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130. Zur Kenntnis blutgerinnungshemmender Polysaecharid-poly- 
sehwefelsaure-ester und ahnlieher Verbindungen 

von P. Karrer, H. Koenig und E. Usteri. 
(4. VI. 43.) 

Unter den Stoffen, welche die Blutgerinnung beeinflussen, hat 
das Heparin in neuerer Zeit besonderes physiologisehes und klinisches 
Interesse gefunden. Die Verbindung wurde vor 25 Jahren von 
HoweZZ und HoZtl) in der Hundeleber entdeckt und 1928 von HoweZZ2) 
als ein Glucuronsaurederivat erkannt. Charles und Scott3) bestatigten 
die Anwesenheit einer Uronsaure im Heparin und wiesen in ihren 
Priiparaten etwa 2 % Stiekstoff naeh. Dieser Stickstoffgehalt erfuhr 
aber erst durch Arbeiten von Jorpes4) und Jorpes und Bergstrom5) 
seine volle Aufklarung. Den genannten Forschern gelang es, aus 
hochgereinigten Heparinpraparaten durch saure Hydrolyse Glucos- 
amin abzuspalten; ferner zeigten sie, dass beim Kochen des Heparins 
mit Sauren Kohlendioxyd abgespalten wird, was fur das Tiorkommen 
einer Uronsaure in der Verbindung spricht; letztere wurde bis heute 
allerdings nicht isoliert. Da bei der oxydativen Hydrolyse des Hepa- 
rins mit Salpetersiiure keine Schleimsaure gefasst werden konnte, 
wird von Jorpes und Bergstrom5) angenommen, dass es sich bei der 
Uronsaure um Glucuron-, nicht Galakturonsaure handelt. Besonders 
wichtig war schliesslich die Erkenntnis, dass Heparin ein Po ly  - 
schwefelsaure-ester  des aus acetyliertem Glucosamin und ver- 
mutlich Glucuronsi-iure aufgebauten Polysaccharids ist und daher 
mit der Mucoitin-sehwefelsaure von Levene6) Verwandtschaft besitzt. 

Nach unseren gegenwartigen Kenntnissen kann daher die kleinste 
Einheit der Heparinmolekel durch das folgende Bild ausgedrhckt 
werden, in welchem die mit einem * versehenen Hydroxyle voll- 
stiindig oder grosstenteils durch Schwefelsaurereste verestert sind : 
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Die Reinigung des Heparins erfolgt in der letzten Stufe uber das 

schwer losliche Barium- und schwer losliche Brucinsalz. So gereinigte 
Praparate werden sownhl von Charles und Scott1), von Jorpes2) sowie 
von CharZes und Todd3) fur einheitlich gehalten. Fur das wasserfreie 
Calciumsalz des Heparins fand Jorpes 12,18y0 S, 2,24y0 N und 
11,04% Ca. 

Neuerdings 4, haben E. Jorpes sowie Jaqaes, Waters und CharZes 
aber nachgewiesen, dass Heparine, die aus verschiedenen Organen 
und aus verschiedenen Tierarten stammen, Unterschiede im Schwefel- 
pehalt und, auch bei gleichem Schwefelgehalt, Differenzen in der 
Wirksamkeit zeigen, also offensichtlich doch nicht einheitlich sind. 

Bei der sehwierigen Zuganglichkeit des Heparins, die fur eine 
grossere klinisehe Verwendung prohibitiv wirkt, lagen Versuche 
nahe, auf synthetischem Weg Praparate zu gewinnen, die ahnlich wie 
Heparin das Prothrombin des Blutes blockieren und damit gerin- 
nungshemmend wirken. Solche, die Blutgerinnung hemmende, 
kunstliche Substanzen wurden in versehiedenen Verbindungsgruppen 
gefunden. 

Schon vor der Abklarung der Konstitution des Heparins hatten 
Bemole und Reilzert5) in Praparaten von Lipinsulfosiiure und in 
solchen von Poly-anetholsulfosBure sehr aktive blutgerinnungs- 
hemmende Stoffe aufgefunden, von denen letzteres unter der Be- 
zeichnung Liquoid-Roche Verwendung zu physiologischen Versuchen 
findet. Auch Germanin, Salvarsan, Neosalvarsan hemmen die Ge- 
rinnbarkeit des Blutes. Bei allen diesen Stoffen liegen aber die wirk- 
samen und toxischen Dosen so nahe beisammen, dass diese Praparate 
fur klinische Zwecke nicht in Frage kommen. Nachdem Heparin als 
Polysaccharid-polyschwefelsaure-ester erkannt worden war, haben 
8. Bergstrom6) einerseits, E. Chargacff und 3'. W. Bancroft ') andererseits 
eine Reihe von PolyschwefelsBure-estern anderer Polysaccharide darge- 
stellt und auf gerinnungshemmende Eigenschaften gepriift. Hierbei 
stellten sie fest, dass den Schwefelsaure-esternvon Mono- undDisaccha- 
riden keine Wirksamkeit zukommt, wahrend die Polyschwefelsame- 
ester der Polysaccharide mehr oder weniger stark wirksam waren. Die 
besten synthetischen Praparate, z. B. Cellulose-trischwefelsaure-ester, 
Pektin-polyschwefelsaure-ester, Chitin-dischwefelsiiure-ester und Chon- 
droitin-polyschwefelsaure-ester erwiesen sich ca. 6-12mal weniger 
gerinnungshemmend als Heparin, wahrend bei Starke-trischwefelsau- 

l) Biochem. J. 30, 1927 (1936). 
2, E. J. Jorpes, Heparin, S. 14 (Oxford University Press, London 1939). 
3, Riochem. J. 34, 112 (1940). 
4, Biochem. J. 36, 203 (1942) - L. B. J a p e s ,  E. T.  Waters, A. F. Charles, J. Biol. 

5,  Arch. exptl. Path. Pharmakol. 158, 211 (1930). 
6 ,  Naturw. 23, 706 (1935); Z. physiol. Ch. 238, 163 (1936). 
') J. Biol. Chem. 115, 149, 155 (1936). 

Chem. 144, 229 (1942). 

82 



1298 - - 
reester, Glykogen-trischwefelsaure-ester, Hefenucleinsaure-schwefel- 
saure-ester, dem Polyschwefelsaure-ester aus arabischem Gummi 
u. a. m. die Wirksamkeit etwa in der Grossenordnung von nur 5-1 % 
derjenigen des Heparins lag. 

Trotz dieser z.  T. recht geringen gerinnungshemmenden Wirkung 
erwiesen sich die meisten der synthetischenVerbindungen sehr toxisch. 
Nur die Chondroitin-polyschwefelsaure machte hier eine Ausnahme. 
indem z. B. 200 mg pro kg Kaninchen ohne Nebenwirkung oder 
histologisch feststellbare Nachteile ertragen worden sein sollen'). 
Dagegen wurde Cellulose - trischwef elsaure- es t er , ,sehr t oxisch ' ' be- 
funden 2, ; genaue Angaben uber die vertriiglichen Dosen sind nicht 
publiziert, dagegen geht aus der Mitteilung hervor, dass auch kleine 
Dosen zu Blutiingen in inneren Organen fuhren. Eine praktische An- 
wendung dieser Verbindungen ist daher ausgeschlossen. 

Kei dieser Sachlage erwecken zwei Farbstoffe, die in neuester 
Zeit als betrachtlich gerinnungshemmend und wenig toxisch erkannt 
worden sind, einiges Interrsse. Es sind dies das Chicagoblau 6 B, 
das in der englischen Sprache die Bezeichnung Chlorazol sky blue 
F.P.S. fuhrt (Natriumsalz der Dimethyl-diphenyl-disazo-bis-8-amino- 
l-naphtol-5,7-disulfosaure), und Benzoechtrosa (Chlorazol Fast Pink 
BKS Nr. 353 = Natriumsalz der 3,5-Disulfo-diphenylharnstoff-4,4'- 
disazo -bis-2-amino -8-naphtol-6-sulf onsaure) 3). Diese Verbindungen 
werden von Ratten in Dosen von 300-500 mg pro kg bei intra- 
venoser Injektion noch vertragen (Heparinvertraglichkeit 1000 mg 
pro kg), wahrend ihre Wirksamkeit ca. 10-15mal geringer als die- 
jenige des Heparins &*). Wegen ihres Farbstoffcharakters kommen 
sie indessen fur klinische Zwecke nicht in Frage. 

I n  neuester Zeit ist von Karl P a d  Link und Mitarbeitern5) eine 
neue Gruppe blutgerinnungshemmender Verbindungen aufgefunden 
worden, indem der Antikoagulationsfaktor aus einer Kleeart, die bei 
Tieren die sog. ,,sweet clover disease" erzeugt, als das 3,3'-Methylen- 
4,4'-dioxy-dicumarin 

OH OH 

l) Z. physiol. Ch. 238, 166 (1936). 
2, Bergstrom, Z. physiol. Ch. 238, 163 (1936). - Jorpes, Heparin, S. 49. 
3, Huggett und Sdman, J .  Physiol. 74, 74. 9 P. (1932). - Hugget und Rowe, J. Phy- 

siol. 78, Proc. 25 (1933). 
4) Kahlson und Landby,  Skand. Arch. Physiol. 77, 301 (1937). - Bergstrom, Jorpes 

und Wilander, Skand. Arch. Physiol. 76, 175 (1937). - Huggett, Biochem. J. 36, 6 (1942). 
5 ,  J. Biol. Chem. 138, 513, 529 (1941); 142, 941 (1942). 
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erkannt worden ist. Diese Verbindung - ein synthetisch schon vor 
Jahren hergestellter Stoffl) - unterscheidet sich in der Art ihrer 
Wirksamkeit wesentlich vom Heparin und ahnlichen Substanzen. 
Wahrend die Heparinwirkung bereits kurz nach der Injektion (inner- 
halb der ersten Stunde) mit maximaler Starke einsetzt, dann aber 
innerhalb 3-4 Stunden auf 0 zuruckfallt, stellt sich nach Verab- 
reichung von 3,3’-Methylen-4,4’-dioxy-dicumarin die blutgerinnungs- 
hemmende Wirkung erst nach 2-3 Tagen ein, halt dann aber wah- 
rend einiger Tage an. 

Die referierten Untersuchungen aeigen, dass sich blutgerinnungs- 
hemmende Verbindungen in verschiedenen Gruppc n finden lassen, 
dass aber die meisten dieaer kunstlich dargestell ten Substanzen 
wegen ihrer hohen Toxicitat oder Farbstoffnatur fur die Behandlung 
menschlicher Erkrankungen ausscheiden. Wir haben uns darum die 
Aufgabe gestellt, die Abhangigkeit der hohen Toxicitat solcher PrB- 
parate von ihrer Konstitution, ferner die Voraussetzungen fiir be- 
friedigende antikoagulierende Wirkung etwas mehr abzuklaren. Ein 
brauchbares Ersatzpraparat fi ir  das in grosseren Mengen sehr schwer 
zugangliche Heparin ware auch fur klinisehe Zwecke erwunscht. 

Unsere Untersuchungen betreffen saure Ester von Polysaccha- 
riden und Polysaccharid-sulfonsauren. Zuerst stellten wir durch 
Einwirkung von Phosphoroxychlorid auf Starke, ,,Trihexosan“, 
Chitosan und Gelatine saure Phosphorsaure-ester dieser Verbin- 
dungen her j deren Phosphorgehalt lag etwa zwischen 9 und 24 %. 
Keine dieser Verbindungen zeigte indessen eine nennenswerte blut- 
gerinnungshemmende Wirkung. Verglichen mit Heparin wurden 
folgende Wirksamkeiten gemessen. 

Heparin Wirksamkeit2) E/g 550000 Dosis tolerata pro kg 1,0 g 
Starke-phosphorsaure-ester (8,8% P) ,, E/g 900 Dosis tolerata pro kg 0,25 g 
Chitosan-phosphorsaure-ester (24,4%P) ,, E/g 150 
Gelatine-phosphorsaure-ester ,, E/g 100 

Chargaff, Bancroft und flta.nZey-Brown3) haben fruher einen 
Cellulose-phosphorsaure-ester dargestellt und erwahnen kurz, dass er 
ebenfalls sehr wenig gerinnungshemmend wirkte. 

Worauf die geringe Wirksamkeit der phosphorylierten Poly- 
saccharide zuriickgeht, ist eine offene Frage. Wir haben das Verhalten 
des Starke-phosphorsaure-esters gegen rohe Malzdiastase untersucht 
(vgl. experimenteller Teil) und festgestellt, dass die Verbindung durch 
das Ferment schnell hydrolysiert wird und dass dabei durch eine 
Phosphatase auch die Phosphorsauregruppen bis zu ca. 90 yo abge- 
--___ 

I) AnschJtz und Fresenius, B. 36, 465 (1903); A. 367, 212 (1909). 
%) Die zu diesen Messungen verwendete Antikoagulationseinheit E ist folgender- 

massen definiert: 1 E ist diejenige Heparinmenge, die notwendig ist, urn 1 01113 Citrat- 
plasma des Rindes wahrend 4 Stunden bei 370 ungeronnen zu halten. (Vgl. Reinert und 
Winterstein, Arch. intern. Pharmacodyn amie 62, 50 (1939).) 

3, J. Biol. Chem. 115, 155 (1936). 



1300 - - 

spalten werden. Vergleichsversuche zeigten, dass die Verzuckerung 
des Starke-phosphorsaure-esters durch das Ferment etwas langsamer 
als diejenige der Starke verlauft. Wirksam sind ferner die E'ermente 
aus dem Hepato-pankreassaft der Weinbergschnecke. Auch durch 
2-stiindiges Kochen des Esters mit 10-proz. Salzsaure tritt weitgehende 
Hydrolyse und Abspaltung der Phosphatreste ein. 

Der Trihexosan-phosphorsaure-ester erwies sich dagegen gegen- 
uber der Malzdiastase widerstandsfiihiger und wurde nur in geringem 
Masse hydrolytisch gespalten. 

Da auf Grund der geschilderten Versuchsergebnisse eine weitere 
Bearbeitung der Phosphorskure-ester wenig Erfolg versprach, wandten 
wir uns wieder den Polysaccharid-schwefelsaure-estern zu. Deren 
Herstellung erfolgte in bekannter Weise durch Einwirkung von 
Chlorsulfonsiiure auf das in Pyridin suspendierte Kohlenhydrat. Um 
eine Depolymerisation des letztern so weit wie moglich xu vermeiden, 
arbeiteten wir aber im allgemeinen bei tieferen Temperaturen als 
die Autoren, die sich friiher mit der Herstellung solcher Verbindungen 
beschaftigten. Gewisse quantitative Unterschiede gegenuber friiheren 
Angaben scheinen auf diese AbBnderung der Arbeitsbedingungen 
zuruckzugehen. 

Blutgerinnungshemmende Wirkung und Toxicitat der herge- 
stellten Praparate waren folgende : 
Lavoglucosan-schwefelsaure-ester 

Trihexosan-schwefelsaure-ester 

Chitin-schwefelsaure-ester (14,5% S) ,, E/g 37000. ,, ,, ,, ,, 

(20,5% S) . . . . . . . . . . Wirksamkeit E/g 240. Dosis tol. pro kg - 

(l6,9% S) . . . . . . . . . . ,, E/g 300QO. ,, ,, ,, ,, O,4 $1 

s8ure-ester (14,11% S) . . . . . ,, E/8 85000. ,, ,, ,, ,, O,25 g') 

(18,9% S) . . . . . . . . . . ,, E/g 126000. ,, ,, ,, ,, 0,02 gl) 

Es zeigt sich zunachst, dass der Schwefelsaure-ester des niedrig 
molekularen Lavoglucosans keine nennenswerte gerinnungshemmende 
Eigenschaften besitzt ; hochmolekularer Zustanc? solcher Schwefel- 
saure-ester scheint demnach eine Voraussetzung fur stiirkere Beein- 
flussung , der Koagulationsfahigkeit des Blutes zu sein. Von den 
anderen dargestellten Bstern zeichnen sich neben dem Pektinschwe- 
felsiiure-ester der Chondruitinschwefelsaure-schwefelsaure-ester und 
der Cellulose-schwefelsaure-ester durch gute Wirksamkeit aus j ersterer 
ist etwa 5-6ma1, letzterer nur 4mal schwacher wirksam als Heparin. 
Wiihrend jedoch der Chondroitinschwefelsaure-schwefelsaure-ester re- 

- 
Chondroitinschwefelsaure-schwefel- 

Cellulose-schwefelsaure-ester 

Riibenpektin-schwefelsiiure-ester . . , E/g 170000. ,, ,, ,, ,, W O  gl) 

1) Die Toxicitatsbestimmungen der Polysaccharid-polyschwefelsaure-ester streuen 
sehr erheblich; offenbar spielen iS6hduelle Unterschiede der Tiere bei der Vertraglichkeit 
der Praparate eine grosse Rolle. Um ein zuverlassiges Urteil uber die Giftigkeit dieser 
Substanzen zu gewinnen, sind daher sehr zahlreiche Toxicitatsbestimmungen unerlasslich. 
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lativ ungiftig ist (die vertragliche Dosis entspricht ungefahr 1/4 der- 
jenigen des Heparins), handelt es sich beim Cellulose-trischwefelsaure- 
ester um einen sehr toxischen Stoff, der aus diesem Grunde fur eine 
praktische Anwendung ausscheidet. 

Man kann nun vermuten, dass die vie1 grossere Giftigkeit des 
Cellulose-schwefelsaure-esters gegenuber dem Chondroitinschwefel- 
saure-schwefelsaure-ester darauf beruht, dass letzterer zahlreiche 
nicht abspaltbare Carboxylgruppen enth&lt, wahrend im Cellulose- 
schwefelsaure-ester nur esterartig gebundene Saurereste vorkommen. 
Wie der Abbau solcher Verbindungen im Organismus erfolgt, ist unbe- 
kannt. Es ware immerhin denkbar, dass beim Verlust der esterartig 
gebundenen Schwefelsauregruppen aus der Celluloseverbindung das 
Polysaccharid ausfallt und daher toxisch wirkt, wahrend das durch 
Verseifung aus Chondroitin-schwefelsaure hervorgehende Chondroitin 
dank seiner Carboxylgruppen als Salz gelost bleibt und daher leichter 
ausgeschieden wird. Zur P r ~ u n g  dieses Gedankens stellten wir den 
Cellulose-glykolsaureather (I) 

her und daraus mittels Chlorsulfonstiure das Natriumsalz des Schwefel- 
saure-esters (11) 

I [C,&O,*OCH,COOH], 

Unsere Erwartung fand sich bestatigt. Die Dosis tolerata des 
Cellulose-glykolsaureathers lag bei ca. 0,5 g pro kg Korpergewicht, 
war somit nur ca. um die Halfte kleiner als diejenige des Heparins. 
Die Substanz war 25mal weniger toxisch als der Cellulose-poly- 
schwefelsaure-ester. Dagegen erwies sich die Blut-gerinnungshem- 
mende Wirkung ganz ungenugend (ca. 60 E/g). Durch Veresterung 
der Verbindung mit Schwefelsaure wurde aber ein Schwefelsaure-ester 
(Formel 11) von hoher Wirksamkeit erhalten; seine Toxicitat ist zwar 
etwas hoher als diejenige des Cellulose-glykolsaureathers selbst, in- 
dessen immer noch l0mal geringer als diejenige des Cellulose-poly- 
schwefelsaure-esters : 
Cellulose-glykolsaureather . . . . Wirksamkeit E/g 60. Dosis tol. pro kg 0,5 g 
Cellulose-glykolsllureather-schwefel- 

saure-ester (13,5% S) . . . . . Wirksamkeit E/g 100000. Dosis tol. pro kg 0,2 g 
Nach diesen Erfahrungen schien es wunsehenswert, auch ein 

Cellulosederivat zu prufen, welches statt einer Carboxylgruppe einen 
nicht abspaltbaren Sulfonsaurerest zur Loslichkeitserhohung enthglt. 
Geeignet schien uns dafur ein Cellulos6-p-oxyathansulfonsaure-ather 

der sich durch Einwirkung von ,8-bromBthansulfonsaurem Natrium 
auf Cellulose in Natronlauge darstellen liess. I n  Ubereinstimmung mit 
unserer Erwartung war die Verbindung sehr wenig giftig; 1 g pro kg 
Tiergewicht wurde ohne Nachteile ertragen, das ist die gleiche Menge 

I11 [C,H,O,O. CH,CH,SO,Na], 
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wie beim Heparin. Dagegen erwics sich auch diese Verbindung, wie 
tier Cellulose-glykolsaureiither, auf die Blutgeriniiungsfahigkeit wenig 
wirksam* (ca. 150 E/g). Dasselbc trifft fur einen analogen Chondroitin- 
schw~folsaurc-Bthansulfonsaiure-Bther mit 11 ,0 yo Schwefclgehalt zu 
(fiir [C,,H,,O,,NNa( COCH,)( SO,Na)( CH,CH,80,Na]x bercchnen sich 

I h r c h  Veres terung inittels Chlorsulfonsaure habcn wir schliessli ch 
den saurcn Schwefelsiiure-ester des Cellulose-/?-oxyiithansulfonsaure- 
athers hergestellt : 

10,l S). 

OCH,CH,SO,Na 

Durch die Veresterung dcs Cellulose-/?-oxyathansulfonsiiure- 
lithers ( TII) rnit SchwefelsBure zum Schwefelsaure-ester IV schnellte 
die Rlu t-gerinnungshcmmende Wirkung wieder schlagartig in die 
Hohe unti erreichtc bei einer Wirksamkeit von 80000 E/g cat. '/, der- 
jonigen der Hcparinwirkung. Rllerdings nahm auch die Toxicitat 
wieder etwas zu, intlem 0,s g pro kg bei der Maus toxiscli wirkten, 
0,2 g pro kg symptomlos vertragcn wurden : 
Celliilose-P-oxyathansulfonssure-itther Wirksamkeit E/g 1.50. Dosis tol. pro kg 1 g 
CelluIose-P-oxyathansulfonsaur~-ather- 

Chondroitinschwefelsaure-athansulfon- 

1V [C@H@,( 0 SO,Na), 1, 

schwefdsaure-ester (1  7,2%, S) . . Wirksamkoit E/g 80000. Dosis tol. pro kg 0,2 g 

saurc-ather . . . . . . . . . . . Wirksamkeit E/g 175. 

Aus diesen Versuchsergebriissen lassen sich die folgenden Schlusse 
ziehen : 

I) Bhosphorsaurc-ester von Polysacchariden, ferncr Qtherartige 
Jlerivate von Polysacchariden mit Carboxylgruppen (Typus Cellu- 
lose-glykolsaurcather) oder Sulfonsiiureresten (Typus Cellulose-/?- 
oxyiithansulfonsiiureather) bcsitzen keine nenncnswerten Blutgerin- 
nungshemmende Eigenschaf ten. 

2)  Ebenfalls fast wirkungslos erweiscn sich Polyschwefelsaure- 
ester nicder molekularer Kohlenhydrate (Typus Lavoglucosan-poly- 
schwcfelsaure-ester). 

3 )  Verhiiltnismiissig starke Wirkung auf die Blutgerinnung be- 
sitzen die saurcn Polyschwefelsaure-ester mehrerer Polysaccharide, 
insbesondere diejenigcn tier Chondroitinschwefclsaiire und der Cellu- 
lose. Die Polysohwefelsaure-ester dcr Cellulose sind jetloch sehr giftig. 

4) Durch Einfuhrung von Carboxyl- oder Sulfonsguregruppen, 
die infolge iltrer Stellung an C-Atomen nicht, abspaltbar sind, in solehe 
Cellulose-polyschwefelsiiure-ester tritt eine bctriichtliche Toxicitiits- 
abnahme ein, wahrend die Wirkung auf die Rlutgerinnung ungefahr 
tlicselbe hleibt wie diejenige der Cellulose-polyschwefelsaure-ester. 

Chontlroitinschwefels~ure-polyschwefcls~i~re-estcr, Cellulose-gly- 
kolsaure-ather-polysehwefclsaure-ester uiid Cellnlose-/?-oxyiithansul- 
fonsSiuTe-polyschwefelsaure-ester besitzen von den bisher bcksnnt ge- 
wordenon, kiinstlich hergestellten Hliit-gerinnungsliemmenden Sto€fen 
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vom Heparintypus anscheinend die gunstigsten Quotienten von wirk- 
samer Dosis zu toxischer Dosis. Verglichen mit Heparin ist aber die 
Wirkung 4-6mal kleiner, die Giftigkeit 3-4mal grosser. Enthalt He- 
parin in der pro kg Tiergewicht ertraglichen Dosis (1 g) 500 000-550 000 
gerinnungshemmende Einheiten, so waren in den genannten, kunstlich 
erzeugten Praparaten in der pro kg ertragenen Menge (0,20-0,30 g) 
nur ca. 20000-30000 E. enthalten. 

Fur die Leistungsfiihigkeit der Praparate sind indessen nicht nur 
Toxicitiit und Wirkungsstarke massgebend, sondern such die Wir- 
kungsdauer, da hierdurch die Zahl der fur die Aufrechterhaltung der 
Ungerinnbarkeit des Blutes notwendigen Injektionen bzw. Substanz- 
mengen bestimmt wird. In  dieser Hinsicht liegen die Verhaltnisse 
bei den kiinstlich dargestellten Polysaccharid-schwefelsaure-estern 
gunstiger als beim Heparin. 

Nach Versuchen, die im pharmakologischen Laboratorium von 
3’. Hoffmawn-La Roche & Go. A.G. in Basel ausgefiihrt worden sind, 
ergibt sich folgendes Bild iiber die D aue r  der Blut-gerinnungshem- 
menden Wirkung : 

1. Chondroitinschwefelsaure-polyschwefelsaure-ester. 
I. Baninchen Nr. 854, Gewicht 1,35 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 4 Minuten. 

l l h :  
12h: 

Injektion von 100 mg/kg = 135 mg in 5 cm3 physiol. Kochsalzlosung 
1. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 

13.50h: 2. ,, ,, 24 ,, 
16h: 3. ,, ,, 24 ,, 
fo lgender  T a g :  
10.35h: 4. ,, ,, 31 Minuten geronnen. 

11. Kaninchen Nr. 862. Gewicht 1,33 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 6 Minuten. 
10.50h: Injektion von 20 mg/kg = 26,6 mg in 5 om3 physiol. Kochsalzlosung 
11.50h: 1. Blutentnahme. Blut gerinnt nach 4.10 Stunden 
13.50h: 2. 3, ,, ,, ,, 2.50 Stunden 
15.50h: 3. ,, ., ,I ,, 9 Minuten 
fo lgender  T a g :  
9.30h: 4. , I  1 ,  7 1  8 Minuten 
9.35h: Zweite Injektion von 20 mg/kg. 

10.35h: 5. Biutentnahme. Blut gerinnt nach 5.45 Stunden 
11.30h: 6. ., ,, ,, 3.45 Stunden 
13.35h: 7. ,, ,, ,, 30 Minuten 
15.35h: 8. 3 ,  11 3, 9 Minuten 
fo lgender  T a g :  
9.05h: 9. ,f $ 9  3, 6 Minuten 
9.1Oh: Dritte Injektion von 20 mg/kg. 

10.15h: 10. Blutentnahnie. Blut gerinnt nach 24-48 Stunden 
11.15h: 11. ,, ,, ,, 2 4 4 8  Stunden 
12.00h: 12. ,, ,, ,, 3.30 Stunden 

2.  Heparin.  
Kaninchen Nr. 677. Gewicht 1,47 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 8 Minuten. 
10.50h: lnjektion von 3,2 mg Heparin (= 1600 E/kg) entsprechend 20 mg Chondroitin- 

schwefelsijure-polyschwefels&ure-ester (= 1600 E/kg) 
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11.50h: 1. Blutentnahme. Blut gerinnt nach 50 Minuten 
13.50”: 2. ,, ,, ,, 7 Minuten 
15.50”: 3. 2 ., ,, ,, 8 Minuten 
folgender Tag : 
9.30”: 4. 9 ,  ., ,, ,, 6 Minuten 

10.35“: 5. Blutentnahme. Blut gerinnt nach 45 Minuten 
11.35”: 6. 3 ,  ,, ,, ,, 8 Minuten 
13.35”: 7. ,, ,, ,, I Minuten 
folgender Tag:  
9.00h: 8. 2, ,, ,, ,, 6Minuten 

11.05”: 10. 3 ,  ,, ,, ,, 10 Minuten 
12.05h: 11. 3,  ,, ,, ,, 6 Minuten 

9.35h: Zweite Injektion von 3,2 mg/kg. 

9.05”: Dritte Injektion von 3,2 mg/kg. 
10.05”: 9. Blutentnahme. Blut gerinnt nach 40 Minuten 

3. Nat r iumsa lz  des  Cellulose -g lykolsaure%ther  - 
polyschwefelsaure - e s t e r  8. 

I. Kaninchen Nr. 300. Gewicht 2,25 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 10 Minuten. 
9.55”: Injektion von 20 mg/kg = 45 mg in 5 om3 physiol. Kochsalzlosung. 

10.35”: 1. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
11.35”: 2. ,, ,, 24 ,, ungeronnen 
13.35”: 3. 3, ,, ,, 24 ,, halbgeronnen 
15.35”: 4. ,, ,, ,, 24 ,, halbgeronnen 

folgender Tag:  
18.35”: 5. , ,, ,, 22 ,, geronnen 

9.10”: 6. Blutentnahme. Blut nach 6 Minuten geronnen 
9.15”: Zweite Injektion von 20 mg/kg. 

10.ltih: 7. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
11.15”: 8. ,, ,, 24 ,, 
12.15”: 9. ,, ,, ,, 24 ,, 2, 

14.15”: 10. ,, ,, 24 ,, 
15.00h: 11. ,, ,, ., 24 ,, 
16.00h: 12. ,, ,, 24 ,, 

11. Kaninchen Nr. 303, Gewicht 2,3 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 7 Minuten. 
9.20”: Injektion von 10 mg/kg = 23 mg in 5 em3 physiol. Kochsalzlosung. 

10.20h: 1. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
11.20h: 2. 3, ,, >, 24 $ 9  3 

13.20”: 3. ,, ,, 24 ,, 2 

14.20”: 4. ,, zwischen 3-15 Stunden geronnen 
16.20h: 6. ,, zwischen 40 Minuten-15 Stunden geronnen 
folgender Tag :  
9.05h: 7 .  2 9  ,, nach 6 Minuten geronnen 

12.0tih: 9. , t  ,, nach 24 Stunden halbgeronnen 

9.07”: Zweite Injektion von 10 mg/kg 
10.05”: S. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 

14.05”: 10. ,, ,, zwischen 3-14 Stunden geronnen 
16.05h: 11. ,, zwischen 1-14 Stunden geronnen 

4. Natr iumsalx  des  Cel lulose- /?-oxyathansulfon-  
slureather-schwefelsaure-esters. 

I. Kaninchen Nr. 382. Gewicht 2,75 kg. Normale Gerinnungszeit des Blutes 6 Minuten. 
9.05”: Injektion von 20 mg/kg = 55 mg in 5 cm3 physiol. Kochsablosung. 

10.05”: 1. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
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11.05h: 2. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
12.05h: 3. ,f ,, ,, 24 ,, 
14.05h: 4. ., ,, 24 ,, 
15.05h: 5. ,, ,, 24 
16.05h: 6. ,, ,, 24 ,, halbgeronnen 
fo lgender  T a g :  
10.25h: 7. ,, ,, 9 Minuten geronnen 
10.27h: Zweite Injektion von 20 nig/kg. 
11.25h: 
13.25h: 9. ., ,, ,, 24 ,, 

16.29: 11. ,, ,, 24 ,, 
fo lgender  T a g :  

8. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 

15.25h: 10. ., ,, ,, 24 ., 

9.15h: 12. Blutentnahme. Blut nach 7 Minuten geronnen 
9.17h: Dritte Injektion von 20 mg/kg. 

10.15h: 13. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
11.15h: 14. ,, ,, 24 ,, 
13.15h: 15. ,, ,, 24 , 3  

14.1.”: 16. 7 ,, ,, 24 ,, halbgeronnen 
15.15h: 17. ,, ,, 24 ,, 
16.15h: 18. ,, ,, 24 ,, 

-TAT. -KaninhinNr. 304. Gewicht 2.75 k-g. Normale Gerinnungszeit des Blutes 10 Minuten. 
9.25”: Injektion von 10 mglkg = 28 mg in 5 om3 physiol. Kochsalzlosung. 

10.25h: 

13.25h: 3. ,, ,, 24 ,, halbgeronnen 
14.25h: 4. ,, zwischen 3-15 Stunden geronnen 
15.25h: 5. ,, 2-15 ,, 
16.2~5~: 6. 9 2 ,  ,, s-15 .> 

1. Blutentnahme. Blut nach 24 Stunden ungeronnen 
11.25h: 2. ,, ,, 24 ,, 

Weitere Tierversuche zeigten, dass bei Verabreichung g le icher  
Gewichtsmengen Heparin einerseits, Cellulose-glykolsaure-ather-poly- 
schwefelsaure-ester oder Cellulose-p-oxyathansulfonsaureiither-schwe- 
felsaure-ester andererseits bezuglich Gerinnungshemmung nur der 
Momentane f fek t  beim Heparin grosser ist, wahrend in der D a u e r -  
w i rkung  die synthetischen Praparate Heparin ubertreffen. Dies 
geht z. B. stus der folgenden Zusammenstellung hervor, in weleher die 
Gerinnungszeiten des Blutes nach Heparinzusatz bzw. nach Zusatz 
von Cellulose-glykolsaure8ther-polyschwefelsaure-ester einander ge- 
genubergestellt sind : 

Cellulose-glykol- 
s a u r e - a t h e r -  

s a u r e - e s t e r .  . . 
polyschwefel-  

5h 70’ 15’ - 
i I 

7‘ 
I 10 ’ 8’ I 24” 8’ 24” 5h - 
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Noch scharfer traten die Unterschiede in der Dauerwirkung der 
beiden Praparate hervor, wenn das Gerinnungsvermogen der Blut- 
proben nicht durch Ermittlung der Momentangerinnungszeit, sondern 
nach der Methode von Quick bestimmt wurde, nach welcher das im 
Plasma vorhandene Heparin mit einer Thrombinlosung bekannten 
Gehaltes austitriert wird. Da der hohe Momentaneffekt des Heparins 
bei geringer Dnuerwirkung eher unerwiinscht und nachteilig ist, sind 
den synthetischen Produkten mit ihrer gleichmassigeren Dauer- 
wirkung gewisse Vorteile nicht abzusprechen. 

Hlinische Versuche mit den synthetischen Verbindungen sind 
z. Zt. im Gang. 

Wie wir bereits erwahnt haben, sind in neuester Zeit von mehreren 
Porschern aus verschiedenen Tierarten und verschiedenen Organen 
Heparinpraparate isoliert worden, die sich bei gleicher analytischer 
Zusammensetzung und insbesondere gleichem Schwefelgehalt in 
ihrer Wirksamkeit wesentlich unterscheiden. Es ist dabei die Ver- 
mutung geaussert worden, dass die grossen Differenzen in der Wirk- 
samkeit durch verschieden hohen Polymerisationsgrad bedingt sein 
konnten. Diese Brage liesse sich zweifellos durch Viskositatsbestim- 
mungen der verschiedenen Heparine beantworten. Leider waren wir 
bisher nicht in der Lage, Heparine verschiedener Herkunft zu ver- 
gleichen. 

Dagegen haben wir eine Reihe von Viskositatsmessungen an den 
synthetischen Praparaten durchgefuhrt. Verglichen wurden 1-proz. 
wasserige Losungen folgender Verbindungen : 

1) Cellulose-glykolsaureather-polyschwefels~ure-ester (Natrium- 
salz), aus n i c  h t umgefallter Cellulose hergestellt. 

2) Cellulose-glykolsaureather-polyschwefelsaure-ester (Natrium- 
salz), aus umgefallter Cellulose erhalten. 

3 )  Cellulose-B-oxyBthansulfonsaure-polyschwefelsaure-ester (Na- 
triumsalz) : zwei Praparate mit 13,7 bzw. 17,2 

4) Chondroitinschwefelsaure-polyschwefelsaure-ester (Natrium- 
salz). 

5 )  Heparin (Liquemin Roche). 
Aus den nachstehend aufgefuhrten Versuchsergebnissen geht her- 

vor, dass der Cellulose-glykolsaureather-polyschwefelsaure-ester, der 
aus n i ch  t umgefallter Cellulose hergestellt worden war, eine hohere 
Viskositat besitzt als das Praparat, das aus umgefallter Cellulose 
gewonnen wurde. Das diirfte darauf beruhen, dass durch das Umfallen 
der Cellulose ein teilweiser Abbau eintritt. Trotzdem unterscheiden 
sich die beiden Praparate von Cellulose-glykolsaure-ather-polyschwe- 
felsaure-ester in ihrer Toxicitat und gerinnungshemmenden Wirkung 
nicht wesentlich. 

Die Viskositat des Cellulose-B-oxyathansulfonsaure-polyschwe- 
felsaure-esters, der aus umgefallter Cellulose hergestellt wurde, liegt 

S-Gehalt. 
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etwas tiefer als diejenige der Glykolsaure-Verbindung. Es scheint aus 
den gemessenen zwei Praparaten hervorzugehen, dass mit Zunahme 
der Sulfonsaurereste in den Praparaten die Viskositat sinkt, was 
ebenfalls leicht verstandlich ist. 

Die Viskositaten von Chondroitin-sehwefelsaure-polyschwefel- 
saure-ester und Heparin liegen nahe beisammen. Die betrachtlichen 
Unterschiede in der Wirkungsweise und in der Toxicitat der beiden 
Verbindungen konnen also sicher nicht durch Unterschiede in der 
Viskositat bzw. Molekulargrosse bedingt sein, sondern mussen auf 
verschiedene strukturelle Einfliisse zuriickgefuhrt werden. 

Vis ko si t a t s me s sung  en. 
Einwagen je 0,1000 g, gelost in 10 om3 Wasser. 

Die Messungen wurden ausgefuhrt bei 20,OO-21 ,Oo 
r/ in dyn. see. cm-2 

I I Cellulose-B-oxy- ' Cellulose-glykolssure-ather- athansulfonsaure- 
polyschwefelsaure-ester polyschwefelsiiure- 

ester ~ _ _ _  ~~~ - 

aus nicht umge- aus umgefauter 
fallter Cellulose ~ ~ u ~ l ~ ~ ~  ~ Cellulose 

Wasser 

_ _ ~ .  

I Chondroitin- 

siiure- 
POlY- 

schwefel- 
saure-ester 

schwefel- 
Heparin 

- .- 
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aus. Durch mehrtagige Dialyse in Pergamenthulsen werden die beiden 
Anteile getrennt, das Natriumsalz der phosphorylierten Starke wird 
durch Alkohol %us der wiisserigen Losung erneut ausgefdlt, abzentri- 
fugiert, mit Alkohol, hierauf mit Ather gewaschen und bei 60° im 
Vakuum getrocknet. 

Ausbeute 2,6-3,0 g Natriumsalz des Starke-phosphorsaure-esters. 
Der Phosphorgehalt verschiedener Praparate schwankte zwischen 

Fur einen ,,Monoester" [C,H,O,.PO,Na,], berechnen sich l0,8% Phosphor, fur 
einen ,,Diester" [C,H,O,(PO,Na,),], 15,1%. 

Die Praparate sind frei von anorganischen Phosphorverbindungen 
und besitzen gegenuber PehZing'scher Losung nur ausserst schwaehes 
Rednktionsvermogen. 

D a r s t e l lung  pho sphory l ie r te r  Amylose. 
Amylose stellten wir am Maisstarke nach den Angaben von 

K. H.  Meyev und Mitarbeiternl) her. Die Veresterung des Praparates 
mit Phosphoroxychlorid erfolgte in gleicher Weise wie diejenige der 
Starke. Das gewonnene Praparat von phosphorylierter Amylose 
enthielt 18,O % Phosphor. 

Dars te l lung  von  Phosphorsau re -e s t e rn  depolymer i -  
s ie r te r  S t a r k e ,  des  sog. , ,Trihexosans".  

Als Ausgangsmaterial diente das nach A. Pictet und R. Jahn2) 
aus Starke dargestellte sog. ,,Trihexosan". 2 g Substanz wurden in 
45 em3 Pyridin und 15 em3 Phosphoroxychlorid bei 40° in gleicher 
Weise wie die Starke verestert. Reaktionszeit : 5 Stunden. 

Das durch Dialyse gereinigte Natriumsalz des ,,Trihexosan- 
phosphor saure - e s ter s ' ' enthielt 10,s yo Phosphor . 

9,4-11,5 %. 

D a r s  t e l lung p hosphoryl ie r t  en (3, h i t  o sans. 
3 g Chitosan wurden in einer Mischung von 45 em3 Pyridin und 

15 em3 Phosphoroxychlorid bei 40° wahrend 5 Stunden phosphory- 
liert. Aufazbeitung der Reaktionslosung wie im ersten Beispiel. 

Das durch Dialyse gereinigte Natriumsalz reduzierte PehZing'sche 
Losung nieht. 

E i n  wir kung  vo n P h o s p h or o x ye h l  o r  id  auf Gela t in  e. 
In eine aus 40 em3 trockenem Pyridin und 15 em3 Phosphor- 

oxychlorid in der Kalte bereitete Losung werden 3 g Gelatinepulver 
eingetragen. Es wird 4 Stunden bei 400 geriihrt, durch Eis zersetzt, 
unlosliche Reste abzentrifugiert und die klare Losung rnit Alkohol 
versetzt. Hierbei fallt die phosphorylierte Gelatine aus. Naeh dem 
Umlosen aus Wasser-Alkohol und Trocknen mit Alkohol und Ather 
enthielt d8s Praparat 8,7 yo organisch gebundenen Phosphor. 

1) Helv. 23, 854, 875 (1940). 2) Helv. 5, 640 (1922). 
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Schwefe l sau re -e s t e r  d e r  Cellulose. 
I n  die stark gekuhlte Mischung von 30 cm3 Pyridin und 7 cm3 

Chlorsulfonsaure werden 3 g trockene, pulverisierte, aus Kupfer(I1)- 
tetramminhydroxyd umgefalltel) Cellulose unter Ruhren einge- 
tragen. Dann erwarmt man die Reaktionsmasse wahrend 5 Stunden 
unter Ruhren auf 60°, lasst 12  Stunden stehen, giesst hierauf auf 
Eis und trennt unlosliche Anteile durch Zentrifugieren von der 
wasserigen Losung. Aus dieser kann der gebildete Cellulose-schwefel- 
saure-ester durch Alkoholzusatz ausgefallt werden. Er wird abge- 
nutscht, mit Alkohol ausgewaschen, wieder in Wasser gelost, die 
Losung mit Natronlauge neutralisiert und der Dialyse unterworfen. 
1st die Losung frei von Sulfationen, so wird sie etwas konzentriert 
und das Natriumsalz des Cellulose-schwefelsaure-esters mit Alkohol 
gefallt. Man lasst es zuerst unter Alkohol, spater unter &her stehen, 
trocknet hierauf im Vakuum und erhalt die Verbindung so in Form 
eines farblosen, lockeren, in Wasser leicht loslichen Pulvers. 

Schwefelgehalt bei Praparaten verschiedener Darstellung 18,9 
bis 20,4%. 

Dieser entspricht annahernd dem Schwefelgehalt des Natriumsalzes des Cellulose- 
trisulfonsiiure-esters [C,H,O,( SO,Na),], fur welches sich 20~5% Schwefel berechnen. 

S c h w ef e l  s 5 u r  e - e s t e r  d e s ,, Tr i h e x o s a n  s ". 
Die Veresterung yon 2 g Trihexosan geschah mit 7 cm3 Chlor- 

sulfonsaure in 30 em3 Pyridin bei 90°. Reaktionsdauer 45 Minuten. 
Die Aufarbeitung der Reaktionsmischung erfolgte wie im vorher- 
gehenden Beispiel. 

Schwefelgehalt des Praparates (Natriumsalz) 1 7,0 %. 
Sulf u r i e r t  es 0 h i t in .  

3 g gepulvertes Chitin wurden wahrend 5 Stunden in einem 
Gemisch von 30 em3 Pyridin und 7 g Chlorsulfonsaure sulfuriert. 
Aufarbeitung der Reaktionsmischung wie in den friiheren Beispielen. 

Schwefelgehalt des sulfurierten Chitins (Natriumsalz) 14,4 yo. 
S u l f u r i e r t e  Chondroi t inschwefe lsaure .  

In ein in der KBlte bereitetes Gemisch von 30 g Pyridin und 
7 om3 Chlorsulfonsiiure triigt man 3 g trockene, pulverformige Chon- 
droitinschwefelsaure ein, ruhrt 5 Stunden bei 60°, zersetzt hierauf 
die Reaktionsmasse mit wenig Eis, trennt unlosliche Anteile von der 
wiisserigen Losung und fdlt  aus letzterer durch Zusatz von Alkohol 
die sulfurierte Chondroitinschwefelsaure aus. Diese wird dann erneut 
in Wasser gelost, mit Natronlauge neutralisiert, die Losung bia zur 
Entfernung aller Sulfationen dialysiert uiid die Verbindung durch 
Alkohol schliesslich wieder gefallt. 

l) P. Karrer, H .  IlZing, Koll. Z., Ergiinzbd. 36, 91 (1928). 
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Praparate dieser Darstellung zeigten einen etwas wechselnden 
Schwefelgehalt, der meistens zwischen 8,s und 11,5 % lag. Durch eine 
Nachsulfurierung wurden Praparate mit den tieferen Schwefel- 
werten vollstandig verestert. Schliesslich reinigten wir die Verbindung 
durch Uberfuhrung in das Bariumsalz. Die unvollstandig durch 
Schwefelsiiure veresterten Chondroitinschwefelsaurefraktionen liefern 
in Wasser leicht losliche Bariumsalze, wahrend das Bariumsalz der 
vollstandig veresterte,n Verbindung in kaltem Wasser schwer loslich 
ist und sich durch Umlosen aus heisseni Wasser reinigen h s t l ) .  

Analyse des schwer loslichen Bariumsalzes: S-Gehalt lO,S%. Durch Umsetzung 
des Bariumualzes mit Natriumsulfat erhalt man das in Wasser leicht losliche Natriumsalz, 
weIches 13,7% Schwefel besitzt. Fur einen ,,TrischwefeIsaure-ester“ 

[C,,H,,O,,Rm’a(COCH,) ( SO,Ka),], 
berechnef sich der Schwefelgehalt zu 13,6%. 

S c h we f e l  s a u r e - e 8 t e r d e s L a v o  g l u  c o s a n  s. 
Die Veresterung des LBvoglucosans rnit Chlorsulfonsiiure erfolgte 

in iiblicher Weise bei 45O. Dss mit Alkohol umgefallte Natriumsalz 
war frei von Sulfationen und besass einen Schwefelgehalt von 17,6 yo. 

S c h w  e f e Is Bur e - e s t e r  v o n C el lulo s e - gl  yko  1s a u re  B t he r. 
Durch Umsatz yon Cellulose rnit Chloressigsaure in starker 

Natronlauge erhiilt man nach J .  K. Chowdhury2) Cellulose-glykol- 
sLureather. Wir haben z71 unseren Versuchen Praparate gewahlt, die 
auf 6 C-Atome in der Cellulosemolekel ungefahr e ine  veriitherte 
-~Jvd-raxJ~~-ruppe mfihnlfipq. also ungefiihr der Formel 

entsprechen. Sie wurden nach den Angaben von Chowdhury erhalten, 
wobei wir teils von Watte, teils von umgefgllter Cellulose ausgingen. 

Zur Veresterung wurden 3 g des Praparates in 30 em3 Pyridin 
mit 7 em3 Chlorsulfonsaure wahrend 5 Stunden bei 85O geriihrt. 
Bei der Zersetxung mit Eis bildete sich eine in Wasser losliche und 
eine wenig losliche Fraktion. Aus der wiisserigen Losung wurde der 
Schwefelsaure-ester durch Alkoholzusatz gefallt, hierauf erneut in 
Wasser gelost, die Losung mit Natronlauge neutralisiert, das Natriurn- 
salz durch Alkohol abgeschieden, durch Dialyse gereinigt und schliess- 
tieh a m  der konzentrierten wgsserigen Losung durch Alkoholxusatx 
zuruckgewonnen. 

Der Schwefelgehalt die8es Priiparates betrug 1 1 , O  %. In einem 
Fall gelang es, durch eine zweite Veresterung rnit Chlorsulfonsgure in 
Pyridin bei 85O den Schwefelgehalt auf 14,5O zu erhohen. Das Malxi- 
mum des erreichbaren Sulfonsauregruppen- Gehaltes hangt davon 

1) Vgl. hierzu die Lhnliohen Beobachtungen von E. Jorpes und S.  Bergstrom, 
J. Biol. Chem. 118, 455 (1937). 

(Berechnet fur Trischwefelsaure-ester-natrium: S-Gehalt 20,5% .) 

[C,H,O, OCH,COOH], 

2, Bioch. Z. 148, 76 (1924). 
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ab, wie hoch der Prozentsatz der in die Cellulose eingefuhrten Glykol- 
saurereste ist. 

Auch die in T17asser wenig losliche, oben erwiihnte Fraktion des 
Reaktionsproduktes besteht aus Schwefelsaure-estern des Cellulose- 
glykolathers. Sie lost sich in uberschussiger Natronlauge ; aus dieser 
Losung fiillt Alkohol das Natriumsalz des Esters aus, das nunmehr 
in Wasser loslich ist. Schmefelgehalt 5,6 %. Durch Wiederholung der 
Veresterung konnen auch BUS diesem Praparat Natriumsalze von 
Schwefelestern mit 14 yo Schwefel erhalten werden. 

Schwefelgehalt zu 14,3%. 
Fur einen Ester der Formel [C,H,O,. (OCH,COOH) (OSO,Na),], berechnet sich der 

Cellulo se - p -  o xy  t h a n  sulf ons  iiure - ii t her.  
5 g umgefallte, trockene, gepulverte Cellulose werden mit 40 em3 

40-proz. wgsseriger Natronlauge 2 Stunden stehen gelassen. Hierauf 
riihrt man 50 g /3-bromathansulfonsaures Natrium ein und erhitzt 
3 Stunden auf dem Wasserbad. Dabei farbt sich die Losung dunkel. 
Nach 24 Stunden fallt man das Reaktionsprodukt durch Alkohol- 
zusatz aus, zentrifugiert es ab, lost es in wenig Wasser auf und fdlt 
aus dieser Losung nach dem Abzentrifugieren geringer unloslicher 
Anteile das Natriumsalz des Cellulose-p-oxyathansulfonsaure-athers 
durch Alkoholzusatz wieder aus. Dieselbe Reinigung durch Umfallung 
wurde wiederholt. Durch eintagige Dialyse der wasserigen Losung des 
Praparates und nachheriges Ausfallen durch Alkohol konnte die 
braunliche Farbe des Produktes wesentlich aufgehellt werden. Die 
Verbindung wurde durch Auskochen mit Alkohol und Ather von Was- 
ser befreit. Ausbeute 2,3 g. Schwefelgehalt 7,6 %. 

Eine nochmalige Behandlung des Produktes mit bromiithan- 
sulfonsaurem Natrium erhohte den Schwefelgehalt nur auf 8,8 %. 

Cellulose-  /3-oxyathansulfonsaure-iither-polyschwe- 
f e l sau re -e s t e r .  

I n  eine stark gekuhlte Mischung von 60 em3 trockenem Pyridin 
und 14 em3 Chlorsulfonsaure werden 6 g Cellulose-B-oxyiithansulfon- 
saure-ather (Herstellung vorstehend) unter Ruhren eingetragen. 
Hierauf erhitzt man unter standigem Riihren die Reaktionsmasse 
wahrend 5 Stunden auf 85O, lasst 12  Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen und giesst auf Eis. Hierbei lost sich der grosste Teil des Cellu- 
losederivates auf. Nach dem Abfiltrieren geringer Mengen eines un- 
loslichen Niederschlages setzt man zum wasserigen Filtrat Alkohol, wo- 
durch der Cellulose-oxyathansulfons~ureather-polyschwefelsaure-ester 
ausgefiillt wird. Man nutscht ab, lost den Niederschlag in wenig Was- 
ser, neutralisiert durch Zusatz von Natronlauge und fallt das Natrium- 
salz durch Alkoholzusatz aus der wasserigen Losung am. Das abge- 
nutschte Natriumsalz wird hierauf zwecks Entwasserung 12 Stunden 
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unter Alkohol liegen gelassen, dann in Ather eingelegt und schliesslich 
getr o ckne t . 

Das Praparat enthiclt nur organisch gebundenen Schwefel. Dessen Gehalt betrug in 
der getrockneten Verbindung 17,2%. 

C hondro i  t inse h wef e l saure  - 8- o xy  51 t hansulf  ons  a u r e  - a t her. 
Bur Veratherung der Chondroitinschwefelsaure wurden 5 g der 

Verbindung 2 Stunden in 40 em3 40-proz. Natronlauge eingelegt, 
wobei Losung eintrat und hierauf rnit 50 g bromathansulfonsaurem 
Natrium 2 Stunden auf dem Wasserbad erwarmt. Die Losung fiirbte 
sich dabei dunkel. Die Aufarbeitung der Reaktionsmasse erfolgte in 
gleieher Art wie bei der Veratherung der Cellulose rnit Bromathan- 
sulf onsaure. 

Die Ausbeute betrug 2,8 g. Schwefelgehalt l l , O % .  

Evzymat i sche r  Abbau  d e s  Starke-phosphorsaure-esters. 

1 mg gebildete Maltose 
____ 

aus Starkephos- 

mg gebildete Malto- 
se aus Starke. Ge 
messene Reduktions 

phorsaureA rnit 
9,4% P-Gehalt 

17,2 
52,2 
57,3 
71,3 

_ _ _ _ ~ ~ ~  
vermogen reduziert 

(vgl. unten) 

17,2 
54,2 
90,2 

106,5 

~ ~ 

~ 

1) Darstellung vgl. H .  w. Ruler, Z. physiol. Ch. 112, 193 (1921); Th. Posternack, 

2)  Daratellung vgl. L. Michaelis, Abderhalden’s Biochem. Arbeitsmeth. 111, 1337 

3) B1. [3] 35, 1285 (1906). 

Helv. 18, 1351 (1935). 

(1910). 
4) J. Biol. Chem. 44, 55 (1920). 

~ ___ - __ 

0 
Y2 
1 
2 

33,O 
92,6 

150,5 
176,9 
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Bei Vergleichung der Abbaugeschwindigkeit der Starke und des 
Starke-phosphorsaure-esters ist zu berucksichtigen, dass letzterer eu 
38 % aus Phosphorsaureresten besteht ; diese sind bei der Vergleichung 
der Reduktionsvermogen in Abzug zu bringen. Dies ist in der letzten 
Kolonne vorstehender Tabelle dadurch erreicht worden, dass man die 
gemessenen Werte des Starkereduktionsvermogens prozentual redu- 
zierte und die reduzierten Werte ausserdem auf die gleiche Anfangs- 
reduktion brachte. 

Bei Berucksichtigung dieser Umstande zeigt sich, dass der Abbau 
des Starke-phosphorsaure-esters durch Diastase im Anfang wenig 
hinter der Schnelligkeit des Abbaus der Starke zurucksteht l). Mit 
fortschreitender Hydrolyse fallt er starker zuruck. 

Parallel der enzymatisehen Hydrolyse des Starke-phosphorsaure- 
esters wird durch das Diastasepraparat aueh die Hauptmenge der 
Phosphorsauregruppen hydrolytisch eliminiert. So waren aus 20 mg 
Substanz durch 2 em3 Fermentlosung nach 18 Stunden 89% des 
Gesamtphosphors als Phosphat abgespalten worden. 

Si iurehydrolyse des Starke-phosphorsaure-esters. 
Nach 2-stundigem Kochen des Starke-phosphorsaure-esters mit 

10-proz. Salzsaure betrug das Reduktionsvermogen 81,3 % des- 
jenigen, welches einem 100-proz. Abbau des Esters zu Glucose ent- 
sprochen hatte. Zugleich waren 89 yo der total gebundenen Phosphor- 
saure als anorganisches Phosphat abgespalten worden. 

Enzymat i sche r  Abbau  des  S tarke-schwefe lsaure-  
es te rs  du rch  Malzdiastase.  

Ansatz : 0,3 g Starke-schwefelsaure-ester (Schwefelgehalt 12,96%) in 25 em3 Wasser 
und 5 em3 Pufferlosung gelost und mit 1 cm3 verdunnter Diastaselosung vermengt. 
Temperatur 37O. Die Reduktionswerte sind in Maltose-Reduktionsvermogen ausgedriickt. 

I mggebildete-I 
~ ~ _ _  I Zeit in Std. I aus Starke--l 

I 1 schwefelsaure-ester I aus Starkc 

2 1 161,O 
4 175,5 

24 I 205,O 
48 I 250,3 

21,7 
25,6 
47,3 
73,0 

l) Voraussetzung fur diese Schlussfolgerung ist allerdings die unbewiesene Annahme, 
dass die Hydrolysenprodukte der Starke und die phosphorsaurehaltigen Abbauprodukte 
der phosphorylierten Starke ungefahr gleiches Reduktionsvermogen haben. 

83 
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Auch Starke-schwefelsaure-ester wird somit durch Diastase- 
losung verzuckert, aber mit einer gegenuber Starke verminderten 
Schnelligkeit . 

Zweistundiges Kochen des Schwefelsaure-esters mit n. Salzsaure 
ergab eine Zuckerlosung, deren Reduktionsvermogen 84 % gebildeter 
Glucose entsprach. Gleichzeitig wurden dabei 94,s % der vorhandenen 
Schwefelsaurereste abgespalten (Fallung mit Bariumchlorid in salz- 
saurer, warmer  Losung, da das Bariumsalz des Starke-schwefelsaure- 
esters in kaltem Wasser nur massig loslich ist). 

Vergleichender  Abbau von S t a r k e  u n d  Tr ihexosan-  
phosphorsaure  du rch  Malzdiastase.  

Ansatze: je 0,3 g Substanz in 25 om3 Wasser und 10 cm3 Pufferlosung, 1 cm3 Dia- 
staselosung. Temperatur 37O. Reduktionsvermogen ausgedruckt als Glucosereduktions- 
vermogen. 

1 
2 
4 

24 

I 1 mg gebildete Glucose I 

50,2 
81,7 
84,6 
94,3 

. ~ _ _ _ _ ~  
_ _  

1 aus Trihexosan- 
I phosphorsiiure-ester 

Zeit in Std. 
aus Starke 

~ _ _ ~  

Die Hydrolyse des Trihexosan-phosphorsaure-esters durch Malz- 
diastase ist somit sehr gering. 

V er  gl e i  c h en d e A b b a u  ver  s u c h e vo n S t a r  Be, S t a r k  e - s c h w e Ir 
fe l saure-es te r  u n d  Cel lu lose-schwefe lsaure-es te r  du rch  

Schneckenenzym. 
Das ,,Schneckenenzym" bestand aus dem unverdunnten Hepatc- 

Ansatze: je 0,3 g Substanz in 20 cm3 Wasser und 10 om3 Acetatpuffer (pH = 5,5) 
gelost, mit 0,25 cm3 Enzymfliissigkeit versetzt. Temperatur 37O. - Das Reduktions- 
vermogen der fermentierten Losungen ist in Glucose-Reduktionsvermogen ausgedriickt : 

pankreassaft der Weinbergschnecke. 

Zeit in Std. 
aus Starke 

66,7 
126,9 
244,5 

mg gebildete Glucose 

aus Stiirke-schwefel-1 aus Cellulose- 
saure-ester schwefelsaure-ester 

0 

32,4 4,3 

Der Abbau des Starke-schwefelsaure-esters gegenuber dem- 
jenigen der Starke erscheint stark herabgesetzt j derjenige des Cellu- 
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lose-schwefelsaure-esters ist unter den gewahlten Bedingungen un- 
bedeutend. 

Die Prufung auf hydrolytische Freisetzung von Schwefelsaure 
aus dem Starke-schwefelsaure-ester und Cellulose-schwefelsaure-ester 
(lurch Schneckenenzym geschah unter folgenden Bedingungen : 

J e  0,l g Substanz in 5 em3 Wasser und 1 om3 Puffer gelost, 3 cm3 Fermentfliissigkeit 
zugesetzt, 5 Tage bei 37O aufbewahrt (Toluolzusatz). Hierauf Dialyse wahrend 72 Stunden 
unter Erneuerung des Dialysat-Wassers nach je 24 Stunden. Nach dem Eindampfen der 
vereinigten Dialysat-Flussigkeiten Bestimmung der abgespaltenen Schwefelsaure als 
Barium sulf at. 

Unter diesen Bedingungen wurden weder aus Starke-schwefel- 
saure-ester noch aus Cellulose-schwefelsaure-ester merkliche Mengen 
Schwefelsaure in Freiheit gesetzt. 

Cellulose- 
schwefelsaure- 

ester 

Verg le ichende  A b b a u v e r s u c h e  v o n  Cel lulose-schwefels i iu-  
r e - e s t e r ,  Chondroi t inschwefe lsaure  u n d  su l fu r i e r t e r  Chon-  

d r  oi t i n  s c h w ef els a u r  e d u r  c h S c h n e  c k e n  enz ym. 
Der hydrolytische Abbau der genannten drei Verbindungen 

durch das Schneckenferment ist ausserordentlich gering j am meisten 
reduzierende Gruppen werden noch aus Chondroitinschwefelsaure in 
Freiheit gesetzt. 

Die Ansatze enthielten je 0,l g Substanz in 5 em3 Wasser und 1 om3 Acetatpuffer, 
ferner 3 cm3 Schneckenenzym (Toluol). Das Reduktionsvermogen der Losungen, als Mass 
des hydrolytischen Abbaus, ist in Glucose-Reduktionsvermogen ausgedriickt : 

Chondroitin - 
schwefels~ure 

Zeit in 
Stunden 

~- 
~ 

70 
90 

147 
167 

mg Glucose aus 

Sulfurierter 
Chondroitin- 
schwefelsgure 

A b b a u v e r s u c h e  m i t  S e r u m  u n d  E r y t h r o c y t e n f l u s s i g -  
k e i t  v o n  Ochsenblu t .  

Der Schwefelsiiure-ester der Cellulose wurde auf Abbaufahigkeit 
durch Serum und Erythrocytenflussigkeit aus Ochsenblut gepruft. 
Schwefelsauregruppen wurden weder durch die eine noch durch die 
andere Fermentlosung abgespalten. Das Serum bewirkte sehr geringen 
hydrolytischen Abbau, nachweisbar durch das schwache Reduktions- 
vermogen; mit der Erythroeytenflussigkeit konnte auch keine 
Hydrolyse des Cellulose-schwefelsaure-esters nachgewiesen werden. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 


