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Hochmolekulare Substanzen, die ber der Hydrolyse Hexosamine, Uron-
siuren und manchmal auch Schwefelsiure liefern und gewdhnlich als Mucoide
bezeichnet werden, haben, wie die Forschungen der letzten Jahre zeigien, grofe
Bedeutung in physiologischer und medizinischer Hinsicht erlangt. Zu diesen
Mucoiden gehioren wunter anderem Hyaluronsdiure, Heparin, Mucoitin- und
Chondroitinschwefelsiure, Blutgruppensubstanzen, Kapselsubstanzen wverschie-
dener Bakterien usw. K. Meyer' teilt die Mucopolysaccharide in neutrale und
saure etn, wobet letztere wieder in einfach und komplex saure unterteilt werden
konnen. Hyaluronsdure, die nach der oben gegebenen Hinteilung zu den einfach
sauren  Mucopolysacchariden zu zdhlen ist, wurde erstmalig von K. Meyer
und Palmer? aus den Qlaskirpern tierischer Augen isoliert. Dieselben Autoren®
konnten einige Jahre spiter dasselbe Mucopolysaccharid aus Nabelschniiren
isolieren und genauere Angaben iiber die chemische Zusammensetzung geben.
Sie konnten feststellen, daf es sich wm ein schwefelfreies Mucopolysaccharid
handelt, das hochpolymeren Charakter hat und aus N-Azetylglucosamin und
Glucuronsdure im Verhdlinis 1 : 1 zusammengesetzt ist. Uber die Art der Bindung
der beiden Grundmolekiile wurden von K. H. Meyer und Mitarbeitern® sowie
von Jeanloz® Unitersuchungen angestellt. Sie kommen auf Grund der Perjod-
siureozydation zu dem HErgebnis, daf das Grundmolekil ein f-(1,4)-Gluco-
pyranosido- (1,3 )-N-Azetyl-glucopyranosamin ist.
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Das Molekulargewicht wird auf Grund von ~Stromungsdoppelbrechungs-
messungen, wobet Polydispersitat festgestellt wurde, in den Grenzen zwischen
200000 und 400 000 angenommen (Bliz und Snellmann®). Chain und Duthie?-®
identifizierten den von Duran-Reynals®—13 aufgefundenen Spreading-Faktor als
ein hyaluronsdureabbauendes Ferment und nannten es Hyaluronidase. K. Meyer,
Dubos und Smyth'* hatien schon 1936 aus Pneumokokken eine Mucinase <soliert,
die ebenfalls tmstande war, Hyaluronsiure abzubauen. Durch diese Unter-
suchungen ergaben sich wesentliche Zusarmenhdnge mit medizinischen Fragen,
so daf} in der Folge eine grofie Anzahi von Arbeiten erschienen sind, die sich
sowohl mit dem Substrat als auch mit dem Ferment beschéiftigen.

Vorkommen, Darstellung und Reinigung der Hyaluronsiure.

Hyaluronsdure konnte aus Glaskérpern, Nabelschniiren, himolytischen
Streptokokken A und C, tierischen und menschlichen Gelenksflissigkeiten,
mesenchymalen Tumoren und aus der Haut der verschiedensten Siugetiere
isoliert werden'.1%. Ein Vergleich der Eigenschaften der aus verschiedenen
Geweben gewonnenen Hyaluronséiure untereinander ist fast unméglich, da
verschiedene Isolierungsmethoden angewendet wurden und die Reinigung
nicht imner bis zur absoluten Reinheit durchgefithrt wurde. Dies ist vor
allem darin begriindet, daf die Hyaluronsiure mit Eiweillkérpern Komplexe
unbekannter Zusammensetzung liefert, die chemisch voneinander nicht zu
trennen sind, so da} meistens physikochemische bzw. biochemische Reinigungs-
methoden angewendet werden miissen. Es ist somit die Frage berechtigt,
ob Untersuchungen, die an solchen hochgereinigten, aber nicht nativen
Hyaluronsiuren angestellt werden, liberhaupt einen Einblick in die Aufgaben
der Hyaluronsdure im Organismus geben kénnen. Anderseits ist die Hyaluron-
sdure, wie wir aus ihrer Zusammensetzung wissen, mit ihren vielén reaktions-
fahigen Gruppen in der Lage, die verschiedenartigsten Vefbindungen zu
bilden, und es wird schwer moglich sein, einen auch nur annihernd definierten
Komplex mit gleichen Eigenschaften zu isolieren. Wohl aber ist es méglich,
aus reinen Hyaluronséiuren unter genau bekannten Bedingungen, die selbst-
verstdndlich nicht den natiirlichen entsprechen miissen, Symplexe aufzu-
bauen, so daBl man daraus Riickschliisse auf die natlirlich vorkommenden
zu ziehen berechtigt ist.

Da es sich bei der Hyaluronsdure um ein hochmolekulares Kohlehydrat
handelt, besitzt die Elementaranalyse als Reinheitskriterium nur wenig
Wert. Der Stickstoffgehalt der Hyalurons#ure kann wohl einen Anhalts-
punkt iber grobe Verunreinigungen mit Eiweill geben. Die Angabe eines
korrigierten Stickstoffwertes, wie es manche Autoren getan haben, hat wenig

8 @. Bliz und O. Snellman, Arkiv Kemi Mineral. Geol. A 19, No. 32 (1945).

7 E. Chain und E. S. Duthie, Nature 144, 977 (1939).

8 E. Chain und E. S. Duthie, Brit. J. Exp. Path. 21, 324 (1940).

8 F. Duran-Reynals, C. R. Soc. Biol. Paris 99, 6 (1928).

10 F. Duran-Reynals, J. exp. Med. 50, 527 (1929).

11 F. Duran- Reynals, J. exp. Med. 55, 703 (1932).

12 F. Duran-Reynals, J. exp. Med. 58, 161 (1933).

8 F. Duran-Reynals, Bact. Rev. 6, 197 (1942).
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Wert, da es sich zum Beispiel ohne ‘weiteres um ein N-freies Kohlehydrat
mit-einer Verunreinigung von EiweiB handeln kann. Die Abwesenheit von
Phosphor und Schwefel ist jedoch ein wesentlicher Faktor bei der Beurteilung
der Reinheit der Hyaluronsiure. Gerade dieser Punkt wurde von den bis-
herigen Untersuchern wenig beachtet, bzw. sind nur ganz wenige Angaben
itber schwefelfreie Hyaluronsdure vorhanden. Die Viskositdt, die vielfach
als Reinheitskriterium (je hoher die Viskositét, desto reiner die Hyaluronsiure)
herangezogen worden ist, kann nur unter ganz bestimmten Bedingungen als
anndherndes Mafl der Reinheit gewertet werden. Vergleiche der Viskositéten
der Hyaluronséiure verschiedener Untersucher sind, auch wenn sie auf ez, [pro

Gramm gewihlter Konzentration bezogeri werden, mit groffer Vorsicht zu
bewerten.

Tabelle 1.
a - -' i 1
Autor Ap";z)%ﬁs Tf:zgf ‘1 ,cp]rl(l) Ig Salzkonzentration | % rel. _n;i pH
Meyer,
Smyth Nabel- 20° | 25 | 0,15m NaCl | 9,3 |43 | 1
Dowsont? schnur
Bliz, Snell- Nabel- oano 0,067 m
mann® schnur 20 1,0 Phosphatp. 43 | 43 7.0
Blix, Snell- Synovial- 0,067 m
o b {)
manns flissigk. 20 1,0 Phosphatp. 2,5 ‘ 2.5 7.9
Borat, Phos-
Nabel- o phat, Chlo-
Haas'® schnur 25 2,3 rid, Azetat 2,0 1,4 7.0
0,34 m
Madina- Claska : | :
veitia, a;. OTPET| 950 | 25 | 0,5m NaCl (‘1,4 | 1,16 |- ¢
Quibbell™® (Tier) : I
L. ] 0,05 Phosphat-
Hadidian, | Nabel 25° | 1,0 | puif.0,05m| 82 |82 | 7,0
irie schnur NaCl !
: Strepto- o
Sea;ionen kokken 21 1,6 | 0,15m NaCl | 3,8 3.8 %
K.H.Meyer | Nabel ? | 20 | 0,05m NaCl | 6,84 | 3,42 | 1
et al. schnur
Nabel- 0,05 m Phos-
Follet?? schnur 25° 0,3 phat — 1,15 ; 3.8 7,0
(Schwein) 0,05 m NaCl ! ‘
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(1939).
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In Tabelle 1 sind einige der von verschiedenen Untersuchern mitgeteilten
Viskositdten und, soweit angegeben, die Bedingungen, unter denen diese
Messungen durchgefuhrt wurden, zusammengefaBt. Man ersieht daraus, daB
die wverschiedensten Organe als Ausgangsmaterialien verwendet wurden.
Die Konzentrationen der untersuchten Losungen sind ebenso wie die ionalen
Bedingungen und die Temperatur durchwegs verschieden. In niederen Salz-
konzentrationen ist die Viskositét héher und wird durch geringe Anderungen
des Salzgehaltes stark beeinfluBt.

Die Nabelschniire besitzen von allen Ausgangsmaterialien den gréfiten
Gehalt an Hyaluronsdure. Es sind die verschiedensten Methoden. beschrieben
worden, um die Hyaluronséure zu extrahieren und zu reinigen. Da die Nabel-
schniire nicht vollig blutfrei gewaschen werden kénnen, haben verschiedene
Autoren?: ¢ zuerst den Blutfarbstoff durch Behandeln mit Essigsédure zu ent-
fernen versucht. Die Extraktion des polymeren Kohlenhydrates wurde mit
Wasser?: ¢, verd. Kochsalzlosungen??, verd. Natriumazetat!® oder verd. wiBr.
Phenol durchgefiihrt?s. Diese verschiedenen Arten der Extraktion, wenn
ohne Erwirmung und vorangegangene Trocknung durchgefiihrt, stellen wohl
die schonendste Art der Gewinnung dar. Aber nur oftmalige Wiederholung
der Extraktion erfaft die gesamte vorhandene Hyaluronsiure. Eine Ex-
traktion durch 909 iges Phenol?* oder gesittigte Harnstofflosung kann leicht
zur Depolymerisierung fithren. An unserem Institut wurde eine Methode
entwickelt®, die mit Trichloressigsdure in gepufferter Losung die Extraktion
einer ziemlich reinen Hyaluronsiure erméglichs.

Die Abtrennung der Hyaluronsiure aus dem so erhaltenen Gemisch von
verschiedenen polymeren Kohlehydraten, Eiweil usw. stellt eine schwierige
Aufgabe dar, da die Ublichen Enteiweiungsmethoden in diesem Fall ver-
sagen. Die Hyaluronsdure bildet mit dem vorhandenen Eiweif einen Kom-
plex, der in saurer Loésung als unldslicher Mucinclot ausfillt. Aber auch
durch neutrale oder alkalische EnteiweiBungsmittel gelingt es nicht, den
Hyaluronsiure-EiweiBkomplex zu trennen. Uber relativ gute Erfolge bei
Fallung des EiweiBes mit Alkohol berichten$:20,3; mit Alkohol, der an Kalium-
azetat gesdttigt ist?®.24, mit Pyridin?®, mit Ammonsulfat?”. Eine vollstindige
Enteiweiung wird, wie unsere Untersuchungen gezeigt haben, auch nach
mehrmaliger Anwendung dieser Methoden nicht erreicht. Die Verdauung
mit Pepsin und Trypsin wurde ebenfalls mit gutem Erfolg angewendet?2,
K. Meyer'® ziéht dje Verdauung mit Trypsin vor, da er die Feststellung
machen konnte, dafl in den kiuflichen Pepsinpraparaten eine Kohlehydrat-
komponente vorhanden ist, die zu einer Verunreinigung der Hyaluronsiure
fihren kann. Die von Seway? eingefithrte Methode, das Eiweil durch Schiit-
teln von waBr. Losungen der verunreinigten Hyaluronsdure mit einem Ge-
misch von Chloroform mit Butyl-Amyl-Oktylalkohol zu entfernen, wurde
ebenfalls mit gutem KErfolg angewendets. Selbstverstindlich wurden diese
Methoden auch nebeneinander angewendet und so auf oft recht umsténdliche
Art ein Salz der reinen Hyaluronssiure dargestellt.

Zur Darstellung der freien Sauren fillte Meyer und Palmer® Lésungen von
Natriumhyaluronat mit Eisessig. Der teilweise Abbau der bei dieser Art der

2 K. Meyer, J. biol. Chem. 176, 993 (1948).

24 J. Rogers, Biochem. J. 89, 435 (1945).

% W. E. Jancsik und E. Kaiser, Nature 169, 114 (1952).

26 7. M. Harris und S. Harris, J. Immunol. 63, 233 (1949).

" R. W.Jeanloz und E. Forcheelli, J. biol. Chem. 186, 495 (1950).
2 M. G. Sewag, Biochem. Z. 278, 419 (1934).
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Darstellung der freien Sdure auftreten kann, veranlaite.J eanlozund Forchielli®",
die Methode von Green und Pigman®® anzuwenden, d. h. die freie Sdure durch
Filtration von Natriumhyaluronatlosungen durch Ionenaustauscher darzu-
stellen. Auf diesem Wege kommt es natirlich nur zu einer Einstellung eines
(leichgewichtes zwischen Hyaluronsdure und Ionenaustauscher und es wird
nie ein vollstindiger Austausch aller Natriumionen erzielt.

Versuchstechnik.

W. Pauli und seine Schiiler untersuchten in einer Reihe von Arbeiten30—31
das elektrochemische Verhalten verschiedener Kohlenhydratsole, bei denen
durch Dialyse und Elektrodialyse die Fremdelektrolyte vollkommen entfernt
worden waren. Die Elektrodialyse, besonders unter Zusatz geringer Essig-
sduremengen, bewirkt, wenn sie genugend lange fortgesetzt wird, eine voll-
standige Umwandlung in Kolloidsduren, wie schon frither an Glykogensolen
gezeigt werden konnte®®. Es gelingt daher auf diese Weise eine schonende
Umwandlung von Hyaluronaten in freie Hyaluronsiure, ohne eventuell
vorhandene andere saure Gruppen (Schwefelsdure, Phosphorsiure) abzu-
spalten.

Die Gewinnung der Hyaluronsdure erfolgte durch Verarbeiten von frischen,
von Blut befreiten, menschlichen Nabelschniiren. Von einer Azetontrocknung
wurde Abstand genommmen, da eventuelle irreversible Anderungen der Kohle-
hydrat-Eiweillkomplexe nicht ausgeschlossen sind und die Beobachtung
gemacht wurde, dal die Ausbeute an Hyaluronsédure ochne vorangegangene
Trocknung groBer war. Um die Extraktion zu erleichtern, wurden die Nabel-
schniire mit einem Fleischwolf zerkleinert. Die Verwendung eines Turmix
hat sich nicht bewshrt, da sich das Extraktionsgut anschliefend nicht mehr
klar zentrifugieren lieB. Anfiénglich wurde mit destilliertermn Wasser extrahiert,
das mit Toluol tberschichtet war, um die Féulnis zu verhindern. Spéter
wurde nach den Angaben von K. Meyer?? mit 29%igem wilr. Phenol extrahiert.
Die Dauer der Extraktion betrug in beiden Fillen 24 Stdn. AnschlieBend
wurde zentrifugiert und die Extraktion etwa 6- bis 8mal wiederholt. Die
gesammelten HExtrakte wurden mit Essigsdure bis zu pH 4 angesiuert und
der entstandene Mucinclot gesammelt und mehrmals mit Wasser durch-
geknetet. Um andere Kohlehydrate, in der Hauptsache jedoch Glykogen,
zu entfernen, wurde in Wasser unter Zugabe von Lauge gelost und die Séure-
fallung 2mal wiederholt. Diese vorgereinigten Mucinclots wurden in Phosphat-
puffer von pH 8 gelsst und nach Sewag® von einem groBen Teil des Eiweiles
befreit. Die Sewagsche Methode zeigte nur dann gute Erfolge, wenn die
Losung schwach alkalisch bis neutral reagierte (siehe auch K. Meyer!,1).
Hadidian und Pirie?® konnten nachweisen, dafl die Sewagsche Methode
bei geringen BEiweillkonzentrationen bessere Erfolge zeigt, was wir in unseren
Versuchen bestéitigen konnten. Von einer Pepsinverdauung wurde aus
Griinden, die K. Meyer'® darlegte, abgesehen. Sowohl die Pepsin- als auch

2 J. W. Green und W. W. Pigman, Abstr. Amer. chem. Soc. 113th Meeting,
Chicago 1948.

30 Wo. Pauli, Helv. chim. Acta 24, 1253 (1941).

3 Wo. Pauli, W. Kdélbl und- A. Linsker, Kolloid-Z. 79, 273 (1937).

32 Wo. Pauli und L. Palmrich, Kolloid-Z. 79, 69, 174 (1937).

33 Wo. Pauli und E. Ripper, Kolloid-Z. 62, 162 (1933).

3% Wo. Pauli, J. und St. Szper, Kolloid-Z. 82, 335 (1938).

35 M. Pantlitschko und J. Matula, Mh. Chem. 81, 179 (1950).
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die Trypsinverdauung liefert keine abiureten Abbauprodukte, so dafl zweeks
Feststellung der Beendigung der EiweiBhydrolyse die Hyaluronséure jedesmal
durch Féllung mit Alkohol isoliert werden muBte. Eine 6- bis 8stiindige
Trypsinverdauung ergab in der Regel eiweiBfreie Produkte. Die Sewagsche
EnteiweiBung wurde vor der Trypsinverdauung durchgefithrt, um die Kon-
zentration der EiweiBlspaltprodukte nach der Verdauung so niedrig als mog-
lich zu halten. Nach der Verdauung eine Sewagsche Enteiweiflung durch-
zufiihren®, halten wir fir unnétig, denn es zeigte sich, dall in diesemn Fall
keine weitere Reinigung erzielt werden kann. Dies ist auch leicht verstandlich,
da es sich bei der Sewagschen Methode um eine Adsorption und Denaturierung
des EiweiBes an der Chloroformoberfliche handelt, die EiweiBabbauprodukte
nach der Verdauung leichter wasserléslich sind und daher auch keine Denatu-
rierung mehr erfolgen kann. Nach der Trypsinverdauung wird, um eventuell
vorhandenen Blutfarbstoff zu entfernen, mit Tierkohle geklirt, zentrifugiert
und mit Alkohol gefallt. Die Alkoholfillung muB, um die EiweiBspaltprodukte
vollig zu entfernen, mehrmals wiederholt werden. Die letzte Fallung wurde
in esgigsaurer Losung durchgefiihrt, um die nachfolgende Elektrodialyse zu
erleichtern. In Tabelle 2 wird der Reinigungsvorgang durch Analysendaten
belegt.

Tabelle 2.

Stadium des Reinigungsvorganges St cliA;t off CZ"S a,?r?ill; Azzzyl As:f;ne 1 1e1/0:1 %
Nabelschnurextrakt . ........... 12,1 — — | — 1,12
Mucin-Clot. . .................. 6,5 26,8 68 | — 1,59
Sewag-Enteiweillung ........... 4,7 35,2 8,9 | 0,53 1,68
Trypsinverdauung ............. 4,0 39,4 — 0,48 —

1. Alkoholfdllung.............. 3,9 40,9 — 0,45 —
2. Alkoholfallung . ............. 37 | 413 95 043 | 221

Die auf diese Weise dargesteliten Proben der Hyaluronsiuren enthielten
alle wesentliche Mengen an Asche. Der Stickstoffgehalt wurde mit der
Mikrokjeldahlmethode bestimmt.” Der Acetylgehalt wurde nach Kuhn und
Roth? in der Originalapparatur bestimmt. Die von diesen beiden Autoren
vorgeschlagene Verseifung mit methylalkohol. Lauge konnte nicht ange-
wendet werden, da immer zu hohe Werte gefunden wurden. Ahnliche Beob-
achtungen konnten Friedrich und Sternberg®” an chondroitinschwefelsaurem
Calcium feststellen. Wie aus fritheren Untersuchungen hervorgeht®®, entsteht
bei der Einwirkung von Alkali auf Kohlehydrate u. a. Ameisensidure, die
ebenfalls wasserdampffliichtig ist und ihre Zerstorung durch Quecksilber-
oxyd im Destillat erforderlich macht. Auch die Verseifung mit 33 vol%iger
Schwefelsdure lieferte ebenfalls keine befriedigenden Ergebnisse. Wir fanden,
daB p-Toluolsulfosdure innerhalb von 2 Stdn. bei 100° die gesamten Acetyl-
gruppen in Freiheit setzte und titrierten nach der Wasserdampfdestillation
mit 0,01 n Lauge und Mischindikator. Die Glucosaminbestimmung wurde

8 R. Kuhn und H. Roth, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1274 (1933).

37 A. Friedrich und H. Sternberg, Biochem. Z. 286, 20 (1936).

38 F', Wessely, M. Pantlitschko und R. Wratil, Wiener klin. Wochenschr.
60, 406 (1948).
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nach Elson und Morgan®® in der Modifikation von Boyer und Fiirth?® bestimmt.
Die Hyaluronséurelosung wurde in 5n Salzséure durch 8 Stdn. bei 100°
hydrolysiert und ansehlieend im Exsikkator tiber NaOH im Vak. zur Trockene
verdampft, in Wasser aufgenommen und die Bestimmung durchgefuhrt.
Die Eichkurve wurde mit einem Glucosaminstandard aufgenommen. Die
qualitative Untersuchung der Asche ergab neben. Spuren von Eisen haupt-
sdchlich die Anwesenheit von Calecium, Magnesium, Kalium und Sulfaten.

Tabelle 3.

‘E Vor der Elektrodialyse : Nach der Elekirodialyse
& 53 g o ;
’§ " 9% N | % Glucosamin. Asfhe D(;:lg;e % N | % Glucosamin 04]2)0
1 | 3,81 39,8 0,56 124 \ 3,61 43,5 — 69,5
2 3,78 J 40,1 0,38 164 3,72 42,9 — 70,0
3 3,60 41,3 0,43 13a 3,56 43,0 — 69,9
4 3,70 38,3 0,27 144 3,68 44,7 — 68,9
5 3,566 38,9 0,49 114 3,48 42,6 P 68,0

Mittelwerte... | 3,61 ' 43,3 | — 69,3

Zur weiteren Reinigung wurden die verschiedenen Hyaluronsduren in
Wasser gelost und nach dem am Institut bewédhrten Verfahren durch Elektro-
dialyse unter Zugabe von Siuren insbesondere Essigsiure (Endkonzentration :
0,01 n) vollsténdig von hoéherwertigen Kationen befreit. Die vorstehende
Tabelle 3 bringt einen Uberblick iiber die durchgefiihrten Bestimmungen vor
und nach der Elektrodialyse. Asche konnte in den elektrodialysierten
Hyaluronsduren niemals nachgewiesen werden.

Kolloidelektrolyte, die besténdig sind, diirfen nur einwertige Gegenionen
enthalten, da Kolloidelektrolyte, die héherwertige Gegenionen enthalten,
unbestindig sind und durch Inaktivierung der Gegenionen eine Entladung
des Kolloides unter Koagulation bewirken?®.

pH und Leitfiahigkeit.

Die elektrodialysierten Hyaluronssuresole reagieren ziemlich stark
sauer. Die Elektrodialyse hat die Umwandlung in ein azidoides Sol
herbeigetiihrt, dem groBen kolloiden Anion stehen nur H-Ionen als Gegen-
ionen gegeniiber. Die Aquivalentleitfihigkeit solcher Sole wird daher im
wesentlichen von den Gegenionen (H-Ionen) bestimmt, da diese eine
etwa 8- bis 10mal so groBBe Grenzbeweglichkeit als das Kolloidion, nédmlich
350 gegen 40 bis 50 bei 25°, besitzen. Man kann daher, wie dies Pauli
und Mitarbeiter3l—3¢ getan haben, aus der Leitfahigkeit die H-Ionen-
konzentration berechnen und diese miiite mit der praktisch gefundenen
ibereinstimmen, da normalerweise bei den vorliegenden Verdiinnungen
Aktivitéts- und Leitfahigkeitskoeffizient iibereinstimmen.

3% L.A. Elson und W. T. I. Morgan, Biochem. J. 27, 825 (1933).
% R. Boyer und O. Fiirth, Biochem. Z. 282, 242 (1936).
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Tabelle 4.
Pr%)irat ofe/L . 10-4 pH aH-. 104 aH bzl:schnet %
1 0,504 2,46 3,41 3,89 6,15 4,90
2 0,612 3,24 3,31 4,90 8,10 5,28
3 0,830 4,22 3,21 6,20 11,20 5,08
4 1,850 9,32 2,91 12,30 23,30 5,04
5 3,580 14,60 2,70 25,10 36,50 4,98

Die Tabelle 4 bringt eine Zusammenstellung der an den hochgereinigten

acidoiden Hyaluronsiuresolen ermittelten Leitfihigkeits- und pH-Werten,
1000 »

Aoo

gefundenen H-Ionenaktivitdt. Fir die Grenzbeweglichkeit des kolloiden
Anions wird, wie in fritheren Arbeiten (bei Dextrinen, 16slicher Stirke,
Glykogen3%.3) der plausible Wert von. v = 50 eingesetzt.

Im Gegensatz zu bisher untersuchten Kohlehydratsolen, bei denen
eine recht gute Ubereinstimmung der berechneten und gefundenen
H-Tonenaktivitéten besteht, finden wir bei den Hyaluronsiuresolen keine
solche Ubereinstimmung. Die aus der Leitfahigkeit berechnete H-Tonen-
aktivitdt ist immer groBer als die potentiometrisch ermittelte. Dall es
gich dabei nicht um Verunreinigung durch Fremdelektrolyte handeln
kann, gebt aus folgenden zwei Tatsachen hervor: 1. ist das Verhiltnis
%:¢ (letzte Kolonne der Tabelle 4) trotz verschieden langer Dauer der
Elektrodialyse ein gut reproduzierbarer Wert, 2. ergab eine Kontrolle
durch Aschenbestimmungen der elektrodialysierten Sole keine Anhalts-
punkte fir eine Verunreinigung durch Fremdelektrolyte. (Es wurde nie
eine wigbare Menge Asche gefunden.) Eine Erklarung fiir diese Diskrepanz
kann derzeit noch nicht gegeben werden. Ein Vergleich mit den von
W. Kern'! untersuchten Polyacrylsiuren ist nicht ganz zutreffend, denn
bei den Polyacrylséuren sind nur Carboxylgruppen als hydrophile Gruppen
vorhanden, so daB es zu ganz anderen Hydratationsverhiltnissen wie
bei der Hyaluronsiure mit ihren vielen Hydroxylgruppen im Molekiil
kommt. Eine abnorme Beweglichkeit des Kolloidanions ist auszuschlieBen,
so daB man nur die folgende Tatsache als mogliche Erklirung ins Auge
fassen kann. Bei den gelartigen fibroiden Kolloidelektrolyten, die auch
geknduelt sein kénnen, wire es denkbar, daB nur die an der Teilchen-
oberfliche sich befindlichen H-Ionen potentiometrisch erfalit werden,
wihrend die im Gelinneren sich befindlichen Gegenionen auch an der
Leitfahigkeit beteiligt sind. Dall solche Vorstellungen nicht abwegig
sind, ergibt sich aus der Tatsache, daf} auch Zsigmondy*? die Moglichkeit

sowie eine Gegeniiberstellung der aus berechneten aH = und der

4 W. Kern, Z. physik. Chem. Abt. A. 181, 249 (1938).
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eines Einschlusses der Gegenionen im kolloiden Anteil diskutiert. AuBer-
dem wird die aus der Leitfahigkeit berechnete H-Tonenaktivitit nie gréBer
gefunden als die Gesamtaciditést.

Konduktometrische und Potentiometrische Titration.

Die konduktometrische und potentiometrische Titration der ver-
schiedenen Hyaluronséuresole zeigen, wie aus Abb. 1, 2 und 3 hervorgeht,

7
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Abb. 1. Abb. 2.

das typische Bild von Titrationen 7z

von einbasischen Siuren. P o~ -
Die Gesamtaciditit 148t sich durch | e

pH-Bestimmungen nicht ermitteln,

da wegen der unvollstindigen Dissozi- T

ation der Carboxylgruppen der Hyalu- ar

ronsdure der groBere Teil der H- 7t

Ionen inaktiv ist. Diese kann aber §5_

durch Titration mit einer starken pl

Lauge ermittelt werden. Das bel

der konduktometrischen Titration [ /*/

ermittelte Minimum ist in dem Falle, I

wo es sich um eine schwache Sdure 2r

handelt, infolge von Hydrolyse des N S N S

gebildeten Salzes verbreitert, und s ”;,,p}‘; [%ﬂw_f’f 4

der Aquivalenzpunkt wurde da- Abb. 5.

her graphisch durch den Schnitt-

punkt der an die steilen Kurveniste angelegten Tangenten ermittelt.
In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der konduktometrischen Titiation

mit Natronlauge und Barytlauge sowie die potentiometrischen Titrationen

mit Barytlauge zusammengefalt. Es zeigt sich, daBl der Aquivalenzpunkt

42 R. Zsigmondy, Kolloidchemie, 5. Aufl., Allg. Teil S.190 (1925).



1134 M. Pantlitschko:

Tabelle 5.
Préiparat NT. o/e/L aH . 107 aHp. 107 | aHpp. 1004 1 cH. 1070
1 0,504 3,89 7,70 10,50 11,00
2 0,612 4,90 10,10 15,50 16,50
3 0,830 6,20 19,30 — 20,30
4 1,850 12,30 30,00 45,80 47,00
5 3,580 25,10 51,60 82,40 84,30

aH = H-Tonenaktivitit mit Glaselektrode;

aHy = H-Tonenaktivitét ermittelt durch konduktometrische Titration mit
NaOH;

aHyp = H-Ionenaktivitét ermittelt durch konduktometrische Titration mit
Ba(OH),.

c¢H = H-Tonenaktivitit ermittelt durch potentiometrische Titration mit
Ba(OH),.
der Titrationen bei Natronlauge immer wesentlich niedriger ist als die
Aquivalenzpunkte, die durch Titration mit Barytlauge erhalten werden.
Ahnliche Ergebnisse erhielten wir®® bei den Glykogensolen. Es handelt
sich darum, daB die Inaktivierung und Anlagerung der Bariumionen
groBer als bei den Natriumionen ist, d. h. die gut 15slichen Natriumsalze
schwacher Siuren erfahren in diesen hohen Verdiinnungen eine stirkere
Hydrolyse als die schwerer 16slichen Bariumsalze.

Die durch konduktometrische Titration mit Barytlauge erhaltenen
Werte stehen in guter Ubereinstimmung mit den durch potentiometrische
Titration ermittelten Gesamtaciditdtswerten. Sowohl die kondukto-
metrische als auch die potentiometrische ergibt keinen Anhaltspunkt fiir
das Vorhandensein weiterer saurer Gruppen, denn in diesem Fall miifiten
die Titrationskurven Knicke in ihrem Verlauf aufweisen. (Schwefel-
sédureester der Hyaluronsiure wiirden eine wesentlich héhere Dissoziations-
konstante besitzen und miiBten in den Titrationskurven zu erkennen sein.)
Um die Frage zu entscheiden, ob alle Carboxylgruppen der Hyaluron-
sdure in freier Form vorliegen, kann man unter der Annahme, daf die
Hyaluronsiure aus Acetylglucosamin-Glucuronsiureeinheiten aufgebaut
ist, aus der Konzentration der Sole die Gesamtaciditdt berechnen.

Tabelle 6.
(Bezeichnungen wie in Tabelle 5.)
Priparat Nr. of/g/L m.1073 aHypy cH cH (berechnet)
1 0,504 1,33 10,5 11,0 11,9
2 0,612 1,61 15,0 16,5 14,5
3 0,830 2,21 — 20,3 19,7
4 1,850 4,88 45,8 47,0 44,0
5 3,580 10,01 82,4 84,3 82,4
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Ein Vergleich der in Tabelle 7 berechneten Werte mit der kondukto-
metrisch und potentiometrisch bestimmten Gesamtaciditét ergibt eine
gute Ubereinstimmung. Diese Tatsache bestitigt, daB es sich bei den
dargestellten Solen um einheitliche Produkte handelt, die frei von Ver-
unreinigungen sind.

Pouli, Kalbl und Linsker® untersuchten die Glucuronsiure im Hinblick
auf ihre Verwandtschaft mit den anfladenden Monoseglucuronsiuren der
Pflanzengummisole und konnten zum Unterschied von der Gluconsiure
eine wesentlich groBere Stabilitét der ersteren auf Grund ihrer Pyranose-
struktur feststellen. Die Dissoziationskonstante der Glucuronsidure be-
stimmten sie mit K, = 4,65- 10-5 und fanden in weitem Bereich eine
Konzentrationsunabhéingigkeit. Auf Grund der aus dem Grundmolekular-
gewicht berechneten Molaritét der Gluenronsdure in der Hyaluronsiure
und der Dissoziationskonstante 1aBt sich die H-Tonenaktivitit errechnen.

Tabelle 7.
Priparat Nr. | c/g/L m.1073 aH (gemessen) aH (berechnet)
1 0,504 1,33 7,70 7,65
2 0,612 1,61 10,10 8,84
3 0,830 2,21 : 19,30 9,95
4 1,850 ] 4,88 ] 30,00 46,30
5 3,850 J 10,01 ‘ 51,60 64,60

Tabelle 7 zeigt die gefundenen und berechneten Werte, wobeéi man
bei niederen Konzentrationen eine sehr gute Ubereinstimmung feststellen
kann. Bei héheren Konzentrationen beobachtet man jedoch ein Zuriick-
bleiben der gefundenen H-Ionenaktivitdt gegeniiber den berechneten
Werten.

Elektrophoretische Untersuchungen.

Uber elektrophoretische Untersuchungen liegen nur wenige Angaben
vord3, 432, 4 K. H. Meyer berichtet iiber die Wanderungsgeschwindigkeit von
Hyaluronsiure, die mit der Sewagschen Methode von Eiweill befreit worden
war.. Die weitere Reinigung wurde von diesem Autor? durch Elektrodialyse,
jedoch ohne Rithren durchgefihrt, wobei sich die Hyaluronsiure als Gel am
Boden absetzte. Bei der elektrophoretischen Untersuchung konnten 3 Kom-
ponenten mit anodischer Wanderung festgestellt werden, wobei die Haupt-
komponente ohne vorangegangene Elektrodialyse zu etwa 479, mit einer
Beweglichkeit von 12,4 - 108 cm?/sec™!/Volt—! vorhanden war. Die schneller
wandernde Komponente von 16,2 - 1073 cm?/sec—1/Volt—1, die zu 179, vor-
handen war, stellt nach der Meinung des Autors? einen Schwefelsdureester
der Hyaluronsédure dar. Die langsamste Komponente konnte durch Elektro-
phorese abgetrennt und als Kohlehydrat identifiziert werden, das nach der

3 [, Hesselwik, Acta Med. Scand. 105, 153 (1940).
43a @, Bliz, Acta physiol. Scand. 1, 29 (1940).

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 83/5. %
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Hydrolyse Glucose liefert. Durch Elektrodekantation konnte keine voll-
stdndige Trennupg der einzelnen Komponenten erreicht, sondern nur eine
Anreicherung der Hyaluronssiure auf etwa 70%, erzielt werden.

Die hochgereinigten Hyaluronsiuresole wurden elektrophoretisch unter-
sucht*. Die Hyaluronsiduresole wurden mit einem Veronalacetatpuffer
(pH = 8,3, 1 = 0,1) verdiinnt und 2 Tage gegen dieselbe Pufferlésung
dialysiert. Die Untersuchung ergab, dafl die hochgereinigten Hyaluron-
sduresole eine einheitliche Wanderungsgeschwindigkeit sowohl in den
ascending als auch in den descending boundaries zeigten, die Beweglichkeit
berechnet sich zu 14,0 - 10— ecm?/sec— Volt— und ist somit etwas héher
als die von K. H. Meyert angegebene.

Viskosimetrische Untersuchungen.

Die Eigenschaften hochpolymerer Fadenmolekiile sind neben dem
Polymerisationsgrad auch noch durch die Gestalt der Fadenmolekiile
bedingt. Da die Hyaluronsiure ein Fadenmolekill darstellt, das. viele
ionisierbare Carboxylgruppen im Molekiil enthilt (jedes zweite Grund-
molekiil ist eine Glucuronsdure), die unter geeigneten Umsténden H-Ionen
abdissoziieren kénnen, wird sie, ohne ihren Polymerisationsgrad zu dndern,
groBe Anderungen in der Viskositit bei Variation des pH-Wertes zeigen.
Die theoretischen Grundlagen fiir das Verhalten von solchen polyvalenten
Fadenmolekiilen sind von Kuhn und Mitarbeitern®:4 sowie von Kat-
chalsky® in einer Reihe von Arbeiten iiber die Polyacrylsdure niedergelegt.

Vorerst wurde die Abhingigkeit der relativen Viskositit von der
Konzentration der Hyaluronsiduresole untersucht. Wie aus Abb. 4 her-
vorgeht, konnte keine lineare Abhiingigkeit der relativen Re1bung von,
der Konzentration gefunden werden.

Bis zu einer Konzentration von etwa 0,089, erfolgt eine starke Rei-
bungszunahme, die jedoch mit zunehmender Konzentration geringer wird
und sich schlieBlich asymptotisch einem Grenzwert ndhert. Nach W.
Kuhn ist die Reibung polyvalenter Fadenmolekiile, abgesehen vom Poly-
merisationsgrad, von der Zahl der dissoziierten Gruppen abhingig. Nimmt
die Dissoziation zu, so werden die im Fadenmolekiil zuriickbleibenden
negativ geladenen COO-Ionen das Bestreben haben, sich méglichst weit
voneinander zu entfernen. Es kommt dadurch zu einer Streckung und
stirkeren Hydratisierung des Molekiils, die sich in einer Erhshung der
Reibung manifestiert.

* Herrn Doz. Dr. Auerswald (Physiologisches Universitdtsinstitut, Wien)
bin ich far die Durchfithrung der Untersuchungen zu groBem Dank ver-
pflichtet.

4 H. Kuhn, Helv. chim. Acta 31, 1677 (1948).

s W, Kuhbn, O. Kiinde und A. Katchalsky, Helv. chim. Acta 31, 1994
(1948).

4% 4. Katchalskcy, O. Kinzle und W. Kuhn, J. Polymer Sci. 5, 283 (1950).
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Der Dissoziationsgrad wird durch die Dissoziationskonstante der
Glucuronsiure gegeben sein und kann durch Zugabe von Siure unter-
driickt bzw. durch Zugabe von' Lauge gefordert werden. Die Abb. 5
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Abb. 4. Abb. 5.

zeigt nun, wie eine Anderung des pH-Wertes zu einer Anderung der
relativen Reibung der acidoiden Hyaluronsiuresole fithrt. Die Anderung
des pH darf in diesem Falle nicht durch Puffersubstanzen herbeigefiihrt
werden, sondern muf} durch Zugabe
von entsprechenden Mengen Séure bzw.
Lauge erzielt werden.

Im sauren Bereich kommt es zu  ¢f RN
einer Zuriickdrangung der Dissoziation A AN
der H-Tonen der Glucuronsiure und T i
somit zu einem Abfall der relativen < §
Reibung. Bei Zugabe von Lauge (d. h. S / i 2t von Lagpe
Ansteigen der Dissoziation) wird bei I e S
pH 6,0 ein Maximum erreicht. Ahn- f/
liche Ergebnisse haben Katchalsky, 7|
Kiinzle und Kuhn®® an Polymetacryl- o

sdure nachweisen konnen. 2y
Der Reibungsabfall nach pH 6,0 Abb. 6.

legte die Annahme nahe, daB es zu

einer Depolymerisation der Hyaluronsiure im alkalischen Bereich kommt.
Einen Beweis, dafl es sich um keine Depolymerisationserscheinung
handelt, liefert folgender Versuch. Es wurde ein acidoides Hyaluronsiure-
sol mit steigenden Mengen Lauge bis pH 9,5 versetzt und anschlieBend
wieder sukzessive angesiuert, wobei es im pH-Bereich von 9,5 bis 6,0
zu einem Anstieg der relativen Reibung kommt. Nach Uberschreiten
des Maximums bei pH 6,0 kommt es infolge der Zuriickdringung der
Dissoziation wieder zu einer Abnahme der relativen Reibung, was aus
Abb. 6 hervorgeht.

75
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Als weiterer Beweis, daB es zu keiner Depolymerisierung bei kurz-
dauernder Einwirkung von Alkali bei Zimmertemperatur kommt, kann
folgender. Versuch gewertet werden. Ein elektrodialysiertes, acidoides
Hyaluronsiuresol wurde mit Lauge auf pH 10,0 gebracht und nach
2 Stdn. durch Dialyse und Elektrodialyse wieder in das acidoide Sol iiber-
gefithrt. Abgesehen von der .Verdiinnung, die durch die Dialyse einge-
treten war, konnte in der relativen Reibung keine Anderung festgestellt
werden, wie eine entsprechende Verdiinnung des unbehandelten Soles zeigte.

Der EinfluB von Salzen in verschiedenen Konzentrationen auf die
Reibung von acidoiden Hyaluronsiduresolen wurde in der Folge unter-
sucht. Es konnte festgestellt werden, daB

qar . . .
bereits ganz geringe Salzkonzentrationen,
25
24 \*\ ope
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20 -
15 "X\\X E T~ ey
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Abb. 7. Abb. 8.

die in der GréBenordnung von 2—5 - 10-3 m liegen, die relative Reibung
auf einen konstanten Wert herabsetzen. Die Abb. 7 zeigt den Einflufl
von verschiedenen Konzentrationen von Kaliumchlorid auf die relative
Reibung des Hyaluronsduresols Nr. 1.

Ahnliche Ergebnisse jedoch mit hoheren Salzkonzentrationen teilten
bereits Hadidian und Pirie®® sowie K. H. Meyer et al. mit. Dieser Salz-
einfluff ist auch der Grund, daf in Pufferlosungen von verschiedenen
pH-Werten keine Abhingigkeit der relativen Reibung vom pH gefunden
werden konnte, da die Reibung auf dem konstanten Salzwert verblieb.
Schon Pauli®® konnte seinerzeit an hochgereinigten EiweiBlosungen fest-
stellen, daB die Reibung auf Zusatz von Neutralsalzen eine wesentliche
Abnahme erfahrt und einen konstanten Wert erreicht. In letzter Zeit
konnte Fuos? zeigen, daB die Viskositit einer Lésung eines ionogenen
Kolloides wesentlich hoher liegt als die Reibung eines elektrisch neutralen
Kolloides vergleichbaren Polymerisationsgrades. Durch Zugabe von
Neutralsalzen konnte er die hohe Viskositéit des elektrisch geladenen
Kolloides auf diejenige eines neutralen Kolloides herabsetzen.

4" R. M. Fuos, J. Polymer Sci. 6, 305 (1951).
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Gereinigte elektrodialysierte Lisungen von acidoiden Hyaluronsiuren
zeigen, auch wenn sie bei niedriger Temperatur ohne Zusatz eines Kon-
servierungsmittels aufgehoben werden, einen Reibungsabfall, der jedoch
nur wihrend der ersten drei Tage feststellbar ist. Nach dieser Zeit bleibt
die Reibung konstant, ein Befund, den auch Jeanloz und Forchielli®?
erheben konnten. Der oben erwihnte Reibungsabfall ist nun anscheinend
nicht auf eine Depolymerisation zuriickzufithren, sondern es diirfte sich
nur um eine Anderung der statistischen Knauelform handeln, denn es
konnte gezeigt werden, daB solche gealterte Sole bei neuerlicher Elektro-
dialyse wieder den urspriinglichen Ausgangswert erreichen.

Temperaturerhthung ist auf jeden Fall mit einem Reibungsabfall
und einer Depolymerisation verbunden. Es zeigte sich, daBl die Wasser-
stoffionenkonzentration neben der Dauer des Erhitzens einen wesent-
lichen Einfluf ausiiben, wie aus Abb. 8 hervorgeht.

In saurer Losung tritt der Abfall der Reibung wesentlich rascher und
bei niedrigerer Temperatur ein und erreicht bei 100° innerhalb kurzer
Zeit (60 Min.) einen konstanten Endwert. Die viskosimetrische Abbau-
kurve zeigt fast den gleichen Verlauf wie die Abbaukurve, die man bei
Einwirkung von Hyaluronidase auf Hyaluronséiure erhilt. Im alkalischen
Bereich verlduft der Reibungsabfall wesentlich langsamer und hat auch
nach 2 Stdn. bei 100° seinen Endwert noch nicht erreicht. Es ergibt
sich daraus, daB bei der Darstellung der Hyaluronsiure jedwede Er-
wirmung vermieden werden muf}, um einen Abbau der Hyaluronsiure
zu verhindern.

Zusammenfassung.

Hyaluronsiure wurde aus Nabelschniiren gewonnen und weitgehend
gereinigt. Durch Elektrodialyse wurden verschiedene Proben in acidoide
Sole iibergefiihrt.

Die elektrochemischen Untersuchungen zeigen, daf die Vorstellungen,
die man sich iiber den Aufbau der Hyaluronsiure gemacht hat, zutreffend
sind.

Die Abhingigkeit der Viskositit der acidoiden Hyaluronsiuresole
von der Konzentration, dem pH, der Fremdelektrolyte und der Tem-
peratur wurde untersucht.



