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29. Kurt Maurery und Erich Vincke: Die Synthese heparinwirk-
samer Verbindungen aus carboxylierter Cellulose*).

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Rostock und dem Pharma-
kologischen Institut der Universitdit Hamburg.]

(Eingegangen am 1. August 1946.)

Bei der Bedeutung des Heparins fiir die Thromboseprophylaxe
sind von verschiedenen Seiten Versuche unternommen worden,
leichter zugingliche, dhnlich gebaute synthetische Ersatzpriparate
zu schaffen. Diese haben aber alle den Nachteil, bedeutend toxischer
als das Heparin zu sein und schwicher blutgerinnungshemmend
zu wirken. Es wurde nun versucht, die Toxicitit dadurch zu ver-
mindern, daB man durch Oxydation mit Distickstofftetroxyd car-
boxylierte Cellulosen darstellte, die mit Schwefelsiure verestert
wurden. Die schlieSlich erhaltenen Natriumsalze sind in Wasser
leicht 16slich; ihre Zusammensetzung wechselt je nach dem Aus-
gangsmaterial, der Reaktionszeit und der Temperatur. Verschiedene
derartige Verbindungen wurden im Tierversuch hinsichtlich ihrer
Toxicitdt und der Wirkung auf Blutbild, Blutdruck und Blutgerin-
nung geprift. Fs zeigte sich, daB sich mittels des angegebenen
Verfahrens Stoffe von geringer Toxicitit herstellen lassen, deren
blutgerinnungshemmende Wirkung jedoch von derjenigen des He-
parins um ein Mehrfaches tibertroffen wird.

Der natiirliche Hemmstotf der Blutgerinnung ist 1916 von W. H. Howell und J. Mac
Lean?) in der Leber entdeckt worden. Howell und E. Holt?) nannten ihn Heparin.
Zur Gewinnung eignet sich auch die Lunge, die reich an Heparin ist, wie A. F. Charles
und D. A. Scott?), die iiber die Verteilung im Organismus berichteten, nachwiesen.

Mit der chemischen Strukturaufklirung haben sich auBer Howel) und Mitarbeitern
besonders I. E. Jorpes u. Mitarbeiter?), ferner A. F. Charles und D. A. Scott?) neben
vielen anderen Forschern beschiftigt®). 4

Als bisheriges Ergebnis kann folgendes iiber den Bau des Heparins ausgesagt werden:
Esist ein Polysaccharid, das aus dquivalenten Mengen N-Acetyl-glucosamin und Glucuron-
siiure aufgebaut ist. Die Uronsiure ist bisher nur indirekt nachgewiesen worden, wihrend
das Glucosamin isoliert werden'konnte. Damit gehort der Stoff in die Reihe der Hyaluron-
sduren, iiber die K. Meyer®) eingehend berichtet hat. Die freien Oxygruppen der Zucker-
bausteine sind teilweise mit Schwefelsiure verestert, so daB natiirliches Heparin keine
einheitliche Verbindung, sondern ein Gemisch darstellt. Die Analysen der wirksamen Préi-
parate schwanken zwischen Werten fiir Di- und Triester”), die Aktivitéat steigt mit dem
S-Gehalt. Die wirksamsten Pridparate entsprechen in ihrer Zusammensetzung etwa der
einer Mucoitintrischwefelsiure®). Eine mogliche Tetraschwefelsiure?) ist bisher nicht ge-
funden worden. Ob dies mit der Verkniipfungsart der Bausteine zusammenhingt, ist bis-

*) Der chemisch-priparative Teil wurde von Frl. Dr. Gisela Techel mitbearbeitet.

1) Amer. Journ. Physiol. 41, 250 [1916]. 2} Amer. Journ. Physiol. 47, 328 [1918].

3) Journ. biol. Chem. 102, 425, 431, 437 [1933].

4) Biochem. Journ. 29, 1817 [1935]; Journ. biol. Chem. 118, 447 [1937].

%) Literaturitbersichten finden sich bei I. E. Jorpes, Heparin, its chemistry, phy-
siology and application in ‘medicine, Oxford University Press, London 1939; Ztschr.
physiol. Chem. 278, 7[1943].

6) Cold Spring Harbor. Sympos. quantitat. Biol. 6, 91102 [1938].

7} Ber. auf die Disaccharidgrundeinheit.

8) I. E. Jorpe s, Ztschr. physiol. Chem. 278, 7 [1943].
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her unbekannt, da man weder Kenntnisse iiber die Verkniipfungsstelle noch iiber dic
sterische Zuordnung der glucosidischen Bindung besitzt.

Die Frage, ob Heparin linearen oder verzweigten Bau besitzt, fand bisher keine Beant-
wortung, doch lassen sich an synthetischem Vergleichsmaterial dariiber einige Aussagen
machen.

Bei der Schwierigkeit in der Beschaffung und Reindarstellung, wie bei der Bedeutung
des Heparins zur Thrombosebekdmptung hat es nicht an Versuchen gefehlt, synthetische
Priiparate zu schaffen. Eingehende Untersuchungen liegen vor von S. Bergstrém?®),
E.Chargaffund F. W. Bancroft!®) und von P. Karrer, H. Koenigund E. Usterilt).
Dabei wurde festgestellt, dafl niedermolekulare Zuckerschwefelsiureester keine Hepa-
rinwirkung besitzen, da dagegen die Polysaccharidschwefelsidureester alle die Blutgerin-
nung hemmen. Es besteht jedoch ein sehr grofer Unterschied zwischen den verschiedenen
Bautypen. Wihrend Cellulose, Pektin, Chitin und Chondroitin als Polyschwefelsiureester
die Gerinnung sehr stark hemmen, sind Ester der verzweigten Polysaccharide, wie Starke,
Glykogen und Gummi arabicum nur ganz schwach wirksam. Die langen Kettenmolekiile
sind also integrierende Bestandteile der physiologischen Wirkung. Dies konnte am ein-
drucksvollsten an der Polyvinylsulfonsiure bewiesen werden, die ebenso stark gerinnungs-
hemmend wirkt wie ein Cellulosedischwefelsidureester.

Alle synthetischen Priparate haben aber einen grofen Nachteil: Sie wirken mehr oder
weniger toxisch. Am vertriglichsten scheint die Chondroitinpolyschwefelsiure zu sein, die
in ihren Bauelementen dem Heparin gleicht, dieses in der Wirkung aber nicht erreicht.
P. Karrer hat cingehende Versuche angestellt, die sich mit der Verringerung der Toxi-
citdt beschiftigen. Als Ausgangsmaterial withlte er die Cellulose, deren Polyschwefelstiure-
cster eine sehr starke Hemmwirkung ausiibt. Fir die Giftwirkung wird die Unléslichkeit
der im Organismus freiwerdenden Cellulose verantwortlich gemacht. Durch Einfiihrung
des Glykolsiurerestes in Atherbindung wurde dieser Mangel weitgehend behoben, so daB
die vertriigliche Dosis etwa auf das 10-fache stieg.

Wir haben auf einem anderen Weg versucht, die Toxicitit zu verringern.
Nach einem von K. Maurer und G. Reiff'?) entwickelten Verfahren ist es
moglich, durch Oxydation mit Distickstofftetroxyd (N,04) einen Teil der
Zuckerbausteine der Cellulose in Uronsiuren zu verwandeln. Man erhélt so
carboxylierte Cellulosen, die als Salze leicht 16slich sind. Verestert man diese
mit Schwefelsiure, so ergeben sich Priparate, welche ebenfalls spielend 16slich
sind und die Blutgerinnung stark hemmen.

Zur Frage, wieviel Carboxylgruppen in die Cellutose einzufiihren sind, um
weitgehende Ungiftigkeit zu erzislen, kann im allgemeinen gesagt werden, daf3
alle ,,Carbozell*“-Priparate (carboxylierte Cellulose), die sich in Natronlauge
villig 16sen, weitgehend ungiftig sind. Dies verlangt einen Carboxylierungs-
grad von etwa 15%, der vorhandenen Glucosebausteine.

Die niichste Frage lautete, wie weit Wirkung und Ungiftigkeit vom Poly-
merisationsgrad abhiingig sind. Je nach dem Ausgangsmaterial und der Oxy-
dationsdauer erhilt man nach der Distickstofftetroxyd-Oxydation Carbozell-
Priiparate von verschiedenem Polymerisationsgrad. Von Zellwolle ausgehend
bewegen sich die Polymerisationsgrade zwischen 50 und 150; Zellstoff und
Watte liefern Priparate vom Polymerisationsgrad 400—600.

Die Darstellung der Priparate erfolgte im wesentlichen nach dem Verfahren
von E. Gebauer-Fiilnegg, W. H. Stevens und O. Dingler!®) unter An-

9) Ztschr. physiol. Chem. 238, 163 [1936]. 10) Journ. biol. Chem. 115, 149 [1936].
1) Helv. chim. Acta 26, 1296 [1943].
12) Journ. makromol. Chem. 1, 27 [1943]. 13y B, 61, 2000 [1928].
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wendung von Chlorsulfonsiure und Pyridin. Die durch Fillung und Dialyse
gereinigten Stoffe stellten durchweg gelbe Pulver dar, die in Wasser leicht
Isslich und als schwerlésliche Bariumsalze fillbar waren.

Je nach der Reaktionszeit und Temperatur wechselten die Analysenergeb-
nisse. Vor der Veresterung wurden die Carbozellproben aus Natronlauge-Lésung
mit Siure umgefillt. Nach der Veresterung wurden an einigen Priparaten
CO,-Bestimmungen nach Tollens-Lefévre ausgefithrt, um festzustellen, ob
bei der Reaktion Carboxylgruppen abgespalten wurden. Dies war nicht der
Fall. In der Tafel 1 sind einige Analysendaten zusammengestellt. Es fillt da-
bei auf, dafl nach einmaliger Sulfurierung die Zellwplle nur S-Werte von 15
bis 169, ergibt, wihrend Zellstoff und Watte wesentlich héheren Schwefel.
gehalt besitzen. Die Versuche sind alle mehrfach reproduziert worden.

Tafel 1. Reaktionsbedingungen und Zusammensetzung
der dargestellten Priparate.

Ausgangsmaterial ’ % CO,H l Reaktionsbedingungen % S % Na
Nr. 11 Zellwolle ........ 21 17 Stdn.  60° 16.1 14.5
w 35 e 19 6 , 100° 14.2 10.5
5 40 4y eeeaeaaen 35 6 ,, 100° 15.3 12.5
» 18 55 eesessaens 60 20 6090 12.3 14.6
I T S 19 6 ,, 100 14.4 12.4

,» 32 Riickstand v. Prap.

31 nachsulfuriert . . — 6 80° 17.0 12.2
,» 39 Watte ........... 19 6 ,, 100° 194 13.8
5, 17 Linters ......... 8. 17 ., 60° 15.2 12.2
,s 41 Zellstoff ......... 15 - 8 80° 19.6 14.2

Fiir das Natriumsalz eines Dischwefelsiureestets einer 20-proz. carboxy-
lierten Cellulose berechnet sich 8= 17.04% und Na = 13.479,. Dieser Wert
fir S wurde bei Zellwollepriparaten erst durch Nachsulfurierung erreicht
(Prap. 32). Bessere Ergebnisse liefern nach einmaliger Sulfurierung Watte und
Zellstoff, deren Analysendaten etwa auf einen Triester stimmen. Die Pripa-
rate enthalten 19 und 15% CO,H; ber. S 19.9%, Na 15.39%. Zur Kontrolle
wurde bei Nr. 32 und 39 das schwerlgsliche Bariumsalz isoliert und analysiert.
Die Werte stimmen gut auf die angenommenen Formeln.

Um den Unterschied der Polymerisationsgrade der verschiedenen Priiparate
bestimmen zu kénnen, wurde in einigen Fillen die Viscositit gemessen. Es
wurden etwa 1-proz. wiBr. Losungen bei 20° angewendet (Tafel 2).

Tafel 2, Viscositdtsmessungen.

Préip. 31, Zellwolle | Prap. 39, Watte | Prip. 41, Zellstoff Heparin
S = 14.49 S =19.4% S = 19.6%
750/ = 0.01388 7D/ = 0.06043 B/e = 0.0967 75D /o= 0.01183

Der Heparinwert ist der Arbeit von P. Karrer entnommen und umge-
rechnet. Die Zahlen geben an, daB die Zellwollpriparate in der GréBenord-
nung dem Heparin am nédchsten kommen.
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Beschreibung der Versuche.

Darstellung eines synthetischen Hemmstoffs aus Zellwolle
(Priap. Nr. 31 der Tafel 1).

Als Ausgangsmaterial diente Zellwolle ,,Plavia‘‘vonder Siichs. Zellwolle A. G.
Plauen (Polymerisationsgrad etwa 300).

Vor der Veresterung wurde die Zellwolle nach dem iiblichen Verfahren carboxyliert.
Das erhaltene Carbozell-Priiparat enthielt 26.9% CO,H und hatte die Kupferzahl 14.
In Alkalilaugen war es vollig 16slich.

50 g wurden in 300 ccm 1 NaOH geldst und unter Eiskiihlung mit » HCl neutrali-
siert. Unter kriftigem Umriihren schied sich ein etwas schleimiger weifler Niederschlag
ab, der 5 mal im Zentrifugenbecher mit Wasser gewaschen wurde. Dann wurde er mit
Alkohol und Aceton getrocknet, wobei ein feines lockeres Pulver entstand, das bei 50°
getrocknet wurde. CO,H = 18.99%; Ausb. 38 g.

Veresterung: 120 cem Pyridin und 20 cem Chloroform wurden in einem 3-Hals-
Kolben unter Kiskiihlung und Rihren mit 28 cem Chlorsulfonsiure versetzt, wobei eine
halbfeste gelbliche Masse entstand. In diese wurden 12 g umgefilltes Carbozell einge-
rithrt und unter stindigem Riihren auf dem Wasserbad langsam auf 100° erwirmt, wobei
sich eine dunkelbraune Losung bildete. Nach 6 Stdn. wurde das Reaktionsgemisch auf
200 ¢ Eis gegossen, wobei sich ein heller unlgslicher Niederschlag absetzte. Dieser wurde
abzenfrifugiert und nochmals mit Wasser ausgezogen. Der getrocknete Riickstand be-
trug 8 g. Er bestand aus wenig sulfuriertem Carbozell und wurde noch einmal nach-
sulfuriert (Priap. Nr. 32 der Tafel 1).

Die braune Losung wurde in die 5. bis 7-fache Menge Alkohol eingetragen, wobei
ein briunlicher Niederschlag ausfiel. Nach dem Absaugen wurde in wenig Was-
ser gelost und mit » NaOH gegen Phenolphtalein neutralisiert, wodurch das Pyri-
dinsalz in das Natriumsalz verwandelt wurde. Dieses wurde wieder mit Alkohol aus-
gefillt und das gelbe Pulver noch einmal aus wenig Wasser mit Alkchol umgefillt.

Zur Trennung von Natriumsulfat wurde in wenig Wasser geldst und dialysiert. Im
stehenden Dialysator (Cellophan-Membran) war nach 48 Stdn. das AuBenwasser, das
4 mal gewechselt wurde, frei von Sulfat-Ionen. Die Losung wurde bei 40° im Vak. auf
50 cem eingeengt und in 300 cem Alkohol eingeriihrt. Das hellgelbe Pulver wurde ab-
zentrifugiert, unter Aceton einige Zeit stehengelassen, abfiltriert und tiber Diphosphor-
pentoxyd (P,0;) getrocknet. Ausb. 6.8 g.

Gef. 8 14.3% Na 124% CO,H 19%,.

Pharmakologische Auswertung.

Die pharmakologische Priifung der carboxylierten Cellulose-Derivate betraf ihre Toxi-
citit und Blutdruckwirkung sowie ihre blutgerinnungshemmende Wirkung. Es wurden
sowohl Priiparate mit niedrigem Carboxylierungsgrad (Nr. 17, 31 und 32) als auch solche
mit hohem Carboxylierungsgrad (Nr. 18) ausgewertet.

1) Toxicitét: Die Verbindungen wurden zuerst weilen Miusen im Gewicht von
durchschnittlich 1822 g als 1-2-proz. Lésungen subcutan unter die Riickenhaut inji-
ziert. Fiir die 4 erwihnten Priparate wurden insgesamt 108 Tiere verwendet.

Der Tod der Tiere erfolgte unter den Zeichen schwerer Benommenheit und Erschop-
fung. Bei der Sektion fanden sich in der weit iiberwiegenden Zahl der Fille Blutungen
in der Lunge, in die Brusthéhle, Bauchhéhle und Hautblutungen4). Es darf angenom-
men werden, daB die Blutungen zum Tode der Tiere fithrten. Es zeigt sich also hier ein
#hnliches Bild, wie man es auch vom Heparin her kennt. Bei diesem kérpereigenen Stoff
kann man, im Gegensatz zu der manchmal geiuBerten Ansicht, nicht von einer toxi-
schen Dosis im eigentlichen Sinne des Wortes reden; auch bei ihm erfolgt der Tod der
Versuchsticre nach massiven Dosen infolge innerer Blutungen.

14) Einige Tiere wiesen auch Blutungen aus Nase und Maul anf.
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Die Ergebnisse der Auswertung sind in der Tafel 3 zusammengestellt. Ausihr ergibt sich,
daB die Verbindungen Nr. 17 und 32 als die giftigsten angesehen werden miissen. Bei
beiden Verbindungen betrigt die Dosis tolerata 0.20 g/kg Korpergewicht, P. Karrer
u. Mitarbeiter™') geben an, dafl die Giftigkeit des Chondroitinschwefelsiure-polyschwefel-
siureesters und des Cellulose-glykolsiureither-polyschwefelsiureesters 3 bis 4 mal gréBer
ist als die des Heparins, wihrend sie 4 bis 6 mal schwicher blutgerinnungshemmend wir-
ken als dieser Stoff!%). Setzen wir voraus, daB auch seine Werte an Miusen bei subentaner
Applikation gewonnen wurden, so ist fiir die Verbindungen Nr. 17 und 32 die Dosis tole-
rata cbenso hoch wie fiir die erwithnten Derivate der genannten Adtoren. Nr. 31 ist unter
Beriicksichtigung der Schwankungsbreite bei Toxicitétspriifungen als etwas ungiftiger an-
zusehen. Die Verbindung mit der geringsten Giftigkeit ist Nr. 18. Diese Befunde sind
deshalb von Interesse, weil sie zeigen, dafl die Einfithrung der Uronsiure in das Molekiil
offenbar eine Toxicititsverminderung mit sich bringt.

Wie sich im Verlaufe der Untersuchungen zeigte, wirkten die Verbindungen Nr. 31
und 32 am stirksten blutgerinnungshemmend. Da infolge der intravends vorzunehmen-
den Anwendung dieser Stoffe die Vertriglichkeit bei dieser Applikationsart besonders
interessiert, wurden 2 Kaninchen im Gewicht von 2.5 und 2.6 kg je 50 mg Nr. 31 und
2 Kaninchen im Gewicht von 3.1 und 3.2 kg je 50 mg Nr. 32/kg Korpergewicht (in einigen
cem physiol. Kochsalzlosung gel6st) intravends injiziert. Diese Dosis, die das 10-fache
der bei Kaninchen sehr stark blutgerinnungshemmend wirkenden Menge betrigt, wurde
von den Tieren véllig reaktionslos vertragen.

Weiter wurde die Einwirkung der Verbindungen Nr. 31 und 32 auf den Blutstatus
in akuten Versuchen gepriift. Zu diesem Zweck erhielten 9 ausgewachsene Kaninchen im
Gewicht von 2.4—3.8 kg 20 mg Nr. 31 oder 32/kg Korpergewicht intravenss (1-proz. in
physiol. Kochsalzlosung) injiziert, worauf der Himoglobingehalt und die Zahl der Ery-
throcyten bestimmt wurden.

Bei der Bewertung der Ergebnisse war zu beachten, dafl auch das Blut normaler, nicht-
behandelter Tiere hinsichtlich der erwihnten Gréflen nicht unbetrichtlichen, physiolo-
gisch bedingten Schwankungen unterliegt. So fand z. B. G. Fritsch'®) bei 10 unter-
suchten Karinchen, daf} die Zahl der Erythrocyten von 5.26 bis 6.25 Millionen/cmm Blut
schwankte. In Versuchen an 14 gesunden niichternen Tieren stellten H. A. Oelkers
und E. Vincke'?) friiher u. a. ebenfalls fest, daB bei normalen Kaninchen die Erythro-
cytenzahl im Verlaufe eines Tages starken Schwankungen unterliegt.

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen wurde gefunden, daBl es unter der Einwir-
kung der intravenésen Applikation der erwihnten Dosen Nr. 31 und Nr. 32 nicht zu
ausgeprigten Verinderungen der Zusammensetzung des Blutes kommt, soweit es die ge-
priiften Konstanten betrifft. Auf die Wiedergabe von Protokollen wird deshalb verzichtet.
Die Verbindungen verhalten sich also in dieser Hinsicht wie Heparin'®).

In weiteren Versuchen wurde gepriift, ob die chronische Applikation der Verbin-
dungen toxisch wirkt. 4 Kaninchen erhielten tiiglich (auBler Sonntags) etwa 2 Wochen
lang 20 mg Nr. 31 oder 20 mg Nr. 32/kg Kérpergewicht intravenés als 1-proz. Lésung
(in physiol. Kochsalzlésung) injiziert. Die Injektionen wurden von den Tieren véllig
reaktionslos vertragen. Wihrend dieser Zeit wurde der Blutstatus gepriift; nach Ab-
schlufl der Versuche wurden die Tiere getétet und Herz, Leber und Niere histologisch
untersucht!®).

18 P, Karror u. Mitarbeiter geben fiir ihr Heparinpriparat, bei dem es sich offenbar
um das Priparat ,,Liquemin Roche* handelt, als Dosis tolerata 1.0 g/kg Tier an. Es fin- -
den sich in der erwihnten Arbeit keine genauen Angaben iiber Tier- und Applikationsart,
g0 daB wir keinen schliissigen Vergleich seiner Werte mit den unsrigen anstellen kénnen.

16) Arch. ges. Physiol. 181, 78 [1920]. 7) Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 188, 53[1938].

18) Uber die Eignung dieser Verbindung als gerinnungshemmendem Zusatz bei Blut-
analysen vergl. 0. Wilander, Acta medica Scand. 94, 258 [1938]; s. ferner M. Reinert
und A. Winterstein, Arch. intern. Pharmacodyn. 62, 47 [1939].

19) Fiir die histol. Priifung sind wir Herrn Prof. Dr. Th. Fahr (Patholog. Institut der
Universitat Hamburg) zu groBem Dank verpflichtet.
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Tafel 3. Bestimmung der Toxicitit.

Zahl der
verwendeten
Tiere

Davon LD;, ' Dosis tolerata

gestorben (mg/g Maus)

Priaparat | Subecutan injiz.
Nr. mg Prip./g Maus

17 23
0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
1.00
1.50

—%) 0.20

Ll L A ]
HHEMEONNONOD

18

w

BT NI NO

0.50
0.60
0.70
0.80
1.00
1.20
1.50
2.00

>2.00 1.00

HEEOOOOO

31

| ]

bt bmd b QO WO RO W O

0.10
0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
1.00
1.50

—*) 0.40

e e = N R OO O

4%
1)
w

0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
1.00
1.50

0.40 0.20

= b T B 00 O O
o B D W N O

*) Da aus #dulleren Griinden nicht geniigende Mengen der Verbindung vorhanden
waren, muflte auf eine Bestimmung der LD;, verzichtet werden.
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Tafel 4. Blutstatus und histologische Befunde.

Tagl. Zahl
Kanin- G IIl]IZ mg d Blut- _a
chen ine]z; Verb./kg Injeerk- status| %Hb CFIi’fI;(l %301u1/; Histolog. Befund
Nr. Kéorper- |g non| nach '
gew.
1 2.1 20 mg 12 0 73 6.04 Entziindl. Herde im Her-
Nr. 31 11d 76 6.06 zen, z. Tl. alterativ ent-

ziindl. Natur. Andmische
Infarkte in d. Niere. Mul-
tiple kl. entziindl. Herd-
chen i. d. Leber, Speiche-
rung in d. Sternzellen.

154 78 5.92

9 1.8 20 mg 10 | Tier starb nach 12d. In d. Leber zahlreiche kl.

Nr. 31 Bruch d. link. Hinter- Infiltrate. Herz u. Niere
beines. Grofie Blutung ohne nennenswerten Be-
unter der Haut an der fund.

Bruchstelle.

3 3.1 20 mg 12 0 79 4.89 Ind. Leber Speicherung in
Nr. 32 114 86 6.46 den Sternzellen, vielfach

Kernschwund u. multiple
154 71 5.25 kl. entziindl. Herdchen.
Herz u. Niere ohne nen-
nenswerten patholog. Be-

fund.
4 2.4 20 mg 11 0 63 5.43 Im Herzen zahlreiche alte-
Nr. 32 gd 592 4.95 rativ entziindl. Herdchen,

in d. Niere spérliche Infil-
- trate, reichlicheind. Leber,

Speicherung in d. Stern-

zellen nur sehr gering.

144 54 4.46

Hb = Hiémoglobin. Er = Erythrocyten.

Dieinder Tafel 4 wiedergegebenen Versuche zeigen, daf das Blut der Tiere hinsichtlich
des Hamoglobingehaltes, sowie der Erythrocytenzahl wihrend der Versuchszeit keine
groBeren Schwankungen als das unbehandelter Tiere aufwies. Die untersuchten Organe,
insbesondere Leber und Herz, zeigten entziindliche Herde und Infiltrate. Es kann ohne
ausgedehntere Tierversuche mit verschiedenen Dosen, die z.Zt. aus duBeren Griinden
nicht durchgefithrt werden kénnen, nicht entschieden werden, ob die Ursache fiir diese
Verinderungen in den toxischen Eigenschaften der Verbindungen selbst begriindet liegt,
oder ob sie als Folge von durch die chronische Applikation der hohen Dosen an Nr. 31
oder Nr. 32 gesetzten Blutungen in diesen Organen entstanden sind. An weiteren patho-
logischen Befunden ist eine Speicherung (von Cellulose?) in den Sternzellen der Leber
vorhanden.

2) Wirkung auf den Blutdruck: Die Wirkung der Verbindungen Nr. 17, 18, 31
und 32 wurde in der iiblichen Weise auf blutigem Wege an 4 Katzen im Gewicht von 1.9
bis 3.1 kg gepriift. Zur Ungerinnbarmachung des Blutes wurde Heparin (10 mg Vetren/kg
Korpergew.) verwendet.

In den Versuchen zeigte sich, da die 4 Verbindungen in Dosen bis zu 20 mg/kg Korper-
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gewicht (als 2-proz. Losungen) den Blutdruck nur kurze Zeit um wenige mm Hg erhéhen.
Etwas nachhaltiger wird der Blutdruck durch 40 mg/kg beeinflu3t2°).

3) Blutgerinnungshemmende Wirkung: Diese wurde an ausgewachsenen niich-
ternen Kaninchen gepriift, denen die Verbindungen in physiol. Kochsalzlssung gelost in
die Ohrvene injiziert wurden. Die Messung der Blutgerinnungszeit erfolgte bei 25° nach
dem Verfahren von B. Szabuniewicz??).

Tafel 5. Wirkung auf die Blutgerinnung in vitro.

Ver- | Gew. d. | mg intravends inji- | Blutgerinnungszeit in Min. bei 25° nach:
suchs-{ Kanin- zierte Verb./kg . . .

Nr. |chensi.kg| Korpergew. 0 min. | 5min. | gomin. | ]h 2h

1 2.55 3mg Nr. 17 4 7 5 6 4

2.70 3 mg Vetren 4 >-120 19 26 8

2 3.20 5mg Nr. 17 5 42 6 7 6

2.75 5 mg Vetren 4 >150 >120 | 43 17

3 3.10 5mg Nr. 17 8 74 29 18 16

4 3.40 3mg Nr.18 7 5 6 7 8

5 2.80 5mg Nr. 18 5 9 7 7 7

3.00 5 mg Vetren 4 29 58 22 14

6 3.50 5mg Nr. 18 6 11 9 7 7

3.50 5 mg Vetren 3 >120 28 13 10

7 2.40 3 mg Nr. 31 7 12 | 9 8 7

2.50 3 mg Vetren 7 120 39 13 8

8 3.00 3mg Nr. 31 3 44 13 8 6

2.50 3 mg Vetren 6 >120 68 35 10

9 2.70 5mg Nr. 31 3 >240 228 33 15

10 2.75 5 mg Nr. 31 5 >240 >180 15 15

11 2.80 3mg Nr. 32 3 42 15 5 5

| 2.60 3 mp Vetren 4 200 24 15 7

12 3.10 3 mg Nr. 32 6 16 17 13 8

3.10 3 mg Vetren 7 98 70 37 4

13 2.60 5 mg Nr. 32 6 240 >180 150 20

14 2.80 5 mg Nr. 32 4 >240 >240 56 21

Die Verbindungen wurden in Dosen von 3-5 mg/kg Kdorpergewicht injiziert. Um
«einen Vergleich mit Heparin zu ermdglichen, wurde denselben Tieren nach etwa 8-14
Tagen die entsprechende Menge Heparin (Vetren) injiziert und wieder die Blutgerinnungs-
zeit bestimmt. Dieses Verfahren wurde jedoch nicht bei den Versuchen befolgt, in denen
die Tiere 5 mg Nr. 31 bzw. 5 mg Nr. 32/kg erhalten hatten. Durch diese Dosen wurde
die Blutgerinnung derart stark gehemmt, daB ein analoger Versuch mit Heparin kaum
Unterschiede gegeniiber denen mit den genannten Verbindungen gezeigt haben diirfte.

Die Ergebnisse finden sich in der Tafel 5. Diese zeigen, daB8 Nr. 17 und 181in Dosen von
3 mg/kg praktisch nicht und in Dosen von 5 mg/kg nicht unbedingt sicher die Blutgerin-
nung lingere Zeit auf ein Vielfaches der Norm erhéhen. Die analogen Dosen Vetren
wirkten bei den verwendeten Tieren auBerordentlich stark blutgerinnungshemmend. Da-
gegen hemmen Nr. 31 und Nr. 33 die Blutgerinnung bereits in Mengen von 3 mg/kg
stark; die Injektion von 5 mg dieser Verbindungen/kg macht das Blut der Versuchstiere

%) Anm. d. Redaktion: Die von den Autoren zur Wiedergabe bestimmten Blutdruck-
kurven konnten aus technischen Griinden nicht aufgenommen werden.
21) Arch. exper. Pathol. und Pharmakol. 187, 497 [1937].
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im Maximum der Wirkung fiir viele Stunden ungerinnbar (Versuch 8-14). Allerdings
erreichen auch die Verbindungen 31 und 32 nicht den Wirkungsgrad des Heparins, wie
sich aus den Werten fiir 3 mg/kg ergibt. Dagegen ist der Verlauf der Blutgerinnungs-
hemmung unter Beriicksichtigung der physiol. Schwankungen dieser Werte qualitativ
bei allen Verbindungen derselbe. Aus den aufgefiihrten Versuchen ergibt sich kein An-
haltspunkt dafiir, daB sich die Wirkungsdauer mit dem Polymerisationsgrad &ndert.

Weiter zeigten diese Versuche bereits, da8 die Wirkung von Nr. 31 und Nr. 32 von
derjenigen des Heparins um ein Mehrfaches iibertroffen wird. Dieser Befund wurde
durch Versuche in vitro bestitigt, bei denen ein Vergleich der Wirkung von Nr. 32 mit
Heparin durchgefiihrt wurde?2).

Die Auswertung erfolgte an Kaninchenblut. Die Germnungszelt wurde in nicht paraf-
finierten Rohrchen bei 37° bestimmt. Alle Ansitze enthielten 2 ccm Blut, die zu prii-
fende Losung und soviel physiol. Kochsalzlosung, daf3 das Gesamtvolumen 2.5 ccm
betrug.

Aus der Tafel 6 ergibt sich, daB 0.20,0.24 und 0.28 ccm der Vetren- Losung praktisch
dieselben Gerinnungszeiten ergeben wie dieselben Volumina der Lésung von Nr. 82. Da
diese Losung 5-fach konzentrierter als die Vetren-Losung war, folgt daraus, dall Nr. 32
bei Versuchen in vitro an Kaninchenblut etwa 1/; der Wirksamkeit des Heparinpréparates
,,Vetren* besitzt.

Tafel 6. Wirkung von Heparin und Priparat Nr.32 auf die
Blutgerinnung in vitro.

. ccm Lésung je Verbindung je| Gerinnungszeit

r. Lésung Ansatzg ! Ansatz bei 37 in Min.
1 ,,Vetren* 0.04 2 26
2 | 2mg/40 ccm physiol. 0.08 4 32
3 | Kochsalzlésung. 0.12 6 39
4 | 1cem = 50 vy Heparin 0.16 8 45
5 0.20 10 51
6 0.24 12 53
7 0.28 14 62
8 0.36 18 64
9 | Verb. Nr. 32 0.04 10 9
10 | 10 mg/40 com physiol. 0.08 20 16
11 | Kochsalzlsung. 0.12 + 30 25
12 | 1cem = 250y Verb. Nr. 32 0.16 40 27
13 0.20 50 49
14 0.24 60 55
15 . 0.28 70 57
16 0.36 90 etwa 120

Zusammenfassend darf festgestellt werden, daB es sich bei Verbindung Nr. 31 um ein
stark blutgerinnungshemmend wirkendes Cellulose-Derivat von geringer Toxicitit handelt.

22) Fiir die liebenswiirdige Mitteilung dieses Auswertungsverfahrens sind wir Hrn.
Dr. Detzel, Hamburg, zu groflem Dank verpflichtet.





