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30. Erich Vincke: Uber ein neodymhaltiges Heparin.
[Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Hamburg.]
(Eingegangen am 17. August 1946.)

Es wird iiber die Darstellung eines neodymhaltigen Heparins
berichtet., Die Priifung der physiologischen Eigenschaften zeigte,
dafB die Wirkung auf Blutgerinnung und Blutdruck sowie die
Toxicitit weitgehend derjenigen des itblichen Handels-Heparins
entsprechen.

Das Heparin stellt ein Gemisch schwefelhaltiger Mucopolysaccharide dar,
deren Geriist nach unseren bisherigen Kenntnissen aus dquivalenten Mengen
N-Acetyl-glucosamin und Glucuronsiure aufgebaut ist. Die wirksamsten Pra-
parate, die z. B. E. Jorpes erhielt, haben eine Zusammensetzung, die un-
gefihr der einer Mucoitin-trischwefelsiure entspricht?). Die iiblichen Handels-
priparate sind meistens Gemische der Natriumsalze derartiger Ester, wie sie
auch im Organismus vorliegen diirften. Infolgedessen 148t sich keine eindeu-
tige Formel fiir das Heparin angeben; unter diesem Gesichtspunkt muf3 wohl
auch eine Angabe von M. Reinert und A. Winterstein?) verstanden wer-
den, welche die Formel 1, C,sH ,,04,N,S;Na,, diskutieren.

— (0SO,Na),
CpuHyOyp { — (CO,Na),
— (NH*COCH,),.
1.

Im Heparin liegt ein Stoff vor, in dem das Anion die blutgerinnungs-
hemmende Wirkung allein ausiibt, da das Natrium eine solche Eigenschaft
nicht besitzt. Es wurde nun versucht, ein Heparin darzustellen, in welchem
neben dem Anion auch das Kation die Blutgerinnung hemmt. Eine Méglich-
keit zur Darstellung einer solchen nur aus blutgerinnungshemmenden Kompo-
nenten bestehenden Verbindung besteht z. B. darin, dafl man in der Heparin-
molekel das Natrium durch ein seltenes Erdmetall ersetzt. Ein Neodymhepa-
rinat beispielsweise kénnte dann unter Voraussetzung der Verwendbarkeit von
Formel 1 etwa die durchschnittliche Zusammensetzung C,gH ;,03,N,S,NaNd,
(1I) haben.

Im folgenden soll iiber Versuche berichtet werden, welche die Darstellung
eines neodymbhaltigen Heparins zum Gegenstand hatten. Sie wurde durch Um-
setzung von Heparin mit Neodymacetat in schwach essigsaurer Losung ver-
sucht, wobei das Natriumacetat aus dem Riickstand durch Extraktion mit
absolutem Alkohol entfernt wurde. Die weitere Reinigung erfolgte durch Dia-
lyse gegen destilliertes Wasser.

Diedabei erhaltenen Produltte haben einen Neodymgehalt von durchschnitt-
lich 18 %, und enthalten etwa 2%, Stickstoff sowie 10.39, Schwefel. Wir méch-
ten zwar keinesfalls der angegebenen Formel II irgendeine groBere Genauig-
keit zubilligen, aber es sei zum Vergleich darauf hingewiesen, daf sich aus ihr
19.5% Neodym, 1.9% Stickstoff und 10.8% Schwefel berechnen.

1) Ztschr, physiol. Chem. 278, 7 [1943].
2) Arch. internat. Pharmacodyn. 62, 47 [1939].
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Die wiBrige Losung eines solchen gereinigten Priparates gibt auf Am-
moniakzusatz keine Fillung; diese erfolgt erst nach Zusatz von Ammonium-
oxalat zur ammoniakalischen Losung. Hierbei ist praktisch alles Neodym fill-
bar. Da aus der Losung eines Gemisches von Heparin und Neodymacetat das
Neodym schon mit Ammoniak allein (als Hydroxyd) gefillt wird, konnte be-
reits vermutet werden, daB es sich bei der dargestellten Verbindung nicht um
ein einfaches Gemisch von Heparin und Neodymacetat handelt.

Da aber hierdurch noch nicht in véllig einwandfreier Weise der Nachweis
gefiihrt erschien, daB das schlieBlich erhaltene Produkt ein Heparin ist, in dem
das Natrium soweit als moglich durch Neodym ersetzt wurde, wurde das Ver-
halten der wilBrigen Loésungen in Ultrafiltrationsversuchen gepriift. Dabei
zeigte sich, dafl die physiologisch unwirksamen, heparinfreien Ultrafiltrate
héchstens Spuren von Neodym enthielten. Hieraus und aus den analytischen
Daten ergibt sich also, daBl man mit dem beschriebenen Verfahren ein neodym-
haltiges Heparin darstellen kann, welches Neodym in fester Bindung und in
Losung als echten Bestandteil der Micélle enthiils.

Beziiglich der physiologischen Eigenschaften des erhaltenen Priparates
zeigte sich, daB die Wirkung auf Blutgerinnung und Blutdruck sowie die Toxi-
citdt weitgehend derjenigen des iiblichen Handels-Heparins entsprechen.

Beschreibung der Versuche,
Als Heparin wurde das Priparat ,,Vetren fiir Tierversuche* der Chem. Fabrik
Promonta, Hamburg, benutzt. Dabei ergab sich, daB verschiedene Heparin-Chargen

dieser Herkunft schon an sich mit Neodymacetat in wifir. Lésung schwer 16sliche, z. TL.
erhebliche Niederschlige bildeten.

Z. B. wurden 1.983 g Heparin in 100 ccm Wasser gelost und mit 20 cem 10-proz.
Neodymacetat-Losung versetzt. Der flockige Niederschlag wurde abfiltriert und bei
105° getrocknet. Gew. des Riickstandes 0.5211 g; Asche 25.99; Nd3) 19.1%; N 12.6%34).

Da das wasserfreie Heparin etwa 2.5% N enthilt, kann es sich wohl kaum um ein
schwerldsliches Neodymheparinat handeln. Nach dem Ergebnis der Analyse diirfte der
Niederschlag vielmehr aus einer Fillung von eiwei- oder polypeptidartigen Stoffen durch
Neodym bestehen in Ubereinstimmung mit der eiweiBfillenden Eigenschaft seltener Erden.

Zur Darstellung des Neodymheparinatswurde ein,,Vetren*“-Priparat
verwendet, dessen Losung auf Zusatz von Neodymacetat keine Fillung zeigte.

So wurden z. B. 5 g ,,Vetren* mit 2.55 g Neodymacetat in 75 cem
Wasser gelost. Nach Zusatz von 1 cem 2n Essigsdure zur vollig klaren Lo-
sung wurde auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft und der Riickstand
3 mal mit absol. Alkohol ausgekocht. Der Riickstand wurde iiber Nacht im
Vak. iiber Diphosphorpentoxyd (P,0;) getrocknet. Ausb.: 6.08 g; Nd 15,1%.

5.00 g dieses Niederschlages wurden in 200 ccm redest. Wasser (xgg = 7.0 X"
10-8) gelost und im Cellophanschlauch 210 Stdn. gegen dest. Wasser dialy-
siert®). Eine Ubersicht der Leitfihigkeitswerte von Losung und AuBenfliissig-
keit gibt die Tafel 1.

3) Der Neodymgehalt wurde stets durch Fiillen der schwach salzsauren Ascheldsung
als Oxalat und Uberfiihren in Oxyd bestimmt,. %) Mikro-Kjeldahl-Verfahren.

%) Der verwendete Cellophanschlauch war gegen Neodymacetat sehr gut durchlissig:
0.124 g Neodymacetat wurden in 100 ccm Wasser gelést und in ihm 43 Stdn. gegen dest.

Wasser dialysiert. Der Neodymgehalt der Innen- und Aubenfliissigkeit betrug dann 23.8
bzw. 23.1 mg?%.
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Tafel 1. Anderung der Leitfahigkeit wihrend der Dialyse.

Datum ‘ % puBentliissigkeit | *Losg.x 107 \ Wasserwechsel
7923.1.45 16b - 50.90 — o

24.1.45 150 4.90x104 15.71 anschliefend
25.1.45 16h 1.61x10 5.82 »s

26.1.45 16h 4.10x107® 4.64 '

27.1.45 19h 1.20x 1075 4.21 .

29.1.45 10h 1.36x10—° 3.74 '

30.1.45 10h 9.6 x10-% 3.50 31.1. 9n

1.2.45 10h 9.0 x107¢ 3.16 Versuch abgebrochen

Die im Cellophanschlauch enthaltene Losung wurde dann auf dem Wasser-
bade zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde 3 mal mit absol. Alkohol
ausgekocht und iiber Nacht im Vak. itber Diphosphorpentoxyd (P,0,) getrock-
net. Es hinterblieb ein brauner, in Wasser mit opalescentem Schimmer leicht
1oslicher Riickstand. Ausb. 3.55 g. Asche 23.8%; Nd 17.9%; N 2.29% (Pri-
parat 1). Ausder wiilir. Losung war durch Zusatz vonAmmoniak und Ammonium-
oxalat praktisch alles Neodym fillbar. Bei 3 derart durchgefithrten Analysen
wurden im Mittel 16.3% Neodym gefunden.

Zu Ahnlichen Analysendaten gelangte man auch bei weiteren Versuchen, in der ge-
schilderten Weise erhaltene Rohprodukte durch Dialyse zu reinigen. So erhielt man nach
18-tiigiger Dialyse einer Losung von 1.609 g eines erneut dargestellten Rohproduktes in
200 cem Wasser einen Riickstand von 1.09 g, der nach der oben geschilderten Behandlung
folgende Analysendaten aufwies: Asche 24.3%; Nd 17.69%; N 2.09 (Priparat 2).

Bei zwei weiteren durch 7- bzw. 8-tigige Dialyse gereinigten und entsprechend weiter-
behandelten Priparaten (Priparat 3: Asche 26.3%, Nd 16.9%; Priparat 4: Asche 26.1%,
Nd 18.0%) wuarde auch der S-Gehalt bestimmt. Dies geschah durch 30 Min. langes
Kochen des Priparates in 12.5-proz. Salzsiure unter Riickflul, Zerstdrung der organ.
Substanz dureh Zusatz einiger Tropfen 30-proz. Salpetersiiure und Fillen der verd. Lo-
sung mit 0.1 » BaCl,. Priparat 3 : 10.24% S; Priparat 4: 10.429 S.

Die Ultrafiltrationsversuche wurden mit dem FEinheitshochdruckapparat der
Membranfiitergesellschaft Gottingen bei 40—80 atii durchgefithrt. Als Gas wurde Stick-
stoff benutzt, die Filter waren Ultrafeinfilter ,,fein‘‘ oder ,,feinst*.

Die verwendeten Filter waren fiir Neodymacetat vollkommen durchlissig; eine 1-proz.
Neodymacetat-Losung von der spezif. Leitfihigkeit x,;0 = 2.767 x 10-2 ergab cin Ultra-
filtrat mit der Leitfihigkeit s, = 2.768 x 103,

Bei Anwendung einer 0.68-proz. Lésung von Neodymheparinat (Préparat 1) von der
spezif. Leitfihigkeit x,0 = 0.392 x 10-% erhielt man ein Ultrafiltrat von der Leitfahigkeit
%og0 = 0.180x 103, Das Ultrafiltrat hinterlief beim Eindampfen einen Riickstand von
0.0489%,. Die Riickstinde von 5 und 10 com Ultrafiltrat enthielten nur Spuren Neodym.
Das Ultrafiltrat erwies sich bis zu 2 Stdn. nach der Injektion als ohne Einflul auf die
Blutgerinnung, als es 3 Kaninchen von 2.4-2.7 kg (fewicht in Mengen von 2—4 cem/kg
Kérpergewicht intravends injiziert wurde.

Eine 0.17-proz. Losung von Priparat 2 mit der Leitfahigkeit x50 = 0.154 x 10-* ergab
ein Ultrafiltrat mit der Leitfihigkeit s, = 0.065 x 10-%, das neodymfrei war und einen
Abduamnpfriickstand von 0.004%, besa8. 2 cem Ultrafiltrat/kg Korpergew. waren bei einem
Kaninchen von 2.4 kg bei intravendser Injektion ochne Wirkung auf die Blutgerinnung.

Bei der Prisfung der blutgerinnungshemmenden Wirkung der erhaltenen Pro-
dukte war die Versuchsmethodik zur Bestimmung der Blutgerinnungszeit und der Gerin-
nungszeit des Oxalatplasmas dieselbe, wie sie in fritheren Verdtfentlichungen®) ?) beschrie-
ben worden ist (Tafel 2).

% E. Vincke u. H. A. Oelkers, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 187, 594 [1937].
") K. Vincke, Ztschr. physiol. Chem. 272, 65 [1941].
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Die Werte der Tafel 2 zeigen, daB auch ein neodymhaltiges Heparin die Blutgerinnungg-
zeit qualitativ in derselben Weise erhsht wie gewohnliches Heparin, indem sie sofort nach
der Injeltion sehr stark ansteigt und die Wirkung bei kleinen Dosen bald wieder nach-
148t. Derartige Dosen des Neodymheparinats sind auch ohne Einflul auf den Prothrom-
bingehalt des Blutes. GréBere Dosen (Vers. 8 und 11) erhthen im Maximum der Wir-
kung die Prothrombinzeit betrichtlich, eine Tatsache, wie sie auch von hohen Dosen des
‘Heparins selbst bekannt ist?).

AuBerdem wurden noch einige Versuche zur Priifung der blutgerinnungshemmenden
Wirkung in vitro unternommen. Hierbei wurden je 2 Losungen,die je 5.0 mg Neodymhepari-
nat oder,, Vetren®* in 100 ccm physiol. Kochsalzldsung enthielten, miteinander verglichen®).

Die Auswertung erfolgte an Kaninchenblut. Die Gerinnungszeit wurde in nicht paraf-
finierten Rohrchen bei 379 bestimmt. Alle Anséitze enthielten 2 cem Blut, die zu  priifende
Losung und soviel physiol, Kochsalzlésung, daf das Gesamtvolumen 2.5 cem betrug.
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Abbild. 1. Wirkung des Neodymheparinats und des Heparins auf die
Blutgerinnung in vitro.

Die Ergebnisse zeigt die Abbild. 1. Wenn man die unvermeidlichen physiol. Schwankun-
gen der Gerinnungswerte beriicksichtigt, kann gesagt werden, dafl in vitro beide Verbin-
dungen gleich stark hemmend wirken. Es ist leicht erklirlich, dafl der bei der gewihlten
Konzentration geringe Neodymgehalt des- erstgenannten Priparates in vitro die Wir-
kung des Heparins selbst nicht verstirkt, da eine Blutgerinnungshemmung durch seltene
Erden in vitro erst bei relativ hohen Konzentrationen eintritt®).

An weiteren physiol. Eigenschaften wurde noch die Blutdruckwirkung des erhal-
tenen Produktes untersucht. Bei der Priifung an 3 Katzen in der iiblichen Weise ergab
sich, dall unmittelbar nach der Injektion der Blutdruck ziemlich stark absinkt?).

8) Fiir die liebenswiirdige Mitteilung dieses Auswertungsverfahrens danken wir Hrn.
Dr. Detzel, Hamburg, verbindlichst.
- %) Anm. d. Redaktion: Die vom Autor zur Wiedergabe bestimmten Blutdruckkur-
ven konnten aus technischen Griinden nicht aufgenommen werden.
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Tafel 2. Wirkung des Neodymheparinats und des Heparins auf die

Blutgerinnung in vivo.

Ver- |

Gew. des| mg injiz. Blut- Blutgerin- Gerinnungszeit
suchs- N}:' des Tieres |Nd-heparinat/, entnahme | nungszeit in %agﬁ?‘l&ﬂ{’%aﬁ]{
Nr. Tieres in kg (kgKorpergew. nach Min. bei 259 |in Sek. bei 40°.
1 56 345 2.0 o' 4 —%)

30' 34 —

1h 13 —

2h 9 —

2 33 350 | 20 0 5 —

30° 23 —

1 15 —

2h 8 —

6h 6 —

3 2 | 265 | 30 | 0o | 5 | —

30 =300 —

1h 40 —_

9h 20 —

4h 15 —

6h 8 —
4 59 | 250 | 30 o 4 iz

30 12 12

1h 9 12

2h 10 12

4h 8 12

6h 7 —

i 73 3.30 5.0 o' 5 —

30 > 240 —

1h 94 —

on 67 —

4h 18 —

6 1 | 260 | 50 | O 4 —

30' >240 —

1h 120 —

2h 30 —

6h 7 —

7 61 3.65 50 0" 5 12

30' > 240 14

1 59 13

2h 26 13

4h 7 13

8 T 330 | 200 0 5 8

5' =240 56

30' >180 26

1h =180 21

2h =120 13

Tg s 800 | %00 o - 5

5' — 37

,, Vetren* 30' — 21

1k _ 20

2h — 15
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Tafel 2, Fortsetzung.

—— e
Ver- e des Gev.v. des | mg inj.iz. Blut- Blutgel"in‘- gf"glgxaﬁzlgg
suchs- 2 Tieres |Nd-heparinat/| entnshme |nungszeit in pias 0. Quick

Nr. Tieres in kg |kgKorpergew.|  nach Min. bei 25¢ |In Sek. bei 40
10 73 3.10 20.0 o — 9
5' — 28
» Vetren‘ 30 —_ 24
1t —_ 18
2h — 14
11 62 2.85 20.0 0 5 9
. 5! > 360 >800
30" >300 45
1k >300 21
2h >240 17
*) — bedeutet, daB kein Versuch gemacht wurde,

Dann findet aber schnelle Erhiolung statt. Zu nachhaltigen Verinderungen des Blut-
druckes kommt es nicht. Diese Art der Wirkung ist auf die Heparinkomponente zuriick-
zuftihren. Wie ein Vergleich mit ,,Vetren'* ergab, wurde durch das zur Darstellung des
Neodymheparinats verwendete Priparat der Blutdruck genau in derselben Weise beeinflut.

Zum SchluB seien noch einige orientierende Versuche zur Bestimmung der Toxicitht
angefiihrt?).

Fiir diese Versuche wurden Miiuse im Gewicht von durchschnittlich 18-20 g ver-
wendet, denen das Neodymheparinat subcutan als 1-proz. Losung injiziert wurde.

Bei Versuchen an 29 Tieren wurde als geringste letale Dosis (LDg, = Tod von 509,
der Versuchstiere) 0.40 g/kg Korpergewicht gefunden. Bei vielen der Tiere wurden aus-
gedehnte Himatome unter der Haut und in Kérperhéhlen gefunden; offenbar gingen die
Tiere an diesen Blutungen zugrunde. Die genannte Dosis entspricht etwa derjenigen, die
auch fiir das benutzte Heparin-Préparat selbst bei subcutaner Applikation als todlich wir-

kend gefunden wurde: In Versuchen an 22 Miusen wurde LD;, zu 0.35 g/kg Korpergewicht
bestimmt,

31.Horst Béhme und Giinther Wolff: Das Absorptionsspektrum des
Acetyl-bis-methylsulionyl-methans. Ein Beitrag zur Kenntnis der Giiltig-
keitsgrenzen der Enolreaktionen bei sulfonylhaltigen Verbindungen,

[Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektrochemie, Berlin-
Dahlem, und dem Pharmazeutisch.chemischen Institut der Universitdt Marburg/Lahn.]
(Eingegangen am 8. August 1946.)

Die Frage der Konstitution der Acyl-bis-alkylsulfonyl-methane
konnte bisher mit chemischen Mitteln nicht entschieden werden.
Durch Messung der Ultraviolett-Absorption wird jetzt das Vorlie-
gen der Ketoform wahrscheinlich gemacht.

Bei der Entscheidung der Frage, ob Acetyl-bis.-methylsulfonyl.
methan, der kiirzlich erstmals dargestellte!) einfachste Vertreter der Acyl-bis-
alkylsulfonyl-methane, in der Keto- oder der Enolform (I bzw. II) vorliegt, er-

%) Es sei betont, daB das Heparin selbst als korpereigener Stoff keine toxischen Wir-
kungen im eigentlichen Sinne des Wortes besitzt, sondern daf die tédliche Wirkung hoher
Dosen auf den durch das Heparin verursachten Blutungen beruht.

1) H. Bohme u. H. D. Huang, Arch. Pharmaz. 282, 9 [1944].
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