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Summary 

After intravenous injection of a 36S-labelled heparinoid 
(N-forrnyl-chitosan-potysulfuric acid ester) into rabbits, 
a highly purified clearing factor preparation was obtained 
from the blood plasma. The heparinoid content of this 
preparation is approximately 40 times higher, weight for 
weight, than that  of the other plasma proteins. 

D i h y d r o b e n z o t h i a d i a z i n e  Dioxides  with Potent 
Diuret ic  Effect 

Extensive clinical trials of this compound have sub- 
stantiated the high activity and low toxicity found in 
our Laboratories. 

G. Dt~ S'rt:vvms, L. H. WERNER, 
A. HALAMANDARIS0 anti S. Rmca, JR. 

Research Department, C I BA Pharmaceutical Products 
Inc., Summit, N. d., October 27, 1958. 

Zusammen[assung 
Die Gewinnung eines neuen, tierexperimentell nnd 

klinisch hochwirksamcn l)iureticums dcr Formel I l I  
(6-Chlor-7-sulfamyl- 3,4-dihydro-l, 2, 4-benzothiadiazin-  
1, 1-dioxyd) wird beschrieben. 

The chemistry of the heterocyctic system, 1, 2, 4-benzo- 
thiadiazine-1, I-dioxide, has recently received significant 
at tent ion due to the report of the effective diuretic ac- 
tion of 6-chloro-7-sulfamyl-l,2,4-benzothiadiazine-1, 1- 
dioxide (I) in man . /Th i s  compound is formed by reaction 
of 4-amino-6-chloro-m-benzenedisulfonamide (II) with 
formic acid. We have now condensed II with formal- 
dehyde and have obtained a monomeric crystalline prod- 
uct, although the reaction might have been expected 
to result in a polymeric product. 
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The reaction is advantageously carried out in anhydrous 
diethyleneglycol dimethyl ether containing a" catalytic 
amount  of hydrogen chloride and using approximately 
equimolecular quantit ies of the reactants. We have des- 
ignated the new compound as Su-5879~. I t  proved to be 
6-chloro-7-sulfamyl-3, 4-dihydro-1, 2, 4-benzothiadiazine- 
1, i-dioxide (III), m. p. 273-275 °. 

Anal. Calculated for CTHsC1N304S~; C, 28.24; H, 2.71; 
N, 14.11. Found C, 28-18; H, 3.00; N, 13.96. 

The structure of I I i  was confirmed by sodium boro- 
hydride reduction of I. 

4-Amino-6-chloro-m-benzenedisulfonamide also reacted 
with other aliphatic, aromatic and heterocyclic aldehydes 
to afford the corresponding 3-substituted derivatives of 
III .  This reaction was also found to be applicable to N- 
alkylated 4-amino-m-benzenedisul fonamides. 

Su-5879 was tested in experimental animals for its 
diuretic and natriuretic effects and was found to be ten 
to twenty times as active as chlorothiazide and to have 
a low order of toxicity. A significant diuretic response 
was obtained with dosages as low as 0.04 mg/kg in dogs. 
The increased renal excretion of water and sodium was 
accompanied by a very pronounced increase in chloride 
excretion, suggesting that  the compound does not act 
as a carbonic anhydrase inhibitor. This was confirmed 
by the fact tha t  it is considerably weaker as a carbonic 
anhydrase inhibitor than chlorothiazide a 

1 F. C. NOVELLO and J. M. SPRAGUE, J. Amer. chem. Soc. 79, 
2028 (1957). This compound has been assigned the generic name of 
chtorothiazide. 

2 Genetic name: Hydro-chlorothiazide, trademark 'ESIDREX'.  
a We are indebted to Drs. J. J. CHART, W. BARRETT, A. RENZI, 

and H. SHEPPARD for the biological data. 

PRO E X P E R I M F .  N ' i ; I  S 

Zur Kenntnis der c~Keller-Reaktion~, 

und ihre Anwendung  
zur spektrophotometr ischen B e s t i m m u n ~  von 

lndolen 

In der Absicht, einen fiir hldolk6rper na6glichst spezi- 
fischen, quantitativen in vitro-Test auszuarbcitcn, wurde 
die yon I']OFMANN 1 zitierte and im qua litativen Sinne ver- 
wendete, Keller- Reaktion, ~ zum Ausgangspunkt der vor- 
liegenden spektrophotometrischen ih~te~uchung, l)iese 
Reaktion wurde von I-IoFMANN zum Nachweis dcr Indol- 
struktur bet Rauwolfia-Alkahfident und Pilzgiftcn a an- 
gewandt und wie folgt beschrieben: 

0,5 mg Alkaloid in 1,0 ml Eisessig, der 0,035 0[o 0 Eisen 
als Eisen-III-chlorid enth~Ht, aufl6sen and mit 1,0 ml 
conc. HiSO 4 unterschichten ; Ring in der licriihrtmgszone 
1 min beobachten, dana durchschiitteln, F/i.rbung un- 
mittelbar nach Mischcn und Endf'/irbung ARCh einigem 
Stehen beobachten. Auf diese Weise werden ftir elnzelne 
indolartige Alkaloide charakteristischc FarbtOnungen und 
Farbver5nderungcn festgcstellt. 

Unsere eigenen Versuche legten weniger Wert auf die 
an den Schichtgrcnzen zu beobachtemlen Ringe als auf 
die mmh Mischung cntstehende Emlflirbung, das heisst 
im speziellen attf die Frage, ob diese ,Keller-Rcaktion, 
sich zu einem quantitativen Spektrophotometertest eigne 
und ob sich dic cinzelnen lndolk6rpcr durch spezifische, 
eventuell ftir bestimmte Gruppen charakteristisch wm- 
einander verschiedene Absorptionskurvcn auszeichncn. 
Zu diesem Zweck haben wir w~rerst dic folgendc Arbeits- 
weise eingehalten : 

0,5 ml ether racist 0,0002 M indolhalfigen, wiL~serigen 
L6sung werden mit 1 ml FeCl3.haltlgcm Eisessig versetzt 
und mit 2 ml conc. t-12SO 4 unterschichtet, wobei der cnt- 
stehende Ring beobachtct werden kann. l):trauf wird un- 
ter Ktihlung am Wasserhahnen vermischt, sobald die 
L6sung abgekfihlt ist in Messkiivctten cingefiillt nnd, um 
das Entweichen der mcistens gebildeten 131iLschcn abzu- 
warren, etwa 10-15 min bet Zimmertemperatur stehcn 
gelassen. Dann wurde im Zciss-Spektrophotometer ge- 
messen zwischen den WellenlRngen 650-330 m~. l)er 
Blindwert enthiilt allc Zugaben mit Ausnahme des in 
Frage stehenden lndolk6rpcrs (an dessen Stelle nur 0,5 ml 
destilliertes Wasser). 

t A. HOeMASN, tlelv, ehim. Acta 37, 317 (1954). 
tt C.C. KELLER, Schweiz. Wschr. Chem. Pharnl. 34, 65 (t896). 
$ A. HOFMANN, I{. HEIM, A, liRACK uIld n. I{ORI,:L, Exper. 14, 

107 (1958). 
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Auf  diese Weise  k o n n t e  zun~ichst a n  Tryptaminl~Ssun-  
gen  fes tges te l l t  werden ,  dass  eine k o n s t a n t e ,  s t e t s  repro-  
duz ie rba re  u n d  f iber  lange  Zei t  h a l t b a r e  F / i rbung  zu- 
s t a n d e  k o m m t ,  de ren  A b s o r p t i o n s k u r v e  zwei Max ima ,  
e in  h6heres  u m  560 u n d  e in  kle ineres  u m  370 m ~  aufweis t .  
Gle ichzei t ig  e r g a b  sich, dass  die F a r b i n t e n s i t X t  s t a r k  v o n  
V a r i a t i o n e n  im zugese t z t en  FeC13-Gehalt  abhAngig  war,  
wie Tabe l le  I v e r a n s c h a u l i c h t .  

Tabelle I 

Tryptaminbestimmung bci Zusatz verschicdener Mengcn yon 
Eisen-III-chlorid 

Extinktion bei 555 in, ~, 

In  Eisessig purum 
In  Eisessig purissimum pro analysi 

mg% FeCl~ 

17,5 35 70 

0,197 0,254 0,290 
- -  0,015 0,003 

B e d e u t u n g s v o l l e r  w a r  j e d o c h  de r  U m s t a n d ,  dass  bei 
sons t  g l e i chb le ibenden  B e d i n g u n g e n  die R e a k t i o n  weit-  
gehend  versag te ,  w e n n  a n s t a t t  des  gew 6hn l i chen  ~Eis- 
essig p u r u m ~  eine a n d e r e  L i e f e rung  yon  ~,Eisessig puriss .  
p ro  ana lys i ,  i nd i f f e ren t  gegen C h r o m s ~ u r e ,  v e r w e n d e t  
wurde .  E s  sch ien  dies d a r a u t h i n  zu deu t en ,  dass  n i c h t  in  
e r s t e r  Lin ie  d e m  Eisessig s e lbs t  u n d  d e m  d a r i n  e n t h a l t e n e n  
FeCI~, s o n d e r n  e iner  wei te ren ,  o f f enba r  als V e r u n r e i n i g u n g  
im Eisess ig  e n t h a l t e n e n  S u b s t a n z  eine wich t ige  Rolle  im 
R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s  z u k o m m t .  Aus  v e r s c h i e d e n e n  
G r t i n d e n  w a r  es nahe l i egend ,  die Glyoxy l s~ure  zu ver -  
d~ch t igen .  

In  e iner  ansch l i e s senden  Ver suchs re ihe  m i t  T r y p t a m i n  
w u r d e  d a r u m  zus~itzlich zu den  je 70 m g %  FeC1 a in  Eis-  
essig puriss ,  p. a., we lcher  gem~iss Tabe l le  I p r a k t i s c h  in-  
a k t i v  ist,  Glyoxyls~iure in  v e r s c h i e d e n e n  Mengen  zugege- 
ben.  I n  de r  T a t  t r a t  n u n  ein m i t  s t e igender  K o n z e n t r a t i o n  
yon  Glyoxyls~ure  s t e t s  deu t l i che r  w e r d e n d e r  r o t v i o l e t t e r  
R i n g  in de r  Sch i ch t eng ren ze  auf,  beg le i t e t  v o n  e iner  en t -  
s p r e c h e n d  ges te ige r t en  E x t i n k t i o n  de r  Endf i i rbung ,  wie 
aus  Tabel le  I I  zu e r sehen  ist. Gle ichze i t ig  war  abe r  a u c h  

Tabelle I I  

Tryptaminbestimmung bei Zusatz yon FeC13 und verschiedener 
Mengen GlyoxylsSure 

Extinktion bei 555 m# 

Eisessig puriss imum pro analysi . 
+ FeC13 70mg% 
Eisessig purissimum pro analysi . 
+FeCla 35 mg% 

mg% GlyoxylsSure 

25 50 100 

0,050 0,089 0,147 

0,128 0,217 0,276 

die F e s t s t e l l u n g  zu machen ,  dass  zur  E rz i e lung  m a x i m a l e r  
E x t i n k t i o n s w e r t e  bei  Z u s a t z  v o n  Glyoxyls~ure  n u n  n i c h t  
m e h r  eine wei te re  S te igerung ,  s o n d e r n  im Gegen te i l  wie- 
de r  e ine V e r m i n d e r u n g  de r  F e C l a - K o n z e n t r a t i o n  no t -  
wend ig  war .  U n s e r e  n~chs t e  A u f g a b e  b e s t a n d  d e m n a c h  
da r in ,  v o r e r s t  die o p t i m a l e n  Mischungsverh~t l tn isse  de r  

Reagenszus~ tze  abzukl / i ren .  Die E rgebn i s se  s ind  in Ta- 
belle I I I  z u s a m m e n g e s t e l l t ;  es i s t  d a r a u s  ers icht l ieh ,  dass 
das  O p t i m u m  a n  FeC13 im G e b i e t  u rn  8 -10  m g %  liegt, 
das jen ige  yon  Glyoxyls~iure zwischen  300-500 m g % .  In  
A n b e t r a c h t  des n i c h t  ganz  u n w e s e n t l i c h e n  K o s t e n p u n k t e s  
wurde  fiir die wei tere  routinem~issige A n w e n d u n g  dieses 
Tes tes  die u n t e r e  Grenze  v o n  300 m g %  Glyoxyls~ure  
n e b s t  10 r ag% FeC13 als S t a n d a r d k o n z e n t r a t i o n  gewiihlt .  
I m  i ibr igen  wurde  fes tgestel l t ,  dass  die A n w e s e n h e i t  yon  
Eisess ig  ftir den  Ausfa l l  de r  R e a k t i o n  o h n e  B e l a n g  is t ;  
m i t  Glyoxyls~iure in  W a s s e r  gelbs t  w e r d e n  die gle ichen 
R e s u t t a t e  erzielt .  U n t e r  dieser  B e d i n g u n g  is t  es a b e r  auch  
m6gl ich,  a n  Stelle des  t e u r e r e n  Glyoxyts~iure pur iss . -Pr / i -  
p a r a t e s  das  bi l l igere Na -Sa l z  zu v e r w e n d e n  (vgl. Tab .  IV), 
welches  in  Eisessig n i c h t  in  d e r  nS t igen  K o n z e n t r i e r u n g  
16slich w~ire. 

Tabelle I V 

Tryptaminbest/mmung mit gtyoxylsaurem Na und 10 mg% 
FeCI 3 ohne Eisessig 

Glyoxylstiure Na; % 0,4 0,3 0,2 

E~s ~ 0,519 0,537 0,512 

Schl iess l ich ve rgewis se r t en  wir  u n s  noch ,  dass  a u c h  
u n t e r  d iesen  n e u e n  B e d i n g u n g e n  die E x t i n k t i o n  fiber l~n- 
gere Zei t  k o n s t a n t  b l e ib t ;  es t r i t t  w~thrend 17-20  h ke ine  
n e n n e n s w e r t e  Ver~inderung ein. ~Vie die A b b i l d u n g  zeigt, 
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PriiJung der linearen Abhdngigkei t  yon Ex t ink t ion  und  Konzentrat ion 
Tryptanfin - 0,3% Glyoxyls/iure - 10 mg% FeC1, puriss. 

wird  a u c h  das  L a m b e r t - B e e r ' s c h e  Gese tz  im geprf i f ten  
13ereich zwischen  0,0125-0,200 m M  T r y p t a m i n  (das s ind 
1,25 bis 20 7 in den  0,5 ml  zu r  R e a k t i o n  b e n 6 t i g t e r  Test -  
flfissigkeit) v o l l k o m m e n  erffillt. 

Auf  G r u n d  dieser  B e f u n d e  h a l t e n  wir  die Vorausse t -  
zungen  ffir gegeben,  u m  diesen s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h e n  
Tes t  als neue  q u a n t i t a t i v e  M e t h o d e  zur  B e s t i m m u n g  yon  
I n d o l e n  e m p f e h l e n  zu kOnnen.  A u s s e r d e m  g l auben  wir, 
noeh  eine wei tere  F e s t s t e l l u n g  m a c h e n  zu dfirfen. W i t  
h a b e n  gesehen,  das  bei  V e r w e n d u n g  y o n  Eisess ig  m i t  zu- 
n e h m e n d e n  Mengen  v o n  FeC13 die E m p f i n d l i c h k e i t  der  
R e a k t i o n  ges te iger t  we rden  k a n n .  W i r d  a n s t a t t  Eisessig 
Glyoxyls~iure a n g e w a n d t ,  so b l e iben  R i n g b i l d u n g  u n d  

TabeIle I I I .  Tryptamin- und Tryptophanbestimmung bei variierter Menge yon FeC13 und Glyoxylstiure 

Feels mg% : 
Glyoxyls~iuro mg%" 

70 
100 

E~55 Tryp tamin  
Tryp tophan  

0.197 

70 35 35 17,5 17,5 8,75 
200 100 200 *200 400 400 

0,257 0,276 0,370 0,461 0,494 0,548 
- -  - -  - -  0,257 0,291 

4,35 0 
400 400 

0,518 0,224 
- -  0,194 

I0 10 10 
300 400 500 

0,530 0,553 0,529 
0,304 . . . .  
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Fa rb t 6 nung  unver/~ndert;  zur Erzielung optimaler Ex-  
t ink t ionen  muss hingegen mi t  dem FeCl3-Zusatz wieder 
auf  sehr  kleine Mengen zurfickgegangen werden. Dies 
l~sst ve rmuten ,  dass dem Eisen neben seiner Funktion 
der  Fa rbs te ige rung  noch eine solche als Katatysator  zur 
Bi ldung von  Glyoxyls£ure  aus Eisessig zukommt,  dass also 
die Glyoxylstiure im eigentl ichen Zentrum des Reaktions- 
geschehens s teht .  I s t  diese bereits in geniigender Menge 
vorgelegt ,  so wirken - wie Tabelle  I I I  beweist - grSssere 
E i senkonzen t ra t ionen  nur  wieder st6rend. Die ,Kcllcr-  
Reakt ion~ w~re demnach  als eine Abar t  der ~Hopkins- 
Cole-Reakt ion~ 4 aufzufassen. Hierftir  spricht auch dic 
Tatsache ,  dass die opt imale  Extinktionssteigerung der 
Endf~rbung  bei Verwendung von Glyoxyls~ure in gleichcr 
Weise auch mi t  CuSO,  an Stelle von FeClz gclingt, dies 
allerdings nur  mi t  sehr grossen Mengen (2%) im Vergleich 
zu den kle inen Mengen (10 rag%) FeClz. Eine solche Vcr- 
wendung  yon  Kupfcrsalzcn als Intensit~itsstcigcrcr ist 
aber  auch  yon  der  ¢,Hopkins-Cole-Reaktion0 her bcreits 
bekannt  s. 

Die endgii l t ige Methodik zur quant i ta t iven  Anwendung 
des Testes  ist die folgende:  

Es  werden  sukzessive in ein Reagensglas pipett icrt :  
0,5 ml  indolhal t ige  L6sung;  
1,0 ml  glyoxylsaures  Na,  enthal tend 10 rag% FeCI v 

Zur Vermeidung  unterschiedl iehen Erhi tzens durch in- 
dividuel l  verschieden rasches Arbei ten  (Schiitteln, Ab- 
ki ihlen usw.) wird  auf  die Beobachtung des Farbringes 
verz ich te t .  Man misch t  nun un te r  Schiit teln die 2,0 ml 
ganz l angsam (in n ich t  rascher  als 45 s!) einfiiessendc 
H2SO 4 for tw~hrend durch,  stelt t  darauf  die Reagenz- 
gl~iser wAhrend 3 rain ins kochende Wasserbad und kiihlt 
zur Messung wieder  auf  Z immer tempera tu r  ab. Im Blind- 
wef t  is t  die Indol l6sung du tch  Wasscr  ersetzt. 

~3ber Unterschiede  in den Absorptionsspektren ver- 
schiedener  Indolk6rper  und fiber die Spezifit~it der Reak- 
t ion flit  Indole  wird in einer tolgenden Publikation be- 
r ichter.  

Die vorliegende Arbeit wurde dank dcr Unterstfitzung durch den 
Emil Barcll-Fonds erm6glicht. 

H.  P. RIEDER und M. BOHMER 

Forschungslaboratorium der Psychiatrischen Universitiits- 
klinik und der Neurologischen Universitiits-Poliklinik 
Basel, 9. Oktober 1958. 

Summary 

A spec t ropho tomet r i c  me thod  suitabIe for quant i ta t ive  
es t imat ion  of indole compounds  is described. The correla- 
t ion is discussed be tween  this  colour test, derived from 
the  ~ Keller-reaction,s, and the  ~ Hopkins-Cole-reaction,.  

4 L. M. RIEGELHALIPT, J. nerv. meat. Disease 1~3, 383 (1958). 
5 R. G. GOODALL, Diss. Vancouver (Univ. Brit. Columbia) (1958). 

tions se rapprochant le phts possible du milieu naturel,  
dans lequel ii vi t  et se propage, Pour eet te  raison les 
milieux solides habituels emph)y6s en bact6riologie, sent  
g6n6ralement pen favorables ix sit croissance. Nous avtms 
trouv6 un milieu tie culture, den t  llt composit ion est la 
suivante:  

Eau . . . . . . . . . . . . . . .  1000 ml 
KI-t2I)O, . . . . . . . . . . . . .  0.5 g 
K2t-I PO~ . . . . . . . . . . . . .  O, 2 
MgSO 4. 7 aq . . . . . . . . . . .  0,25 
(NH,) ,SO 4 . . . . . . . . . . . .  0,2 
Glucose . . . . . . . . . . . . .  10,0 
G6h)se l~acto . . . . . . . . . . .  23,0 
Solution oligodynamiquo t . . . . .  0,5 nil 

Oil ajuste ix tin pH tie 7 h 7,5; oil st6rilise le milieu iX 
115 ° C petulant 15 mi,a. I.a G61ose est une. g61ose nut r i t ive  
Bacto (l)ifco). On petit utiliser de l°eau tie fimtaine, iX 
condition qu'elle ne contie,me atlettn 616ment bact6rio- 
toxique, tel que par ex :mple  dn chlore, proven:tnt  d ' une  
verdunisation, li est plus simple d'uti l iser tie l 'eau bi- 
distill6e, reclistill6c dans tin appareil enti~rement en vcrre 
(Pyrex). D a i s  ce cas, il convient  d 'a jouter  au milieu du 
jus de carottes r~tp6es, filtr6, obtenu l>ar compression ties 
carottes dans une presse tie labnratoire. Oil a joute  en- 
viron 1% de jus de carottes au m61ange ci-dessus. 

Nous a reas  essay6 diff6rentes sotlches d'agrobaaerium 
stir ee milieu. Nous awms constat6 que la croissance ties 
bact6ries est tie bcaucoup sup6rieure ix eelle sur  les mi- 
lieux habituels, utilis6s jusqu' ici  d a i s  co but.  

A. Rt V.Gm~T 

Institut de Pharmacologic el de M&lecine exp&imentale, 
Facultg de M#decine de Strasbourg, 3 ]uillet 1958. 

Summary 

Tile composition of a solid culture medinm specially 
adapted for the culture of Agrobacterium tume]aciens is 
given. The bacterium grows bet ter  on this medium than 
on those previously described. 

t Solution oligodynamique de I~F.R?IIF.LOT~ modifi6e par GAu. 
rm~REr et par ]31rANcov~r, - A, ]hraNcotmr, Rev. g6n. Bet. Paris 
6e, 4,a:t (m55). 

I N F O R M A T I O N E S  

Congressus 

D e u x t ~ m e  Congr6s  Internat iona l  de  C a t a l y s e  

Paris, 4-9 juillet 1960 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

M i l i e u  d e  c u l t u r e  p o u r  Agrobaelerlum tumefaeiens 

Pr6sident: M. PRF.TTRI~, "I'outc llt correspondance rela- 
t ive au deuxibme Congr6s Internat ional  de Catalyse dol t  
6tre adress6e au Seer6taire Gfn6ral du Congr6s, Ecole 
Sup6rieure de Physique et de Chimie, 10, rue Vauquelin,  
Paris 5 e (France), 

Le microorganisme Agrobacterium tume[aciens, patho- 
g6ne pour  les v6g6taux,  dol t  6tre cultiv6 dans des condi- 

Exper. 30 


