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Eine neue  Reakt ion z u m  N a c h w e i s  und z u r  

B e s t i m m u n g  der p-  O x y p h e n y l b r e n z t r a u b e n -  
siiure i m  Harn 

Die p-Oxyphenylbrenztraubens~iure (p-Opbs) ent- 
steht intermedi~r beim oxydat iven Abbau des ( ,nicht  
natiirlichen,,) d-Tyrosins t und wird bei bes t immten StS- 
rungen des Stoffwechsels im Harn  ausgeschieden 2. Da 
sie nur  yon der Leber abgebaut  wird, eignet sie sich als 
Testsubstanz ftir deren Funkt ionspr i i fung und ha t  sich 
bereits in zahlreichen klinischen Versuchen bewiihrt s. 
Dabei wird der Pat ient  mit  2 g p-Opbs belastet und  ge- 
priift, wieviel er davon wieder ausscheidet; werden mehr 
als 8-10 % wiedergefunden, so ist die Leber geschi£digt*. 
Bisher wurde die Ketosiiure im Harn entweder mit  der 
MILLONSChen Reaktion oder als Hydrazon bestimmt. 
Beide Verfahren erfassen aber auch andere Bestandteile 
des Harns. Wit  suchten deswegen die Diazoreaktion der 
p-Opbs zu einer spezifischen Probe auszubauen.  

Nach zahlreichen Vorversuchen mit  verschiedenen 
Diazoniumsalzen erwies sich dasjenige des 4-Chlor-2- 
nitroanilins als am geeignetsten. Es ist als Chlorzink- 
doppelsalz unter  dem Namen Echtrotsalz 3 GL im 
Handel, Mit diesem kuppelt  die p-Opbs bei saurer 
Reaktion (PH 3-6) ZU einem intensiv  rot gef/irbten 
Farbstoff, der in Prismen kristallisiert und sich bei 
227-228 ° zersetzt. Andere Oxyphenylderivate,  wie 
Tyrosin, p-Oxyphenylmilchsliure und p-Oxyphenyl-  
propions~ure reagieren unter  den gleichen Bedingungen 
nicht. Das Kupplungsprodukt  der p-Opbs gibt im Ge- 
gensatz zur freien Sgure kein Hydrazon,  16st sich nieht  
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in Soda und entfRrbt Kal iumpermanganat .  Wir  ver- 
muten  daher, dab die p-Opbs nicht am I(ing, sondern 
an der Seitenkette gekuppelt wird, die Carbonylgruppe 
nicht  mehr frei und die Carboxylgruppe abgespalten ist; 
ferner, dab zwischen den beiden verbliebenen C-Atomen 
der Seitenkette eine Doppelbindung aufgetreten ist. 
Freie KohlensXure lieg sich allerdings nicht nachweisen; 
wahrscheinlich wird sie yon den in der Echtrotsalz- 
16sung enthal tenen Ireien Zinkionen gebunden. Welter 
wurde mittels Tiipfelt i trat ion gegen H-Sgure (1-Amino- 
8-naphthol-3, 6-disulfons~ure) gefunden, dab die p-Opbs 
n u t  mi t  einem Mol des Diazoniumsalzes reagiert. Die 
Elementaranalyse  ergab : 

Ftir CsH?O2.C, HaN30,CI (319,57) gefunden: C 52,23, 
H 3,60, N 13,96, C1 12,44; berechnet: C 52,57, H 3,15, 
N 13,15, C1 11,07. 

Die vorliegenden Befunde lassen sich vorlAufig dutch 
folgende Formel ftir den roten Diazofarbstoff der p-Opbs 
wiedergeben : 

NO 2 
I m  H a m  tre ten noch andere Substanzen auf, die 

ebenfMls mit  Echtrotsalz 3 GL getlirbte Diazover- 
b indungen  geben. Sie k6nnen jedoch an einer S~tule 
yon Aluminiumoxyd (standardisiert nach BROCKMANN) 
chromatographisch abgetrennt  werden. Wir haben 
frischem H a m  yon gesunden Personen p-Opbs zugesetzt, 
die Mischung bei 0 ° mit  Echtrotsalz 3 GL gekuppelt und 
darau£ die Farbstoffe mi t  peroxydfreiem ~ ther  extra- 
hiert. 

LgBt man die ittherische Farbstoffl6sung dutch eine 
Aluminiumoxyds~.ule laufen, dann entwickeln sich bis zu 
7 verschieden gefgrbte Zonen, wobei der rote Farbstoff 
der p-Opbs am oberen Rand der 6. Zone (6a) haftet 
(Abb. 1). Um diese Zone abt rennen zu k6nnen, benlitzen 
wir eine Glasr6hre, die in der Mitte durch einen Schliff 
geteilt ist, und  waschen so lange mit _~ther nach, bis die 
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Zone 6 vollst~indig u n t e r  d e m  Schl i f f  s i c h t b a r  wird .  
D a n n  wi rd  die obere  H~l f t e  der  S~ule a b g e n o m m e n  u n d  
die u n t e r e  m i t  Ch lo ro fo rm ausgewaschen .  Dabe i  w a n -  
de rn  die Zonen  5 sowie die ge lben  und  ro t en  Ante i le  der  
Zone  6 (6b u n d  c) in die u n t e r e n  Pa r t i en ,  w/ ih rend  die 
d u n k e l r o t e  Zone  de r  p - O p b s  (6a) e t w a  an  i h r e m  P l a t z  
ve rb l e ib t  (Abb.  2 u n d  3). Man  n i m m t  n u n  d iesen  Tell  
der  S/iule he r aus  u n d  e lu ier t  den  F a r b s t o f f  mi t  Ess ig-  
es ter ,  d e m  einige Tropfen  Eisess ig  zugegeben  w o r d e n  
sind.  Z u g e s e t z t e r  p - O p b s - F a r b s t o f f  w u r d e  m i t  d i e sem 
V e r f a h r e n  aus  d e m  H a m  ohne  Ve r lu s t  zu r i i ckgewonnen .  
Zur  q u a n t i t a t i v e n  k o l o r i m e t r i s c h e n  B e s t i m m u n g  h a b e n  
wir  e ine  E i c h k u r v e  aufges te l t t ,  i n d e m  wir  re ine  p - O p b s  
im Bere ich  yon  0,1-1 mg  in de r  g le ichen Weise  m i t  
E c h t r o t s a l z  3 GL k u p p e l t e n  u n d  c h r o m a t o g r a p h i e r t e n .  
Die K u r v e  verl ief  geradl in ig  u n d  ging d u r c h  den  Null-  
p u n k t .  

\ ¥ i r  h a b e n  mi t  d ie sem V e r f a h r e n  den  H a r n  m e h r e r e r  
g e s u n d e r  P e r s o n e n  u n d  v e r s e h i e d e n e r  l e b e r k r a n k e r  
P a t i e n t e n  ana lys ie r t ,  abe r  in ke inem Fal l  d e n  dunke l -  
ro t en  F a r b r i n g  b e o b a c h t e t ,  de r  f/Jr den  D i a z o f a r b s t o f f  
de r  p - O p b s  c h a r a k t e r i s t i s c h  ist.  E b e n s o w e n i g  b l ieben  an 
dieser  Stelle ande re  F a r b s t o f f e  bar ren .  S o m i t  d i i r f te  
diese M e t h o d e  die p - O p b s  spezi f isch nachwe i sen .  

Von  we lchen  B e s t a n d t e i l e n  des H a m s  die F a r b s t o f f e  
der  a n d e r e n  Zonen  her r i ih ren ,  k o n n t e  noch  n i c h t  er-  
m i t t e l t  werden .  B r e n z t r a u b e n s / i u r e ,  T r y p t o p h a n  u n d  
Ascorbins/i .ure b i lden  u n t e r  d iesen  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  
ebenfa l l s  F a r b s t o f f e ,  die  s ich  a b e r  bei de r  C h r o m a t o -  
g raph ie  n i ch t  als e inhe i t l i ch  erwiesen .  

Die p-Opbs (Testaeid) stellte uns das Chenliewerk Bad Homburg 
AG., das Eehtrotsalz und andere Diazoniumsalze die Naphthol- 
ehemie in Offenbach/Main zur Verffigung. Besonders mSchten wir 
Herrn Dr. Hvss, dem Leiter der Diazoabteilung der Farbwerke 
Hoeehst ffir seine zahlreiehen Ratsehl/ige danken. 

K. FELIX u n d  G. LEONHARDI 

I n s t i t u t  Iiir v e g e t a t i v e  Phys io log ie  der  U n i v e r s i t ~ t  
F r a n k f u r t  a. M., den  12. N o v e m b e r  1949. 

S u r t g ~ a r y  

p - H y d r o x y p h e n y l p y r u v i e  ac id  r eac t s  i m m e d i a t e l y  w i t h  
d i azo t i zed  4-chlor -2-n i t roani l ine ,  deve lop ing  a deep  red  
colour.  The  reac t ion  is specif ic  and  can  be used f o r  t h e  
q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  of th i s  ke to -ac id  in urine.  

E x c r 6 t i o n  d e s  1 7 - c 6 t o s t 6 r o i d e s  c h e z  l ' h o m m e  

n o r m a P  

D a n s  le b u t  d ' 6 tud i e r  l '61iminat ion u r ina i re  des hor-  
m o n e s  s t6 ro ides  chez  des m a l a d e s  a t t e i n t s  de cancer ,  nous  
a v o n s  d6 te rmin6  p r 6 a l a b l e m e n t  les va leu r s  m o y e n n e s  
de  l ' exc r6 t ion  des  17-c6tost6roides  (17-CS) chez  des  
i nd iv idus  sa ins  ou non-canc4reux .  

i~latdriel el mdlhode 

Cet te  6 tude  p o r t e  sur  58 pe r sonnes  (25 h o m m e s  e t  33 
femmes)  en  b o n n e  san t6  ou hospi ta l i s6s  pour  d iverses  
ma lad ies  n ' a f f e c t a n t  'pas l ' exc r6 t ion  des 17-CS; dans  la 
ma jo r i t 6  des cas hospi ta l is6s ,  il s ' ag i t  de  ma lades  con-  
va l e scen t s  2. 

1 Ce travail a 6t6 rdalis6 grace A une subvention de la Ligue 
nationale suisse contre le cancer. 

2 Nous tenons h remercier MM, les Prof. DECKER, ROCHAT et 
ROSSELEX et M. le Dr. A. DELACHAUX qui nous ont permis et facilit6 
le rassemblement de ees cas. 

On utilise gdndralemcnt 400 cm 3 du  mdlange des urines de z4h, 
Apr~s hydrolyse avec 10% de HC1 conc. on extrait suivant la m4- 
thode d6crite par JAYLE 1 pour les oestrog6nes. L'extrait 6th6r6 d6- 
barrass6 des cestrog6nes par NaOH (N) est lard par de l'eau distill6e, 
puis 6vapor6 sous vide ~ 0 ° C. Le rdsidu see est repris dans 5 em a 
d'atcool absolu rectifi6 suivant la m6thode pr4conis6e par CALLOW 
et al ~. 

Pour la d6termination coIorim6trique, on emploie la m6thode de 
ZIMMERMANN ~ modifi6e de la mani6re suivante: 0,5 cm 3 de solution 
aleoolique de IV--CS+I,0 em a m6tadinitrobenz~ne solution ~ 1% 
dans aleool absolu rectifi6 +1,0 em 8 KOH (5N) solution aqueuse 
titr6e (eonserv6e en flacons paraffin6s). Les tu~es sont plac6s dans un 
thermostat g 25 ° et ~t l'obseurit6 pendant 30 minutes. La lecture des 
r6sultats est fake aussit6t apr6s au moye~ du eolorim~tre ~ cellnle 
photo61eetriqueElectro-synthise. Une seule lecture est faite avec filtre 
bleu-vert; un tube tfmoin ne contenant pas de 17-CS mais seule- 
ment les r6aetifs traitfs de la m6me mani6re que les 6ehantillons 
doser -ser t /~  fixer le z6ro de l'appareil. 

U n e  courbe  d ' 6 t a l o n n a g e  a 6t6 o b t e n u e  p r6a l ab l emen t  
avec  des  so lu t ions  d ' a n d r o s t 6 r o n e  pure ,  cristallis6e 
(Ciba) de c o n c e n t r a t i o n  connue .  EUe p e r m e t  de t rans-  
f o rmer  i m m 6 d i a t e m e n t  les d6v ia t ions  de l 'a iguil le  du 
g a l v a n o m 6 t r e  en  m i l l i g r a m m e s  d ' a n d r o s t 6 r o n e .  P a r  con- 
ven t ion ,  e t  dans  ces cond i t i ons  s t r i c t e m e n t  s t andar -  
dis6es, nos  r6su l t a t s  s o n t  exp r im6s  en mitl igrammes 
d'androstdrone par litre d'urine de 24 h. 

Rdsultats 

Tou te  appr6c ia t ion  des r6su l ta t s  de dosage  des  17-CS 
do l t  t e n i r  c o m p t e  de l 'hge de l ' i nd iv idu .  On sa l t  que 
t ' exc r6 t ion  des  17-CS var ie  avec  l '~ge (ROm~SON4). 
C 'es t  la ra i son  p o u r  laquel le  nous  a v o n s  recherch6  les 
va leurs  no rma les  d a n s  les d ive rses  classes  &Age. II est 
6v iden t  que  l ' on  do l t  s ' a t t e n d r e  aussi  /~ re lever  des dif- 
f6rences  en t re  les 2 sexes  de m~me  classe d '~ge.  Nos  r6- 
s u l t a t s  s o n t  r6sum6s d a n s  le t a b l e a u  I. 

Tableau I 

Classe d'age 

2O-29 
30-39 
40-49 
50-59 
60--69 
70-79 

12,1 
10,9 

9,7 
6,3 
9,0 

c? 

0,17 
2,2 

1,5 
1,8 
2,8 

t T n a 

11,5 8 2,4 
10,7 7 2,4 
11,6 4 3,3 

7,6 5 2,3 
8,9 5 3,2 

T taux moyen en mg 0/00 (24 h) 
n hombre de cas 
a coefficient de dispersion 

II r e s so r t  de ces d 6 t e r m i n a t i o n s  que  le t a u x  m o y e n  des 
17-CS d iminue  avec  l '~ge des ind iv idus .  P a r  ailleurs, ce 
t d u x  n ' e s t  pus  s e n s i b l e m e n t  d i f f6ren t  darts Pun  e t  l ' au t re  
sexe.  On r e m a r q u e  de p lus  que  le t a u x  mo y en ,  apr6s 
avo i r  a t t e i n t  e n t r e  60 e t  69 ans  une  va l eu r  qui  es t  envi ron  
2 fois p lus  faible q u ' e n t r e  20 e t  29 ans,  t e n d  5~ r e m o n t e r  
ensu i t e  vers  des vMeurs  plus  61ev4es (figurel. 
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