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aus dem Essigsdure-Ansatz 2 gewonnenen Priparat
ohne Depression.

Tetrahydrobenzylacetat — Paraformaldehyd in Eisessig

87 g Tetrahydrobenzylacetat (Sdp.io 80,5—81°, V.Z.
335,2, OH-Z. 12,9, S.Z. 0,4, J.Z. 151,7; dargestellt gemal

Essigsiiure-Ansatz 2) 1ift man unter lebhaftem Riihren
~ in eine Lisung von 21 g Paraformaldehyd in 102 g Eis-
essig und 1,5 cem konz. Schwefelsiure langsam ein-
tropfen. Gleichzeitig wird von auflen allméhlich er-
wirmt. Bei 859 setzt unter Rotfirbung eine lebhafte
Reaktion ein, die sich durch einen schnellen Tempera-
turanstieg auf 109° kundtut. Nach dem Abklingen der
exothermen Reaktion wird 3 Stdn. unter Riickflufl ge-
kocht. Der iiberschiissige Eisessig wird abdestilliert und
der Riickstand wie iiblich aufgearbeitet. Nach drei-
maliger Fraktionierung liegen, unter Fortlassung unbe-
deutender Zwischenliufe, folgende Fraktionen vor:

Ausb.g V.Z. OH-Z. SZ. J.Z
1. Sdp.,, 62° 41 150 105 10 1924
2. , TT—785° 29 3012 115 05 127
3. 115° 64 2707 189 01 07
4. Sdp 2y 123—127° 16,6 300,0 25,6 0,37.. 4,1
5. Sdp.,, 130—132° 7,1 8246 34,7 0,2 13,0
6. 132—135° 3,2 3428 474 03 235
7. , 185—139° 35 8574 311 0,6 390
8.8dp.o, 180—178° 215 @ — @ — @ —  —
9. Riickstand 10,0 — — — —

Die Fraktion 3 lafit sich durch Verseifen mit methyl-
alkohol. Kalilauge in eine kristallisierte Substanz vom
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Schmp. 202—204° iiberfiihren; der Mischschmelzpunkt
mit Hexahydrophthalanol ist ohne Depression.

Cyclohexen — Methylendiacetat

In eine Mischung von 82 g Cyclohezen und 153 g
Methylendiacetat (Sdp..2 64—64,80) lift man unter
Riithren 10 cem konz. Schwefelsidure eintropfen, wobei
schwache Erwidrmung eintritt. Das Gemisch wird unter
Riickflu zum Sieden erhitzt. Die Temperatur der Fliis-
sigkeit steigt dabei im Verlaufe von 2 Stdn. von 98 auf
1180. Das braune Reaktionsgemisch wird wie iiblich
aufgearbeitet. Nach zweimaliger Destlllation liegt fol-
gendes Ergebnis vor:

1. Sdp.,, 57— 59° 5,5g farLL{l. Geruchnach Methylen-
diacetat, V.Z.464,7

2. 59° 198g ,, ,, GeruchnachMethylen-
diacetat,V.Z.414,6
3. 60— 62° 45¢g , , Geruch nach Cyclo-
hexylacetat, V.Z. 266,4
4.8dp.,, 74— 81° 28¢ , ,, V.Z.2969
5. , 81-118° 80g , , V.Z.311,9
6. 118° 80g , , V.Z.3152
7. , 121—128° 65g , , V.Z.3425
8.Sdp.,;128—129° 16,4g ,, ,, V.Z.450,0
9. , 129—130° 25¢g , , V.Z.409,0

10. Riickstand 8,0g, Lraunes Oel

Zu etwa den gleichen Fraktionen gelangt man, wenn
man fiir diese Reaktion Eisessig als Losungsmittel ver-
wendet.

An dieser Stelle danken wir Frl. Gertrud Mer-
kel fiir die Ausfiihrung der chemischen Kennzahl-
analysen.

Uber die biologische Priifung von Verbindungen
mit Vitamin-K-Wirksamkeit

Von ERricH VINCKE

Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg

(Z. Naturforschg. 1, 458—460 [1946]; eingegangen am 27. Mai 1946)

In einer fritheren Arbeit' war ein Verfahren an-
gegeben worden, mittels dessen es relativ leicht
moglich ist, Substanzen auf eine etwaige Vitamin-
K-Wirksamkeit zu priifen. Es wurde hierzu die
Tatsache benutzt, dall die durch Salze Seltener
Erden (z. B. Neodymchlorid) bei intravenoser
Applikation bewirkte Verminderung des Pro-
thrombingehaltes des Blutes durch vitamin-K-
wirksame Verbindungen aufgehoben bzw. ge-
hemmt wird. Ein derartiger Effekt kann leicht

1 E. Vincke u. E. Schmidt, Hoppe-Seylers Z.
physiol. Chem. 273, 39 [1942{.

festgestellt werden durch Bestimmung des Pro-
thrombingehaltes des Blutes nach Quick nach
Applikation von Seltenen Erden allein und von
Seltenen Erden + Vitamin K.

Als Vitamin-K-Priparat wurde damals das
leicht wasserlosliche Vitamin K [4-Amino-2-me-
thyl-naphthol-(1)-Hydrochlorid (I)2] verwendet,
iiber dessen vorziigliche klinische Eignung u. a.
A.D.Emmett, 0. Kamm und E. A. Sharp? be-

2 P. T. Sah u. W. Briill, Ber. dtsch. chem. Ges.

74, 552 [1941].
3 J. biol. chem. 133, 285 [1940].
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* Formel I IT 111 v v

Verbindung Vitamin K Vitamin-K- Vitamin-K - Vitamin-K,-N- Vitamin- K-

rosafarbene Na- -N-essigsdurecester | -diessigsiureester | buttersiureester | -diphosphorsdiu-

deln (aus Salz- weiBe Nadeln weifle Nadeln weifle Nidel- reester

sdure) Schmp. 209° Schmp. 194° “chen Natriumsalz:

Schmp. 280° Schmp. 156 ° amorphesPulver

: (12,59°/, P)
Bruttoformel C,,H,,0NC1 Cy,H,0,N CisH,,0,N C,;H,,0,N C,,H,;0,NP,
Mol.-Gew. 209,56 215,04 257,16 243,18 333,19
Tab. 1. Zusammenstellung der gepriiften wirksamen Verbindungen.

richten. Wélrige Losungen dieses Stoffes zer-
setzen sich jedoch an der Luft sehr schnell, was
die Moglichkeit ihrer klinischen Anwendung er-
heblich beeintrachtigt. Diesen Nachteil der ge-
ringen Haltbarkeit weisen geeignete Ester des
Vitamins K, nicht auf, so daB derartige Verbin-
dungen leichter klinisch verwendet werden konn-
ten. Dabei war jedoch noch die Frage zu priifen,
obdurchdie Veresterung nicht etwa derart schwer
spaltbare Derivate erhalten wurden, dal sich die
Vitamin-K-Wirksamkeit verringerte.

Es zeigte sich, daBl die beiden Essigsidureester
und der Buttersdureester sehr gute Vitamin-K-
Wirksamkeit besitzen.

Die Priifung des Diphosphorséureesters ergab
ebenfalls eine gute Wirksamkeit. Bei der Priifung
der Vertraglichkeit dieses Derivates traten bei
sehr hohen Dosen schwere, zum Tode der Ver-
suchstiere fithrende Blutungen auf.

Die Erklarung fiir die Blutungen — und damit
offenbar auch fiir den Tod der Tiere — diirfte
darin liegen, dall bei der Aufspaltung des Esters
groBe Mengen Phosphorsdure frei werden, die
das Calcium des Blutes teilweise ausfédllen und
dadurch die Gerinnungsfahigkeit des Blutes hem-
men bzw. aufheben. Diese Erscheinung ist von
Phosphaten und Phosphorséureestern bekannt?.

Die geschilderte Eigenschaft, die zunéchst bei
einem antihdmorrhagisch wirkenden Vitamin
paradox anmutet, diirfte fiir die Verwendbarkeit
des genannten Phosphorséureesters in der Hu-
manmedizin kaum eine Rolle spielen, da die bei
der Vertraglichkeitspriifung angewandten Dosen
sehr hoch iiber den therapeutisch in Betracht kom-
menden liegen. Sie miilite jedoch in dem Falle be-
achtet werden, in dem beabsichtigt wird, solche

¢ E.Starkenstein, Naunyn-Schmiedebergs Arch.

exp. Pathol. Pharmakol. 77, 45 [1914]; N. Abelles,
Biochem. Z. 163, 226 [1925].

Phosphorsidureester von vitamin-K -wirksamen
Verbindungen in sehr hohen Dosen zu appli-
zieren.

QH Q‘R1
NHzHGL NH-R,
Il. R, =—H; R,=—0C . CH,

IIL R,und R, =— OC - CH,
IV. R,=H, R, = — OC - [CH,], - CH,
V. R, und R, = — PO,H,

Beschreibung der Versuche

Die untersuchten Verbindungen® zeigt Tab.1l. Die
Versuche wurden an gesunden, erwachsenen Kanin-
chen ausgefiihrt. Die Methodik war dieselbe wie in
der frither verdffentlichten Arbeitl. Da die Ester in
Wasser schwerloslich sind, wurden™ die bendtigten
Mengen in einigen ccm 25-proz. Urethanlésung® (II,
III) bzw. in einigen Tropfen 0,1-n. Natronlauge (IV)
gelost, worauf einige cem physiol. Kochsalzlésung zu-
gegeben wurden. V wurde als leicht losliches Natrium-
salz verwendet. Gewohnlich wurde die 6 mg Vita-
min Kj entsprechende Menge/kg Korpergewicht intra-
vends entweder einmal oder mehrmals in einem Inter-
vall von 2—46 Stdn. vor der Injektion des Neodym-
chlorids appliziert.

Als Beispiele sind die Ergebnisse fiir den Essig-
siureester (II) und den Buttersidureester (IV) in
Tab. 2 zusammengestellt; fiir die anderen Verbindun-
gen — es wurden jeweils 3—5 Versuche ausgefithrt —
wird auf die Wiedergabe von Versuchsprotokollen
verzichtet, da ihre Auswertung gleichartig verlief.

Lediglich beim Natriumsalz des Diphosphorsédure-
esters (V) trat in 2 von 4 Versuchen durch die Appli-
kation des Neodymchlorids eine auflerordentlich starke
Verminderung des Prothrombingehaltes ein, so dal

5 Fiir die Uberlassung der Verbindungen sind wir
der Nordmarkwerke G.m.b.H., Uetersen (Holst.),
zu Dank verpflichtet.

¢ Die injizierte Menge Urethan war ohne Einflufl
auf die Verlingerung der Gerinnungszeit durch Neo-
dymchlorid (vergl. Tab. 2).
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é E é é,_fé” , > Gerinnungszeit des Oxalatplasmas in Sek.
2 | = €= 82| mg Vitamin-K,- Derivat/kg nach Quick nach
©o |©oga Datum % 59 s s )
2 |'Ea.8 Z Sg ‘g Korpergewicht i.v. T
S |8 R 0 gomin | 1h i 4
1 3,0 2.3.1944 25 — 478 505 495 45
3,3 | 14.8.1944 25 6,16 mg N-Acetylester 1812 150 171 90 37
u. 10" vor Inj. d. NaCl,
2 3,2 4.3.1944 25 — 7 400 215 190 95
3,0 | 16.3.1944 25 6,16 mg N-Acetylester 3D 11 80 69 59 19
vor Inj. d.NdCl,
3 3,2 3.3.1944 25 - 7 450 610 270 160
31 | 15.3.1944 | 25 | 6,16 mg N-Acetylester 2112 7 180 168 | 137 37
u. 88 vor Inj.d. NdCl,
4 | 2,00 | 10.7.1944 25 - 10 293 351 115 59
2,40 19.7.1944 25 6,96 mg N-Buttersiureester 9 111 132 107 —
3% vor Inj.d. NdCl,
5 | 2,35 | 18.7.1944 25 — 11 203 120 86 44
2,60 | 25.7.1944 25 6,96 mg N-Buttersdureester 9 117 102 {65 50
3% vor Inj. d. NdCl,
6 | 2,40 6.7.1944 25 . 9 316 83 58 34
2,60 7.8.1944 25 6,96 mg N-Buttersiureester 9 48 70 38 121
2% vor Inj. d. NdCl,
7 | 2,30 | 26.7.1944 25 - 10 229 140 40 25
2,35 8.8.1944 25 6,96 mg N-Buttersiureester 9 98 78 51 26
2" vor Inj.d.NdCl, g :
8 | 2,80 | 27.7.1944 25 — 8 199 158 102 50
2,80 8.8.1944 25 6,96 mg N-Buttersdureester 8 133 97 76 57
2bhyor Inj.d. NdCl, -
9 3,4 20. 3. 1944 25 — 14 107 110 60 32
35 | 29.3.1944 25 5cemUrethan-Lsg.(25-proz.) 10 89 55 65 66
~+ / ccm physiol.NaCl-Lsg.
31 vor Inj.d. NdCl,
10 3,2 23.3.1944 25 = 9 134 88 78 38
31 | 30.8.1944 | 25 | 5cemUrethan-Lsg.(25-proz.) 11 119 | 141 70 35
+ b ¢cem physiol.NaCl-Lsg.
3% vor Inj. d.NdCl,

Tab. 2. Versuchsprotokolle.

die Gerinnungszeit nach Quick im Maximum der
Wirkung auf 38 bzw. 63 Min. anstieg. Es gelang zwar
in diesen Fillen nicht, durch das injizierte Vitamin-
K-Priiparat einen entsprechenden Anstieg der Gerin-
nungszeit gegeniiber dem Kontrollversuch zu verhii-
ten, aber es erfolgte doch stets ein bedeutend schnel-
leres Absinken der Gerinnungszeit zur Norm als nach
der Injektion von Neodymchlorid allein.

Priifung der Vertriglichkeit des Diphosphorsdiure-
esters (V): 2 Kaninchen von 2,9 und 3,0 kg Gewicht

erhielten 100 bzw. 200 mg der Verbindung/kg Korper-
gewicht als 3-proz. Losung in physiol. Kochsalzlésung
i.v. injiziert. Bei beiden Tieren traten sehr starke
Nachblutungen auf. Sie waren beide nach 19 Stdn. tot;
das erste Tier offenbar infolge des starken Blutver-
lustes, da sich bei der Sektion keine makroskopisch
sichtbaren Organverédnderungen fanden. Das zweite
Tier wies schwere Blutungen in den Dickdarm auf;
andere makroskopisch sichthare Organverianderungen
fanden sich nicht.



