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75. Les d6riv6s sulfat6sl) de I’acide chondroitine-suIfurique 
et leur action anticoagulante. 

Sur les polysaccharides amin6s IV2) 
par Kurt H. Meyer, R. P. Pirou6 e t  M. E. Odier. 

(26 1 5 2 )  

En 1916 MacLean et Howell ddcouvraient l’hdparine et son action 
anticoagulante. Comme cette nouvelle substance Btait le seul anti- 
coagulant physiologique connu, on pensa tr&s t6t B l’utiliser dans le 
traitement des thromboses. Cependant son emploi en therapeutique 
tarda a se repandre du fait du prix de revient eleve du produit qui 
ndcessite des injections repdtees de doses relativement fortes. 

La decouverte du dicoumarol et de ses derives (1940-41) ne 
resolut que partiellement le problkme, car s’ils presentent par rapport 
h l’heparine les avantages de pouvoir &re administres par voie buccale 
et de produire une hypocoagulabilite plus durable, ils ont des incon- 
venients trBs graves. Ce sont des antivitamines I( qui s’opposent au 
niveau du foie la formation de la prothrombine. Or, un deficit en pro- 
thrombine ne suffit pas toujours h 6viter une thrombose. Ilpeut exister 
dans le sang des activateurs de la coagulation (facteur V) qui rendent 
inopdrante l’hypoprothrombinemie provoquee par le dicoumarol. 

C’est la raison pour laquelle de nombreux chercheurs ont essay6 
de preparer des anticoagulants du type de l’hbparine. 

En 1930-31, DemoZe3) & Pischer4) insistBrent sur le fait que de 
nonibreuses substances anticoagulantes comme l’hirudine et l’heparine 
contiennent des groupes-S03H. En 1935, Be~gs trorn~)  decouvrait les pro- 
priBt4s anticoagulantes des esters sulfuriques de polysaccharides, tandis 
que les esters sulfuriques des mono- et di-saccharides Btaient inactifs. 

DBs cette 6poque on tenta de prhparer des anticoagulants synth6- 
tiques ou semi-synthetiques en sulfatant divers polysaccharides (acide 
chondro‘itine sulfurique5) 6 ) ,  c e l l u l ~ s e ~ - ~ ~ ) ,  inulinel2)), xylanes), glyco- 

fication du groupe -OH par l’acide sulfurique. 
l) Conformhment B l’usage anglo-saxon, nous dksignons par ((sulfatation)), Yesthi- 

2 ,  Communication 111: K .  H.Meyer, J.FelZiy & Ed.H.Fischer, Helv. 34, 939 (1951). 
3, 8. Demole & M .  Reinert, Arch. exp. Path. Pharmakol. 158, 211 (1930). 
4, A. Fischer, Bioeh. Z. 240, 364 (1931). 
5,  S. Bergstrom, Pu’aturwiss. 23, 706 (1935); Z. physiol. Ch. 238, 163 (1936). 
6 ,  P.  Karrer, H.  Koeniy & E .  Usteri, Helv. 26, 1296 (1943). 
7 )  I /S .  Solusol, Dan. P. 65269 (1946). 
s, E.  Husemann, K .  N .  von Kaulla & R. Kappesser, Z. Naturforschg. I, 584 (1946). 
B, E .  Chargaff, F .  Bancroft & M .  Stanley-Brown, J. Biol. Chem. 115, 155 (1936). 
10) T .  Astrup, I .  Cfalsmar & M .  Volkert, A. Physiol. Scand. 8, 215 (1944). 
11) T. Astrup & J .  Piper, A. Physiol. Scand. 9, 351 (1945). 
l2) B. InyeZmann, Ark. Kemi Mineral. Geol. 24, 4 (1946). 
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gene1), amidonl) 2, 3), chitine4) 2), acide alginique5) 6) ,  dextranes’). 
Toutes ces substances sulfatees presentent l’inconvhient de posseder 
ou bien une action anticoagulante bien inferieure A celle de l’heparine, 
ou bien une toxicite qui emp6che une Bventuelle utilisation en thera- 
peutique. On est loin pourtant d’avoir 6puisB toutes les possibilites 
qu’offrent les sulfatations de polysaccharides. Comme on peut s’y 
attendre avec les polymbres, les produits de depart sont si inhomo- 
genes qu’il est certainement encore possible de partir de produits 
mieux caractbris6s. 

En outre, on remarque de grandes differences d’activite selon 
les methodes de dosage utilisees. L’activitB des substances prBparBes 
jusqu’B ce jour B B t B  generalement determinee avec une seule me- 
thode. 

C’est pour ces raisons que nous avons repris B la fois le probleme 
de la synthese des anticoagulants du type de l’hkparine et 1’6tude 
de differentes methodes de dosage d’activit6, choisies parmi les plus 
utiliskes, en tenant compte de la conception actuelle du mecanisme 
de la coagulation sanguine. 

Comme les derives sulfates de l’acide chondrotitine-sulfurique 
semblent &re les produits les plus actifs, nous avons eu recours B ce 
polysaccharide pour Btudier les differrents aspects de ce probleme : 
preparation de la matiere premiere en m e  d’obtenir un produit fine- 
ment divis6, sechage, methodes de sulfatation, influence du poids 
moldculaire et du degre de sulfatation sur l’activite anticoagulante. 
Nous rapportons enfin nos essais realis& avec d’autres polysaccha- 
rides sulfates, qui se sont d’aillenrs rdveles beaucoup moins interes- 
sants que les esters sulfuriques de l’acide chondrotitine-sulfurique. 

1. Matidres premidres. 
On obtient facilement l’acide chondro‘itine-sulfurique sous la forme 

de son sel sodico-calcique B partir des cartilages nasaux de pore (sep- 
tum nasale)s). Nous l’avons Bgalement obtenu B partir de trachees et 
de septa nasalia de beuf ; mais leur richesse plus grande en proteines 
rend la preparation plus laborieuse et diminue le rendement de l’op6- 
ration. Le produit obtenu ne semble pas cependant se distinguer de 
celui provenant des cartilages de pore. Les poids moleculaires des 
deux produits sont de l’ordre de 30000. 

l) E .  Husemunn, K.  N .  von Kaullu & R.  Kuppesser, Z. Naturforschg. I, 584 (1946). 
2, T .  Astrup, I. Gulsmar & M .  Volkert, A. Physiol. Scand. 8, 215 (1944). 

*) P.  Kurrer, H .  Koenig & E. Usteri, Helv. 26, 1296 (1943). 
6, E. G. Snyder, U. S. P. 2.508.433 (1950). 
s, D. Molho & J .  Cotte, Bull. Soo. Chim. Biol. 33, 312 (1951). 
’) A .  Gronwull, B. Ingelmnn & H .  Mosimann, Upsala Lakareforen Forh. 50, 397 

*) K .  H .  Meyer, M .  Odier & A .  E .  Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 

J .  Reuse, C. r. SOC. Chim. Biol. I 3  I ,  834 (1939). 

(1945); Chirn. et Ind. 55, 206 (1946). 
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Nous avons Bgalement prepare au moyen d‘hchangeurs d’ions, l’acide chondroytine- 
sulfurique libre & partir de son sel sodico-calcique. Mais cet acide libre, m6me & 1’6tat 
see, est instable e t  se dhcompose en quelquev semaines. Ceci est probabIement dG &, la 
prBscncc de traces d’eau. 

2. Degre’ de  division d u  produit de  de’part. 
L’acide chondro’itine-sulfurique et ses sels ne sont solubles qu’en 

milieu aqueux. Comme les agents de sulfatation se dBcomposent en 
presence d’eau, on est oblige de travailler en systkme h6terogkne. 
Le degr6 de division du polysaccharide joue Bvidemment un r81e pre- 
ponderant dans ce type de rkaction. La dispersion par congBlation 
d’une solution aqueuse, suivie de sublimation de la glace au  vide, 
donne des produits qui ne se laissent que partiellement sulfater. Les 
meilleurs rbsultats ont B t B  obtenus avec des produits fraichement pr6- 
cipitBs B l’alcool de leur solution aqueuse, laves 1’6ther et sBchBs 
au vide ordinaire. Un sBchage absolu n’est pas recommandable, car 
les produits anhydres ne se laissent qu’incomplktement sulfater. Nous 
ignorons si des traces d’eau ou d’alcool favorisent la reaction, ou bien si 
le s6chage est accompagnd d’une agglomeration des petites particules 
ct partant, d’une diminution de la surface rdagissante. 

3. Jldthodes de  sulfatation. 
La plupart des auteurs ont utilise comme agent de sulfatation, 

l’acide ehlorosulfonique dissous dans la pyridine1)2). Nous avons 
constate que les polysaccharides trait& selon cette mBthode sont 
considchblement d6gradi.s au cours de la rdaction. Au moyen d’une 
solution d’anhydride sulfurique dans la pyridine nous avons pu 
obtenir des produits relativement peu d6gradBs. Cependant cette 
mkthode n’est pas trks commode et nous avons cherch6 k I’amBliorer. 

Nous avons finalement trouvB que l’anhydride sulfureux rem- 
plapait avantageusement la pyridine. Excellent dissolvant de l’an- 
hydride sulfurique d’une part et de l’acide chlorosulfonique d’autre 
part, qu’on peut ajouter tous deux en quantitd thBorique, l’anhydride 
xulfureuu est facile B Bliminer par simple evaporation. 

L’utilisation de l’anhydride sulfureux comme solvant avait dkjs 
6t6 proposBe par Burkhardt et ~ o l l . ~ ) ,  puis par Ross et ~011.~) pour 
prbparer des acides arylsulfoniques et des alcools primaires sulfat6s. 
I1 ne semble pas, cependant, qu’on l’ait jamais utilisB pour prkparer 
des esters sulfuriques de polysaecharides. Grhce a cette mBthode, 
nous avons obtenu facilement et rapidement des substances relative- 
ment peu dBgradBes, de propriBt6s constantes. 

l) R. Tamba, Bioch. Z. 141, 274 (1923). 
2, E .  Gebauer-Fulnegg, W .  H .  Stevens & 0. Bingler, B. 61, 2000 (1928). 
3, G. N .  Burkhardt & A .  Lapworth, SOC. 1926, 684. 
4, J .  ROSS, J .  H. Percy, R. L. Brandt, B . J. GLebhart, J. E.  Miichell & S. Jolles, J. Ind. 

Eng. Chem. 34, 924 (1942). 
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Le tableau I resume quelques-unes de nos experiences de sulfa- 
tation, realisbes avec divers polysaccharides. 

Tableau I. 

'it:- 
en % 

Polysaccharide 

~ 

Me'thode 
de sulfatation 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
(sel de Na) . . . . . 

Acide chond.-sulfurique 
libre . . . . . . . . 

Galactomannane de ca- 
roubes . . . . . . . 

Lichenhe . . . . . . 
Chitosane . . . . . . 
Chitosane . . . . . . 
Chitosane . . . . . . 
Xylane . . . . . . . 

De'grada- 
tion 

Rend. 
en yo 

19 

19 

15 

15 

15 

0 

0 

7 
11 
11 
0 

18 
22 

- 200 

- 200 

60° 

200 

200 

- 120 

60° 

- 200 
- 200 
- 200 
- 200 
- 200 
- 200 - 

so,-so, 
SOZ-SO,HCl 

Pyridine-SO, 

Pyridine-SO, 

Dioxane-SO, 

S0,HClpur 

Pyridine-SO, 

so,-so, 
so,-so, 
so,-so, 
so,-so, 

so,-so, 
SO,-SOaHC1 

- 
Dure'e 

en 
ewes 

trbs faible 

faible 

faible 

trbs faible 

trks faible 

6 

6 

6 

17 

25 

17 

6 

6 
6 
6 
6 
6 
6 - 

86 

90 

91 

75 

90 

trbsforte 

forte 

55 

70 

I 

forte 
moyenne 
faible 
moyenne 
faible 
faible 

16 
60 
40 
17 
70 
25 

I 

13 

17 

9 

8 

6 

14 

14 

10 
15 
15 
16 
9 

10 - 
4. Poids rnole'culaire, constitution et activite anticoagulante. 

Nous avons constate qu'une degradation du produit s'accompa- 
gnait toujours d'une baisse de l'activit8 anticoagulante. Les meilleurs 
produits que nous avons obtenus ont des poids moleculaires de l'ordre de 
26 000, ce qui correspond 5t un degr6 de polymdrisation de 50 restes aldo- 
bioniques. Les produits fortement degrades sont pratiquement inactifs. 

Tableau 11. 

Acide chond.-sulf. 

Produit de depart prepare selon 
K.  H .  Meyer et  0011.~) . . . . 

Produit sulfate par SO,-S0,HCl 
Produit sulfate par SO,-SO, . . 

6 
17 
12 

- 31' 
- 200 
- 210 

*) [TI = = viscositb intrinsbque ou viscosiG limite; concentrationen gr/100cm3. 

1) Analyses effectukes par le Laboratoire de micro-analyse Peisker- Ritter Q Brugg. 
2) K.  H .  Meyer, M .  E. Odier & A. E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 

__ 

37 
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I1 semble que la teneur en groupes -SO,H joue Bgalement un 
r61e important. Seuls les produits contenant au moins 11 Q 1 2 %  de 
soufre lie (ce qui correspond environ B deux groupes -SO,H par 
phiode), prBsentent une bonne activitB anticoagulante. Cependant il 
ne s’agit certainement pas d’une rbgle gBnkrale, car Maybet d3 Wintey- 
stein1) ont isole des eaux-mbres provenant de l’extraction de l’hBpa- 
rine, un polysaccharide voisin de l’acide chondroitine-sulfurique 
(,&hkparine), contenant 6 yo de soufre et presentant une activite anti- 
coagulante Bgale B 25% celle de l’hkparine. 

5. Conception actuelle du mdcanisme de la coagulation sanguine. 
Depuis 20 am, la thdorie classique de la coagulation du sang a 

subi de nombreuses et profondes modifications. La figure 1 presente sous 
une forme resumee le mBcanisme gBnBralement admis Q l’heure actuelle. 

ler shde -- Plaquettes Zssus /e%ee’s 
Tbrarnboplast~nog~ 

-1 
I 

: Rctmn inhibitrice <----.* 

Fig. 1. 

l a r  stade. La prothrombine est une globuline, prbparke au niveau du foie sous l’in- 
fluence de la vitamine K. Lorsque la coagulation est d6clench6e, eile se transforme en 
thrombine, ceci sous I’influence du calcium et  de la thromboplastine. 

La thromboplastine (ou thrombokinase) se presente sous deux formes : 
a) Une thromboplastine libArAe des tissus 16~6s. 
b) Une thromboplastine formbe B partir d‘une substance antihAmophilique, le 

thromboplastinogkne (ou prothrombokinase), ceci sous l’influence d’un enzyme d’origine 
plaquettaire, la thromboplastinog~~nase. Selon certains auteurs, le calcium serait necessaire 
pour que cette rbaction puisse s’accomplir. I1 est Bgalement trAs probable que la throm- 
boplastine formbe agisse comme activateur @&action autocatalytique). 

La transformation de la prothrombine en thrombine est encore influencee par la 
presence d’un activateur, le facteur J’ (ou facteur labile, ou Ac.-globuline). Xelon Owuren2), 
ce facteur V serait inactif e t  se transformerait en facteur V I  actif. 

l) H. Marbet & A. Winterstein, Helv. 34, 2311 (1951). 
2)  P. A. Owren, Acta Med. Scand. 128, 327 (1947). 
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2 e  stade. La thrombine formke Q partir de la prothrombine agit sur le fibrinogbne 
qui se transforme en fibrine. Selon Quick, la thrombine agirait Agalement, au  cours d‘une 
reaction autocatalytique, sur les plaquettes, permettant ainsi la liberation de la thrombo- 
plastinogknase. 

Action des antiooagulants. 
a) Dicoumarol et ddrivks. Ce sont des antivitamines K et  ils s’opposent, au niveau 

du foie, Q la formation de la prothrombine. En clinique, ils prBsentent par rapport 8. 
l’hbparine, les avantages d‘itre moins coiiteux, de pouvoir i t re  administrks par voie buc- 
cale e t  de provoquer une hypocoagulabilitk plus durable. 11s ont cependant des inconvkf 
nients t r b  graves. 11s sont toxiques, leur action n’est pas immkdiate, mais ne se manifeste 
que plusieurs heures aprbs leur administration. Les accidents hkmorragiques provoques 
par des doses trop fortes sont graves, car le sang no revient que lentement & son ktat de 
coagulabilit6 normal. D’autre part, un deficit en prothrombine ne suffit pas toujours 
Zt Bviter une thrombose. I1 existe parfois dans le sang, un excks d’activateur (facteur V) 
qui peut rendre inopkrante, I’hypoprothrombinkmie provoquee par le dicoumarol ou ses 
derivks . 

b) Hkparine. On sait depuis les travaux de Howell et  de &wick principalement que 
l’hbparine possAde une action inhibitrice de la thrombine. Cependant Wadsworth et co1l.l) 
montrbrent que I’hkparine prksentait encore une action inhibitrice vi-Q-vis de la thrombo- 
plastine. Dans l’organisme, l’hkparine jouerait un r6le stabilisateur e t  ne serait presente 
que pour neutraliser l’action de petites quantitks de thromboplastine libkrkes accidentelle- 
ment. I1 est maintenant ktabli que l’action de l’hkparine est multiple e t  qu’elle agit sur 
la thrombine, la thromboplastine et, & hautes concentrations du moins, sur la prothrom- 
bine2). 

Au point de vue thkrapeutique, l’hkparine est I’anticoagulant idkal. Son action est 
rapide et  puissante. Les accidents sont rares e t  toujours bknins, une dose trop forte 
pouvant 6tre immkdiatement neutraliE6e par une injection de protamine. Elle pr&ente, 
en revanche, les inconvenients de nkcessiter des injections rAp6tBes de doses relativement 
klevkes et  d’6tre difficilement accessible. 

6. Mdtthodes de dosage d’activitd. 
I1 existe de nombreuses methodes pour apprhcier le pouvoir 

anticoagulant de l’heparine ou de produits semblables B l’heparine. 
On peut operer (tin vivos ou ((in vitro)). I1 est evident que ce sont les 
essais ((in viva)) qui donnent les rhsultats les plus s&rs et qui per- 
mettent le mieux de se rendre compte de la valeur d’un anticoagulant 
de synthGse, par rapport B celle de l’hkparine. 11s sont cependant d’une 
technique un peu delicate et prennent beaucoup de temps. 

Toutes ces methodes consistent B comparer l’anticoagulant d’ac- 
tivite inconnue B une heparhe standard, ceci dans des conditions 
operatoires identiques. 

Nous avons vu plus haut que le mecanisme de la coagulation est 
complexe, que l’action de l’heparine elle-m4me est multiple. Or, si 
les esters sulfuriques, prepares jusqu’h aujourd’hui, presentent tous 
une action antithrombine plus ou moins puissante, ils peuvent accuser 
de notables differences quant 8, leur action sur les autres facteurs de 
la coagulation. Par exemple, Molho et coll. 7 ont montre rhcemment 

l) A.  Wadsworth & F.  et  E. Maltaner, Am. J. Physiol. 119, 80 (1937). 
2) J .  H .  Ferguson, Proc. SOC. Exp. Biol. Med. 37, 23 (1937-38). 
3) D. MoEho & J .  Cotte, B1. SOC. Chim. Biol. 33, 312 (1951). 
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que les esters sulfuriques de l’acide alginiqne Btaient douBs d’une 
action antithromboplastine Bgale B 15 yo de celle de l’hdparine, tandis 
que leur action anticoagulante totale n’atteignait que 5 %. D’autres 
esters sulfuriques, comme ceux de la cellulose, de la chitine et de 
l’amidon, sont presque compl8tement dBpourvus de cctte action anti- 
thromboplastinel). 

I1 rdsulte de ces faits que, selon la mBthode de dosage utilisBe, 
les rBsuItats obtenus peuvent prksenter de notables diffdrences. On 
observe de sensibles variations en particulier, selon que l’on opere en 
pr6sence ou en absence dc thromboplastine. 

A. Mkthode Reinert d Winterstein2). Nous avons opere selon la description detaillee 
qu’en a donnBe Poster?), en utilisant du plasma de boeuf. Le principe de la mBthode est le 
suivant: 

On determine la quantite de Gal+, nBcessaire pour coaguler en une demi-heure iL 
37O, 50% d’une quantite donnBe de plasma contenant une quantit6 fixe d’heparine stan- 
dard. C’est ce qu’on appclle la quantiti opt imum de Ca++. Les 6chantillons dc plasma sont 
places dans des tubes standards et I’on mcsure la hauteur totale du liquide avant de les 
placer dans le thermostat. Aprhs une demi-heure, on retourne les tubes e t  on mesure la 
hauteur du liquide non coagul6. La d i f fhnce  donne la quantit6 de plasma coagul6. 

On determine ensuite dans un dosage d’orientation quelle est environ la quantit6 
d’anticoagulant d’activitb inconnue neeessaire pour coaguler en 30 min. 50% du plasma 
citrat6, recalcifie avec la quantitB optimum de Ca++. 

Puis dans le dosage ddfinitif, on introduit dans des Bchantillons de plasma citratb 
et recalcifi6 avec la quantiti: optimum de Ca++, des quantitBs croissantes d’hbparine 
standard, choisies de manitre qu’on ait apres 30 min. des plasmas coagu1i:s de 0 B 100%. 
On fait de mbme en remplaqant l’hhparine par l’anticoagulant inconnu (en utilisant les 
indications fournies par le dosage d’orientation). On compare les courbes obtenues au 
point 50% et  on a ainsi I’activitB. 

Cette mkthode pr6sente de nombreux inconvknients. La quaiitit6 optimum de Ca++ 
est difficile B determiner. Elle varie considbrablement suivant les plasmas et  selon les 
saisons. Pour un m&ne Bchantiilon, e lk  se modifie parfois en quclques heures. TOUS les 
esters sulfuriques de polysaccharides que nous avons doses ainsi ont r6vi.16 une activite 
anticoagulante tres faible, souvent cn contradiction avec les chiffres obtenus par les 
antres methodes e t  les essais (tin viva)). 

D’autre part, nous avons remarque que le mode de decalcification du plasma n’6tait 
pas indiff6rent. Ileinert & Winterstein, puis Poster et  coll. utilisaient du plasma citrati?. 
Nous avons fait l’vssai en utilisant aussi du plasma de boeuf oxalate. La quantitb optimum 
dc Ca++ est alors d’environ trois fois infkrieure B celle qui est nkcessaire pour le plasma 
citrate. L’acide chondroitine-sulfurique sulfate presente une activit6 trois fois sup6rieure 
cn presence de plasma oxalate, activit6 qui sc rapproche de celle dkcelbe par les autres 
mhthodes. Ces faits montrcnt que l’action de I’oxalate e t  celle du citrate ne sont pas iden- 
tiques, c t  confirment les remarques faitcs par Quiclcd Sfefanini4). Selon ces auteurs le citrate 
provoquerait principalement une perte d’activitb de la prothrombine, plutitt qu’une 
action dkcalcifiante. Ainsi la prothrombine qui est facilement adsorbee sur du phosphate 
tricalcique partir de plasma oxalat6, n’est pas adsorbee quand le mbme plasma est 
trait6 avec du citrate. I1 se peut que les diff6rences d’activith trouvees par certains auteurs 
pour des produits semblables proviennent de differences dans le mode de decalcification 

l) T .  Astrup,  J .  Galsmar & M .  Volkert, Acta Physiol. Scand. 8, 215 (1944). 
2, M .  Reinert & A .  Winterstein, Arch. Intern. Pharmacodyn. Ther. 62, 47 (1939). 
a )  R. H .  I<. Foster, J. Lab. Clin. Med. 27, 520 (1942). 
4, A.  J. Quick & M .  Stefanini, J. Gen. Physiol. 32, 191 (1948). 
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du plasma. Le tableau I11 resume quclques-unes des valeurs que nous avons trouvhes avec 
diffhrents polysaccharides sulfat6s. 

Tableau 111. 

Soufre 
lie‘ $6 

17 
12 
15 
10 
10 
15 

Polysacchuride sulfatt! 
Activite‘ anticoagulante *) - 

plasma 1 plasma I ((In viva, 
citrat6 oxalate 

15 41 50-60 
10 37 50 

3 
1 
1 
6 

Acide chondroitine-sulfurique . . 
Acide chondroitine-sulfurique . . 
Lichknine . . . . . . . . . . .  
Galactomannaue de caroubes . . 
Xylane . . . . . . . . . . . .  
Chitosane . . . . . . . . . . .  

Hipurine 
y Temps de coagulation 

0 2’ 30“ 
3 3’ 00” 
7 5’ 20“ 

10 12‘ 30” 

I 
J 

Acide chondr~tine-sulfur.ip.uesulfatk 
y I Temps de coagulation 

0 2‘ 30” 
s 2’50“ 

14 4’ 40” 
20 12’ 30” 

*) Toutes les valeurs du pouvoir anticoagulant sont exprim6es en % d’uue hkparine 
standard des laboratoires Connaught de Toronto, qui titre 130 uniths anticoagulantes 
internationales au mg. 

B. Mesure du temps de coagulation du p l a s m  oxalatd recalcifik (Temps de Howell). 
On introduit dans des tubes standards, des 6chantillons de plasma humain oxalatke, des 
quantitds croissantos d’h6parine et  du Ca++. La lecture des temps de coagulation permet 
d’ktablir une courbe en fonction des quantiths d‘hkparine ajoutke. On dBterniine ensuite, 
les quantitks d‘anticoagulant d’activitk inconnue nkcessaires pour obtenir une courbe 
qui recouvre le mieux possible celle que l’on a obtenue avec l’hdparine. 

Tableau IV. 

A.  Studer & A .  Winterstein, Helv. physiol. plmrmacol. acta 9, 6 (1951). 
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En ajoutant A des plasmas oxalates des quantites croissantes d’hbparine, on trace 
une courbe de reference, e t  on note les temps de coagulation de chacun d’eux aprhs ad- 
jonction de thrombine (fig. 2). On trace une courbe similaire en remplagant l’heparine 
par l’anticoagulant envisage. 

Fig. 2. 
Influence de l’hbparine sur les temps de coagulation (en presence de thrombine) 

d’un plasma oxalate. 

Calcul d’activitd. On determine l’activite de l’anticoagulant inconnu en comparant 
sa courbe avec celle de l’heparine standard aux environs du point 30 sec. 

Activite = h. 1OO/s. 
s : nombre de y de I’anticoagulant inconnu donnant un temps de coagula6ion de 30 se- 

h:  nombre de y d’hkparine donnant le m6me allongement du temps de coagulation (lu 

Exemple: 1,4 y du sel de sodium de l’acide chondroytine-sulfurique sulfate ont donne 
un temps de coagulation de 34 sec., ce qui correspond sur la courbe A, 0,77 y d‘heparine. 

Activite = 0,77.100/1,4 = 55%. 
Lors de dosages en s6rie, on ne trace pas de courbe pour chaque anticoagulant, mais 

on se contente de determiner un point aux environs de 30 sec. En revanche, la courbe 
do l’heparine doit 6tre Btablie pour chaque plasma. Studer et  coll. ont montre en effet, 
que suivant Ies pla,smas, les courbes obtenues peuvent presenter de sensibles differences. 

D. Me‘thode b la thromboplastine. Differentes mbthodes ont dejzt BtB proposees pour 
mesurer l’activite anticoagulante de l’heparine et  de produits semblables en presence 
de thromboplastine. Fischerl) d Chargaff2) utilisent du plasma de poulet e t  un extrait 
embryonnaire dilu6 comme source de thromboplastine. Astrup et  ~011.~) pr6fArent le 
plasma et  la thromboplastine de boeuf. 

condes environ ; 

sur la courbe). 

En meme temps que fltuder & Winterstein, nous avons mis au 
point les conditions pr6cises d’une m6thode de dosage de l’activit6 anti- 
coagulante, mais en nous inspirant de la technique propos6epar Quick4).  

__ 
1) A. Fischer & A. Schmitz, Z.  physiol. Ch. 210, 129 (1932). 
2) E. Chargaff, F .  W.  Bancroft & M .  Stanley-Brown, J. Biol. Chem. 115, 149 (1936). 

4, A .  J .  Quick, J. Biol. Chem. 109, lxxiii (1935); J. Am. Med. Assoc. 110,1658 (1938). 
T .  Astrup & I .  Qalsmar, Acta Physiol. Scand. 8, 361 (1944). 
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La methode de Quick consiste B determiner le temps de coagula- 
tion du plasma oxalat6 et recaleifie, en presence d’un excks de throm- 
boplastine. Le temps obtenu est appel6 ((temps de prothrombine n; 
il est proportionnel B la quantit6 de prothrombine se trouvant dans 
le sang. Depuis quelques ann6es la determination du ((temps de pro- 
thrombine )) est devenue d’un usage courant en clinique pour suivre 
1’6volution d’un traitement anticoagulant au dicoumarol. Or, les 
anticoagulants du type de l’heparine, ajout6s ((in vitro)) B un plasma 
donne allongent son ((temps de prothrombine 1). On peut utiliser ce fait 
pour mesurer l’activit6 anticoagulante d’un produit d’activite inconnue. 

Comme dam la methode B la thrombine on trace une courbe 
des temps de coagulation en fonction des quantitds d’heparine ajou- 
tees ((in vitro)) B un plasma donne (fig. 3 ) .  

Fig. 3. 
Influence des anticoagulants Bur le {(temps de prothrombiner d’un plasma donnk. 
0 Hkparine standard. o Acide chondrdtine-sulfurique sulfatk (soufre: 17%). 

On trace ensuite une courbe semblable en remplaqant l’hhparine 
par I’anticoagulant envisage. On compare les deux courbes aux en- 
virons du point 30 secondes. 

Les courbes que l’on obtient tant avec l’hdparine qu’avec l’acide 
chondroitine-sulfurique sulfate rappellent celles que l’on observe dans 
la m6thode B la thrombine et les r6sultats obtenus sont comparables. 

CaZcuZ de Z’actiwitk. Comme dans la m6thode A la thrombine on applique la formule 
Activitk = ha lOO/s. 

Exemple: 12 y du sel de Na de l’acide chondroitine-sulfurique sulfat6 ont donnk un 
temps de coagulation de 32,l sec., ce qui correspond sur la courbe (fig. 3) A 6,4 y d‘h6- 
parine standard. 

Activit6 = 6,4.100/12 = 53%. 
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Lors de dosages en serie, on se contente d’btablir la courbe de l’heparine standard 
et un point nux environs de 30 sec. avec l’anticoagulant inconnu. 

Cette mdthode de dosage prksente l’avantage de tenir compte, 
non seulement de l’effet antithrombine des anticoagulants, mais aussi 
de leur action antithromboplastine. Certains esters sulfuriques de, 
polysaccharides (cellulose, chitine, amidon) sont depourvus de cette 
action inhibitrice vis-a-vis de la thromhoplastinel). 11s peuvent donner 
dans certains cas des temps plus longs que ceux que l’on observe avec 
l’h6parine2), donc une activite apparente plus grande. Ceci s’explique 
par le fait que lorsqu’on se trouve en presence d’un excbs de thrombo- 
plastine (comme c’est le cas dans la methode de Quick),  il y a inhibition 
rPciproque de l’enzyme et de I’anticoagulant. On obtient ainsi des 
temps relativement courts. Si, en revanche, on introduit dans le 
plasma des esters sulfuriques sans action sur la thromboplastine, 
seule l’action antithrombine entrr en ligne de compte et les temps 
obtenus peuvent &re plus longs que ceux observes en presence d’h8- 
parine. L’acide chondrolitinr-sulfurique sulfate parait Btre douP d’une 
action inhibitrice vis-a-vis de la thromboplastine, semblable a celle 
do l’h8parine puisque les temps observes sont proportionnels B l’ac- 
tivite anticoagulante decelde par d’autres m&hodes, par les essais 
((in vivo 1) en particulier. 

L’acide chondroytine-sulfurique natif ne provoque aucun allongement du (1 temps 
de prothrombine)) d’un plasma donn6. En revanche les autres esters sulfuriques de poly- 
saccharides que nous avons prbpares (de chitosane, xylane, lichbnine, etc.) allongent le 
((temps de prothrombine)) e t  presentent donc aussi une action anticoagulante, quoique 
beaucoup plus faible quo celle de l’heparine. Cependant, les courbes obtenues avec ces 
produits ne sont plus semblables A celles que l’on observe avec l’heparine d’une part 
et l’acide chondroytine-sulfurique sulfate d’autre part. Elles s’6cartent plus ou moins 
r4guli&remcnt do ces dernihres sans presenter de palier caract6ristique. I1 serait hasardeux 
dans ces cas de les comparer en un point donne (30 sec. par exemple) en vue d’en tirer 
une valeur precise de l’activitb anticoagulante. Seuls des essais ((in vivo n pernlettraient 
de donner une valeur correcte et indiscutable. 

Done si cette mBthode ne permet pas de doser quantitativement 
((strict0 sensu 1) tous les anticoagulants, elle permet danmoins d’ob- 
tenir des donnees prBcieuses sur leur action anticoagulante. 

E. Essais ((in vivo n. I1 est evident que ce sont les essais ccinvivo 1) qui 
donnent les resultats les plus sQrs et quipermettent le mieux de serendre 
compte de la valeur d’un anticoagulant par rapport a celle del’heparine. 

une sBrie de lapins de l’acide chondroltinc 
sulfurique contenant de  11 a 1 7 %  de soufre 1iP. Nous avons appliqui! 
au contr6le du sang des animaux trait& le test de tolBrance a 17h& 
parine ccin vitro)) de Wuugh d3 Ruddick3) ,  modifii: par 8 0 d i e r 4 ) .  I1 
consiste h mesurer le temps ctc coagulation du plasma oxalati: recal- 

Nous avons inject6 

l) T. Astrup, I. Calsmr & M .  Vo‘kert, Acta Physiol. Scand. 8, 215 (1944). 
z ,  2’. f ls trup & I. Galsmar, Acta Physiol. Scand. 8, 361 (1944). 

*) J .  P. Aoulier & A .  G. Le Bolloch, Rev. d’H8matol. 5, 148 (1950). 
T .  Waugh, & I). W .  Iluddick, Can. Med. Ass. J. 50, 547 (1944); 51, 11 (1944). 
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cifie, en presence de quantitds croissantes d’hbparine ajoutees ((in 
vitro)). Ce test a 4th applique avec succks en clinique et il est parti- 
culikrement apte a rendre compte, non seulement des &tats d’hypo- 
coagulabilitb sanguine, mais encore des reactions d’hypercoagula- 
bilitel). Nous avons en effet observe que 3 h 4 h. aprBs l’injection, 
l’hdparine provoquait une hypercoagulabilitb passagere (phenomkne 
tres difficile ddceler avec la seule lecture du temps de coagulation 
simple [temps de Howell]). La grande sensibilitd de cette mdthode 
permet donc d’apprecier dans certains cas des modifications de la 
coagulabilite restdes latentes et que d’autres mdthodes ne permettent 
pas toujours de deceler. 

Nous avons determink pour chaque plasma: 
a) Le temps de coagulation du plasma oxalate recalcifie (temps de Howell). 
b) Le temps de coagulation du plasma oxalatk recalcifik, en presence d’une unitk 

Ces deux essais font partie du test de tolerance Q I’heparine ((in vitron. 
c )  Le cctemps de prothrombines. 
Les cctemps de prothrombine)) ne sont que faiblement allonges aprAs des injections 

d’hkparine et d’acide chondroftine-sulfurique sulfatk, ce qui est normal, puisque I’M- 
parine est avant tout une antithrombine et  n’influence que fort peu la prothrombine. 

internationale d’hhparine pour 0,5 cma. 

L’acide chondro’itine-sulfurique sulfate prdsente 45 min. aprks 
l’injection une activite anticoagulante &gale 50 yo eelle de l’hbparine. 
Son action est plus durable et est encore sensible 4 h. aprks l’injection 
alors que celle de l’heparine est dpuisde apres 2 h. dbja. Lors d’une pro- 
chaine publication, nous donnerons les rdsultats ddtailles de ces essais. 

Conclusion. 
Les resultats que nous avons obtenus avec l’acide chondroitine- 

sulfurique sulfate montrent que ce produit est pourvu d’une action 
anticoagulante suffisamment puissante pour qu’on puisse envisager 
son dventuelle application clinique. 

Partie expbrimentale. 
I. Sulfatation du chondr&tine-sulfdte de sodium. 

1. Reprtkipitution. 3,5 g de chondroitine-sulfate de Na2) sont dissous dans 100 cm3 
d’eau distillke. On reprbcipite le polysaccharide en versant dans cette solution 3 k 4 vo- 
lumes d’ethanol95%, sous violente agitation au c(Vibromischer~~). On ajoute 50 k 100 mg 
d’acbtate de Na pour favoriser la floculation. 5 k 10 min. d’agitation suffisent pour ob- 
tenir un prkcipitb qai se depose facilement. On laisse reposer quelques heures, siphonne 
le liquide surnageant et centrifuge 10 min. 8, 3000 t/min. Les culots sont tritures trois 
fois k l’bthanol, puis 2 fois Q l’bther. Les derniers culots obtenus sont triturbs avec une 
grosse baguette de verre jusqu’k disparition de I’odeur d’bther. On termine le sechage 
au vide ordinaire sur silicagel. Rendement de la reprbcipitation: 90%. Humiditb: 19%. 

2. Sulfatation a u  moyen du mdlunge pyridine-SO,. On prepare le rkactif sulfatant 
en absorbant 1,l g de SO, dans 35 om3 de pyridine puriss. anhydre. On suspend ensuite, 
1 g de chondroitine-sulfate de Na reprecipite dans 30 oms de pyridine anhydre. La _____ 

1) J .  P .  Soulier & A. G. Le Bolloch, Sem. des H6p. de Park 70, 3702 (1950). 
2) K. H .  Meyer, M .  E.  Odier & A.  E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 
3, AG. fur Chemie-Appratebau, Ziirich. 
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suspension est introduite b travers un entonnoir B robinet dans un ballon b 3 cols 
rod&. Les deux autres cols du ballon sont munis respectivement d’un agitateur e t  d’un 
tube de d6gagement contenant du silicagel puis du P,O,. Le melange sulfatant est ajoute 
dnrant une heure B GOo (bain-marie) e t  on mainticnt ccttc temp6rature encore 6 h. Puis 
on refroidit exthrieurernent It l’eau glacee, introduit quelques morceaux de glace dans 
le ballon et  neutralise en additionnant goutte b goutte de la soude caustique n. sous 
violente agitation. On dialyse dans un sac de cellophane ((Viskingnl) no 30/32 pendant 
3 jours contre de l’eau courante e t  deux jours contre de l’eau distillBe dont le pH a 6t6 
amen6 B 7,5 par addition de quelques gouttes de soude caustique. 

AprAs la dialyse, on verifie que le pH est toujours entre 7 et  7,5 B I’interieur de la 
membranc ct  que les ions SO4” ont At6 BliminBs. Le produit est alors precipite sous 
forte agitation (((Vibromischer~)) par addition de 3 B 4 volumes d’Bthanol et 50 L 100 mg 
d’achtate de Na. Les produits fortement sulfat6s donnent parfois un pr6cipitB visqueux 
qui colle aux parois du recipient ainsi que sup la tige de l’agitateur. Dans ce cas, le produit 
est redissous et  reprBcipit6. La substance est alors centrifugee et  s6chee par triturations 
successives B 1’6thanol (3 fois) e t  B 1’6ther (2 fois). On la laisse finalement au vide une 
nuit sur silicagel. Soufre l ik (par rapport au produit sec): 9%. Humiditk: 11%. Rendement: 
95%. Viscositk [q]: 0,8. 

3. Sulfatation au moyen du me’lange pyridine-acide chlorosulfonipue. On prepare 
l’acide chondroitine-sulfurique libre en traitant 6 g de sel sodico-calcique, dissous dans 
60 cm3 d’eau, par 38 g d‘amberlite acide (IR-100-H) pendant 30 min., en agitant. On 
r6pBtc deux fois cette opbration, filtre e t  conghle le filtrat. La glace est sublimee sous 
prcssion r6duite (0,l mm de Hg) en presence de silicagel. 

On pr6pare B froid un melange de 60 cm3 de pyridine (distill6e sup P,O,) e t  de 5 cm3 
de SO,HCI pur. On y introduit 2 g d’acide chondroitine-sulfuriqiie libre s6chB sur P,O, 
au vide POUS&. On chauffe b l’abri de I’humiditb 6 h. B 60°. Apres refroidissement, on 
neutralise, dialyse, conghle e t  sublime la glace au vide pouse6. On obtient ainsi une poudre 
jaune-brun. Soufre l id  (par rapport au produit sec): 12%. Humiditk: 4%. Rendement: 83%. 

4. Sulfatation par l’acide chlorosulfonique. On introduit 1 g de chondroitine-sulfate de 
Ns s6ch6 3 jours sur P,O, au vide pouss6, b 80°, dans une Bprouvette rodbe contenant 7 om3 
de SO,HCl pur refroidi B - 12O. On bouche soigneusement 1’6prouvette e t  laisse r6agir en 
agitant de temps en temps avec une baguette de verre. AprBs 17 h. on obtient une liqueur 
homoghe, 16gkrement brunltre. Cellc-ci est versee goutte A goutte sur de la glace finement 
broy6e, puis neutralis6e par de la soudo caustique, dialysee et  prBcipit6e comme ci-dessus. 

Soufre lid (par rapport au produit sec): 14%. Humiditk: 9%. Rendement: 55%. 

5. Sulfatation pur le mklange SO,-SO,. Preparation du SO, liquide: Le SO, obtenu 
B partir d’nne bombe est dOshydratO dans 2 flacons-laveurs contenant respectivement 
du silicagel e t  de l’acide sulfurique loo%, puis dans un tube rempli de perles de verre e t  
do P,05. I1 est finalement condense dans un ballon de 500 01113 refroidi exterieurement 
par un bsin de neige carbonique-cellosolve. Le tube d‘arrivee du SO, plonge jusqu’au 
fond du ballon. Un tube de degagement contenant du silicagel conduit A la chapelle. 
Lorsque l’on a obtenu 18@-200 cm3 de SO, liquide, la distillation est arr6t6e et  le ballon 
bouche hermetiquement au moyen d‘un bouchon de caoutchouc. I1 est immhdiatement 
plongB dans un bain b -200. 

PrLparation du SO, liquide: On distiIle de l‘oIBum ?L 25% b travers une colonne 
Widmer de 20 om; la temperature du ballon collecteur est maintenue b 25-30° au moyen 
d’une lampe de chauffage infra-rouge, ceci pour 6viter la polymerisation du SO,. 

On pr6lBve 0,4 om3 (0,8 g) de SO, au moyen d’une pipette shche reliee B une poire 
en caoutchouc et on l’ajoute au SO,; 1 g de chondroitine-sulfate de Na reprecipite est 
introduit alors dans le ballon. On bouche hermbtiquement e t  secoue dans le bain b - 200 
durant 6 h. Le SO, est ensuite BvaporB au vide, le ballon Btant plong6 dans de l‘eau froide. 

Viscositk [ 71 : 0,1. 

Viscositk [v]: 0,Ol.  

l) Visking Corporation, Chicago. 
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Un tube Q silicagel est place entre la trompe 8. eau e t  le ballon. ApBs l’evaporation du  
SO,, on fait le vide pendant 2 h. encore, ceci pour Bliminer toute trace de SO,. Le residu 
sec est repris par 15 8.20 cm3 de soude caustique u. glacBe, tout en refroidissant extdrieure- 
ment. On ajuste le pH Q 7-7,5, dialyse et  prkcipite le produit sulfate comme ci-dessus. 
Soufre lie‘ (par rapport au produit sec): 13%. Humiditk: 15%. Rendement: 86%. Vis- 
cositk [q]: 0,6. 

6. Sulfatation par le mklange SO,-acide chlorosulfonique. 0,5 g d’acide chlorosulfo- 
nique pur (rigoureusement exempt d’acide sulfurique) sont dissous dans 150 cm3 de SO, 
liquide prep&re comme ci-dessus. On introduit dans cette solution 1 g de chondroitine- 
sulfate de Na reprecipite e t  on agite 6 h. dans le bain Q -20°.  On Bvapore ensuite le 
SO, au vide et reprend immbdiatement par 50 cm3 de soude caustique n. en refroidissant. 
On neutralise, dialyse, precipite et &he comme dans les exemples prBcBdents. 

Sou,jre lik (par rapport au produit sec): 17%. Humidit& 15%. Rendement: 90%. 
Viscositk ([q]) : 0,6. 

I I .  Mesures de viscositk. 
La viscosite a B t B  determinee au viscosimthre d’0stwald 8. 20° avec 10 cm3 de solu- 

tion. La viscosite limite [q] est determinee par extrapolation sur une serie de mesures 
faites avec des concentrations de polysaccharide variant de 1 Q 5% dans I’eau distillbe. 

I I I .  Mesure du  poids moldculaire. 
Nous mesurons le poids moleculaire de nos produits en determinant le pouvoir 

reducteur selon une modification de la methode de Willsttitter & Xchudell). Dans un erlen- 
meyer rod6 de 50 cm3, on dissout une prise (600 mg) dans 10 cm3 d’eau et  ajoute 2 0111, 

d’une solution de carbonate de sodium b 5%. On introduit ensuite, sous la surface du 
liquide, 6 cm3 d’une solution d‘iode 0,02-n. Q I’aide d‘une burette munie d’une pointe 
effil6e (pH final 10,5-10,7). On bouche le flacon et le laisse reposer une heure Q l’obscurit6 
8. temperature ordinaire. On acidule par 2,5 cm3 d’acide sulfurique 20% et  titre l‘iode 
par le thiosulfate OJ-n., en ajoutant vers la fin du titrage quelques gouttes d’une solution 
d’amidon. Un blanc sans polysaccharide est trait6 paralldement Q chaque determination. 

I V.  Contrdle de l’activite’ anticoagulante - Mkthode b la thromboplastine. 
Nous avons proc4dB comme suit en modifiant l6gArement la technique de Quicka)* 

et  celle de S h a p i r ~ ~ ) ~ ) .  
Appareillage. Les mesures se font au thermostat Q 37O dans des tubes Q culture 

en verre 6pais de 19 mm/56 mm. 
Rkactifs. 1. Oxalate de sodium 0,l-n. 2. Chlorure de sodium 0,85%. 3. Chlorure de 

calcium 0,025-n. 4. Heparine standard de Toronto (sel sodique d‘une hBparine purifiee 
par la brucine) qui posshde par definition une activitB de 130 u. a. c . ~ )  mg. Nous utilisons 
des solutions de 10, 20 et  50 yjcm3 dans du chlorure de sodium 0,85%. 5. Thromboplas- 
tine: nous utilisons une thromboplastine extraite du cerveau de lapinu). On introduit 
le contenu d’une ampoule (0,15 g d’extrait) dans un petit tube fi centrifuger. On y ajoute 
8 c1n3 de chlorure de sodium 0,85% et  remue doucement pour mettre la poudre en suspen- 
sion. On place le tube dans un bain-marie A, 45-500 durant 10 min. en remuant de temps 
en temps, puis centrifuge 30 sec. sans depasser 2000 t/min. On dbcante le liquide opalescent, 
que I’on conserve gel6 dans le compartiment refrigerateur d’une armoire frigorifique. Au 
moment de I’emploi on reactive la thromboplastine par chauffage de 2 min. Q 45O. 

l) R. Willsttitter & G. Schudel, B. 51, 780 (1918). 
,) A .  J. Quick, J. Am. Med. Assoc. 110, 1658 (1938). 
3, S. Shapiro, B. Sherwin, M .  Redish & H .  Campbell, Proc. SOC. Exper. Biol. and 

4, R. B. H.Gradwoh1, Dir. Gradwohl School of Lab. and X-Ray Technique, St.Louis, 

6 ,  Unites anticoagulantes (anticoagulant units). 
6, Difco Laboratories, Detroit, Mich. 

Med. 50, 85 (1942); S. Shapiro, Exper. Med. and Sur. 2, 103 (1944). 

Missouri, ((The Estimation of Prothrombin Time in Anticoagulant Therapy)) (1950). 
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Technique de Z‘analyse. On utilise du sang humain oxalatE (0,6 cm3 d’oxalate pour 
4,5 om3 de sang veineux). On le centrifuge 10 min. B 2500 t/min., puis &pare le plasma. 
Durant le dosage, tous les reactifs sont conserves au thermostat A 37O. On introduit 
dam le premier tube 8. essai: 0,l cm3 do plasma, 0,2 cm3 de chlorure de sodium 0,85%, 
0,l cm3 de thromboplastine, 0, l  em3 de chlorure de calcium 0,025-n. 

Au moment oh on introduit le chlorure de calcium, on dkclenche le compteur. 
Pour bicn melanger les resctifs on agite au moyen d’un fil de platine ou d’une fine tige 
de verre recourbkc. On fait passer la tige alternativement le long dos parois du tube en 
partant du fond. On arrbte la montre au moment oh le caillot de fibrine se forme. On 
a alors de ((temps de prothrombinen. Dam les conditions ddcrites ci-dessus, le temps de 
prothrombine normal est de 18 B 20 sec. On rt5pbte l’op6ration en introduisant dans les 
tubes suivants des quantites croissantes d‘hhpsrine (tableau V). On remplace ensuite 
l’hkparine par l’anticoagulant envisag6. 

Tableau V. 

0,lO 
0,20 
0,15 
0,20 
0 , l O  
0,12 
0,14 
0,15 
0,16 
0,18 

--. 
Plasma 

em3 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
725 
8 
9 

0 , l O  
0 , l O  
0,lO 
0,lO 
0 , l O  
0,lO 
0,lO 
0,lO 
0 , l O  
0 , l O  
0 , l O  

- 

’hrombo- 
plastine 

cm3 

0,lO 
0,lO 
0,lO 
0 , l O  
0 , l O  
0,lO 
0,lO 
0,10 
0, lO 
0,lO 
0 , l O  

NaCl 
0 8 5 %  

cm3 

0,20 
0,lO 

0,05 

0,lO 
0,08 
0,06 
0,05 
0,04 
0,02 

- 

- 

CaCl, 
0,025-11. 
em3 

0,lO 
0,lO 
0 , l O  
0.10 
0 , l O  
0 , l O  
0 , l O  
0,lO 
0 , l O  
0 , lO 
0 , l O  

HQpar. 
y/cm3 

- 

10 
10 
20 
20 
50 
50 
50 
50 
50 
50 

- I -  

Temps 
sec. 

18,O 
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SUMMARY. 
1. Different methods of sulfation of chondroitin sulfate have 

been studied. The use of SO,-SO, or SO,-SO,HCl mixtures as 
sulfating agents, hitherto not uscd, gave the best results. 

2. Chondroitin sulfate, sulfated according to this method, con- 
tains from 1 2  to  1 7 %  sulfur. It has a molecular weight of 26,000 cor- 
responding to a degree of polymerisation of 50 aldobionic residues. 

3 .  I n  the ((in vitro)) as in the ((in vivon assays, sulfated chondroi- 
tin sulfate acts in the same way as heparin. I t s  anticoagulant activity 
amoiints to about SO./, of that  of heparin. 

4. Different methods of ((in vitro 1) analysis of anticoagulant activ- 
ity have been studied. The method whose results conform best with 
the (tin vivo )) assays, is the so-called ((thromboplastin method N. 
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