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w e n d i g  v o r h e r  f i l t r ie r t ) ,  d e r  R i i c k s t a n d  in 4 c m  z Eis-  
essig 1 gel6st ,  m i t  12 cm 3 3 n HCI v e r s e t z t  u n d  w~ihrend 
15 ra in  a m  Rf ickf luBkf ih le r  gekoch t .  N a c h  A b k f i h l e n  
w u r d e  zu r  R e i n i g u n g  zwe ima l  ,n i t  10 c m  ~ P e t r o l i i t h e r  
e x t r a h i e r t ,  d a n n  w i e d e r  m i t  24 c m  ~ W a s s e r  v e r s e t z t  
u n d  die H o r m o n e  v i e r m a l  m i t  10 c m  3 C h l o r o f o r m  e x t r a -  
h ie r t ,  das  C h l o r o f o r m  in  V a k u u m  bei  4 5 - - 5 0 ° C  ver -  
d a m p f t ,  d e r  R t i c k s t a n d  in  1 c m  ~ C h l o r o f o r m  gel6st ,  
4:cnTa a D i m e t h y l s u l f a t  2 zugese t z t ,  in  e in  t r o c k e n e s  
R ~ a g e n z g l a s  i i be rge f i i h r t  u n d  i m  W a s s e r b a d e  20 m i n  
gekoch t .  Bei  h 6 h e r e r  K o n z e n t r a t i o n  w i rd  e n t s p r e c h e n d  
v e r d f i n n t ,  so d a b  1 cmz C h l o r o f o r m  n i c h t  m e h r  als 8 7 
H o r m o n  enth~ilt .  

N a c h  A b k i i h l e n  w i r d  die I n t e n s i t ~ t  de r  a u f g e t r e t e n e n  
F l u o r e s z e n z  m i t  d e r j e n i g e n  e ine r  b e k a n n t e n  M e n g e  des 
zu b e s t i m m e n d e n  N e b e n n i e r e n r i n d e n s t e r o i d s ,  in  d i e sem 
Fal le  m i t  D e s o x y k o r t i k o s t e r o n ,  ve r g l i chen .  Die  F a r b e  
de r  F l u o r e s z e n z  i s t  je  n a c h  S t e r o i d  v e r s c h i e d e n  u n d  
v a r i i e r t  zw i schen  Gelb,  R o t  u n d  O r a n g e  s. A u c h  s ind  die 
R e a k t i o n s z e i t e n ,  v o m  B e g i n n  de r  F i i r b u n g  bis  zu r  E r -  
r e i c h u n g  ih res  M a x i m u m s ,  u n t e r s c h i e d l i c h .  Die  M e s s u n g  
i s t  a m  g e n a u e s t e n ,  w e n n  die zu b e s t i m m e n d e  M e n g e  p ro  
1 c m  3 C h l o r o f o r m  u n d  4 c m  3 D i m e t h y l s u l f a t  1 b i s  8 ? 
betr~tgt ,  d a s  he iB t  0,2 bis  1,6 N p ro  K u b i k z e n t i m e t e r  
R e a k t i o n s g e m i s c h .  F t i r  k l e ine re  M e n g e n  H o r m o n  k a n n  
d e m e n t s p r e c h e n d  wen ige r  Ch lo ro fo rm,  bzw.  D i m e t h y l -  
s u l f a t  v e r w e n d e t  werden ,  so d a b  die K o n z e n t r a t i o n s -  
verh~i l tn isse  d i e se lben  b l e iben .  Die  F a r b i n t e n s i t ~ i t  b l e i b t  
i m  D u n k e l n  u n t e r  L u f t a b s c h l u B  t a g e l a n g  k o n s t a n t .  
E i n e  c h r o m a t o g r a p h i s c h e  T r e n n u n g  de r  v e r s c h i e d e n e n  
N e b e n n i e r e n r i n d e n s t e r o i d e  w a r  n i c h t  n o t w e n d i g .  Wie  
die Tabc l l e  zeigt ,  f i n d e n  w i t  i m  U r i n  m i i n n l i c h e r  Ver -  
s u c h s p e r s o n e n  y o n  25 bis  73 J a h r e n  ke ine  d e r  m i t  
D i m e t h y l s u l f a t  r e a g i e r e n d e n  N e b e n n i e r e n r i n d e n s t e r o i d e .  
A u c h  n a c h  i n t r a m u s k u l ~ t r e r  V e r a b r e i c h u n g  v o n  10 m g  
D e s o x y k o r t i k o s t e r o n a z e t a t  w i r d  i m  G e g e n s a t z  zu den  
B e f u n d e n  y o n  STAUDINGER u n d  SCHMEISSER (l. C.), 
ke ines  d iese r  H o r m o n e  i m  U r i n  n a c h g e w i e s e n .  H i n g e g e n  
f a n d e n  wi r  n a c h  i n t r a v e n S s e r  V e r a b r e i c h u n g  v o n  10 m g  
D e s o x y k o r t i k o s t e r o n g l u k o s i d  e inen  g e r i n g e n  Tei l  d a v o n  
als  so lches  i m  U r i n  wieder .  

K o n t r o l l v e r s u c h e  h a b e n  e rgeben ,  d a b  10 N d e m  U r i n  
be igef t ig tes  D e s o x y k o r t i k o s t e r o n g l u k o s i d  m i t t e l s  u n s e r e r  
M e t h o d e  m i t  e i n e m  F e h l e r  y o n  ~ 10 % b e s t i m m t  w e r d e n  
k b n n e n .  Die  S t r e u u n g  i s t  w e s e n t l i c h  k le iner ,  w e n n  Deso-  

1 Eisessig pro Analyse Merck. 
Das Dimethylsulfat (reines Handelsprodukt) dart weder gef~irbt 

s~in noch freie Schwefels/iure enthalten. 
3 CH. DHI~RI~ und L. LASZT, C. r. Acad. Sci., Paris 224, 681 (1947). 

x y k o r t i k o s t e r o n  o d e r  D e s o x y k o r t i k o s t e r o n a z e t a t  zu-  
g e g e b e n  wird .  Es  w i rd  die A u f g a b e  we i t e r e r  A r b e i t e n  
sein,  zu u n t e r s u c h e n ,  wie die N e b e n n i e r e n r i n d e n s t e r o i d e  
i m  m e n s c h l i c h e n  O r g a n i s m u s  u m g e w a n d e l t  w e r d e n  u n d  
ob  bei  v e r s c h i e d e n e n  F u n k t i o n s s t 6 r u n g e n  n a c h  V e r a b r e i -  
c h u n g  y o n  D e s o x y k o r t i k o s t e r o n g l u k o s i d  V e r ~ n d e r u n g e n  
in  d e r  A u s s c h e i d u n g  f e s t s t e l l b a r  s ind .  

L. LASZT und B. NEYMAN 

Physiologisehes Institut der Universitiit Fribourg, 
den 4. August 1951. 

Summary 
A m e t h o d  is d e s c r i b e d  for  t h e  c h e m i c a l  e s t i m a t i o n  of 

c o r t i c o s t e r o i d s  in  t h e  u r ine .  T h e  m e t h o d  is s u i t a b l e  for  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  of all  co r t i cos t e ro ids ,  e x c e p t  l l - d e -  
h y d r o e o r t i c o s t e r o n e  a n d  cor t i sone ,  a n d  a l lows  t h e  eva -  
l u a t i o n  of f r a c t i o n s  of 1 7 of b io log ica l ly  a c t i v e  s t e ro ids .  

N o n e  of t h e  co r t i co s t e ro id s  d e t e r m i n e d  is e x c r e t e d  
b y  t h e  u r ine ,  e i t h e r  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  or  a f t e r  
i n t r a - m u s c u l a r  i n j e c t i o n  of 10 m g  of d e s o x y c o r t i c o s t e r -  
o n e - a c e t a t e .  If ,  h o w e v e r ,  i t  is i n t r a v e n o u s l y  i n j e c t e d  in 
t h e  g lucos ide  form,  p a r t  of t h e  d e s o x y c o r t i c o s t e r o n e  is 
e x c r e t e d  b y  t h e  u r ine .  

PRO EXPERIMENTIS 

C h e m o r e s i s t e n z  v o n  B a k t e r i e n  u n d  N e w c o m b e -  
T e s t  

V o n  NEWCOMBE 1 w u r d e  1949 e in  P l a t t e n t e s t  an -  
gegeben ,  m i t  dessen  Hi l fe  es ge l ingt ,  aufzukl~iren,  o b  
p h a g e n r e s i s t e n t e  B a k t e r i e n v a r i a n t e n  aus  s e n s i b l e n  F o r -  
m e n  d u r c h  s p o n t a n e  o d e r  i n d u z i e r t e  M u t a t i o n s s c h r i t t e  
h e r v o r g e h e n ,  die n i c h t  a n  die A n w e s e n h e i t  des  P h a g e n  
g e b u n d e n  s ind ,  ode r  ob  die R e s i s t e n z  e r s t  u n t e r  de r  E i n -  
w i r k u n g  des P h a g e n  e n t s t e h t .  

E i n e  i ihn l iche  F r a g e s t e l l u n g  i s t  be i  C h e m o r e s i s t e n z e n  
gegeben .  A u c h  be i  C h e m o r e s i s t e n z e n  l~iBt s ich  da s  y o n  
NEWCOMBE a n g e g e b e n e  T e s t v e r f a h r e n  in e t w a s  m o d i -  
f i z i e r t e r  F o r m  a n w e n d e n ,  u m  au fzuk l~ ren ,  o b  c h e m o -  
r e s i s t e n t e  B a k t e r i e n v a r i a n t e n  v o r  ode r  e r s t  u n t e r  de r  
E i n w i r k u n g  des  c h e m i s c h e n  Agens  (al lein ode r  in  K o m -  
b i n a t i o n  m i t  a n d e r e n  N o x e n )  e n t s t e h e n .  

D e m  N e w c o m b e - T e s t  l i eg t  de r  e in f aehe  G e d a n k e  zt~= 
g runde ,  d a b  d u r c h  V e r t e i l e n  de r  in  e i n e r  e inz igen  Mikro-  
ko lon ie  e n t h a l t e n e n  B a k t e r i e n  z a h l r e i c h e  K o l o n i e n  er-  
h a l t e n  w e r d e n  kOnnen .  Dies  g i l t  auch ,  w e n n  au f  d e m -  
se lben  N i i h r b o d e n  n e b e n e i n a n d e r  v e r s c h i e d e n e  B a k -  
t e r i e n a r t e n ,  bzw.  V a r i a n t e n  de r  g le i chen  A r t  g e w a c h s e n  

1 H. B. NEWCOMBI~, Nature 164, 150 (1949). 



432 Br~ves connnunieations - Br6vi comunicazioni [EXPERIENTIAVoL. Vll/I1] 

s ind.  B e g i n n t  j e d o c h  e in  c h e m i s c h e s  Agens  n a c h  de r  
N e u v e r t e i l u n g  zu wi rken ,  d a n n  wi rd  das  we i t e re  W a c h s -  
t u r n  a l le r  c h e m o s e n s i b l e n  A r t e n  bzw.  V a r i a n t e n  u n t e r -  
dr f ick t ,  u n d  die N e u v e r t e i l u n g  f f ih r t  zu e ine r  E r h 6 h u n g  
de r  K o l o n i e n z a h l  n u r d e r  c h e m o r e s i s t e n t e n  Ke ime .  E i n e  
so lche  Z u n a h m e  de r  K o l o n i e n z a h l  i s t  be i  e n t s p r e c h e n d e r  
t { l e i n h e i t  d e r  p r i m ~ r e n  M i k r o k o l o n i e n  j e d o c h  n i c h t  zu 
e r w a r t e n ,  w e n n  c h e m o r e s i s t e n t e  V a r i a n t e n  e r s t  u n t e r  
de r  E i n w i r k u n g  des  c h e m i s c h e n  A g e n s  e n t s t e h e n .  

Bei  C h e m o r e s i s t e n z e n  i s t  e ine  h~[odifikation des  y o n  
NEWCOMBE zu r  P r i i f u n g  y o n  P h a g e n r e s i s t e n z e n  ange -  
g e b e n e n  T e s t v e r f a h r e n s  e r fo rde r l i ch ,  die Pine g u t  def t -  
n i e r t e  _~nderung  des  N ~ i h r m e d i u m s  o h n e  LAsion d e r  
M i k r o k o l o n i e n  gew~hr l e i s t e t .  M a n  g e h t  d a b e i  a m  ein-  
f a c h s t e n  so vor ,  d a b  die B a k t e r i e n  n i c h t  u n m i t t e l b a r  
au f  die A g a r o b e r f l g c h e ,  s o n d e r n  au f  s ter i le ,  b a k t e r i e n -  
d i c h t e  2¢Iembranf i l ter  g e b r a c h t  w e r d e n  (zum Be i sp i e l  
M e m b r a n f i l t e r  ((mittel,,  g 9 e r a  de r  F i r m a  S a r t o r i u s ,  
G 6 t t i n g e n ) .  Die  M e m b r a n f i l t e r  l a ssen  s ich  n a c h e i n a n d e r  
a u f  h a l b f e s t e  N / i h r b 6 d e n  v e r s c h i e d e n e r  Z u s a m m e n -  
s e t z u n g  legen  u n d  b e b r i i t e n .  E s  k o m m t  zu e i n e m  s c h n e l l e n  
A u s t a u s c h  des  N/~hrmediums .  Die  B a k t e r i e n  w a c h s e n  
au f  d e n  F i l t e r n  zu g u t  e r k e n n b a r e n  K o l o n i e n  aus .  

N a c h  d i e s e m  V e r f a h r e n  w u r d e  de r  E n t s t e h u n g s m e -  
c h a n i s m u s  c h e m o r e s i s t e n t e r  B a k t e r i e n v a r i a n t e n  ge- 
pr i i f t .  ~Jber  da s  E r g e b n i s  d iese r  U n t e r s u c h u n g  w i r d  a n  
a n d e r e r  Stel le  x b e r i c h t e t  w e r den .  WOLFGA~G DITTRICH 

U n i v e r s i t / i t s - F r a u e n k l i n i k  H a m b u r g - E p p e n d o r f ,  d e n  
6. Ju l i  1951, 

S u m m a r y  

A n e w  f o r m  of  t h e  N e w c o m b e  t e s t  is  d e s c r i b e d  w h i c h  
g ives  a good  pos s ib i l i t y  of t e s t i n g  m e c h a n i s m  of t h e  
o r ig in  of  c h e m o r e s i s t a n t  b a c t e r i a ,  

i H. BORNSCHEIN, W. DITTRICH und G. H6HNE Naturwissen- 
schaften 38, 383 (1951). 

D I S P U T A N D U M  

C o n c e r n i n g  t h e  M e c h a n i s m  o f  t h e  S i l v e r  

S a l t - B r o m i n e  R e a c t i o n  

Introduction.  I n  t h e  course  of s y n t h e t i c  a n d  d e g r a d a -  
t i v e w o r k ,  e x t e n s i v e  use  h a s  b e e n  m a d e  in  t h i s  l a b o r a t o r y  
a n d  e l sewhere  of t h e  s i lve r  s a l t - b r o m i n e  r e a c t i o n  (cf. 1 
for  a review) .  T h e  q u e s t i o n  as *o t h e  m e c h a n i s m  of t h i s  
use fu l  r e a c t i o n  was  of o b v i o u s  i n t e r e s t ,  a n d  t h i s  q u e s t i o n  
s t i l l  f o rms  a s u b j e c t  of a c t i v e  c o n t r o v e r s y  (cf. ~ for  r e c e n t  
d i scuss ions) .  A s t u d y  of t h e  p e r t i n e n t  l i t e r a t u r e  r e v e a l e d  
t h a t  c e r t a i n  s t e r e o c h e m i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  a p p a r e n t l y  
h a v e  n o t  as  y e t  b e e n  p u t  f o r w a r d  in  c o n n e c t i o n  w i t h  t h i s  
r e a c t i o n ,  a n d  i t  t h e r e f o r e  s eems  a p p r o p r i a t e  t o  g ive  a 
b r i e f  r e v i e w  on  t h e  p r e s e n t  s t a t e  of  t h e  p r o b l e m .  

T h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  (A) of  b r o m i n e  w i t h  t h e  s i lve r  s a l t  
of a c a r b o x y l i c  ac id  is k n o w n  t o  p r o c e e d  in  t w o  s tages ,  
(B) a n d  ( C ) l  

(A) RCOOAg + Br~ --~ R Br  + AgBr  + CO 2 
(i) 

(B) RCOOAg + Br~ -+ RCOOBr + AgBr 
(I) (II) 

(C) RCOOBr --> RBr  + CO~. 
(II) 

T h e  m a i n  q u e s t i o n  a t  i ssue h a s  b e e n  w h e t h e r  in  t h e  
d e c a r b o x y l a t i o n  s t e p  (C) t h e  g r o u p  R is a t t a c k e d  b y  a 
free b r o m i n e  a t o m ,  Br ' ,  o r  b y  a b r o m i n e  ca t i on ,  B r  +. 

I J.  KLEINBERG, Chem. Rev. 40, 381 (1947). 
W. G. DAUBEN and H. TILLES, J.  Amer. Chem. Soc. 72, 

3185 (1950).--R. A. BARNES and R. J. PR0C~ASXA, J. Amer. Chem. 
Soc. 72, 3188 (1950).--M. HEINTZELER, Ann. Chem. 569, 102 (1950). 

R e c e n t  e x p e r i m e n t s  x in  t h e  a r o m a t i c  ser ies  (R  = Ar)  
s t r o n g l y  i n d i c a t e  t h a t  in  t h e s e  cases t h e  c o m p l e x  (II)  
c a n  a c t  as a sou rce  of f ree  b r o m i n e  a t o m s ,  a n d  t h e s e  
cases  wil l  n o t  be  d i scussed  here .  I n  t h e  a l i p h a t i c  series, 
on  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e r e  is e v i d e n c e  of a n  ion ic  m e c h a n -  
i sm,  a n d  t h e  l a s t  w o r d  in  t h i s  r e s p e c t  a p p e a r s  t o  b e  t h e  
p a p e r  b y  ARCUS, CAMPBELL, a n d  KENYON ~ w h i c h  is 
c o n s i s t e n t  in  i t se l f  a n d  h a s  r e m a i n e d  u n c h a l l e n g e d  so 
far .  O n  t r e a t i n g  t h e  s i lve r  s a l t  of o p t i c a l l y  a c t i v e  e- 
p h e n y l p r o p i o n i c  ac id  w i t h  b r o m i n e ,  t h e  B r i t i s h  a u t h o r s  
o b t a i n e d  a - p h e n y t e t h y l b r o m i d e  w h i c h w a s  s t i l l  o p t i c a l l y  
ac t ive ,  t h e  r e t e n t i o n  of  a s y m m e t r y  a m o u n t i n g  to  43 %, 
w i t h  inversion of c o n f i g u r a t i o n .  T h e  a u t h o r s  c o n c l u d e  
f r o m  t h e i r  e x p e r i m e n t  t h a t  t h e  r e a c t i o n  of  b r o m i n e  w i t h  
s i lve r  a - p h e n y l p r o p i o n a t e  is m a i n l y  or  e n t i r e l y  a bi-  
m o l e c u l a r  s u b s t i t u t i o n  w i t h  i n v e r s i o n  of  c o n f i g u r a t i o n  
e f fec ted  b y  t h e  e l ec t roph i l i c  r e a g e n t ,  pos i t i ve  b r o m i n e .  
T h o u g h  t h e  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  s a t i s f a c t o r i l y  e x p l a i n s  
t h e  o b s e r v a t i o n s  in  t h a t  p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t ,  i t  
fol lows f r o m  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  in  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  
s t i l l  a n o t h e r  m e c h a n i s m  or  m e c h a n i s m s  m u s t  ex i s t  w h i c h  
can  de f in i t e ly  n o t  i n v o l v e  a n y  c o n f i g u r a t i o n a l  i n v e r s i o n .  
Thus ,  SMITH a n d  HULL a c o n v e r t e d  t h e  s i lve r  sa l t  of 
t - b u t y l a c e t i c  ac id  i n t o  n e o p e n t y l b r o m i d e  in  62 % yie ld .  
S ince  t h e  n e o p e n t y l  s y s t e m  is k n o w n  to  be  u n u s u a l l y  
s t a b l e  a n d  i n e r t  t o  s u b s t i t u t i o n  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  
i n v e r s i o n  m e c h a n i s m s  a, a n d  s ince  t h i s  i n e r t n e s s  is of 
s t e r i c  r a t h e r  t h a n  of p o l a r  o r ig in  s, t h e  b i m o t e c u l a r  course  
a p p e a r s  u n l i k e l y  in  t h i s  case.  F u r t h e r m o r e ,  PRELOG a n d  
SEIW'ERTH ~ were  ab le  t o  secure ,  w i t h o u t  d i f f i cu l ty ,  a n d  
in  fa i r  y ie ld ,  t h e  d i b r o m i d e  ( I I I b )  f r o m  a d a m a n t a n e - -  
1 ,3 -d i ca rboxy l i c  ac id  ( I I I a ) ;  a n d  s imi la r ly ,  CoPE a n d  
SYNERHOLM ~ o b t a i n e d  1 - b r o m o b i c y c l o  [3.3.1] n o n a n - 9 -  
one  ( IVb)  f r o m  t h e  ac id  ( IVa)  in  74 % yie ld .  T h e  t w o  
l a s t - n a m e d  e x p e r i m e n t s  c o n s t i t u t e  e x a m p l e s  of  suc-  
cessful  t r a n s f o r m a t i o n s  a t  h i g h l y  h i n d e r e d  b r i d g e h e a d  
pos i t i ons .  
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l (III)  
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CH 2 
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[ 

CH~ CO CH 2 

i t 1 
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(IV) 
a R = COOH 
b R = Br 
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