Grenzflachenaktive Polyhydroxylverbindungen, XVI?)

Hamolytische und cytolytische Wirksamkeit
grenzflichenaktiver Zucker-Urethane

Von E. ULSPERGER

Herrn Prof. Dr. H. Bertsch zum 65. Geburtstage gewidmet

Inhaltsiibersicht

Es wird tiber die hamolytische und cytolytische Wirkung von N-n-Heptyl-carbamin-
sdure-x-D-gluco-pyranose-ester-(6), N-n-Octyl- und N-n-Dodecyl-carbaminsiure-sac-
charose-mono-ester (Isomerengemische) berichtet.

Der Vorgang der Hamolyse, bei dem entweder das Hédmoglobin aus
den roten Blutzellen (Erythrocyten) durch die sie umschlieBenden
Membranen in das umliegende Medium diffundiert oder die Zellen
selbst vollstdndig zerstort und aufgelost werden, ist in physiologischer
Hinsicht von groflem Interesse. Er ist fiir das Absterben menschlicher
Erythrocyten verantwortlich zu machen, die im biologischen Zyklus
durchschnittlich ein Alter von wenigen Monaten erreichen. Auch fiir
gewisse Krankheiten (An#mien) sind hdmolytische Effekte charak-
teristisch. Der laboratoriumsmiifligen manometrischen Bestimmungs-
methode filr den Blutgasgehalt liegt das Phidnomen der Hidmolyse zu-
grunde?). Hamolytische Effekte werden sowohl durch Héidmolysine
{Schlangengifte) als auch durch grenzflichenaktive Verbindungen, deren
Wirkungsmechanismus sich jedoch von dem ersterer unterscheidet, aus-
gelost. Starke hamolytische Wirkung wurde schon frithzeitig bei Saponi-
nen entdeckt, die auf diese Eigenschaft hin umfassend untersucht
wurden. Aus ihrer Reihe wurde Digitonin (C;;Hg.04, Pentaglykosid des
Digitogenins) am besten untersucht.

Es mufl wegen seiner hamolytischen Wirkung3) aus allen Digitalis-
praparaten, die fur intravendse Injektion bestimmt sind, gewissenhaft
entfernt werden.

1) XV. Mitt.: E. ULSBERGER, dJ. prakt. Chem. 13, 90 (1961).

2) S. M. Horvara u. D. W. Knape, J. Lab. Clin. Med. 89, 495—96 (1952).

3 L. Fuces u. J. Kocm. Scientia Pharm. 18, 85 (1950); F. Junxe u. L
ScawarTzROPFF, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exptl. Pathol. pharmakol. 215, 556
(1959).
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R = Rest des Pentaglykosidsaus 2Molen Glucose, 2Molen Galactose und 1Mol Xylose.

Héamolytische Wirkung wurde bei ionogenen wie nichtionogenen
grenzfldchenaktiven Verbindungen beobachtet, die auch in sehr geringen
Konzentrationen (weit unter der KMK) noch wirksam sind. Dies war
lange bekannt, bevor moderne Theorien der Kolloid-Assoziation ent-
wickelt wurden. B. A. PeTHICA und J. H. SCHULMAN vertreten die An-
sicht, dal Hémolyse grifitenteils auf Durchdringung und Zerstérung
des als Schicht die Zellmembranen bedeckenden Cholesterol-phosphoiipid-
lipoprotein-Komplexes durch grenzflichenaktive Verbindungen zuriick-
zufithren istt).

Er ist vermutlich der schwache Punkt fiir den Angriff. Ein kritischer
niedriger Wert der Grenzflichenspannung mull aber erreicht werden,
bevor die Durchdringung vonstatten geht. Den unregelméifBigen Verlauf
der Himolyse hat L. H. Love beschrieben®). Nach seinen Beobachtungen
beginnt die Reaktion mit groBer Anfangsgeschwindigkeit, filit dann
fiir eine bemerkenswerte Zeitspanneab, bevor sie ihre Anfangsgeschwindig-
keit wiedererlangt. Dieses Verhalten ist auf die progressiven Permeabili-
tatsverdnderungen der Zellmembranen zuriickzufiihren. Beziehungen
zwischen himolytischer Wirkung und chemischer Struktur wurden unter
Seifen und Sulfonaten aufgefunden®). Anscheinend sind Alkylsulfate
stiarker himolytisch wirksam als quaterndre Ammoniumbasen, obgleich
im Cy4- bis Cig-Bereich die Sulfate so schwer 16slich sind, dal} ihre volle
Aktivitidt nicht zur Geltung kommen kann. Aus diesem Grunde iiber-
treffen die quaterniren Ammoniumbasen die Sulfate in diesem Bereich
an Aktivitdt. Radioaktive Alkylsulfate wurden von R.Croks und
R. RuysseN?) benutzt, um den quantitativen Verlauf des himolytischen
Effektes zu untersuchen

%) B. A. Perarca u. J. H. Scumurmawn, Biochem. J. $2, 177 (1953); siehe auch
J. ScMipr-THOME u. F. PREDIGER, Z. physiol. Chem. 286, 127 (1950).

5) L. H. Lovg, J. Cellular Comp. Physiol. 86, 133 (1950).

6) I. Tan1, Igaku to Seibutsugaku (Med. u. Biol.) 21, 194 (1951); F. L. BREUSCH u.
E. Urusov, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem, 286, 159 (1951).

7) 8. S. 305.
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Sie fanden, dafl Hamolyse dann stattfindet, wenn weniger als die
Hilfte der Zelloberfliche mit einer Adsorptionsschicht des grenzflichen-
aktiven Stoffes bedeckt ist. Wiederum andere Studien mit markierten
Fettalkylsulfaten haben gezeigt, daB eine Durchdringung der Zelle
sogar bei Konzentrationen erfolgt, die zu gering sind, um Hamolyse zu
verursachen?).

In der vorliegenden Arbeit soll in Ergdnzung einer bereits frither er-
folgten * Publikation) (Grenzflichenaktive Polyhydroxylverbindungen
XYV), welche das Wasch-, Schaum- und Netzvermdgen von Saccharose-
mono-urethanen behandelt, iiber die hdmolytische und cytolytische
Wirksamkeit von Zuckerurethanen, einer neuen Klasse nichtionogener,
grenzflichenaktiver Verbindungen, berichtet werden. Wihrend bei den
Saponinen Atherbriicken, Zucker als Triger hydrophiler Eigenschaften
mit Agylykonen, die entweder den Steroiden oder polycyeclischen Triter-
penen angehiren, verkniipfen, sind bei den synthetisch hergestellten
Zuckerurethanen Mono- oder Di-saccharide mit hydrophoben hoher-
molekularen n-Alkanen iiber eine Carbamidséure-ester-briicke verbunden.
Die Synthese dieser Zuckerurethane wurde durch die Auffindung in-
differenter Losungsmittel, wie z. B. Dimethylformamid ermdglicht, in
denen sich Zucker verhdltnismiflig gut 16sen und in homogener Phase
mit n-Alkylisoeyanaten umgesetzt werden kénnen. Dadurch hat das
Gebiet der Zuckerchemie nicht nur eine Bereicherung mit neuen Ver-
bindungen erfahren, es hat dariiber hinaus unter diesen Verbindungen
Vertreter aufzuweisen, deren iiberraschende KEigenschaften vielseitige
Nutzanwendungen zulassen. Die erwihnten Zuckerurethane wurden
durch Umsetzung von Zuckern mit n-Alkylisocyanaten in Dimethyl-
formamid gewonnen?®). Thren strukturellen Aufbau veranschaulichen
die auf S. 306 wiedergegebenen Formelbilder.

Zuckerurethane sind weille, geruch- und geschmacklose Stoffe, die
kaum hygroskopisch sind und in wiBriger Losung aullergewohnlich
stark schiumen. Japanische Autoren!?), die nach unsereun ersten Publi-

7) R. Ruyssen u. R. Crogs, Mededel. Koninkl. Vlaam, Acad. Wetenschap., Klasse
Wetenschap. 12, No. 4, 3 (1950); R.CroEs u. R. RuyssEN, Bull. Soc. chim. biol. 33,
1837 (1951); R. CroEs u. R. RuysseN, Congr. intern. biochim., Résumés communs.
2e Congr., Paris 1952, 431—432.

8) K. Poxper u. R.V. PoNDER, J. Gen Physiol. 87, 411 (1953); R. C. ANDERSON,
ebenda, S. 419

9) E. ULsPERGER, M. Bock u. A. GrapEL, Fette, Seifen, Anstrichmittel 60, 819 (1958);
H. Berrscu, E. UrsperceEr, W. GERHARDT u. M. Bocg, J. prakt. Chem. [4] 11, 108
{1960).

1) §. Komori, T.Acawa, S.ToNoeaI u. K. Nozaki, J. chem. Soc. Japan, appl.
section 61, 1250 (Okt. 1958).
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kationen!'), diese Verbindungen auch zum Gegenstand von Unter-
suchungen gemacht haben, berichten iiber die Giftigkeit dieser Stoffe.
Mit Cq-, Cyp, Cpy- und C4-Alkylsaccharose-urethanen wurden Fiitterungs-
versuche an Mausen durchgetiihrt (2,5 g/kg und 1 g/kg Kiérpergewicht),
wobei 2 Gruppen mit 5 Tieren (pro Tier ungefdhr 12 g Koérpergewicht)
2 Wochen lang beobachtet und die Urethane einmalig verabreicht wurden.
Eine normale Zunahme ihres Korpergewichtes konnte festgestellt werden.
Verdauungsorgane, Leber, Milz und Lunge blieben gesund.

Beim Vergleich mit Kontrollgruppen ergaben sich keine Differenzen.
Um die Ausscheidung der Urethane in den einzelnen Organen zu unter-
suchen, wurden Fiitterungsversuche mit 10 Mdausen, von denen jede
Maus ein Kérpergewicht von ungefdbr 25 g aufzuweisen hatte, durch
2 Wochen hindurch wiederholt (1 g/kg Korpergewicht), wobei die Ure-
thane aber tdglich verabreicht wurden. Nach dieser Zeit konnte keine
wesentliche Verdnderung der Organe festgestellt werden. Auf Grund
dieser Befunde glauben oben erwidhnte Forscher die Ungiftigkeit lang-
kettiger Mono-alkyl-saccharose-urethane geniigend erhirtet zu haben.

Uber hamolytische und cytolytische Wirkung von N-n-Heptyl-
carbaminsdure-«-D-galactopyranose-ester-(6) ist bereits in einer vorher-
gehenden Publikation von uns berichtet worden?®). In der Zwischenzeit
sind weitere diesbeziigliche Ergebnisse iiber Zuckerurethane angefallen,
die nun zusammenfassend in Tabellen und im Vergleich mit Natur-
stoffen aufgezeigt werden sollen.

Aus der Tab. 1 geht hervor, daf die hdmolytische Aktivitit grenz-
flichenaktiver Alkyl-Zuckerurethane mit dem Wachsen der Alkylkette zu-
nimmt, fiir den Dodecylrest bereitsaber ein Disaccharid erforderlich ist, das
infolge seiner Hydroxylgruppenzahl fiir diesen Rest noch gentigende
Solubilisierungsfihigkeit in wifiriger Phase vermittelt. Eine Ver-
lingerung der Alkylkette um 4 C-Atome bewirkt eine Steigerung der

1) E. ULSPERGER, Seifen, Ole, Fette, Wachse 26, 777 (1957).
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Tabelle 1
Verdiinnung Zeit/min
N-n-Heptyl-carbaminséure-«-D-galactopyra-
nose-ester-(6) . . . . . . ., . . . . .. 1: 200 10
N-n-Octyl-carbaminsiure-saccharose-mono-
ester (Isomerengemisch) . ., . . . . . . 1: 400 —1: 800 15
N-n-Dodecyl-carbaminsiure-saccharose-mono- | 1: 20.000 —1: 40.000 15
ester (Isomerengemisch) 1:160.000 — 1:250.000 20
Handelssaponin . . . . . . . . . . . .. 1: 16.000 5—30
Aescin (Kastaniensaponin)., . . . . . . . . 1:280.000 24 Stunden

himolytischen Aktivitdt um das H0fache, was dem Verhalten von Octyl-
und Dodecyl-saccharose-urethan im 15-Minuten-Test zu entnehmen ist.
Gleichfalls ist aus Tab. 1 zu entnehmen, dafl die Aktivitit von Dodecyl-
saccharose-urethan derjenigen eines Naturstoffes (Aescin) gleichzusetzen
ist, was eine Verwendung dieses Urethans als synthetische Testsubstanz
geeignet erscheinen 148t, die im Gegensatz zu Naturstoffen mit oft unter-
schiedlicher Zusammensetzung den Vorzug volliger Reinheit besitzt.

Im Hinblick auf das Tumorproblem wurden die Zuckerurethane
auf ihre cytolytische Wirkung an EmRLICH-Ascites-Carzinomzellen ge-
priift. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 festgehalten.

Tabelle 2
Cytolyse (Auflésung von EnRrLICH-Ascites-Carzinomzellen in vitro)
Verdiinnung Zeit/min |

N-n-Heptyl-carbaminsiure-«-D-galactopyra-

nose-ester-(5) . . . . . . . . . .. .. 1: 100 2
N-n-Oectyl-carbaminsiure-saccharose-mono-

ester (Isomerengemisch) . . . . . . . . 1: 400 —1: 800 10
N-n-Dodecyl-carbaminsaure-saccharose-mono-

ester (Isomerengemisch) . . . . . . . . 1:8000 — 1:16000 10

Sie sind mit denjenigen der Hamolyse in enge Beziehungen zu setzen
und im Zusammenhang mit der Synthese von Cytostatika von Interesse,
da es moglich erscheint, grenzflichenaktive Verbindungen zusétzlich
mit cytostatisch wirksamen Gruppen zu koppeln und sie auf diese Weise
fir die Therapie maligner Tumoren nutzbar zu machen.

Berlin-Adlershof, Institut fir Fetichemie der Deutschen Akademie der
Wissenschaften . zu. Berlin, Forschungsgemeinschaft der naturwissenschaft-
lichen, technischen und medizinischen Institute.

Bei der Redaktion eingegangen am 11. August 1961.





