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with IT but not with I. Both I and II produced a slow
Contracture of the nictitating membrane in the cat, which
Tesponse could be abolished by pretreatment with an «-
blocking agent. The contracture of the nictitating mem-
brane in response to electrical stimulation in the cat was
not inhibited by I in contrast to the prompt inhibition
Observed with bretylinm and guanethidine; II produced
inhibition of the nictitating membrane response to
electrical stimulation.

Catecholamine depletion of heart but not brain was
observed with I in the rat. Pretreatment with bretylium
inhibited depletion of heart catecholamines by I'in the
rat. No depletion of either brain or heart catecholamine
levels was observed with 11 in the rat or the rabbit.

The antihypertensive activity of I appears to be due
to catecholamine release and depletion without the
bretylium component of action seen with guanethidine,
Although the behavior of II in the anaesthetized normo-
tensive animal suggests catecholamine release and o-
blocking activity involving both pre- and post-synaptic
Sites of action at the sympathetic nerve terminal, these
Properties do not appear sufficient to account for the
antihypertensive pattern of action of II in the hyper-
tensive dog. Studies to define further the mode of action
of these drugs are in progress.

7-Azaindole-3-acetamidoxime (I}, m.p. 162-163.5°C,
formed upon addition of hydroxylamine to 7-azaindole-
3-acetonitrile;? calculated for C,H,N,0: C, 56.83; H,

Die Isolierung von 173-Hydroxyandrost-4-en-3-
on-17-sulfat (Testosteronsulfat) aus
minnlichem Urin?

In einer friitheren Arbeit? konnte gezeigt werden, dass
nach Dioxan-Solvolyse von Urinextrakten normaler
Manner geringe Mengen Testosteron freigesetzt wurden.
Horron et al.® und CamacsHo und Miceon* fanden nach
Injektion kleiner Dosen markierten Testosterons etwa
0,03%, der Aktivitit in der solvolysierbaren Fraktion des
Urins wieder. Wahrend diese Arbeit fertiggestellt wurde,
berichteten DEssvrris et al.® iiber die Identifizierung
von Testosteron, das nach Solvolyse im Urin von
Ménnern nachweisbar wurde. Im folgenden soll die
Isolierung von nichtgespaltenem Testosteronsulfat kurz
dargestellt werden.

Methodik und Evgebnisse. Der 48-h-Urin cines endokrin
gesunden Mannes (51 Jahre alt) wurde aufgearbeitet. Die
nichtkonjugierten Steroide sowie deren Glucosiduronate
wurden zunichst extrahiert, wie frither beschriebens, Die
nach Glucuronidase-Hydrolyse verbliebene wisserige
Phase wurde kontinuierlich mit 2 Vol. Butanol: Athyl-
acetat (3:1 v/v) extrahiert und der Extrakt im Rotations-
verdampfer zur Trockene gebracht. Der Extrakt wurde
in 5 m] Aqua dest. aufgenommen und zur ersten pripara-
tiven Papierchromatographie im System S;7 auf 20
Bgen Schleicher & Schilll 2043 b Mgl {42-19 cm)
verteilt (Laufzeit 15 h bei 25°C). Authentisches Testo-
steronsulfat lief als Standard parallel (Lokalisation
mittels UV-Kontaktphoto und Methylenblaureaktions).
Die korrespondierende Bande des Urinextraktes wurde
mit 209%igem Methanol eluiert und eingeengt. Eine 2.
Papierchromatographie im gleichen System wurde ange-
schlossen. Danach war der Urinextrakt praktisch frei von
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5.30; N, 29.46; found: C, 56.67; H, 5.34; N, 29.48.
Sodioindole in dimethylformamide was treated with
chloroacetonitrile and the resulting indole-l-acetonitrile
converted directly to indole-1l-acetamidoxime (II), m.p.
138.5-140°C; calculated for C,;H,;N;0: C, 63.47; H,
5.86; N, 22.21; found: C, 63.54; H, 5.91; N, 22.18. The
NMR-spectrum of II served to demonstrate that sub-
stitution had occurred at the 1l-position of the indole
nucleus.

Zusammenfassung. 7-Azaindol-3-acetamidoxim (I) und
Indol-1-acetamidoxim (IT) normalisieren hohen Blutdruck
von Ratten und Hunden. Die blutdrucksenkende Wirkung
von I scheint auf der Freisetzung von DBrenzcatechin-
aminen und der Erschépfung ihrer Depots zu beruhen,
Die Wirkung von II findet zur Zeit keine beiriedigende
Erklirung.
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unspezifischem Material, so dass er fiir die dritte Papier-
chromatographie (ebenfalls System Sj) auf zwei Bigen
verteilt werden konnte. Es liess sich eine scharfe Bande
im UV-Photogramm und nach Methylenblaubehandlung
nachweisen, die exakt dem Testosteronsulfat-Standard
entsprach (Tabelle). Ein Teil dieser Bande wurde nach

Rf-Werte UV-
im System Kontakt- blau-

Methylen- Absorption in
konzentrierter

51 photo reaktion H,80, (Maximum
in nm)
Testosteron- 0,41 + + 300, 410, 470
sulfat
Unbekannte 0,40 + -+ 300, 405, 475
Substanz
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Elution mit konzentrierter Schwefelsdure behandelt und
das Absorptionsspekirum gemessen. Wie aus der Tabelle
zu entnehmen ist, stimmte es mit dem Spektrum des Stan-
dards vollig iiberein.

Auf Grund dieser Kriterien ist die Identitdt der aus
dem Urinextrakt gewonnenen Substanz mit anthentischem
Testosteronsulfat gesichert. Ein weiterer Teil des Eluates
des dritten Papierchromatogrammes wurde mit Dioxan®
solvolysiert und im System Propylenglykol/Hexan re-
chromatographiert (Imprignierung mit 209, Propylen-
glykol in Methanol, Launfzeit 24 h, Bezugssubstanz
Cortexon = 1, Lokalisation durch UV-Kontaktphoto).
Als Standardsubstanzen liefen Testosteron und Epitesto-
steron parallel. Die aus dem Urinextrakt freigesetzte
Substanz zeigte den gleichen Rg-Wert (0,59) wie Testo-
steron. Eine dem Epitestosteron entsprechende Zone
liess sich nicht nachweisen (Rg-Wert fiir Epitestosteron
= 0,96). Die den Standards korrespondierenden Urin-
zonen wurden mit 80%igem Methanol eluiert und im
Diinnschichtsystem Chloroform: Methanol (98: 2, v/v) auf
Silicagel G (Merck, Darmstadt) getrennt rechromato-
graphiert (Ri-Wert fiir Testosteron und Epitestosteron
0,42 resp. 0,41), Nach Behandlung der Platten mit
einem p-Toluolsulfonsiure-Spray zeigte sich unter der
UV-Lampe nur die typische Griinfluoreszenz des Testo-
sterons, wahrend die charakteristische Rotfluoreszenz
des Epitestosterons nicht nachweisbar war.

Dishussion. Wihrend in den Mitteilungen anderer
Autoren®-5 Testosteronsulfat im Urin «indirekt» nach-
gewiesen wurde, d.h. Testosteron erst nach einem Sol-
volyseverfahren als freies Steroid identifiziert wurde,
konnte in dieser Arbeit erstmalig das konjugierte
Steroid als solches charakterisiert werden, Nach der
solvolytischen Spaltung wurde nur Testosteron, nicht

Dose Response of Gastric Secretion, and Electro-
lyte Output in Pylorus-Ligated Rats to Insulin
Hypoglycemia

It is well known that the s.c., i.m. and i.v. administra-
tion of insulin provokes gastric acid secretion in a variety
of species’2, The exact mechanism(s) of this stimulatory
effect is unknown; however, stimulation depends upon
an adequate fall in blood sugar, and an intact vagal path-
way?i Insulin can, under certain circumstances, inhibit
gastric secretion in man® and dogs¢, and moreover fails
to stimulate gastric secretion by hypoglycemia in goats®.
The close dependence of insulin-stimulated gastric secre-
tion is well documented for dogs®?. However, little atten-
tion has been paid to the doses of insulin used in reported
experiments with rats, a point which assumes importance,
because differing patterns of gastric secretion have been
reported following graded insulin dosage in dogs®. In the
present study, using pylorus-ligated Shay rats®, attempts
have been made to determine maximal gastric acid
secretion, the pattern of gastric juice electrolytes, and the
relationship between total acidity and the rate (volume)
of gastric secretion, following graded doses of insulin.

The animals used were 60 male Sprague-Dawley rats
from the Charles River Laboratories breeding shed I,
weighing between 200 and 250 g. The rats were randomly
divided into 6 groups of 10 rats per group, and, following
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dagegen Epitestosteron gefunden. Inzwischen wurde auch
Epitestosteron-sulfat im menschlichen Urin identifiziert**.
Die Quantitdten von Testosteron-sulfat im minnlichen
Urin sind relativ gering. DEssvypris et al.® fanden 6-10
4g/24 h. Unsere eigenen Werte lagen mit 10~17 ug/24 h
geringgradig hher . Die im Vergleich zum Testosteron-
glucosiduronat niedrige Ausscheidung von Testosteron-
sulfat diirfte z.T. auf die sehr niedrige metabolische
Clearance-Rate des Sulfatesters zuriickzufithren sein?Z.

Summary. Testosterone sulphate has been isolated from
the urine of a normal male subject. The characterization
of the substance was based upon the following criteria:
Identical Rf values of authentic testosterone sulphate and
of the unknown compound in the paperchromatographic
system Si; positive methylene blue-reaction and UV
contact photogram; identical absorption spectra in con-
centrated sulphuric acid. Following dioxan solvolysis,
only testosterone has been detected. Epitestosterone
could not been found.
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ligation under light ether anesthesia, were injected s.c.
with 2, 4, 6, 8 and 10 U crystalline zinc insulin/100 g body
weight. (All rats receiving 12 U insulin/100 g developed
convulsions within 2 h.) Control rats received saline in-
jections. 2 h later the rats were rapidly anesthetized with
open ether and exsanguinated. {2 h collection periods
have been recommended by BropI® and by BauMmE and
Tawl0 with pyloric ligation.) The gastric juice was
drained into a centrifuge tube, and, following centrifuga-
tion, analyzed for gastric acidity and volume, and sodium,
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