeiten von Kwaver und Harsax (1900),
die spiter von LipscatTz, STEINACH U. a. fortgesetzt wurden, begann
die eigentliche experimentelle Forschung am Sdugetier. Die nach
Transplantation von Ovarien an Meerschweinchen, Kaninchen und
Ratten beobachtete Behebung von Ausfallserscheinungen stellte
seinerzeit den ersten exakten Beweis fiir die Bedentung der Keim-
driise und fiir ihre hormonale Titigkeit dar: Tuben, Gebdrmutter
and Scheide wachsen wieder normal unter Wirkung des Implan-
tates, die Geschlechtszyklen stellen sich wieder ein und das ge-
schlechtliche Verhalten der Tiere kehrt zur Norm zuriick; ihre
Trigheit und die ,kiinstliche Alterung® verschwinden.

Diese Versuchsreihen sind spéter nach zwei Seiten erweitert
worden: an jugendlichen Tieren vermochte man vor eingetretener
Geschlechtsreife durch Implantation reifer Ovarien frithzeitig Brunst
zu erzeugen und das Wachstum der Genitalorgane zu fordern;
andererseits sind senile Tiere, deren Geschlechtsfunktion erloschen
ist und welche deshalb im wesentlichen die Ausfallserscheinungen
einer Kastration zeigen, durch Implantation von reifen Ovarien zu
,verjingen®, jedenfalls ist in ihrem Anssehen und in ihren Ge-
schlechtsinstinkten ein deutlicher EinfluB des Implantates spiirbar
(E. Srenvace, Kous, Permvart u. a.).

-
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Uber die Behebung von Ausfallserscheinungen durch In-
jektion von Ovarialextrakten.

Durch die Ergebnisse der Transplantationsversuche war be-
reits mit Sicherheit gezeigt, daf die dem Ovarium zuerkannten
Aufgaben von diesem nicht auf dem Wege der nervisen Korrela-
tion, durch Wirkung iiber Nervenbahnen, gelost werden. Der ein-
wandfreie Beweis fiir die innersekretorische Titigkeit der Keim-
driise war aber nar erbracht, wenn es gelang, die durch Implantation
des Ovariums gewonnenen Ergebnisse auch durch Injektion von
Ovarialextrakten (gewonnen aus den Ovarien grofSerer Sdugetiere)
zu erzielen. Die Bedeutung dieser Aufgabe ist sofort erkannt
(JentziEr und Broryer 1900, Bucura 1907), ihre einwandfreie Lo-
sung erfolgte aber erst einige Jahre nach den erfolgreichen Ar-
beiten von Kvaver und Harsan. So erzeugten MarsuaL und JorLy
(1906) durch Ovarialextrakt Brunst an einer Hiindin; AbrLeg,
‘Scmckere (1912) und Ascaxer (1913) wiesen aaf die nach Injektion
von Ovarialextrakt auftretende Hyperdmisierung von Uterus und
Vagina hin, und in den Arbeiten von Frriner, Iscovesco und OriN-
scarrz (1914) ist die wichtige Beobachtung gemacht, dafi Ovarial-
extrakte das Wachstum der Genitalorgane, insbesondere von Uteras,
Vagina und Brustdriise*) stark erhthen. Sie arbeiteten mit jungen
Meerschweinchen, Ratten nnd Kaninchen und vermochten an ka-
strierten Tieren nicht nur die Atrophie der Genitalorgane aufzu-
heben, sondern diese zu einem Griofenwachstum anzuregen, welches
die Norm weit iibertraf. E. Stewacm untersuchte Extrakte auf
ihre Wirkung am senilen Rattenweibchen und bestitigte auch hier
die Erfahrungen der Driisenimplantation 5).

Da auch die Geschlechtsinstinkte der behandelten Tiere zur
Norm zuriickkehren, ist mit der gesamten Untersuchangsfolge,
welche spiter vielseitig nachgepriift, bestitigt und erweitert wurde
(Hesruaxw, Seirz, Fraxk, Scerobkr u. a.), sichergestellt, daf alle

4) Der EinfluB des Follikelhormons auf die Milchsekretion ist noch
heute umstritten; es darf angenommen werden, daf sie einer anderen — viel-
leicht fotalen — Hormonwirkung unterliegt (STARLING und Foa).

5) LoEWE hat 1926 iiber den Einfluf von Extrakten auf Vogel berichtet;
ganz kiirzlich sind interressante Arbeiten von JUEN und GUSTAVSON und von
E. LAQuEUR iiber den EinfluB des weiblichen Sexualhormons anf Hithner, Hahne
und Kapaune erschienen, in denen besonders die Beeinflussung des Federwachs-
tums unter Hormonwirkung besprochen wird; E. LAQUEUR und Mitarbeiter ver-
mochten durch gleichzeitige Gaben von méinnlichem und weiblichem Hormon echten
Gynandromorphismus zu erzielen.
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erkannten Aufgaben der weiblichen Keimdriise — naturgemdf mit
Ausnahme der Produktion von Eizellen — auch durch Injektion
von Ovarialextrakten auszulGsen sind.

Uber die Wirkung von Hormonextrakten auf Uterus, Vagina,
Brastdriise, sowie auf senile Ratten sollen die beigefiigten Bilder
auf den Tafeln I—IV ein anschauliches Bild vermitteln. )

Die geschilderten Arbeitsergebnisse erbrachten den Beweis, daB
im Ovarium zur Losung seiner vielseitigen Aufgaben eine che-
mische Substanz, ein Sexualhormon, erzeugt wird, dessen physio-
logische, pharmakologische und chemische Eigenschaften nunmehr
zum Gegenstand der Forschung wurden.

Uber quantitative Erkennungsreaktionen des Hormons.

Tiir die exakte physiologische und pharmakologische Analyse
eines Stoffes ist seine Darstellung in weit gereinigter Form, fiir
die chemische Bearbeitung seine vollstindige Isolierung und Rein®
darstellung unerldflich. Um eine Erfolg versprechende Anreiche-
rang eines Hormons in Rohextrakten und seine Trennung von
Begleitstoffen durchfiihren zu kinnen, bedarf es einer quantitativ
auszugestaltenden Erkennungsreaktion, eines Testes.: Der Bearbeiter
des Problems hat an einen Test die Anforderung seiner Eindeu-
tigkeit, seiner Spezifitit, und die einer einigermafien handlichen
Durchfiihrbarkeit zu stellen.

Fiir das weibliche Sexualhormon gibt es bisher keine chemische
oder physikalische Nachweisreaktion, sondern man ist an die Durch-
filhrung eines physiologischen Testes gebunden. Grundsitzlich
kann man jede spezifische physiologische Wirksamkeit eines Stoffes
fiir seinen Nachweis heranzichen, sofern diese sich quantitativ
messen liBt. Zwei seiner physiologischen Wirkungen haben in
erster Linie als Testreaktion fiir das Follikelhormon Verwendung
gefunden: die Wachstumswirkung auf die Genitalorgane, ins-
besondere den Uterus, und die Beeinflussung der zyklischen
Genitalvorginge des weiblichen Organismus; als spezielle
Nachweisreaktion, die besonders exakte quantitative Resultate
liefern soll, aber fiir die chemische Bearbeitung des Hormonpro-
blems ohne praktische Bedeutung geblieben ist, wurde als dritter
Test die Vermehrung chromaffiner Zellen im Ganglion
cervicale uteri vorgeschlagen (,Chromtest®).
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1. Per Uteruswachstumstest.

Der Uteruswachstumstest hat als erste Nachweisreaktion des
weiblichen Sexualhormons den weitaus meisten &lteren Arbeiten
(1900—1923) zugrunde gelegen. Entweder wurde der nach einer
Kastration atrophierte Uterus durch Injektion wirksamer Extrakte
wieder zu normalem (auch ungewdhnlich starkem) oder aber der
noch nicht entwickelte Uterus juveniler Tiere zu vorzeitigem
GriBenwachstum angeregt. Gemeinsam mit histologischen Schnitt-
untersuchungen an Uterus und Vagina und einer Verfolgung hyperi-
mischer Erscheinungen an der Brustdriise warden dann die GroBen-
verhiltnisse der Genitalorgane behandelter Tiere mit denen unbe-
handelter Kontrolltiere verglichen. (Vergl. hierzu besonders die
Bilder aunf Tafel I.)

Der Uteruswachstumstest war nicht ausreichend, om einer
erfolgreichen systematischen Reinigung der Hormonextrakte zu
dienen. Seine Spezifitit wurde — vielleicht zu Unrecht — be-
stritten, vor allem aber fehlten ihm die genauen, quantitativ durch-
filhrbaren Vergleichsgrundlagen.

2. Der ,Chromtest* von BroreEvoeeL, Dorry und PorrL.

Der Chromtest trigt den Charakter eines besonders fein ab-
stufbaren, quantitativen Testes. Er beruht auf der experimentell
gefundenen Tatsache, daB im Ganglion cervicale uteri zur Zeit
groBeren Hormonreichtums des weiblichen Organismus (besonders
also in der Graviditit) ein mit dem Hormonspiegel parallel gehendes
Zunehmen der chrombraunen Zellelemente gegeniiber dem nervisen
Anteil des Ganglions zu beobachten ist. Diese Erscheinung ist
rein lokal anf das Ganglion cervicale uteri beschrinkt, ihre Ab-
hiingigkeit von der Anwesenheit des Sexualhormons konnte sicher-
gestellt werden; an der kastrierten Maus sinkt der Gehalt der
chrombraunen Zellen von der Norm (2,5 % * 0,24) auf einen Wert
unter 19/, herab, durch Hormongaben ist der Prozentgehalt an
chrombraunen Elementen direkt proportional der verabreichten Dosis
zu erhghen. '

Diese Erscheinungen werden fiir einen quantitativen Test fol-
gendermaBen nutzbar gemacht: ,Bei Anwendung der Formel: z mg
einer zu untersuchenden Substanz reichen hin, um innerhalb  von
¢ Stunden das Zahlenverhiltnis des pten Schwangerschaftstages
herbeizufiihren, hat man die Moglichkeit, durch Einsetzen der be-
treffenden Zahlenwerte pharmoko-dynamisch jeden Saft und jeden
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Stoff auf seine Wirksamkeit auf das Genitalsystem im hormonalen
Sinne zu untersuchen ©).

Der Chromtest, der fiir manche exakt quantitativen Versuche
von grofer Bedeutung sein mag, hat fiir die systematische Aus-
wertung von Hormondlen zum Zweck der Reindarstellang des
Follikelhormons keine Bedeutung erlangt, da der etwas dltere
Brunst - Zyklus- Test nach Ariex und Dowisy allen Anforderungen
der Praxis in vollstem Umfange gerecht wurde. Da dieser Test
fiir die Bearbeitung des Hormonproblems von besonderer Bedeutung
wurde, sollen seine Grundlagen ausfiihrlicher erértert werden.

3. Der Brunst-Zyklus-Test nach ArLeEx und Doisvy.

Es wurde bereits erwihnt (Seite 3 u. 5), daf auch die zykli-
schen Vorginge am weiblichen Genitalapparat, wie die Erscheinungen
der tierischen Brunst und die der Menstruation der Frau, hormonal
bedingt sind. An der Gesamtheit der zyklischen Erscheinungen
ist nach neueren Arbeiten nicht nur das Follikelhormon beteiligt;
man vermag verschiedene Phasen der Geschlechtszyklen zu unter-
scheiden, die darch mehrere Hormone beherrscht werden; eine
dieser Phasen verlduft in Abbingigkeit vom F olhkelhormon

Die Geschlechtszyklen sind histologisch im allgemeinen durch
einen parallel mit der Eireifung stattfindenden Aufbau und Wieder-
abbau der Gebdrmutterschleimhaut gekennzeichnet. Das erste
Dickenwachstum des Endometrinms, die ,Proliferationsphase“, ver-
liuft gleichzeitiz mit der Entwicklung der Grasrschen Follikel
unter Wirkung des im Follikel gebildeten weiblichen Sexualhormons,
dem hierdurch neben dem EinfluB auf die Ausbildung und das
Wachstum der Genitalorgane eine besondere Aufgabe zufillt.
Wemnn das Ei gereift ist und nach dem Follikelsprung in die
Uterustube wandert, bildet sich aus dem Follikelrest das Corpus
luteam, welches nunmehr zur Bildungsstitte eines zweiten weib-
lichen Sexualhormons wird, unter dessen Wirkung ein Umbau des
Endometriums erfolgt (,Sekretionsphase®)”).

6) Zitiert nach BLOTEVOGEL, DorRN und Porr, Med. Klin. 1926, Nr. 35.

7) Die Erkenntnis der Funktion des Corpus luteum als Bildungsstitte eines
zweiten weiblichen Sexualhormons ist neueren Datums; man betrachtete den
gelben Korper lange Zeit ebenfalls als Ursprungsstitte des Follikelhormons und
benutzte Corpora lutea als Ausgangsmaterial fir dessen Darstellung (Iscovesco,
Skrrz, FELLNER, FRANK u, 3.), wihrend von anderer Seite (OKINTSCHITZ, BROUHA,
PARKES u. 3.) das Vorhandensein von Follikelhormon im Corpus luteum ange-
zweifelt wurde. Durch systematische Arbeit hat man die Funktion des Corpus
luteum erst almahlich kliren konnen (L. FRANKEL, R. SCHRODER, LOEB, WIESNER,
BENCAN u. a.); babnbrechend fir die Idee, da8 im Corpus luteum ein zweites
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Dieser Prozef ist als Vorbereitung einer zu erwartenden
Schwangerschaft zu deuten, die geschilderte Umbildung der Uterus-
schleimhaut erfolgt zur Aufnahme eines befruchteten Eies. Findet
keine Befruchtung statt, so stirbt das Ei ab, das Corpus-luteum-
Gewebe bricht zusammen, und die aufgebaute Uterusschleimhaut
wird abgestoBen (Menstruation). Mit der Ausbildung eines nemen
Follikels wiederholen sich diese Vorginge. Follikelreifung, Aus-
bildung und Riickbildung des Corpus luteum sind wahrscheinlich
ihrerseits durch hormonale Reize bedingt, die wohl von der Hypo-
physe oder anch vom Ei selbst ausgehen (Zoxpek, Kxavs u. a.).

Die Geschlechtszyklen verlaufen in einzelnen Tierklassen nunter-
schiedlich und innerhalb verschiedener Zeitriume, sie sind aber
doch in wesentlichen Phasen vergleichbar.

Fiir die Bearbeitung des Follikelhormons ist es von besonderer
Bedeutung geworden, daf Srtockarp und Papaxrcoraov (1917) ein-
gehend den Geschlechtszyklus am Nagetier studierten; sie ver-
wandten Meerschweinchen, wihrend Lone und Evaxs (1922) die Ver-
hiltnisse an der Ratte untersuchten. Es konnte durch diese Ar-
beiten gezeigt werden, daf der unter Wirkung des Follikelhormons
erfolgende Aufbau der Uterusschleimheit sich am lebenden Nagetier
durch eine einfache mikroskopische Untersuchung der Zellen aus
dem Vaginallumen verfolgen 1ift; diese dndern sich mit dem Aufbau
des Endometriums in charakteristischer Weise. Da dieser perio-
dische Vorgang, der bei den kleinen Nagern 5—7 Tage wihrt, in
direkter Abhingigkeit von der Gegenwart und der Menge des vor-
handenen Hormons steht, aufhért, wenn kein Hormon zugegen ist,
also auch wenn das Ovarium entfernt wird, und andererseits am
kastrierten Tier durch Injektion von wirksamer Substanz in vollem
Umfang wieder hervorgernfen wird, konnten Arex und Dorsy
(1923) auf diesen Erkenntnissen einen brauchbaren Test zum Nach-
weis des Follikelhormons aufbauen.

Als Versuchsobjekt benutzt man kastrierte weibliche Méuse
oder Ratten. Der Vaginalausstrich solcher Tiere zeigt nach ge-
eigneter Firbung im mikroskopischen Bild dauernd sogenanntes
,Ruhestadium¢, das durch Vorherrschen von Leukozyten gekenn-
zeichnet ist (Bild 14, Tafel V).

Wird Ovarialbormon injiziert (oder per os verabreicht), so

weibliches Sexualhormon produziert wird, wurde besonders die franzosische Schule
(COURRIER, CHAMPY, GLEY, JOUBLOT, BROUHA u.a.), aber experimentell gesichert
warde das Vorbandensein des Corpus-lateum-Hormons erst in neuster Zeit, vor
.allem durch CORNER und ALLEN, deren Arbeit nunmehr vielseitig bestitigt und
erweitert warde (KNAUs, CLAUBERG u. a.).
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treten die zyklischen Verinderungen wieder ein, es findet Proli-
feration der Uterusschleimhaut statt, und man beobachtet ein
Wachstum der Epithellage in der Vagina. Im Stadium des ,Pro-
ostrus® zeigt das mikroskopische Abstrichbild keine Leukozyten
mehr, sondern kernhaltige Epithelzellen (Bild 15, Tafel V).

Aus diesem Stadium entwickelt sich dann das Brunststadium,
der ,Ostrus“. Die obere Epithellage der Vagina verhornt, das
mikroskopische Bild zeigt kernlose Schollen (,Schollenstadium®,
Bild 16, Tafel V).

Das Abklingen des Zyklus zum Ruhestadium iiberschreitet den
,Metostrus“, gekennzeichnet durch das Nebeneinander von Schollen,
Leukozyten und Epithelzellen im Abstrichbild (Bild 17, Tafel V).

Die Bilder gleichen ganz denen von normalen, unkastrierten
Méusen, bei denen sich dieser Zyklus regelmifiig wiederholt, wah-
rend er bei kastrierten Tieren nach einer Injektion zam Ruhestadium
zuriickkehrt und sie fiir weitere Versuche brauchbar macht.

Diejenige Substanzmenge an Hormon, die bei weiblichen ka-
strierten Miusen nach subkutaner Injektion gerade ausreichend ist,
damit innerhalb von 2—3 Tagen im Vaginalausstrich das Schollen-
stadium erreicht wird, bezeichnet man als eine ,Miuseeinheit”
(ME), bei Verwendung von Ratten spricht man entsprechend von
,Ratteneinheit* (RE); 1 RE enthilt durchschnittlich 4 ME.

Der Ariex-Doisy-Test hat sich bei der nemeren Bearbeitung
des weiblichen Sexualhormons ausgezeichnet bewdhrt, er wurde
zur Grundlage fiir erfolgreiche Anreicherung und Reindarstellung
des Hormons und somit fiir jede physiologische, pharmakologische

-und chemische Erkenntnis der Folgezeit.

Uber die Technik des Allen-Doisy-Testes®).

Entsprechend der Wichtigkeit fiir die wissenschaftliche Unter-
suchung des Hormons, fiir die Auswertung pharmazeutischer Pré-
parate und fiir die praktisch-medizinische Dosierung, sind die
physiologischen Grundlagen des Avrex-Doisy-Testes, seine Fehler-
quellen und die Art seiner technischen Handhabung Gegenstand
vielseitiger, umfangreicher Arbeiten geworden (ArLex, Dorsy und
Mitarbeiter, E. Laqueur, A. Lipscatrz, S. Lokwk, Cowsrp und Bury,
E. C. Doops, G. F. Marrian und A. S. Parkes u.a.). Obwohl diese
Arbeiten in ihren wesentlichen Ergebnissen iibereinstimmen, hat

8) Aus A. Burenanpr und E.v. ZIEGNER, ,Uber die physiologische Wirk-
samkeit des krystallisierten weiblichen Sexualhormons im ALLEN-Doisy-Test.
Horpe-SEYLERS Z. f. physiol. Chemie 188, Heft 1—2, Seite 1 (1930).
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man sich bislang nicht auf eine einheitlich festgelegte Technik
geeinigt.

Die urspriinglich vorgeschlagene Methode zur Auswertung hor-
monhaltiger Priparate besteht darin, daB man einer Reihe von
Tieren die auf ihre Wirkung zu priifende Substanz in steigender
Dosierung zufiithrt, and diejenige Substanzmenge als Einheit an-
spricht, welche gerade ausreichend ist, um in der Scheide die ty-
pische Brunstreaktion auszuldsen.

Es ist vielseitig iibereinstimmend festgestellt worden, dafl der
Einfluf von individuellen Schwankungen der Versuchstiere
entweder ein sehr geringer ist, oder durch geeignete Methodik weit-
gehend vermieden werden kann. Die Grifie einer Einheit ist aber
in sehr weitem Mafe abhingig von 3 wesentlichen technischen
Handhabungen:

1. Von der Art des mikroskopischen Abstrichbildes, das einer
Grenzdosis zugeordnet wird, z. B. ob ,Vollgstrus“ (ArLLex und
Doisy, Zonpek, Dobps, Cowarp und Bury, Marriay und Parkrs) oder
»verschwinden der Leukozyten* (Laqurur, Lorwe) im Abstrichbild
gefordert wird;

2. von der Anzahl der Tiere, die zu einer Auswertung ver-
wandt werden und von der Forderung, wieviel °jo der Versuchs-
tiere positive Reaktion zeigen miissen;

3. von der Art der Injektionstechnik.

Die Eichung der Priparate auf Vollbrunst (Schollenstadium)
ist das weitgehendste, aber sicherste Verfahren. — Die Zahl der
Versuchstiere soll nach Liaguror mindestens 12 pro Auswertung,
3 pro Dosis betragen, damit diirfte die unterste Grenze des Er-
laubten gekennzeichnet sein; positive Reaktion wird von den
Autoren unterschiedlich an 50—75%o der Versuchstiere gefordert.

Von grofer Bedeutung ist die Art der Injektionstechnik.
Schon Arcexy und Doisy haben darauf hingewiesen, daf man bei
Verteilung der injizierten Hormonmenge auf mehrere Einzelgaben
mit einer wesentlich geringeren Gesamtmenge die gleiche Wirkung
erzielt, wie bei Zufiihrung in einmaliger Injektion. Auswertungs-
resultate, die durch Injektion in einmaliger Dosis ermittelt sind,
ergeben zumeist Wirksamkeitszahlen, die um ein Vielfaches kleiner
sind, als die mit protrahierter Technik ermittelten. Die Unter-
schiede in den Resultaten sind bedingt durch die verschieden groSe
Geschwindigkeit, mit der die Resorption des Hormons im Organismus
erfolgt, sie sind daher abhingig von der Anzahl der Injektionen,
von der Zeit, iiber die sie verteilt werden, vom verwendeten Losungs-
mittel (Wasser oder Ol), vor allem aber von der Reinheit des in-
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jizierten Hormons. Viele Bearbeiter des weiblichen Sexualhormons
haben sich einer protrahierten Injektionstechnik bedient, andere
grundsitzlich nur in einmaliger Dosis injiziert. Hiaunfigkeit und
Zeitdauver der Darreichung und die iibrigen Kriterien der Wirk-
samkeit sind von den verschiedenen Autoren so unterschiedlich ver-
wendet, da8 ein direkter Vergleich ihrer erzielten Reinheitsgrade
nach den ermittelten Wirksamkeiten nicht immer moglich ist.

Burexaxor und vox Zieener bedienten sich bei ihren Anreiche-
rangsversuchen, die zur Reindarstellung des Hormons fiihrten, aus-
schlieBlich der einfachsten Methodik, nachdem ihre Brauchbarkeit
erwiesen war: Die auszuwertende Fraktion wurde in Sesamdl-
lssung in einmaliger Dosis subkutan injiziert; die Priifung
erfolgte auf Vollbrunst bei 75—80°) der Versuchstiere.

Technik: Zur Kastration werden nur ausgesuchte weifie Miuse
(10—15 Wochen alt, etwa 20 g schwer) verwandt. Die Kastration
erfolgt vom Riicken aus, es werden die Ovarien und ein Teil der
Uterushérner entfernt. Vom 8. Tage nach der Kastration an
werden téglich einmal Kontrollabstriche mit einer Platindse ge-
macht. Die Fiarbung der Abstriche erfolgt nach Romanowsky-Giemsa.
3—4 Wochen nach der Kastration wird allen Tieren, welche kon-
stant Rubestadiom zeigten, eine Testlésung bekannten Gehaltes
injiziert, nicht reagierende Tiere erhalten 14 Tage spiter eine
gleiche Dosis; auf beide Testversuche nicht geniigend ansprechende
Tiere werden nicht mehr verwendet. Zuverlissig reagierende Tiere
werden 6 Wochen nach der Kastration in die Versuchsreihen ein-
geordnet. Um den Einfluf der Kastrationsdauer auf die Reaktions-
bereitschaft der Tiere auszuschliefen, wird in regelmifigem Ab-
stand von 14 Tagen mdglichst eine wirksame Dosis verabreicht.
Die Tiere, denen 4 Wochen lang keine ausreichende Dosis zuge-
fihrt wurde, werden vor weiterer Verwendung einer ,Uberdosie-
rungskur“ unterworfen. —

Die zu priifende Substanz wird in alkoholischer Losung in 50°
warmes Sesamdl eingebracht, die geringen Spuren des im Ol gelést
verbleibenden Alkohols schaden nicht. Injiziert werden einmalig
0,1—0,2 ccm; die Menge des injizierten Ols, also der Grad der Ver-
diinnung, ist ohne Einfluf. Scheidenabstriche werden von simt-
lichen Tieren einmal tiglich, in der Zeit von 36—90 Stunden nach
einer Injektion zweimal téiglich im Abstande von 12 Stunden vor-
genommen. Gepriift wird auf Vollbrunst, das Schollenstadinm er-
scheint bei richtiger Dosierung etwa 40—60 Stunden nach der In-
jektion. Ein Schollenstadium mit wenigen Epithelzellen wird noch
als positiv bezeichnet. Fiir eine Auswertung werden pro Dosis
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mindestens 5—6 Tiere verwandt, beil genauerer Auswertung etwa 12.
75—80°/s der Versuchstiere miissen positive Wirkang zeigen, damit
die injizierte Dosis als Einheit angesprochen wird.

Eine solche Technik vermittelt nicht die Kenntnis des Maximal-
wertes einer Wirksamkeit, doch erwies sie sich in ihrer einfachen
Handhabung als absolut zuverldssiger Fithrer, um erzielte An-
reicherungen zu erkennen; fiir die chemische Bearbeitung des
Hormonproblems sind die ,absoluten“ Gehaltszahlen an wirksamer
Substanz von geringerem Interesse, als leicht zu ermittelnde, prak-
tisch vergleichbare Mafizahlen. Daf die einfachste Methode
zuverlidssig ist, haben Erfahrungen an fast 2000- Versuchen mit
einem Tiermaterial von 1000 Stiick gezeigt und ist durch die Rein-
darstellung des Hormons erwiesen.

Uber die Produktionsstitten des Follikelhorméns und iiber
seine physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften.

Mit dem Arren-Doisy-Test setzte eine ganz neue Entwicklung
in der Bearbeitung des Follikelhormons ein; fast alle gesicherten
Ergebnisse iiber die Bildungsstitten des Hormons, iiber seine
physiologischen Aufgaben und pharmakologischen
Eigenschaften sind erst durch Anwendung des neuen Testes
erzielt worden, iiberdies wurde er zur Grundlage fiir klinisch-
therapeutische Verwendung von dosierbaren Hormonpriparaten;
daB mit seiner Auffindung auBerdem die erste Voraussetzang fiir
eine exakte chemische Bearbeitung erfiillt wurde, ist schon betont
worden.

Erst nach der Einfiihrung des Arren-Doisy-Testes konnte mit
Sicherheit erwiesen werden, daf es sich bei dem betrachteten weib-
lichen Sexualhormon um das im Follikel erzeugte Hormon han-
delt. Die quantitative physiologische Auswertung einzelner Ge-
websteile des Eierstocks fiihrte einwandfrei zur Feststellung, da8
im Follikelinhalt der grofte Hormonanteil zu finden ist (Frank
(1922), Avrrex und Dowsy (1923), Laqueur (1925) u. a.); auflerdem ist
dorch die lange bekannten Erscheinungen der Dauerbrunst bei per-
sistierendem Follikel und der Parallelitit von Eireifung und Brunst-
zyklus bei den Siugetieren, die nur jahreszeitliche Brunstzyklen
zeigen, weitgehend gesichert, dafl das Zyklushormon in erster Linie
dem Follikel entstammt. Allerdings ist auf Grund einiger Befande
nach Schidigang der Follikelreifung durch Réntgenstrahlen ein
Teilhaben des interstitiellen Gewebes im Ovarium an der Hormon-
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sekretion nicht ganz anszuschlieBen, da eine Zerstérung des Follikel-
apparates allein nicht immer Kastrationsatrophie zur Folge hat
(Hausesstivrer (1905), Boury (1906), Parkes (1926), vox ScHUBERT
1927) u.a.).

Die physiologische Aufgabe des Follikelhormons ist durch
die friiher gekennzeichneten Versuche klargestellt: es bewirkt nor-
male Ausbildung und normales Wachstum der Genital-
organe und beeinfluft die sekundidren Geschlechtsmerk-
male, einschliefllich vieler psychischer Erscheinungen; als
spezielle Aufgabe fdllt ihm die Ausbildung der Prolifera-
tionsphase im zyklischen Aufbau der Uterusschleimhaut zu.

In der Schwangerschaft scheint das Follikelhormon eine
besonders bedeutsame Aufgabe zu erfiillen, die im stark gestei-
gerten Grofenwachstum der Genitalorgane zum Ausdruck kommt.
Wihrend dieser Zeit findet eine betrdchtliche Steigerung der Hor-
monproduktion statt. Da wihrend der Graviditit eine Neubildung
von Follikeln nicht erfolgt, iibernimmt in diesem Zeitraum die
Plazenta die Hormonproduktion. Die urspriinglich (auf Grund
klinischer Befunde) von Haipax (1905) erkannte innersekretorische
Tatigkeit der Plazenta ist gegenwirtig als gesichert anzusehen.
Zwar ist die Zahl der von ibr bereiteten Hormone noch nicht be-
kannt, jedoch gilt als erwiesen, daf in ihr eine zweite Produktions-
stitte des Follikelhormons vorliegt. Nach den Arbeiten von Frrs
soll im zweiten Monat der Schwangerschaft noch kein Follikel-
hormon in.der Plazenta nachweisbar sein, in spateren Stadien ist
sein Vorhandensein von allen Bearbeitern erwiesen (Feruner (1913),
Aviexy und Dorsy (1924) u. a.). In 1kg Plazenta sind etwa 500 bis
1000 ME an Follikelhormon vorhanden, dieser grofie Hormonreich-
tum der Plazenta fiithrte dazu, ihre Extrakte als hochstwirksames
Ausgangsmaterial fiir die Bearbeitung des Hormons heranzuziehen.

Fiir die weitere Entwicklung der Untersuchungen ist die Fest-
stellung von Bedeutung gewesen, daf wihrend der Schwangerschaft
ein betrichtlicher UberschuB an Follikelhormon im Harn zur
Ausscheidung kommt. Lorwe (1925) hatte schon gezeigt, da auBer
im Blut der normalen Frau auch im Harn Follikelhormon nach-
weisbar ist. Sowohl im Blut wie auch im Harn der Frau findet
man eine ausgesprochene Abhingigkeit des Hormongehaltes vom
normalen Zyklus (Lokws, Frank, Siesce); der Hormonspiegel des
Blutes ist etwa am 3. Tage vor dem Eintritt der Menstruation am
grofiten, wihrend er im ersten Teil des Zyklus auffallend niedrig
ist. Im Harn findet man vor und wihrend der Menstruation wenig
Hormon, viel dagegen in der Mitte des Intermenstrums. Wihrend
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der Schwangerschaft ist der Hormonspiegel im Blute erhtht (Fraxk,
Frus, Ascenemv), die stark gesteigerte Hormonausscheidung im Harn
der schwangeren Frau entdeckten B. Zoxpek und S. Ascenrmy (1927);
sie machten damit eine Beobachtung, die der chemischen Erfor-
schung des Follikelhormons ein neues Ausgangsmaterial darbot.

Von besonderem biologischen Interesse sind die Feststellungen
gewesen, daf auch im Hoden und im Harn des erwachsenen Mannes
ein Stoff nachweisbar ist, der im AvLen-Doisy-Test Brunstreaktion
auszulosen vermag (Feuiner (1921), Domry, Zoxpex (1927), Lorwe,
Laqueur, Brouma (1928) u.a.). In 1kg Hoden finden sich etwa
30 ME, in 11 Harn 100—200 ME an wirksamer Substanz (E. La-
QUEUR, Parkss).

Bemerkenswerterweise haben Loewk, sowie Dorrx (1926), spéter
auch Gumnm und Wapesx zeigen konnen, dafl man aus pflanz-
lichen Keimlingen, aus weiblichen Bliiten, Hefe, Mehl,
Kartoffeln und vielen Pflanzenélen im unverseifbaren An-
teil Stoffe mit sexualhormonartiger Wirksamkeit an-
gereichert darstellen kann. Uber ihre Beziehungen zum Follikel-
hormon der Frau ist gegenwirtig noch nichts bekannt, ebenfalls
ist die Beziehung dieser Stoffe zum Antisterilitdts-Vitamin E
(Evaxs und Bogr) nicht gekldrt (Biscecrie, DixgEvanse). Der biolo-
gischen Forschung und der chemischen Analyse ist nach dieser
Richtung hin ein interessantes Feld gedffnet.

Die physiologische und pharmakologische Analyse hochgerei-
nigter und mit Hilfe des Arren-Doisy-Testes standartisierter Hor-
monextrakte hat iiber die bisher geschilderten Eigenschaften des
Stoffes hinaus zur Erkenntnis gefiihrt, daf dem Follikelhormon als
Antagonisten des minnlichen Sexualhormons ,antimaskuline® Wir-
kungen zukommen. Durch Behandlung eines juvenilen méinnlichen
Tieres mit weiblichem Sexualhormon vermag man die Ausbildung
seiner Genitalorgane zu unterdriicken, geschlechtsreife minnliche
Tiere konnen durch grofe Hormongaben sterilisiert werden, wihrend
gleichzeitig ein Gréfenwachstum ihrer Zitzen zu beobachten ist
(Herrmany (1920), Frriner (1921), Stevace, Laquevr (1926), BEuraner
und Feus (1928) u. a.).

Auf Herz, Blutdruck, Atmung, Stoffwechsel und aunf die Uteras-
bewegung haben gereinigte Hormonpriparate keinen Einflu8, sie
scheinen auch bei hoher Uberdosierung frei von jeder Giftwirkung
zu sein (Laqueur, Doisy (1927) u. a.).

_ Die Kenntnisse der physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften des weiblichen Sexualhormons haben dazu gefiihrt,
standartisierte Hormonpriparate in die therapeutische Praxis ein-
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zufiihren; sie finden Verwendung zur Behebung von Ausfallserschei-
nungen, die als Folge einer Hypofunktion des Ovariums eintreten,
zur Behandlung von vegetativer oder generativer ovarieller In-
suffizienz und klimakterischer Storungen (Fraenke., SiEBEE u. a.).
Die Darreichung der Hormonpriparate kann durch subkutane In-
jektion geschehen, da jedoch die friiher noch umstrittene Wirk-
samkeit des Hormons per os durch die ausfiihrlichen Arbeiten von
Scrorrier, Domry und Homuwee (1930) sichergestellt ist, erscheint
auch die perorale Darreichung zweifellos moglich.

Fiir eine Erfolg versprechende Therapie sind genane Hormon-
bilanzmessungen in Abhiingigkeit vom Zyklus notwendig, eine Anf-
gabe, der sich Steske in letzter Zeit mit viel Erfolg zugewandt
hat. Zum anderen erscheint nach neneren Ergebnissen in vielen
Fillen eine kombinierte Therapie mit den Hormonen des Corpus
luteum und der Hypophyse unerldflich; die wissenschaftlichen
Grandlagen der hormonalen Therapie sind in dieser Hinsicht noch
nicht gekldrt. —
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Die chemische Seite des Problems, die Frage nach der Zu-
sammensetzung und der Konstitution des Follikelhormons, konnte
erst viel spidter mit Aussicht auf Erfolg in Angriff genommen
werden, denn zu ihrer Bearbeitung war die Klirung der medizini-
schen Grundlagen erforderlich, weil diese erst die Voraussetzungen
fiir eine chemische Inangriffnahme des Problems lieferten.

Wihrend gegenwirtiz wesentliche physiologische Fragestel-
lungen iiber Bedentung und Funktion des weiblichen Sexualhormons
abschlieBend vermittelt werden konnen, wihrend die biologische
Forschung sich bereits bevorzugt dem Studium der fibrigen Sexual-
hormone zuwendet und nach ihren Zusammenhingen im physio-
logischen Geschehen fragt, ist die chemische Bearbeitung des Fol-
likelhormons noch in ihren ersten Anfidngen.

Das hat seine Ursache darin, daB sie erst wesentlich spiter
ibren Anfang nehmen mufite, und dafl jede chemische Erkenntnis
— im Gegensatz zu allen physiologisch-pharmakologischen — an.
die Untersuchung eines reinen, einheitlich krystallisierten
Stoffes gebunden ist, also die Isolierung und Reindarstellung
des wirksamen Prinzips zur unbedingten Voraussetzung hat. Zum
dritten sind — selbst bei Erfiillung dieser Forderung — die fiir
eine chemische Untersuchung bendtigten Stoffmengen eines so kost-
baren Naturproduktes zumeist sehr schwer in ausreichender Menge
beschaffbar.

Naturgem#B haben die medizinisch - physiologischen Arbeiten,
zu deren Durchfiihrung man die Herstellung wirksamer Ex-
trakte bendtigte, bereits eine chemische Bearbeitung des Hormon-
problems eingeleitet, da man eine weitgehende Anreicherung des
wirksamen Prinzips und seine Trennung von unwirksamen Begleit-
stoffen anstrebte und zu diesem Zweck entsprechende Trennungs-
und Reinigungsmethoden systematisch ausarbeitete. Die erzielten
Fortschritte solcher Reinigungsverfahren lagen aber in erster Linie

Abhandlungen d. Ges. d. Wiss. zu Gattingen. Math.-Phys. KL IIL Folge, Heit 2. 2
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darin, daB man lernte, spezifische Wirkungen des Hormons von
denen unerwiinschter Begleitstoffe zu trennen, um somit seine phy-
siologischen und pharmakologischen Eigenschaften mit grifierer
Sicherheit zu prizisieren.

Alle rein chemischen Erkenntnisse hingegen, die an
diesen nnreinen Extrakten gewonnen wurden, mufiten dadurch un-
sicher oder wertlos werden, daf man nichts dariiber anssagen konnte,
wieviel Hormon tatsichlick in den Priparaten vorhanden war.
Waren aunch die wesentlichen Feststellungen, daf das Hormon be-
stindig ist gegen Alkali, Sduren und gegen Temperatursteigerungen,
von Bedeutung, so waren doch alle anderen Aunssagen mehr oder
weniger zweifelhaft; die durch ausgefiihrte Analysen und dar-
gestellte ,Derivate* von sehr unreinen Priparaten ermittelten
Formeln fiir das Hormon gehtren in das Gebiet der Spekulation,
der in der Literatur dorch Jahre gefiihrte Kampf iiber die Wasser-
oder Lipoidlsslichkeit oder iiber den Stickstoffgehalt des Hormons
konnte vom chemischen Standpunkt aus niemals die Bedeutung
haben, die man ihm beilegte, solange nicht eine Isolierung des
reinen Stoffes erfolgt war. Ebenso ist iiber die chemischen Be-
ziehungen des Hormons zu anderen Stoffklassen erst nach Auf-
stellung einer Molekularformel sichere Aussage zu machen.

Eine systematische chemische Bearbeitung mit dem ersten Ziel
der Isolierung des reinen, einheitlich krystallisierten Hormons
erforderte in erster Linie zwei Voraussetzungen: 1. einen quantita-
tiven Test, der iiber die erzielten Reinigungs- und Anreicherungs-
effekte sichere Auskunft zu geben vermochte, 2. ein zugingliches
Ausgangsmaterial zur Darstellang des Hormons.

Als Test war in der Scheiden-Brunst-Reaktion nach Arpex
and Doisy ein brauchbarer Fiihrer geschaffen, als Ausgangs-
material kamen auf Grund der erdrterten Ergebnisse physio-
logischer Priifungen in erster Linie Ovarien- und Plazentaextrakte,
Follikelfliissigkeit nnd — seit 1927 — Schwangerenharn in Frage.

Ovarien- und Plazentaextrakte als Ausgangsmaterial fir
die Bearbeitung des weiblichen Sexualhormons.

Die ersten Bearbeiter (Apier, Iscovesco (1912) u. a.) benutzten
zur Herstellang wirksamer Extrakte naturgemif Ovarien, die
nach unserem heutigen Wissen pro kg etwa 200 ME an Hormon
enthalten (Daisy, Parkes). Nachdem der sehr viel griBere Hormon-
reichtum der Plazenta (s. Seite 14) erkannt wurde (FrLineg (1913),
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Avtexy und Dorsy (1924), Pagkes (1927) u. a.), ist Plazentaextrakt als
Ausgangsmaterial bevorzugt worden ?).

Feuser (1913), Ascmner, Scmickere, Serrz, Ormvtscurrz (1914)
1. a. benutzten fiir ihre Versuche wiBrige Ausziige, teilweise
unter Zusatz von Glyzerin oder Kochsalz. Iscovesco (1912) zeigte
als erster, daB man den Organen durch Extraktion mit organi-
schen Losungsmitteln grofere Anteile an Hormon entziehen,
durch aufeinanderfolgende Anwendung verschiedener Losungsmittel
eine grofe Zahl von unwirksamen Lipoidfraktionen abtrennen und
auf diese Weise zu gereinigten Hormonextrakten gelangen konnte.

Von zahlreichen #lteren Arbeiten (vor 1920), die auf diesen
Erkenntnissen beruhen, enthilt die Untersuchung von Herrmanx
(1915) die ausfiihrlichste Darlegung eines Verfahrens zur Gewinnung
eines wirksamen, gereinigten Plazentaextraktes. Seine Methodik
ist in vielfacher Variation durch Jahre von einer grofen Zahl von
anderen Bearbeitern angewendet und weiter vervollkommnet worden
(Fraxg (1917), Frixgern (1923), Doisy (1924), Dopps, Gumy, ZONDEK,
Laqueur, Faust, Stemvace (1925), Harruaxy und Iscer (1926) u. a.).
Im wesentlichen bestand diese Methode darin, die getrockneten
und gemahlenen Gewebe mit Ather oder Alkohol zu extrahieren,
die Phosphatide mit Azeton abzutrennen, Cholesterin und andere
Begleitstoffe aunszufrieren und die durch kalten Alkohol extrahier-
baren wirksamen Anteile durch fraktionierte Destillation im Hoch-
vakaum weiter zu reinigen.

Da den idlteren Arbeiten (vor 1923) zundchst nur der Uterus-
wachstumstest fiir die Eichung der Hormonpriparate zur Verfiigung
stand, so ist eine vergleichende Kritik erzielter Reinheitsgrade
nicht durchzufiihren; nach unserem heutigen Wissen kann die Wirk-
samkeit der bereiteten Ole — gemessen an der Wirksamkeit des
reinen Stoffes — keine sehr hohe gewesen sein.

In bezug auf die Reindarstellung des Follikelhormons sind
alle umfangreichen Arbeiten mit Organextrakten nicht sehr erfolg-
reich gewesen; die vorhandenen Verunreinigungen und die vielen
neutralen Begleitstoffe erschweren die Isolierung des Hormons aus
Ovarien- und Plazentaextrakten so sehr, daf sie bis zum gegen-
wiirtigen Augenblick nicht moglich gewesen ist*°).

9) Von der haufigen Verwendung der Corpora lutea als Ausgangsmaterial
* fiir die Bearbeitung des Follikelhormons (ADLER 1912, FELLNER 1913, HERRMANN,
FRANK 1915 u. a.) sei hier im Hinblick auf die Ergebnisse neuerer Arbeiten aber
das Corpus lutenm nicht eingegangen. Vergl. dariiber Seite 8, Anmerkung 7.
10) Kiirzlich hat Corrir iber die Isolierung und Reindarstellung eines kry-
stallisierten Hormons aus Plazenta berichtet, welches eine stimulierende Wirkung
2*
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Zur Sicherung der Identitit der Hormone aus Plazenta,
Follikel und aus Schwangerenharn ist die Bearbeitung der ent-
sprechenden Organextrakte auch heute noch nicht ohne Bedeutung,
andererseits waren fiir die Ausarbeitung einer Methodik zur Rein-
darstellang des Hormons aus Schwangerenharn die bei der Plazenta-
bearbeitung gewonnenen Erfahrungen verwertbar. Unter diesen
beiden Gesichtspunkten seien einige eigene Versuchsreihen iiber
das Verhalten von Plazentadlen hier wiedergegeben.

Eigene Versuche iiber das Verhalten von Plazentadlen.

Von Januar 1928 bis Februar 1929 wurden — fuBend auf den
Erfahrungen der genannten Autoren — Plazentaextrakte systema-
tischen Anreicherungsversuchen unterworfen. Als Ausgangsmaterial
dienten mit organischen Lisungsmitteln gewonnene und mit Azeton
von Phosphatiden und Cholesterin befreite Extrakte von Rinder-
plazenta, welche einer sehr vorsichtigen alkalischen Behandlung
unterzogen waren'!). Sie enthielten durchnittlich 25000 ME pro
Gramm.

Insgesamt wurden 235 Serienversuche an diesen Plazenta-
extrakten durchgefiihrt, die in ihren Anreicherungsergebnissen durch
quantitative physiologische Auswertungen der dargestellten Chargen
verfolgt wurden. Eine Anreicherung iiber die von anderen Autoren
mit Plazentaextrakt erzielten Reinheitsgrade hinaus wurde nicht
erzielt; die wirksamsten Fraktionen enthielten nur 350—400000 ME
pro Gramm.'

Methodisch wurde in erster Linie das Verhalten der Hormonile
unter dem EinfluB von Siaren und Alkalien, an hoher -wirk-
samen Olen ihre Verteilung bei Entmischungsmethoden mit
Losungsmitteln und ihr Verhalten gegen Adsorptions-.und
Fillungsmittel studiert. Aus dem vorliegenden Versachsmaterial
sollen einige Ergebnisse zusammenfassend besprochen werden.

Das Verhalten von Plazentaextrakten bei der
Behandlung mit Salzsdure.
Es wurde das Verhalten von Plazentatlen gegen alkoholisch-
wibBrige Salzsiure wechselnder Konzentration bei verschiedenen

auf das Ovarium entfalten soll; dieses Hormon ist aber sicher nicht identisch mit
dem Brunsthormon. Eine physikalische und chemische Charakterisierung von
Coruips Praparaten, durch welche ihre Reinheit und ihre krystalline Struktur
gesichert wirde, ist bisher nicht erfolgt. .

11) Pas Ausgangsmaterial wurde mir von der ScHERING-KAHLBAUM A-G,
Berlin zur Verfigung gestellt.
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Temperaturen untersucht. Das Hormon erwies sich nach dem
Ergebnis physiologischer Priifungen stabil gegen Salzsdure-
behandlung, selbst eine Einwirkung von 20°%iger Salzsiure
iiber 5 Stunden bei 100° C, sowie von verdiinnter Salzsidure bei
150° iiber 1 Stunde beeintrichtigt die Wirksamkeit kaum.

Aus dem mit Wasser verdiinnten salzsauren Hydrolysat ist
das Hormon stets mit Ather zu extrahieren: im Gegensatz zu den
Angaben von Dopps und seinen Mitarbeitern zeigt es keine ba-
sischen Eigenschaften; die dtherische Lisung enthielt stets ein
Ol von wesentlich stirkerer Wirksamkeit als das Ausgangsmaterial,
es war zumeist eine Anreicherung um 80—100% zu erzielen.

Es liegen die Erfahrungen von 88 Parallelversuchen mit ihren
quantitativen physiologischen Auswertungen vor. Als Beispiele
seien angefiihrt:

Versuch Nr.9 vom 13.IV.1928.

6 g Hormonrohtl aus Plazenta von der Wirksamkeit 25000 ME
pro Gramm (vergl. Tabelle I) wurden mit 70 cem 3 %/oiger alkoholisch-
wiiBriger Salzsiure 5 Stunden aunf dem Wasserbad erhitzt; nach
dem Zusatz von 200 ccm Wasser wurde die Reaktionslosung aus-
geithert, die atherische Liosung (9a) gewaschen, getrocknet und
abdestilliert. Es hinterblieben 2,17 g (= 86%) Ol Die aus-
geitherte salzsaure Losung hinterlief nach dem Abdestillieren im
Vakuum 3,46 g Ol (Charge 9b).

Die Auswertung der Charge 9a ergab (nach Tabelle 1I) eine
Wirksamkeit von 75000 ME pro Gramm.

Die Charge 9b war auch mit 0,25 mg an Ratten ohne Wirkung.

Versuch Nr.10 vom 14.IV.1928.

. 3,6 g Hormondl von der Wirksamkeit 25000 ME pro Gramm
(vergl. Tabelle I) wurden mit 60 cem 20 %iger wéBrig-alkoholischer
Salzsiure 5 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und nach der bei
Versuch 9 angegebenen Weise aufgearbeitet. In der dtherloslichen
Phase (10a) fanden sich 1,2g Ol von der ungefihren Wirksamkeit
75000 ME pro Gramm (s. Tabelle II).

Versuch Nr.61 vom 3. VII. 1928.

0,3 g Hormonrohsl von der Wirksamkeit 25000 ME pro Gramm
(vergl. Tabelle I) warden mit 3 cem Alkohol und 3 cem 2n wil-
riger Salzsiure 1 Stunde im Bombenrohr auf 150° erhitzt. Die
Aufarbeitung der Reaktionslosung erfolgte wie im Versuch 9. In
der itherloslichen Charge 61a fanden sich 63,8 mg (= 21%) des
Ols von der physiologischen Wirksamkeit 70000 ME pro Gramm
(s. Tabelle II). .
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Die salzsaure Lisung (61b) hinterlief nach dem Eindampfen
- im Vakuam ein dunkles Ol, das auch mit 0,6 mg an Ratten ohne
Wirkung war. ’ ,

Das Verhalten von Plazentaextrakten bei der
Behandlung mit Alkali.

Es wurde das Verhalten von Plazentadlen gegen alkalische
Verseifung unter verschiedenen Bedingungen studiert. Bei der Be-
handlung mit konzentriertem Ammoniak, mit alkoholischer oder
wifriger Barytlosung, mit Kalilauge wechselnder Kon-
zentration, sowie bei der Behandlung mit Natriumédthylat
bei 100° ist eine Zerstérung der Hormonwirksamkeit fast niemals
beobachtet worden. Neben der Bestindigkeit des Hormons
gegen Alkali trat als wesentliches neues Merkmal in Erscheinung,
daf sich aus alkalischer Reaktionslosung nur ein Teil des Hormons
wieder ausschiitteln 148t. Erst nach dem Ansduern der alkalischen
Losung ist der Rest vollstindig mit Ather zu extrahieren; andrer-
seits ist die aus der alkalischen Liosung gewonnene Fraktion aus
dtherischer Losung nur bei sehr lange andauerndem Ausschiitteln
wieder mit Alkali extrahierbar. Die Verteilung des Hormons
bei alkalischer Behandlung zwischen wifrigem Alkali und Ather
war quantitativ stets unterschiedlich, im allgemeinen waren 35—50%,
des Hormons direkt mit Ather ausschiittelbar. Der erzielte Reini-
gungseffekt erwies sich abhingig vom Ausgangsmaterial und
dessen Vorbehandlung, sowie von der Art der Verteilung. Die
durchgefiihrten Versuchsreihen waren insofern von Bedeutung, als
sie erstmalig einen schwach sanren Charakter des Follikel-
hormons andeuteten.

Es liegen die Erfahrungen von 49 Parallelversuchen mit ihren
quantitativen physiologischen Auswertungen vor; als Beispiele seien
angefithrt:

Versuch Nr.30 vom 7. VI.1928.

0,5 g Hormondl aus Plazenta von der Wirksamkeit 25000 ME
pro Gramm (s. Tabelle I) wurden mit 20 cem Alkohol und 15 cem
einer gesittigten wirigen Baryumhydroxydlésung 5 Stunden
anf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Die mit Wasser versetzte
Reaktionslosung wurde mit Ather ausgeschiittelt, die #therische
Losung (30a) gewaschen, getrocknet und abdestilliert. Es hinter-
blicben 264 mg (= 53%) Ol, das nach der physiologischen Aus-
wertung - (s. Tabelle III) eine Wirksamkeit von 40000 ME prcv
Gramm zeigte. — Hormonausbeute: 85%.
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Der mit Ather extrahierten Reaktionslssung wurden nach dem
Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure nur 40 mg Ol mit Ather ent-
zogen, dessen 'physiologische Wirksamkeit noch unter 17000 ME
pro Gramm lag (Charge 30b auf Tabelle III).

Versuch Nr.11 vom 18.IV.1928.

1,5 ¢ Hormonrohtl aus Plazenta von der Wirksamkeit 25000
ME pro Gramm (s. Tabelle I) waurden in 30 ccm Alkohol geldst,
mit 30 ccm 10 %iger wilriger Kalilauge versetzt und 8 Stunden
auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Der mit Wasser ver-
diinnten alkalischen Losung lieBen sich 797 mg (= 53%) mit Ather
entziehen (Charge 11a). Nach dem Ansiuern der Reaktionslésung
waren weitere 109 mg (= 15%) &therloslich (Charge 11b). Die
Auswertung ergab, daB die Wirksamkeit der Fraktion 11a bei
etwa 40000 ME, die der Fraktion 11b bei etwa 70000 ME pro
Gramm lag (s. Tabelle III).

Versuch Nr.62 vom 4. VII.1928.

170 mg eines Plazentatles (Charge 49a) von der Wirksamkeit
100000 ME pro Gramm (s. Tabelle IIT) wurden in 17 cem Alkohol
geldst, mit 3 cem 25%iger wifiriger Kalilauge versetzt und
5 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Die Aufarbeitung geschah
nach der im Versuch 11 angegebenen Weise. Die #therlosliche
Charge (62a) bestand ans 79 mg (= 47 %) eines Oles von der Wirk-
samkeit 160000 ME pro Gramm, die alkalilosliche Charge (62b)
aus 63 mg (= 38%) eines Oles von der Wirksamkeit 33000 ME
pro Gramm. Die physiologischen Auswertungen sind in Tabelle IT1
enthalten.

Versuch Nr.79 vom 16. VII. 1928.

56 mg Hormonsl (Charge 62a) von der Wirksamkeit 160000 ME
pro Gramm (s. Tabelle IIT) wurden in 25 cem Alkohol geldst, auf
dem Wasserbad erwirmt und allmihlich mit reinem Natrium in
kleinen Anteilen versetzt, bis das Natriumithylat anfing sich aus-
zuscheiden. Die Natriumithylatlésung wurde eine weitere Stunde
auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen waurde die mit
Wasser versetzte Reaktionslésung nach der unter Versuch 11 an-
gegebenen Weise aufgearbeitet. Es wurden der alkalischen Liésung
45,6 mg Ol (Charge 79a) entzogen, nach dem Ansiuern waren
weitere 12 mg #therlsslich (Charge 79b). Die physiologische Aus-
wertung ergab fiir die Fraktion 79a eine Wirksamkeit von 85000
ME pro Gramm, fiir die Fraktion 79b eine solche von etwa 40000
ME pro Gramm (s. Tabelle IIT). —
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Die Zerstorung betrichtlicher Hormonmengen in diesem Ver-
such ist nach dem Ergebnis von Parallelversuchen wahrscheinlich
anf die Reduktionswirkung des Athylats zuriickzufiihren.

Versuch Nr.89 vom 20. VII.1928.

510 mg Hormonrohdl der Wirksamkeit 25000 ME pro Gramm
(s. Tabelle I) warden mit 20 cem alkoholischer gesittigter Natriam-
dgthylatlésung 1 Stunde in einem siedendem Wasserbad er-
hitzt. Die erkaltete und mit Wasser versetzte Reaktionslosung
wurde nach der unter Versuch 11 angegebenen Weise aufgearbeitet.
Der alkalischen Liosung konnten 154 mg Hormongl mit Ather ent-
" zogen werden, nach dem Ansinern waren weitere 16 mg zu ex-
trahieren. Sowohl die dtherlésliche Charge 89a, als auch die im
Alkali verbliebene Fraktion 89b zeigten im physiologischen Ver-
such eine ungefihre Wirksamkeit von 75000 ME pro Gramm (s.
Tabelle ITT). Die Hormonausbeute belief sich also insgesamt aunf
etwa 1009%,.

Versuech Nr.106 vom 26. X1.1928.

620 mg eines Hormonrohdles aus Plazenta von der Wirksam-
keit 25000 ME pro Gramm (s. Tabelle I) wurden in 20 ccm Alkohol
gelost und unter Durchleiten von Ammoniakgas 2 Stunden auf
dem Wasserbad erwirmt. Die mit Wasser versetzte Losung wurde
ausgedthert, nach dem Waschen, Trocknen und Verdampfen der
dtherischen Losung hinterblieben 154 mg Ol (Charge 106a), die
nach dem Ergebnis der physiologischen Auswertung nur 40000 ME
pro Gramm enthielten. Der Rest an wirksamer Substanz befand
sich in der ammoniakalischen Losung, der also nur etwa 40% des
Hormons mit Ather zu entziehen waren. Die Auswertung der
Charge 106 a findet sich in der Tabelle ITL

Uber die Anwendung kombinierter Sdure- und Alkali-
behandlung zur Reinigung von Plazenta-Rohtlen.

Da durch Behandlung mit verdiinnter Salzsdure in der oben
geschilderten Weise das Hormon in der #therléslichen Fraktion
angereichert wurde, andererseits — trotz der Verteilung des Hor-
mons zwischen wiBrigem Alkali und Ather — auch mit alkalischer
Behandlung der Hormondle in vielen Fillen Anreicherangseffekte
erzielt waren, wurden in einer groferen Versuchsreihe die auf-
einanderfolgende Behandlung von Plazenta-Rohélen mit Sdure und
Alkali untersucht. Es zeigte sich in vielen Féllen, daf die er-
zielten Reinigungseffekte sich summierten und durch
nachfolgendes Erwirmen der mit Salzsiure und Alkali bereits be-
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handelten Lisung mit verdiinnter Salzsiure nochmals erhdht werden
konnten. -
Besondere Aunfmerksamkeit erregte dabei die stets zn beob-
achtende Erscheinung, da8 durch Erwirmen mit Salzsiure die
alkaliloslichen Hormonanteile sich zugunsten der dtherloslichen ver-
mindern lieBen. Das Verhalten des Hormons schien in vielen Féllen
darauf hinzudeuten, daB es in einer alkalilslichen und einer
neutralen Form zu existieren vermag, also ein Verhalten zeigt,
das etwa dem eines Laktons dhuelt.

Uber die kombinierte Anwendung einer sauren und alkalischen
Hydrolyse von Plazentadlen liegen 43 Parallelversuche mit ihren
quantitativen Auswertungen vor. Als Beispiele seien angefiihrt:

Versuche Nr. 16, 17, 18 vom 1., 2. und 3. V. 1928.

450 mg eines Hormonrohsles aus Plazenta von der Wirk-
samkeit 25000 ME pro Gramm (s. Tabelle I) wurden mit 10 ccm
Alkohol und 4 cem konzentrierter Salzsiure 5 Stunden auf dem
Wasserbade erhitzt. Nach dem Verdiinnen der Reaktionslésung
mit Wasser wurde dieser die Charge 16a (229 mg = 50%o) mit
Ather entzogen.

Die erhaltene Fraktion (16a) wurde direkt mit 10 cem Alkohol
und 10 cem 25 %iger wiBriger Kalilauge auf dem Wasserbad
5 Stunden hydrolysiert, mit Wasser verdiinnt und ausgedthert. Die
dtherloslichen Anteile (Charge 17 a) betrugen 74,2mg (= 33 %),
ihre physiologische Wirksamkeit belief sich auf etwa 150000 ME
pro Gramm (s. Tabelle IV). — Die nach dem Ansduern der Re-
aktionslésung mit Ather extrahierbare Charge 17b enthielt 61 mg
Hormonsl der Wirksamkeit 45000 ME pro Gramm (s. Tabelle IV).

Die Fraktion 17 a wurde in 5 ccm Alkohol geldst und mit 2 ccm
konzentrierter Salzsiure 5 Stunden erwirmt; aus der mit Wasser
versetzten Losung lieBen sich 18,6 mg Ol mit Ather extrahieren.
Diese Charge (18a) besaB nach der physiologischen Auswertung
eine Wirksamkeit von 350000 ME pro Gramm (s. Tabelle IV).

Versuche Nr. 26, 28, 29 vom 21., 22. und 23. V.1928,

800 mg Hormonrohsl aus Plazenta von der Wirksamkeit
25000 ME pro Gramm (s. Tabelle I) wurden in 20 cem Alkohol ge-
16st und nach Zusatz von 8 cem konzentrierter Salzsiure 5 Stunden
auf dem Wasserbad erhitzt. Die dtherlosliche Charge 26a (400 mg)
wurde in 15 ccm Alkohol gelost, mit 15cem 25%iger wifriger
Kalilauge versetzt und 1 Stunde erwirmt. Die Aufarbeitung der
alkalischen Reaktionslosung nach der im vorangehenden Versach
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angegebenen Weise lieferte 58,6 mg einer #therldslischen Fraktion
(282a) und 144 mg an alkaliloslichen Anteilen (28b).
' Die physiologische Auswertung (s. Tabelle IV) ergab fiir die
Charge 28a eine ungefihre Wirksamkeit von 150000 ME pro
Gramm, fiir die Charge 28b eine solche von 70000 ME pro Gramm.
Die Fraktion 28a wurde nach der unter Versuch 18 angege-
benen Weise nochmals mit Salzsidure behandelt, sie lieferte 42 mg
eines #therlsslichen Ols (29a) von der physiologischen Wirksamkeit
250000 ME pro Gramm (s. Tabelle IV).

Das Verhalten von Plazentaextrakten bei

Entmischungsmethoden mit Losungsmitteln.

Um die mit Hilfe der sauren und alkalischen Hydrolyse er-
zielten Reinheitsgrade der Hormonéle weiter zu erhthen, wurde in
einer Reihe von Versuchen ermittelt, wie sich Hormonéle zwischen
2—3 begrenzt mischbaren Losungsmitteln verteilen. Art und Kon-
zentration der angewandten Lisungsmittel wurden zur Auffindung
optimaler Bedingungen vielfach variiert. An Lisungsmitteln haben
vor allem Wasser, Ather, Methylalkohol, Athylalkohol, Butyl-
alkohol, Eisessig, Essigester, Azeton, Petrolither, Hexan und Benzol
Verwendung gefunden. In erster Linie wurde die von E. A. Doisy
und seinen Mitarbeitern an Follikelfliissigkeit erprobte Methode
der Entmischung mit wdB8rigem Alkohol und Petroldther
verfolgt und dabei festgestellt, daf das Hormon in der alkoholi-
schen Phase, verbleibt und von vielen petrolitherloslichen Begleit-
stoffen getrennt werden kann. Auf diese Weise wurden gute An-
reicherungseffekte erzielt.

Gewisse Erfolge wurden mit gleichartiger Methodik bei der
Verteilung von Hormondlen zwischen wifirigem Eisessig und
Ather,wdfirigem Alkohol und Benzol, oder bei Entmischung
einer wifrig-alkoholischen Hormonlésung mit einem Gemisch von
Essigester und Petroldther erzielt.

Es liegen tiber die zuletzt angefiihrten Trennungsmethoden
68 Parallelversuche mit ihren quantitativen Auswertungen vor;
einige Beispiele seien angefiihrt:

Versuch Nr. 206 vom 11. XII.1928.

Entmischung mit widBrigem Alkohol-Petrolither:
250 mg eines Plazentatls (Charge 183a) von der physiologischen
Wirksamkeit 90000 ME pro Gramm (s. Tabelle V) wurden in 50 cem
Methylalkohol gelést und unter Schiitteln mit 150 cem 50%igem
Methylalkohol in 3 Anteilen versetzt. Nach jedesmaligem Zusatz
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wurde die Losung mit hochsiedendem Petroldther ausgeschiittelt.
Die vereinigten Petrolitherausziige wurden nochmals mit 50 %igem
Methylalkohol gewaschen. Der verdiinnten alkoholischen Phase
konnten mit Ather 80 mg Hormonsl entzogen werden (Charge 206 a),
die nach ihrer physiologischen Auswertung (s. Tabelle V) eine
Wirksamkeit von 250000 ME pro Gramm zeigten. Das entspricht
einer fast quantitativen Hormonausbeute.

Versuch Nr.151 vom 22. XI1. 1928. .

Entmischung mit wifirigem Eisesssig-Ather: 205 mg
eines Plazentatles (Charge 123 a) von der ungefihren Wirksamkeit
20000 ME pro Gramm (s. Tabelle V) wurden mit 10 cem Eisessig
einige Zeit auf dem Wasserbad erwérmt und nach dem Zusatz von
100 cem Wasser zweimal mit 40 cem Ather ausgeschiittelt. Der
griindlich mit Wasser gewaschene Atherauszug hinterlieB nach dem
Trocknen und Abdestillieren des Losungsmittels 22 mg Hormondl
(Charge 151a) von einem physiologischen Wirkungswert 180000 ME
pro Gramm (s. Tabelle V). Die Hormonausbeute war also an-
nidhernd quantitativ.

Versuch Nr. P1.16 vom 15. XI1. 1929.

Entmischung mit wdBrigem Alkohol-Essigester-
Petroldther: 1,76 g eines Hormondles aus Plazenta (Charge
Pl. 8a) von der physiologischen Wirksamkeit 90000 ME pro Gramm
(s. Tabelle V) wurden in 15 cem Alkohol geldst, mit 35 cem Wasser
versetzt und mit 25 cem Essigester durchgeschiittelt. Die Essig-
esterlosung wurde nach dem Abtrennen der alkoholisch-wiBrigen
Phase mit 70 cem 30 %igem Methylalkohol und mit 30 cem hoch-
siedendem Petroldther versetzt und durchgeschiittelt. In der Essig-
ester-Petroldther-Phase befanden sich 1,31 g Hormonsl (Charge
Pl 16a) von der physiologischen Wirksamkeit 120000 ME pro
Gramm (s. Tabelle V).

Einige Versuche an Plazentaextrakten mit
Adsorptions- und Fidllungsmethoden.

Eine Reihe von Adsorptions- und Féllungsversuchen an Plazenta-
olen wurden durchgefiihrt, unter denen Adsorptionen mit Kohle,
Aluminium- und Eisenhydroxyd und Fillungen mit Digi-
tonin, Pikrinsiure und vielen Schwermetallsalzen er-
wihnt seien. Keine der verwendeten Methoden hat irgendwelche
Erfolge in bezug auf die Reinigung der Ole gezeitigt, es soll daher
eine nihere Besprechung der vorliegenden Experimente unterbleiben.
Zumeist teilte sich das Hormon ohne Reinigungseffekt zwischen
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Losang und Fillangsmittel, insbesondere zeigten die Versuchsergeb-
nisse stets eine deuntlich in Erscheinung tretende Abhingigkeit
vom Ausgangsmaterial and dessen Vorbehandlung.

Kohle erwies sich als sehr gutes Adsorbens, jedoch lieB sich
das Hormon nur duBlerst schwer wieder eluieren.

Mit gutem Erfolg ist lediglich die Behandlung von #therischen
Hormonl6sungen mit Aluminium-Amalgam angewendet worden.
Gegen Reduktion mit Alaminium-Amalgam erwies sich das Hormon
in den vorliegenden Reinheitsgraden bestindig; neben einer
weitgehenden Entfidrbung der Losungen wurde eine Adsorption
von 30—50%o der Begleitstoffe durch das zersetzte Amalgam er-
zielt. Da das Hormon stets unverdndert in der #therischen Lisung
verblieb und somit leicht von dem Niederschlag getrennt werden
konnte, kann diese Methode vielleicht zu Reinigungszwecken Ver-
wendung finden; es liegen jedoch iiber die Anwendung von Alu-
minium-Amalgam zum Zweck der Hormonanreicherung in Plazenta-
olen nur 8 Versuche mit ihren physiologischen Auswertungen vor.
Als Beispiel sei angefiihrt:

Versuch Nr:87 vom 20. VII. 1928.

388 mg einer Hormonlssung (Charge 84a) von der physiologi-
schen Wirksamkeit 75000 ME pro Gramm (s. Tabelle V) wurden
in 5cem Alkohol gelost, mit 150 cct Ather und einigen Tropfen
Wasser versetzt und 12 Stunden unter hidufigem Umschiitteln mit
frisch bereitetem Aluminium-Amalgam behandelt. Nachdem
die dtheriséhe Losung vom Niederschlag getrennt worden war,
wurde sie griindlich mit Wasser gewaschen und getrocknet; nach
dem Verdampfen des Losungsmittels hinterblieben 172 mg eines
wenig gefirbten Ols (Charge 87a) von der physiologischen Wirk-
samkeit 175000 ME pro Gramm (s. Tabelle V). Die Hormon-
ausbeute war also anndhernd quantitativ.

Die bisherigen Ergebnisse der Plazentabearbeitung
lassen sich dahingehend zusammenfassen, daf mit diesem Ausgangs-
material ein entscheidender Fortschritt in bezug auf die Rein-
darstellung des Hormons nieht erzielt werden konnte, trotzdem
eine Reihe zu diesem Zweck bisher nicht verwendeter Methoden
herangezogen wurden. Dennoch haben die vorliegenden Versuche
in vieler Hinsicht auf die weitere Bearbeitung des Hormons fordernd
gewirkt. Rein empirisch ist das Verhalten der wirksamen Sub-
stanz bei der Verteilung zwischen Lésungsmitteln verfolgt,
Methoden, mit denen sich spitér eine weitgehende Reinigung von
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Hormontlen aus Schwangerenharn durchfiihren lieB. Die syste-
matische Anwendung von saurer und alkalischer Behandlung lief
schon an den Plazenta-Rohtlen das einem Liakton dhnelnde Ver-
halten erkennen, auf dem die wesentlichsten weiteren auf Schwan-
gerenharnile angewendeten Reinigungsmethoden beruhen.

Eine Reihe von weiteren Versuchen, die darauf hinzielten,
schon an Rohélen etwas iiber die chemischen Reaktionsweisen des
Hormons experimentell festzustellen, sollen nur in ihren Ergeb-
nissen angedeutet werden, da sie im wesentlichen nur Bestitigungen
der von anderer Seite (Fraxx, Doisy, Laquevr, Zoxpex, Dickens und
Dopps) ermittelten Erkenntnisse darstellen. Aufer der aus den
Versuchsberichten hervorgehenden Bestindigkeit des Hormons
gegen Einwirkung von Sduren und Alkalien, gegen Temperatur-
erhthung und gelinde Reduktion, warde erkannt, daf es mit Di-
gitonin nicht fallbar ist und keine charakteristischen Farb-
reaktionen zeigt. Gegen Oxydation, insbesondere auch
gegen Belichtung in Gegenwart von Luft!?) ist es unbe-
stindig. In manchen Fillen verloren gereinigte Hormontle auch
ihre Wirksamkeit bei energischer Behandlung mit Natrium und
Alkohol (s. Versuch Nr. 79, Seite 23), Versuchsreichen, in denen
der erste Hinweis auf reduzierbare Atomgruppen im Follikel-
hormon vorlag.

Follikelflussigkeit als Ausgangsmaterial fiir die Bearbeitung
des weiblichen Sexualhormons.

Wesentlich bessere Erfolge in bezug auf die Anreicherang und
Reinigung des weiblichen Sexualhormons als mit Plazentaextrakt
sind mit Follikelfliissigkeit als Ausgangsmaterial erzielt worden.
Nach E. Laquevr enthdlt Follikelfliissigkeit 600—1200 ME pro kg,
E. A. Doisy ermittelte ihren Gehalt zu 900 RE pro kg. Bis zam
gegenwirtigen Augenblick ist eine Reindarstellung des Hormons
ans diesem Ausgangsmaterial ebenfalls noch nicht miglich gewesen.

Schon vor 1923 hatten einige Autoren auf das Vorhandensein
von Hormon im Follikel hingewiesen (Bucura 1908, Witz 1920,
Fraxg 1922), in der bedeutsamen Arbeit von Artex und Dorsy
(1923) ,An Ovarian Hormone* wurde der Reichtum der Follikel-
fliissigkeit an Brunsthormon gemeinsam mit den ersten Ergebnissen
iiber den neuen Zyklustest ausfiihrlicher erdrtert.

12) Bei AusschluB von Sauerstoff behalten Hormondle auch bei lingerer
Belichtung mit Sonnenlicht ihre urspriingliche Wirksamkeit.
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Seit 1924 sind es neben den schon in fritherem Zusammenhang
genannten Autoren in erster Linie E. A. Doy, B. Zovbex und
E. Laqueor mit ihren Mitarbeitern, welche aus Follikelfliissigkeit
hochgereinigte Priparate haben darstellen kinnen.

Die Methoden von E. A. Doisy #hneln in ihren ersten Phasen
der Aufarbeitungsvorschrift fiir Plazentaextrakte: Die Follikel-
fliissigkeit wird mit Alkohol extrahiert, die Phosphatide werden
mit Azeton gefdllt, durch Umlésen und Aunsfrieren aus Alkohol
and Ather und durch eine anschliefende Digitoninfillang werden
Glyzeride und Cholesterin entfernt. Saure Bestandteile werden
mit verdinntem Alkali abgetrennt, der wichtigste Schritt der
Reinigang wird anschliefiend mit der hier erstmalig systematisch
verwendeten Verteilung der Ole zwischen verdiinntem Alkohol und
Petrolither erzielt. Bis zum Jahre 1928 wurden Priparate er-
halten, welche in 0,001 mg 1 RE enthielten.

B. Zoxprx, sowie E. Laqueur gingen von der Arbeitshypothese
aus, daB dem Follikelhormon kein Lipoidcharakter zukomme, son-
dern daB es sich um einen in Wasser leicht loslichen Stoff handele.
lhre Darstellungsvorschriften sind durch eingehende experimentelle
Angaben nicht belegt worden. Lagqueve brachte zur Reinigung ein
sogen. , Wasserverfahren® zur Anwendung. Als wichtigstes Pro-
blem wird die , Befreiung des Hormons von Proteinen“ angesprochen.
Fillungen der mit Kochsalzlgsung - versetzten Follikelfliissigkeit
mit kolloidalem Eisen, Verwendung von Kohle als Adsorbens fiir
das Hormon mit anschlieBender Elution mit Phenol und die An-
wendang von organischen Losungsmitteln (wie Chloroform, Schwefel-
kohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, Benzol und Petrolither) werden
erwihnt. — B. Zoxpek verwendete neben den iiblichen Losungs-
mitteltrennungen die Behandlung der Extrakte mit schwachen
Alkalien und mit Siuren. Die von diesen Bearbeitern dargestellten
Priparate enthielten bis zum Jahre 1928 bereits einige Millionen
ME pro Gramm.

Diese sehr hohen Reinheitsgrade haben in erster Linie dazn
gefiibrt, iiber die Eigenschaften des Follikelhormons Aussagen zu
machen, soweit es an unreinen Priparaten iiberhaupt moglich war.
Die wichtigsten Erkenntnisse iiber die Bestandigkeit, die Zusammen-
setzung und iiber die Reaktionen des Hormons sind bereits im
voraufgehenden Abschnitt besprochen und einer Kritik unterzogen
worden; der bedeutendste Fortschritt, der mit Hilfe der erzielten
Reinheitsgrade erreicht wurde, darf aber auf physiologischem und
pharmakologischem Gebiete gesucht werden.
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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.
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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-
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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.
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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.



72 ADOLF BUTENANDT,

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).

87

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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TAFELN.

Die Abbildungen 1—13, die mir freundlichst zur Verfigung
gestellt wurden, entstammen Arbeiten, die im Hauptlaboratorium
der SceermNe-KamrBauy, A.-G-, Berlin ausgefiihrt wurden. Die Auf-
nahmen 1—10 sind entnommen der Arbeit von W. ScHOELLER,
M. Doery und W. Homrwee ,Die perorale Wirkung des Follikel-
hormons“ (International Sex Congress, London, August 1930), die
Bilder 11—13 einer Abhandlung von E. Stemace, H. Koy und
W. HomLwee ,Reaktivierung des senilen Ovars und des weiblichen
Gesamtorganismus auf hormonalem Wege“ (PrrtcErs Archiv f. d.
ges. Physiologie, Bd. 219, Heft 2 (1928)).



Tafel I.
Uterus-Wachstum unter Hormonwirkung.

Abbildung 1: Meerschweinchen-Uteri.
a) Uterus eines infantil kastrierten Tieres nach
peroraler Hormonbehandlung.
b) Uterus eines infantil kastrierten Tieres; unbe-
handelte Kontrolle.

Abbildung 2 und 3: Meerschweinchen-Uteri, Léngsschnitte.
Bild 2) TUterus eines infantil kastrierten Tieres
nach peroraler Hormonbehandlung.
Bild 3) Uterus eines infantil kastrierten Tieres;
unbehandelte Kontrolle.

Abbildung 4 und 5: Affen-Uteri, Querschnitte.

Bild 4) Uterus eines infantilen Affenweibchens nach
vierwichentlicher peroraler Behandlung
mit 10000 ME Hormon.

Bild 3) Uterus eines infantilen Affenweibchens, un-
behandelte Kontrolle.



Abh. d. Ges. d. Wiss. zu Gottingen. Math.-Phys. K1. II1. Folge, Heft 2. Tafel I.

a b
Abbildung 1.

Abbildung 2. Abbildung 3.

Abbildung 4. Abbildung 5.



100 E. WIECHERT,

Die bisherigen Schlussfolgerungen beziehen sich auf den Fall der geradlinigen
und zur Mittellinie senkrechten Bewegung des Indikators. Wir wollen nun
der Reihe nach untersuchen, wie sie bei immer komplicirteren Bewegungsformen
des Indikators zu #ndern sind.

b) Der zundchst in Betracht kommende Fall ist derjenige, in welchem die
Indikatorbakn noch geradlinig, aber gegen die Mittellinie geneigt ist.

% sei der Winkel, den die Richtung der positiven Indikatorbewegung bei
ruhend gedachter Schreibfliche gegen die Mittellinie bildet, 1 wiederum der ent-

sprechende Winkel fiir die jeweilige Re-
. lativbewegung des Indikators (Figur 14).
Es ist dann

1
(300) ctgy = .—i+ctgx,
y4 M d_t

M vt
ﬁ O'/J 801 @¥ = —R'cos (g —v). —

Figur 14. Ist da/dt sehr klein gegeniiber o,
so darf
(302) siny = sinx%g—?, cosyp = 1,
also
R . da
(BY _ _ pr 2 e | YA
(303) @™ — — R'eosy (v s x) “

gesetzt werden. Die. Reibung im Gehinge entspricht also nun bei sehr Fleinen
Indikatorgeschwindigkeiten einer konstanten ablenkenden Kraft und einer Déampfung.
Ist andererseits da/df sehr gross gegeniiber v, so erhalten wir

(304) ¥ =g oder =g—=, Q¥ = xR

bei sehr grossen Indikatorgeschwindigkeiten ergiebt sich also wieder die gleiche Wir-
kung wie bei Reibung im Gehdnge.

c) Drittens untersuchen wir den Fall einer Fkreisformigen Indikatorbahn
(Figur 15).

Am einfachsten wire es, wenn
der Mittelpunkt der Indikatorbahn
auf der Mittellinie des Diagramms
lage, die Bahn die Mittellinie also
senkrecht schnitte. Es scheint aber
nicht nothig diesen Fall noch be-
sonders auszuzeichnen; wir wollen
vielmehr sogleich den Fall einer
»abgelenkten Mittellage betrachten
Figur 15. und die ,Ablenkung, das heisst




THEORIE DER AUTOMATISCHEN SEISMOGRAPHEN. 101

den (Bogen-)Abstand der Mittellage von der Lage, in welcher die Bewegungs-
richtung senkrecht zur Registrirrichtung ist, mit « bezeichnen. Der Anusschlag
a werde wie gewdhnlich von der Mittellage ab gerechnet; ¢ moge dieselbe, g die
analoge, aus der Figur ersichtliche, Bedentung wie vorhin haben; y, gehére zu
a = 0. Es variirt dann y mit ¢ und zwar ist
(303) z=g¢%$%=n¢%-
Das obere oder untere Vorzeichen gilt, jenachdem ‘die Registrirbewegung der
Schreibfliche in der Richtung vom Mittelpunkt der Indikatorbahn zum Schreib-
stift, wie in der Figur, oder umgekehrt erfolgt. Zur Bestimmung der Kraft
Q¥ welche der Indikator erfihrt, erhalten wir wieder, wie im Falle b, die
Formeln
v
(306) ctgy = Sing 76
at
Bei sehr kleinen Indikatorgeschwindigkeiten ergiebt sich wiederum die Gleichung
(303), wobel aber zu beachten ist, dass y mit @ variirt. Um zu einfachen
Schlussfolgerungen zu gelangen, setzen wir auch die Indikatorausschlige selbst
als klein voraus, ersetzen in (303) demgemiss cosy durch cosy, * (a/g)sing,, sin*g
durch sin’*y, und erhalten

+otgy, @ == —R'cos(y—u)

! !
(307) ¢F) — ;(% sin xo)a—R’coszo—(—lj— sin* xo)g%-
Bei (gegeniiber der Registrirgeschwindigkeit v) sehr kleinen Indikatorgeschwindigkeiten
da/dt und (gegeniiber dem Radius der Indikatorbahn) sehr kleinen Indikatorausschligen
a entspricht die Reibung am Schreibstift einer dem Indikatorausschlag proportionalen
stabilisirenden oder astasirenden Kraft, einer lkonstanten ablenkenden Kraft und
einer mit der Indikatorgeschwindigkeit proportionalen ddmpfenden Kraft.

Stabilisirung oder Astasirung tritt ein, jenachdem die Registrirbewegung
der Schreibfliche in der Richtung vom Mittelpunkt der Indikatorbahn zum
Schreibstift (wie in der Figur) oder umgekehrt erfolgt.

Bei (gegeniiber der Registrirgeschwindighkeit v) sehr grossen Indikatorgeschwindig-
keiten da/dt ergiebt sich wieder
(308) Q® = xR,
also die gleiche Wirkung wie bei Reibung im Gehinge.

d) Im allgemeinsten Fall muss nicht nur angenommen werden, dass die
Bahn beliebig gekriimmt ist, sondern auch, dass als Ausschlag a eine beliebige
Funktion der Bogenlinge zu rechnen ist. Es scheint unnéthig, auf die dann
eintretenden Komplikationen weiter einzugehen, und geniigend, darauf hinzuweisen,
dass doch auch dann fiir kleine Stiickchen” der Bahn Kreisform und lineare Ver-
kniipfung zwischen Bogenlidnge und Ausschlag angenommen werden kann, sodass
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bei hinreichend kleinen Ausschligen sowohl fiir sehr kleine als fiir sehr grosse
Indikatorgeschwindigkeiten die Sétze unter c) giiltig bleiben. —

Ueberblicken wir im Ganzen die Ueberlegungen dieses Artikels, so kann
geschlossen werden, dass der Dampfung gegeniiber die Reibung am Schreibstift
mit der Reibung im Gehinge den Uebelstand theilt, die Nachwirkung grosser
Storungen nicht geniigend stark zu beseitigen. Den schlimmsten Fehler der Rei-
bung im Gehdnge, den, die Aufzeichnungen sehr kleiner Stérungen ganz zu unter-
driicken, theilt sie nicht, indem sie sich solchen gegeniiber wie eine Dimpfung
verhdlt. Freilich zeigt die Erfahrung, dass manchmal sehr hohe, in der Praxis
nicht erfiillbare Anforderungen in Betreff der Verminderung der Reibung am
Schreibstift gestellt werden miissen, wenn die Beeintrdchtigung der Aufzeich-
nungen kleiner Storungen nicht doch empfindlich hoch sein soll.

60. Indikatorgleichung bei Reibung am Schreibstift. In die Indikatorgleichung
geht rechts @/m ein, wobei m die resultirende Masse ist, die Gleichung erhilt
also im Falle (a) einer geradlinigen, zur Registrirrichtung senkrechten Indikator-
bahn (Figur 13) die Form:

2 5 2 2
%{? = — (2—1?-) G- % F E — E sin p + Stérungsglieder
(309) °
Y N 1 T WP
= 7 cdt Tt -+ Stérungsglieder.

W—Wﬁ‘/ 1 da
1+(0 dt)

R ist auf die Reibung im Gehinge zu beziehen. Wie hier im einfachsten Falle,
so geht allgemein die Indikatorgeschwindigkeit bei Reibung im Gehédnge in trans-
cendenter Weise in die Indikatorgleichung ein. Das Prinzip der Superposition
wird hiernach wie bei der Reibung im Gehinge verletzt. Es kann wiederum gerettet
werden, wenn man die Reibung als dussere Storung ansieht.

Unnothig scheint, noch fiir die Fille (b), (¢), (d) die Indikatorgleichung be-
sonders hinzuschreiben, wichtig aber ist fiir uns, zu untersuchen, welche Formen
die Indikatorgleichung in den schon vorhin ausgezeichneten Fillen sehr gering-
fiigiger und sehr heftiger Stérungen annimmt. Dies soll im Folgenden unter A
und B geschehen.

A. Die Indikatorausschlige sind im Verhiltniss zur Registrirgeschwindigkeit so
geringfigig, dass der Indikator in der Relativbewegung zur Schreibfliche stets nur
mit geringer Neigung gegen die Registrirvichtung fortschreitet.

Wir wollen hier sogleich den allgemeinsten Fall beliebig geformter Indikator-
bahn annehmen, und diirfen dann gemiss dem unter (d) und (¢) im vorigen
Artikel Gesagten und mit Benutzung von (307) schreiben:

d’a 2 R . da
EtT= coszo (( n)+——smxo) ( +m$lnelo)d—t-

(310) J
Fut Storungsglieder,



THEORIE DER AUTOMATISCHEN SEISMOGRAPHEN. 103

o ist der Kriimmungsradius der Indikatorbahn in der Mittellage des Indikators,
4, fir diese der Winkel der positiven Richtung in der Indikatorbahn gegen
die Richtung, in welcher im Diagramm die Zeit fortschreitet, y = g, Fafe
der entsprechende Winkel beim Ausschlag a. Hier und in den Faktoren,
welche R' enthalten, ist das obere Zeichen zn nehmen, wenn der Kriimmungs-
mittelpunkt gegeniiber der Bahn auf der Seite liegt, von welcher die Schreib-
fliche sich her bewegt — wie in Figur 15 —, andernfalls das untere Zeichen.
Vor R/m gilt das obere oder untere Zeichen, jenachdem dajdé positiv oder
negativ ist.

Bedeutet 7" den durch die Reibung am Schreibstift verdnderten Werth der
reducirten Schwingungsdauer, so ist nach (310):

2m\? 2x\*, R' . 2m\? »!
Y e Y — o= + g .
(BL) (7) = (7) £ seion (7) (1 5snz,)

#' bedeutet hier den maximalen Reibungsauschlag, der zu R’ gehdren wiirde,
wenn die Reibung am Schreibstift ebenso wirkte, wie die Reibung im Gehénge:

. To : R
(312) v = (52) W

Ist die Veriinderung von T, infolge der Reibung am Schreibstift nur gering, so
kann man nach (811) auch schreiben:

¥
(313) T = T, (mav%sinzo)-

Fiir die konstante Ablenkung infolge der Reibung am Schreibstift ergiebt
sich nach (310) die Grosse

U

— cos
(314) a = — 5 ,Zo = — r’c,0 5% ’
27 R . r .
nabind [ s +
(T‘,)—@msm’“ 1...9s;mxo

wobei es meist erlaubt sein wird, einfacher
(315) a' = —r'cosy,

zu schreiben.

Aenderung der reducirten Schwingungsdauer und konstante Ablenkung
werden in der Regel wenig bedeutungsvoll sein. Von grosser Wichtigkeit aber
ist die Verstirkung der Dimpfung, die wir nun untersuchen wollen, denn in
ihr beruht ja die Verminderung der Empfindlichkeit des Seismographen gegen
sehr kleine Stérungen.

Als Relaxationszeit tritt nach (310) anstelle von z eine durch die Gleichung
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i _1 R ., 1 224 .,
(316) 7 = 7 o5 xo_;—}-?o—wosm %o

bestimmte Zeit 7',

Je grosser die Relaxationszeit ist, um so kleiner ist die Dimpfung; wir er-
kennen hiernach aus (316), dass die Dimpfung infolge der Reibung am Schreibstift
mit wachsender Registrirgeschwindigheit abnimmd.

In die Rechuungen iiber den Einfluss der Didmpfung geht vornehmlich der
Ausdruck T,/2zz ein. Der Ersatzwerth bei Reibung am Schreibstift ist:

T, r T R ., T T, »' .
{317) —2;9‘? = g;";+ﬂmsm Lo = 2—’;-{—7::?0 Zo_obmzh'
Die Eigenschwingungen des Seismographen werden aperiodisch, wenn 7'/2xz7’
den Werth 1 erreicht. Wird die Mittellinie von der Bahnkurve senkrecht ge-
schnitten, und ist keine besondere Dimpfung vorhanden, so tritt dieses ein fiir

, _ 4mmo . w, T,
(318) R = 7 r = =T

Findet auch abgesehen von der Reibung am Schreibstift Dimpfung statt, so
tritt die Aperiodicitdt schon bei kleineren Werthen der Reibungskraft R’, be-
ziiglich des zugehdrigen maximalen Reibungsausschlages ' ein. Ist zum Beispiel
ohne Mitwirkung der Reibung am Schreibstift das Dimpfungsverhiltniss 5 : 1,
also nach der Tabelle auf Seite 80 T,/2wz = 0,456, so ergiebt sich Aperiodicitit
schon bei einer Intensitit der Reibung entsprechend:

4mmo , 0,544

! =
T’ T

0

R = 0,544

w, = 0,173 w,.

Von einer etwaigen Aenderung der reducirten Schwingungsperiode durch die
Reibung ist hier abgesehen.

B. Die Indikatorbewegungen finden im Verhiliniss zur Registrirgeschwindighkeit
S0 heftig statt, dass der Indikator v seiner Relativbewegung zur Schreibfliche wihrend
des Haupttheiles der Zeit mahezu in derjenigen Richtung sich bewegt, welche sich bei
ruhender Schreibfliche ergeben wiirde. Wir ersetzen dann entsprechend den Ueber-
legungen des vorigen Artikels QY durch R’ und erhalten als Indikator-
gleichung <

2 !
— (gTE) a _% % T R—;;E + Stérungsglieder

o

@a

(319) i

2
= — (?%:) (@xrxs)— % Z—ta + Storungsglieder;

‘wobei von den doppelten Vorzeichen das obere oder untere gilt, jenachdem da/ds
positiv oder negativ ist. Die Reibung am Schreibstift nimmt ganz das Ver-
halten der Reibung am Gehinge an.
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§ 9. Bestimmung der Konstanten.

61. Direkte Bestimmung der Konstanten eines Horizontalseismographen ohne
Reibung. Wir wollen zunidchst voraussetzen, dass die Reibung nicht merklich
ist. Dann erfiillt der Indikatorausschlag o die Gleichung:

&a 27\ 2da (6 .
(320) % =~ (7 ve(Ge—9i— 40,

TO

a—t dt

wenn mit s die (horizontale) Arbeitsrichtung des Seismographen bezeichnet wird.
¢ ist seine Verschiebung ||s, ¢, die Neigung parallel der zugehorigen Vertikal-
ebene, Ag, die ablenkende, parallel s gerichtete Komponente der Schwerkraft.
Direkt beobachtbar ist zunichst das Verhéltniss &:1, in welchem wegen der

Démpfung die aufeinanderfolgenden grossten Ausschlige bei Eigenschwingungen
abnehmen. Dieses Dimpfungsverhiltniss liefert mittels der nach Artikel 47 giil-
tigen Formeln:

S B

3z T
(321) sg=¢", Sy = ;lognate = 0,733 log ¢,
wobei loge den gewdhnlichen Logarithmus bezeichnet, den Werth von T|2xz.

Wird iiberdies die thatsichliche Schwingungsperiode T beobachtet, so ist es
moglich, die Relazationszeit © zu bestimmen, ferner mittels der Gleichung

(- el

2nt

die reducirte Schwingungsperiode T,

Bei starker Dimpfung ist es schwierig, 7 mit Schirfe zu messen, und daher
vortheilhaft, wenn Vorsorge getroffen ist, die Ddmpfung ohne Aenderung von 7,
bis auf einen kleinen Rest ausschalten zu kionnen. Man geht dann den angegebe-
nen Weg bei verminderter Ddmpfung und bestimmt so T,, schaltet darauf die
volle Dimpfung ein und misst das Ddmpfungsverhiltniss &:1, welches mittels
(321) und (322) die Relaxationszeit v ergiebt. (Tabelle auf Seite 80.)

Es mag noch darauf hingewiesen werden, dass man gut thun wird, mit der
Berechnung von 7 zugleich die von 7,/2w7 zu verbinden, da gerade dieser Werth
vornehmlich in die Rechnungen eingeht.

Mit T, hingt die ,aquivalente Pendellinge“ L durch die Beziehung

g _ (2=
26y 7=(7)

zusammen. Bei der Berechnung, wird es in den meisten Fillen durchaus ge-
niigen, fiir die Fallbeschleunigung g den unter 45° Breite im Meeresspiegel
Abbandlg, d, K. Ges, 4. Wiss. zu Gottingen, Math.-phys, KI, N, FL Band 2. 14
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giiltigen Werth
(324) g = 9,81 (Meter, Sekunde)

anzunehmen, der nirgends grossere Fehler als [3 %o ergiebt.

T, L, v, T konnte man als ,innere Konstanten® des Seismographen bezeichnen,
wenn man ihnen als ,dussere Konstanten® die Indikatorvergrisserung V®, beziiglich
die damit durch

(325) JO = Ly®

zusammenhingende dquivalente Indikatorlinge J° gegeniiber stellt.

Die &dusseren Konstanten ergeben sich am einfachsten durch Beobachtung
der Neigungsempfindlichkeit. Bedeutet @ den zur dauernden Neigung 4, gehorigen
dauernden Ausschlag, so ist

(326) 2=gv =17
ZI
4, ist hier in Bogenmaass zu messen. — Benutzt man zur Herstellung von 4,

zum Beispiel eine Stellschraube des Apparates von der Ganghdhe H, deren Kopf
in N Theile getheilt ist, und die man um » Theile dreht, so ist

i= = =z sin

F N D 1 ¢7

wenn D den Abstand die Schraubenspitze von der Drehaze und ¢ den Winkel

zwischen der Drehaxe und der Arbeitsrichtung s bedeutet. Steht die Drehaxe
auf der Arbeitsrichtung senkrecht, so geht (327) iiber in

i = 0 H

* ND

Es ist von einigem praktischen Interesse, zu beachten, dass diese einfache For-
mel sich auch dann ergiebt, wenn das Instrument auf drei Schrauben in den
Ecken eines gleichschenkligen Dreiecks steht, dessen Grundlinie parallel der Ar-
beitsrichtung s ist, sofern man eine der Schrauben an der Grundlinie zur Er-
zeugung der Neigung 4, benutzt und unter D die Linge der Grundlinie versteht.

Der Ausschlag fiir eine Bogensekunde ist J®[206000.

62. Indirekte Bestimmung der dusseren Konstanten eines Horizontalseismo-
graphen; Einleitung. Ist es nicht moglich, die Neigungsempfindlichkeit zu messen,
so ist, da wohl nur ausnahmsweise die Vergrésserung ¥ sehr kleiner Erschiitte-
rungen direkt bestimmt werden kann, die Feststellung der #usseren Konstanten
erheblich umsténdlicher. Es wird néthig, auf die besondere Art der Konstruktion
des Seismographen Riicksicht zu nehmen, und gemdss dieser VY oder J® zu berechnen.

Manchmal ldsst sich die Empfindlichkeit gegen sehr schnelle Erschiiterungen
leicht angeben, wie zum Beispiel bei den Horizontalpendeln einfachster Art.
Man beginnt hier mit der Messung der Schwingungsperiode des eigentlichen
Pendels unter der Einwirkung der Schwerkraft, wenn die Schwingungsaxe hori-

(327)

(327")
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zontal gestellt ist. Bedeutet 7' die gefundene Periode, so liegt der Schwingungs-
mittelpunkt um die Strecke _—
(328) B g(é;)
von der Drehaxe entfernt. Bedenkt man, dass in dem fiir die Registrirung vor-
bereiteten Instrument bei sehr schnellen Verschiebungen dieser Punkt in Ruhe
bleibt, so wird es sogleich mdoglich, aus den Abmessungen des Instrumentes und
seiner Stellung gegeniiber dem Registrirapparat 7 zu berechnen. — Ist eine
Dimpfung vorhanden, und wird sie bei der Bestimmung von L' nicht in ord-
nungsmissiger Weise verwandt, so giebt die Methode allerdings nur dann brauch-
bare Resultate, wenn die Dimpfung nicht merklich 7, #ndert. Dariiber wird
eine besondere Untersuchung entscheiden miissen.

Sobald die Konstruktion Komplikationen zeigt, empfiehlt es sich, die durch die
allgemeine Theorie (Artikel 34) gebotene Formel

(329) o =1 f Iy E-'}

zu benutzen. Es bedeutet hierin m die resultirende Masse des Gehinges und ist
die Summe iiber alle Massenelemente du des Gehidnges auszudehnen, jedes mul-
tiplicirt mit der zum Ausschlag a gehorigen Verschiebung ¢’ relativ zum Gestell
in der Richtung s und dividirt durch a.

63. Bestimmung der resultirenden Masse. Die resultirende Masse kann ent-
weder durch Rechnung oder experimentell bestimmt werden. Im ersteren Falle
kann man die allgemeine Formel

(330) o f i F_i%ii}

worin &2+ "+ ¢ das Quadrat der zu a gehorigen Verschiebung von du gegen
das Gestell bedeutet, meist in mannigfacher Weise bequemer gestalten.

In der Regel wird das Gehiinge aus einer Anzahl von festen Einzeltheilen
bestehen, deren jeder sich relativ zum Gestell um eine bestimmt gegebene Axe dreht.
Es mige in einem solchen Falle ! der Abstand irgend eines zweckmissig ge-
wihlten Punktes eines solchen Theiles von seiner Drehaxe, « die zu @ gehbrige
Verschiebung des- Punktes sein, M die ganze Masse des Theiles, » der Abstand
seines Schwerpunktes von der Axe, ® das Trigheitsmoment um eine zur Drehaxe
parallelen Axe durch den Schwerpunkt. Dann ist

2
(331) (Bx+z0 = zru+0)

zuniichst seine resultirende Masse im ausgewihlten Punkt und also
2
(332 4] #x+0)

sein Antheil an der resultirenden Masse m im Indikator.
14 %
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M wird im Allgemeinen durch direkte Wigung festgestellt werden ktnnen.
p ergiebt sich leicht, wenn man den Theil auf Schneiden auflegt oder an Fiden
aufhéngt.

Lisst sich die Drehaxe des Theiles horizontal lagern, und kann man ihn
dann unter der alleinigen Einwirkung der Schwerkraft schwingen lassen, so ist

27\ gpM
833) (7) = 7o

wenn T die Schwingungsperiode bedeutet, man erhidlt also bei schon bekanntem
Werth von pM sogleich p*M 4 6.

Kann man die Drehaxe des Theiles vertikal stellen, so empfiehlt sich folgende
Methode zur Bestimmung von p*M 4 @. Man setzt eine Federkraft, welche den
Theil in eine bestimmte Lage zu fiihren strebt, wenn eine solche noch nicht
vorhanden sein sollte, in passender Weise hinzu, ohne die Massen merklich zu
vergrossern. Die Schwingungsperiode sei 7. Es ist dann

- 24

(34) 2z F

wobei F von der Intensitit der Federkraft abhingt. Im Abstande p' von der
Drehaxe werde nun eine Masse M’ mit dem Trigheitsmoment @ in Bezug auf
die eigene Schwerpunktsaxe hinzugefiigt und die sich ergebende Schwingungs-
periode 7" ebenfalls beobachtet. Es ist

T\2 P ML@+p2 M+ @
also folgt:
2 2
(336) r = riie

Tr_73 plz Mre

und es kann »*M 4@ nun berechnet werden, wenn p”M'+ @' bekannt ist. Das
letztere ist in iiblicher Weise zu erreichen, indem man das Zusatzgewicht (M')
zweckmissig wihlt.

Eine der zuletzt beschriebenen #hnliche Methode ldsst sich manchmal mit
sehr grossem Vortheil anwenden, um dic ganze resultirende Masse m mit einem
Mal zu bestimmen. Man fiigt zu diesem Zweck an irgend einem der beweglichen
Theile okne Verinderung der suriickireibenden Krifte eine Masse so hinzu, dass
die Vermehrung m' der resultirenden Masse m des Gehiénges (mittels der For-
mel 332) leicht berechnet werden kann, und beobachtet die Vergrosserung der
Schwingungsperiode. Ist 7, die vergrdsserte reducirte Schwingungsperiode, so
gilt die Beziehung

(337) m:m+m' = T;: Ty,

welche m zu berechnen erlaubt. —
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64. Indirelite Bestimmung der Gusseren Konstanten eines Horizontalseismographen ;
Einzelnes. Auch fiir f du[6'[a] wird man leicht Vereinfachungen der Rechnung
finden. Ein jeder der vorhin betrachteten drehbaren Theile liefert zu f du[6'|d]
den Antheil

wobei &' die zum Ausschlag o gehorige Verschiebung des Schwerpunktes pa-
rallel der Arbeitsrichtung s bedeutet. —

Zuweilen ist es moglich und bequem die dusseren Konstanten V©, J° durch
experimentelle Bestimmung der Empfindlichkeit gegen Schwerednderungen festzustellen.
Zwar hat man iiber die Schwerekomponente Ag,, auf die es hier ankommt, keine
Gewalt, man kann sie aber im Experiment ersetzen durch Krifte anderer Art,
die man auf die Massen des Gehinges in passender Weise einwirken ldsst. Es
geschieht das zum Beispiel, wenn man an jedem Massentheil M des Gehénges im
Schwerpunkt eine Kraft von der Intensitdt

(338) My,

parallel s wirken lisst. Ist der Ausschlag, den man damn erhdlt a, so folgt
nach der Indikatorgleichung (320)

27\* a g
(s) @ () __
(339) Ve = ( To) P J® = LV = dg, a.

Die erforderliche Kraft M #g, entspricht einem Zug, welcher der Schwerkraft
entgegen eine Masse

(340) aM = M%&
zu tragen vermag, — Bezeichnen wir das fiir das Experiment gewihlte Ver-
hiltniss Adg,/g mit ,:
. dg, _4M
(341) alaraials
so wird
(342) : JE - &

?,

wodurch in leicht iibersehbarer Weise die Bedeutung des Experimentes auch als
cine indirekte Bestimmung der Néigungsempfindlichkeit dargethan wird. —

Bei der Ausfiihrung der Messungen wird man sich fiir einen gewissen
Werth i, des Verhiiltnisses 4g,/g entscheiden, unter Verwerthung von (340) die
Ziige parallel s entsprechend reguliren, den Indikatorausschlag @ beobachten und
mittels (342) J® berechnen. —

Der Theorie wird in erster Linie entsprochen, wenn die Ziige M4g, = 4M.g
in den Schwerpunkten der Massen M wirken. Statt dessen kann man sie in
beliebig anderer Weise angreifen lassen, sofern man dafiir sorgt, dass die nidm-
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liche Indikatorresultante hervorgeht. Ist zum Beispiel fiir einen drehbaren Theil
des Gehinges mit der Masse M der Abstand des Schwerpunktes von der Axe
= p, so kann Mg, = 4M.g durch die Kraft 4M'.g = 4M.(p/l)g im Abstande
1 in gleicher Richtung von der Axe ersetzt werden. — Lasst sich der Theil vom
iibrigen Mechanismus absondern und mit horizontaler Axe lagern, und ist im Ab-
stande 7 von der Axe ein Zug = M’.g, das heisst ein Zug, welcher der Schwere der
Masse M’ entspricht, ndthig, um den Schwerpunkt von M in gleicher Héhe mit der
Drehaxe zu halten, so ist M' = Mp/l, also aM'/M’' = 4. Die Riicksicht hierauf
wird bei der experimentellen Feststellung von M’ oftmals in willkommener Weise
die Bestimmung des Schwerpunktes von M ersetzen.

Bei den mechanisch schreibenden Seismograpnen mit erheblicher Vergrisserung hat
der Schreibarm zundichst auf die resultirende Masse und damit auch auf die Gusseren
Konstanten einen sehr grossen, leicht zu unterschitzenden FEinfluss. Fiir mein asta-
tisches Pendel ist bei 200 -facher Vergrosserung der Bewegungen des Schwer-
punktes des 1200 Kilogramm-Gewichtes die resultirende Masse des letzteren, im
Schwerpunkt vereinigt gedacht, doch nur

1200
200.200

Wire also der den Schreibstift filhrende Arm auch nur so schwer, dass er am
Schreibstift einer Masse von 30 Gramm entspdche, so wiirde er nach (329) die
Indikatorvergrosserung doch schon auf etwa die Hilfte reduciren. Wie man
sieht, kommt es selbst bei so grossem Pendelgewicht sehr darauf an, die Massen-
wirkung des Schreibarmes mit Sorgfalt zu vermindern. —

65. Bestimmung der Konstanten eines Vertikalseismographen. Die Indikator-
gleichung lantet, wenn von der Reibung abgesehen wird

Fa (20 2da (@

Kilogramm = 30 Gramm.

Ueber die Bestimmung der inneren Konstanten 7,, L = g(Z,[2x), 7 gilt
genau das in Artikel 61 Gesagte.

Eine direkte Methode zur Bestimmung der #Husseren Konstante V®, der
Indikatorvergrosserung, welche der Benutzung der Neigungsempfindlichkeit bei
Horizontalseismographen entspriche, giebt es nicht. Eine direkte Methode,
welche auf die Bedeutung von V* als Vergrosserung sehr schneller Vertikal-
bewegungen Riicksicht nimmt, wird nur selten anwendbar sein, so muss man im
allgemeinen seine Zuflucht zu indirekten Methoden nehmen, welche auf die
Eigenart der Konstruktion gegriindet sind. Was in den Artikeln 62—64 fiir
die Horizontalseismographen gesagt wurde, ist dabei im Wesentlichen auch hier
verwerthbar.

Besonders empfehlenswerth ist meistens die in Artikel 64 besprochene Me-
thode, welche der Benutzung einer Schwerkraftinderung entspricht. Da es sich
hier um eine Schwerkraftvermehrung handelt, konnen die nothwendigen Ziige
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