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Gottingen

Is vor drei Jahren Henrik Dam, der Entdecker des Vita-
mins K, in dieser Zeitschrift (1) iiber das fettlosliche,
antihéimorrhagische Vitamin K berichtete, war iiber die Chemie
des Vitamins K nur ‘aullerordentlich wenig bekannt. Hs waren
zwar Dbereits Verfahren erpiobt woiden, [ochwirksame
Vitamin K-Konzentrate darzustellen, aber von den chemischen
Eigenschaften der wirksamen Inheltsstoffe wullte man ledig-
lich, dafl einige Reagentien ihre biologische Wirksamkeit ver-
nichteten, einige andere jedoch die Aktivitiat nicht beein-
trichtigten. Noch 1938 fafite Almquist (2) das Frgebnis seiner
chemischen Untersuchungen an antihdmorrhagisch wirksamen
Konzentraten in die Ansichit zusammen, daf das Vitamin K
die Eigenschaften eines komplexen farblosen und ungesattigten
Kohlenwasserstoffes besife.

In der kurzen Zeitspanne deér inzwischen verflossenen
drei Jahre haben sich nun durch die Zusammenarbeit ver-
schiedener Arbeitskreise unsere Kenntnisse iiber die chemiscke
Natur des Vitamins K auBlerordentlich rasch erweitert. Was
wir jm letzten Jahrzehnt nacheinander bei einer ganzen Reihe
von Vitaminen erleben "durften, diese iiberraschend schnelle
Aufeinanderfolge von Reindarstellung, Konstitutionsaufkldrung
und Synthese, das ist in den Jahren 1939 und 1940 auch beim
Vitamin ‘K der Fall gewesen, derart, dafi die Erkenntnisse
tiber die chemische Natur des Vitamins K nunmehr zu einem
gewissen vorldufigen Abschiufl gelangt sind.

Eine kurze Charakteristik des Vitamins K sei voran-
gestellt. Das Vitamin K gehért zur Gruppe der fettloslichen
Vitamine; die Bezeichnung antihdmorrhagisches Vitamin oder

. Koagulationsvitamin bringt zum Ausdruck, daB es imstande
ist, Blutungen zu verhindern. Als Folge einer mangelnden
Vitamin K-Zufuhr durch die Nahrung beobachtete zuerst
Dam (3) beim Haushuhn ausgedehnte subcutane und intra-
muskuldre Hamorrhagien; die Blutgerinnung ist stark herab-
gesetzt, damit parallel geht ein Absinken des Prothrombin-
gehaltes im Blut von Hiihnchen (4). Wie man spéater fand, ist
dies auch im Blut verschiedener Saugetiere sowie des Menschen
der Fall (5, 6). Fine Verabreichung von Vitamin K-Priparaten
bringt den Prothromnbinspiegel schon nach wenigen Stunden
wieder zum Nornmalwert zuriick; es ist aber nicht mdglich,
direkt in vitro durch Vitamin K die Blutgerinnung zu be-
schleunigen.

Neben Vitamin K existieren noch andere Nahrungs-
faktoren, die man oft als antih#morrhagisch zu bezeichnen
pflegt, weil sie "Blutungserscheinungen verhindern. Dazn
gehéren das Vitamin C, das mitverantwortlich ist fiir die Auf-
rechterhaltung der normalen Resistenz der Capillargefale,
und das Vitamin P, ein Begriff fiir mehrere Stoffe, die fiir dic
normale Permeabilitit der Capillarwinde notwendig sind.
Beide Faktoren sind jedoch im Gegensatz zum Vitamin K
wasserloslicli. Auch bei Vitamin E-Mangel beobachteten neuer-
dings Dam und Glavind (7) bei Kiiken eine erhihte Permeabi-
litdt der Capillaren, die als alimentiare exsudative Diathese
bezeichnet wird.

I. Das natiirliche Vorkommen des Vitamins K.

Griine Pflanzenteile sind imn allgemeinen reich an Vita-
- min K. Blatter, die im Dunkeln wachsen, enthalten jedoch
viel weniger als solcke, -die im Licht wachsen. Bilanzversuclie
it keimenden Erbsen und Bohnen haben ergeben, dafl eine
reichliche Synthese des Vitaming K nur im Licht stattfindet,
wihrend im Dunkeln entweder niclits oder jedenfalls nur sehr
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wenig gehildet wird (8). Diese Photosynthese in der Pflanze
iiberrascht um so mehr, als man wei3, dafl das Vitamin K
auch durch Bestrahlung mit Sonnenlicht rasch zerstort
wird (9). Der hohe Vitamin K-Gelialt der Blitter dndert sich
wahrend des Welkens nicht, gelbe oder braun gewordene Rof3-
kastanienblitter enthalten noch ebensoviel Vitamin K wie die
frischen Blitter. Die Verteilung des Vitamins K steht in
keinem unmittelbaren Zusammenhang mit der des Chloro-
phylls, mit dem es chemisch in verwandtschaftlicher Beziehung
stehit (8). Der .Gehalt von Friichten, Blumen und Wurzeln
ist getinger und nach der Art variferend. Niedere Pflanzen
enthalten im allgemeinen weniger Vitamin K, wiahrend gewisse
Bakterien sehr reich daran sind. Das Vitamin K wird durch
die Tatigkeit solcher Bakterien, z. B. durch Bacterinm coli,
im Dickdarm gebildet. Hefe enthilt es nur in sehr geringen
Mengen (10). Im Tierreich kommt Vitamin K nicht in so
grofler Menge wie im Pflanzenreich vor. Es gibt kein cigent-
liches Speicherorgan fiir dieses Vitamin. Wihrend Faeces viel
Vitamin K enthalten, konnte dieses im Harn nicht nach-

" gewiesen werden.

Als Standardsubstanz fiir die Auswertung des Vitamin K-
Gehaltes benutzt Dam (11) einen gleichmiBig gepulverten
Trockenspinat, der im Elsschrank aufbewahrt wizd. TUioser
Standard besitzt 500 Vitamin K-Einheiten/g. Den ungefiahren
Vitamin K-Gehalt in Dam Emhelten/ g TrocLensubstanz gibt

die Tabelle 1 (11) an.

- Tabelle 1. Elg.
Ktherextrakt aus Colibakterien ................oooivvvunieirennnn..., 200000
Petrolitherextrakt aus Lazerne, Nesseln uw. dgl. ............oovieiu... 20000—3D00s
RoSkastanienblatter ............. R NP 800
SpInAtbIAbEer ..ot e e e s 500
BrennesselbIABEer . ... .\ i e, 400
Luzerne, Weikohl............ ..o 200—400
Gras, Kiefernnadeln .............. ... i 200
BT 7 50
B0JabORNeN L\ e i 25
BEDBeR ot e e et a e 15
Brdbeeren . ... e e, 15
Karotten, Hagebublon ..........oouiuueriinieininniiranannanaanss 10
Weizenkleie, Hafer ... ... ... it 10
Weizenkeime .. oo v e e e 5
Karboffeln ... . e e pUM
Sehweineleber . ..o e e e e 50
Hijhnermuskeln . ... 15—20
Biutplasma (Huhu) . 15—20
Hiilinerleber ...... .. 8

Depntfett, (Fuhn)

II. Anreicherung und Reindarstellung.

Ausfithrliche Beschreibungen der Anrcickerung und Rein-
darstellung des Vitamins K aus Alfalfa, einer Luzernenart,
finden sich bei Doisy (12) und Karrer (13), Vorversuche zur
Konzentrierung hauptsichlich bei Dam (14) und Almquist (15).
Die getrocknete und gemalilene Yuzerne wird mit. siedendem
Petrolather (40—609) extrdhiert. Die erhaltenen Extrakte
werden an Vitamin K angercichert durch kombinierte An-
wendung von chromatographiscl:en Methioden und Molekular-
destillationen. Doisy verwendet Permutit oder Decalso (syn-
thetischer Zeolith) zur Adsorption dcs Vitamins K, bei kon-
zentrierteren Fraktionen ist Tierkoble geeignet. Karrver ent-
fernt aus den Petrolitherextrakten zuerst das Chlorophyll
durch Adsorption an Zinkcarbonat, fithrt dann eine Molekular-
destillation durch und chromatographiert von neuem zunachst
2n  entwisserten Magnesiumsulfat, daun wieder an Zink-
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carbonat. Die Anreicherung des Vitamins K in den einzelnen
Zonen des Chromatogramms wird durch die Messung des
Extinktionskoeffizienten bei 248 mp verfolgt. Aus den Lo-
sungen der Konzentrate in Aceton oder Alkohol lassen sich
bei guter Kithlung meist noch unwirksame Stoffe zur Ab-
scheidung bringen. Die chromatographische Aufteilung wird
dann mit den konzentriertesten Fraktionen wiederholt. Bei
der Molekulardestillation gehen nach Doisy 909, desVitamins K
in der Fraktion von 115—145° bei 2:10~¢ mm {iber. Karrer
erhielt aus 30 kg trocknem Alfalfapulver schlefllich 0,5 g
reines Vitamin K,, das nach einem Vorschlag von Dam (16)
o«-Phyllochinon genannt wurde.

Auf Grund der am synthetischen Vitamin K, geniachten
Erfahrungen hat spater Fieser (17) einen wesentlich einfacheren
Weg zur Reindarstellung des o«-Phyllochinons angegeben.
Extrakte aus Alfalfa, die 3—59, des Vitamins enthalten (18),
werden in Petrolatherlésung mit Claisenlauge (509, ige metha-

III. Die Konstitutionsaufklirung der Vitamine
K; und K,.

Die Erforschung der Konstitution der Vitamin K-Faktoren
ist in erster Linie das Verdienst von Doisy und Mitarb. (24).
Beide Vitamine, K; wie K, geben bei einer reduzierenden
Acetylierung kristallisierte Diacetate. Vitamin K, nimmt bei
der katalytischen Hydrierung 4 Mole H,, Vitamin K, jedoch
9 Mole H, auf; die farblosen Hydrierungsprodukte werden an
der Luft wieder gelb wie das Vitamin selbst und nehmen nun
bei abermaliger Hydrierung wiederum 1 Mol H, auf. Diese
Figenschaften weisen eindeutig auf den Chinoncharakter der
Vitamin K-Faktoren hin. Fin Vergleich der UV-Absorption,
ferner potentiometrische Messungen von Naphthochinon-
derivaten und den Vitamin K-Faktoren fithrten zuerst Fieser
und Mitarb. (25) dazu, das Vitamin K, als 2-Methyl-3-phytyl-
naphthochinon-1,4 (I) und das Vitamin X, als 2,3-Difarnesyl-

nolische Kalilauge) unter Zusatz von Natriumhydrosulfit aus- mnaphthochinon-1,4 anzusehen. Zu derselben Formel fiir
geschiittelt. Beim Verdiinnen der alkalischen
Schicht mit Wasser wird das Natriumsalz 0 0+00+CH,
des Dihydrovitamins X, gespalten, und das I o, CH,
Dihydrovitamin K, 148t sich wieder mit Ather ;/\(v (lma (lms (]}H, OH, Red. /\)\/
ausziehen. Das durch Oxydation daraus er- \\\/\/\(‘” Ol = G CH O TE—(CE e Acet. . N\
> . : . S H = Ol = G —(C H g0 H-—(CH,)s—CH-—(CH,),—C1L CaoHso

haltene gelbe Ol hat die Eigenschaften eines L. (“3 B ¢ N 1L O.OO.éﬁs
sehr reinen Vitamins K,. . Oty .

Das reine Vitamin K, ist ungefihr gleich- g q 0s g‘
zeitig von Karrer (19) in Zusammenarbeit mit ¥ “«  CH, O, CH, OH, « v
Dam (16) sowie von DO’LSy und Mitarb. (12,2(;) 0 “=(‘J_((;”_,‘\ A_(IjH_,(ﬂH_,) -(EH—(CH«) r——Cﬁ 0+C0O-CH,
isoliert worden. Karrer hat seinen Prioritits- L e, e s RN | om,
anspruch jedoch wiederholt mit gréBtem Nach- NN ¥, o AN
druck betont. Das Vitamin K, oder «-Phyllo- AVAAN Red. Avet. AYAVAN
chinon ist ein gelbes Ol, das bei etwa —20° i (“J OH,—C00H e g N 6.0(?.%;‘00011

schmilzt. Seine Wirksamkeit betragt nach

Dam 20-1(¢ E/g und ist demnach 100000mal

grofler als diejenige von getrockneter Alfalfa. Das Absorp-
tionsspektrum zeigt 4 Maxima bei 248, 261, 270 und 328 n'pu
(21). Das Vitamin K, ist sehr lichtempfindlich, so daB alle
vitaminhaltigen Fraktionen der Aufarbeitung im Dunkeln
aufbewahrt werden miissen; auch wvon Alkalien wird es
leicht zerstort (9). Clarakteristisch ist die folgende Farb-
reaktion: Bei Zusatz einer alkoholischen Losung von
Natriumalkoholat zu einer solchen von «-Phyllochinon bleibt
zunichst einige Sekunden die hellgelbliche Farbe bestehen,
dann farbt sich die Losung tief violettblau. Nach -einiger
Zeit schligt die Farbe nach Rot um und geht dann
allmahlich in Braun iiber (22). Die Formel des «-Phyllo-
chinons ist CgH,e0,.

Fiuen zweiten Vitamin K-Faktor, das Vitamin K,, hat
Doisy (12) aus faulendem Fischmehl isoliert, in dem es durch
Faulnisbakterien gebildet wird. Sardinenmehl wird mit Iso-
propylather extrahiert, um Fette zu entfernen, dann getrocknet
und 2—3 Wochen bei 32—40° authewahrt und mit dest. Wasser
feucht gehalten. Nunmehr wird das Mell mit Petrolither
extrahiert und der Riickstand weiterer Faulnis iiberlassen und
wiederholt extrahiert. Die Aufarbeitung der Extrakte erfolgt
dhnlich wie beim Vitamin K,; zum
Chromatographieren hat sich nur
Permutit bewahrt. Das Vitamin X,
laBt sich direkt aus Chloroform-
Methanol umkristallisieren und te- I
sitzt den Schmp. 54°. Die Wirk- yioo

(o]

I
AT
| O,

samkeit betragt 8—9-.1(% Damsche s 9
Einheiten, seine Ultraviolettabsorg- ‘ T
tion ist sehr édhnlich der des Vita- oo

. . . - ; 0-00+CH,
mins K;, es ist wie dieses licht- * o
und alkaliempfindlich und besitzt \/\ N
aucl in vielen anderen Punkten

\/\|/ \CHE—GHU

mit diesem iibereinstimmende Eigen-
schaften. Vitamin K, hat die Zu-
sammensetzung C,H;0,.

Auler den Vitaminen X, und X,
(23) aus Alfalfa eine mnahezu farblose
hoher Vitamin X-Aktivitit isolieren,
aber bisher nicht bekanntgeworden ist.

VIL 0-CO-CH,

kounte Fern-
Substanz
iber die
Wahr-

holz
von
Niheres

scheinlich  steht damit in Zusammenhang die Be-
obachtung, dall Vitamin X-Aktivitait und Intensi-
tat der Dawm-Karverschen Farbreaktion nicht immer

parallel gehen.
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Vitamin K, gelangte gleichzeitig auch
seiner Abbauversuche; die vorldufige
min K, hat sich jedoch beziiglich der
bestdtigen lassen.

Vitamin X, (I) ergibt bei der Oxydation mit Chromsiure
Phthalsiure und 2-Methyl-1,4-naphthochinon-3-essigsidure (III);
bei der Behandlung mit Ozon entsteht Trimethyl-pentadeka-
non (IV).

Diese Ergebnisse werden erginzt durch analoge Oxydations-
versuche an dem oben schon erwihnten Dihydro-vitamin-K,-
diacetat (II). Dieses gibt bei der Chromsiureoxydation das
Diacetat der 2-Methyl-naphthohydrochinon-3-essigsaure (V),
daneben entsteht Trimnethyl-pentadekanon, das sich auch bei
der O:zonspaltung bildet.

Die Konstitution des Vitamins K, (VI)} konnte kiirzlich
ebenfalls von Doisy und Mitarb. (26) sichergestellt werden. Das
Vitamin X, unterscheidet sich durch einen starker ungesattigten
Charakter der Seitenkette vom Vitamin K,, aullerdem ist die
Seitenkette um 10 C-Atome linger. Die Aufnahme von 6 Molen
Br, sowie der Verbrauch von 9 Molen H,, wiahrend Methyl-
naphthochinon unter denselben Bedingungen nur 3 Mole H,

Doisy auf Grund
Formel fiir Vita-
Seitenketten mnicht

CH, OH, CH, CH,

CH,

CH,

|
0=0—CH,;—CH;-~-0HO
VIIT.

aufnimmt, zeigt, dall in der Seitenkette 6 Doppelbindungen
vorhanden sein miissen. Durch Ozonisierung des Vitamins K,
in Eisessig und anschlieflende reduktive Zersetzung des Ozonids
entsteht 1,4-Diacetoxy-2-methyl-naphthalin-3-acetaldehyd
(VII) (aus Vitamin K, entsteht so ebenfalls VII), auBlerdem
Aceton und Livulinaldehyd (VIII), die als 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazone isoliert werden konnten; auf diese Weise sind alle
41 C-Atome des Vitamin X,-Molekiils zu erfassen.
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1V. Die Synthese des Vitamins K,.

Noch ehe die Abbauversuche Doisys zu gesicherten Ergeb-
nissen gefithrt hatten, ist von Fieser (17) die Synthesc des
Vitamins K, in Angriff genommen worden. Auch Almquist (27)
und Doisy (28) haben Synthesen durchgefiihrt. Ins Einzelne
gehende Angaben iiber die Durchfithrung der Synthese finden
sich bei Fieser. Phytol wird mit einem 6fachen Uberschuf
von 2-Methyl-nashthohydrochinon und Oxalsiure in Dioxan
36 h auf 75v erhitzt. In der reduzierten Form als Dihydro-
vitamin K, 1483t sich das Reaktionsprodukt relativ leicht von an-
deren Reaktionsprodukten abtrennen. Nach erfolgter Reinigung
erfolgt die Oxydation zum Vitamin K, selbst durch Oxydation
mit Silberoxyd. Das Vitamin K, entsteht so mit 299, der
auf Phytol bezogenen theoretischen Ausbeute. Es ist in allen
Figenschaften identisch mit dem Naturprodukt. Als Neben-
produkt der Kondensation entstelit Naphthotokopherol, das
bei ernergischeren Kondensationsbedingungen Hauptprodukt
wird. Fieser synthetisierte auf dieselbe Weise auch 2-Athyl-
3-phytyl-1,4-naphthochinon, da Doisy zuerst diese Formel fiir
Vitamin K, erortert hatte. Das Athylhomologe ist jedoch viel
weniger wirksam als Vitamin K,;. Aus 2-Methyl-naphthohydro-
chinon und Geraniol ist ebenso das 2-Methyl-3-geranyl-naphtho-
chinon synthetisiert worden, das mit 25 y, nicht aber mit 5y
wirksam ist. Synthetische Versuche zum Aufbau vitamin K-
ahnlicher Stoffe hat auch Karver (40) beschrieben. [ber die
Wirksamkeit synthetischer Stoffe vgl. Tabelle 2.

Almquist (27 ) verwendet Phytylbromid und 2-Methyl-
naphthochinon zur Synthese des Vitamins K.

Die Synthese des Vitamins K, ist bisher nicht bescliriebe1
worden. Der Ansicht von Makino und Morii (29), die Synthese
durchgefiithrt zu haben, liegen irrtiimliche Vorstellungen iiber
die Konstitution des Vitamins K, zugrunde.

V. Vitamin K-Wirksamkeit synthetischer
Verbindungen.

Almguist und Klose (30) machten zuerst die bedeutsame
Feststellung, dal Phthiocol (2-Methyl-3-oxy-naphthochinon)
ebenfalls Vitamin K-Wirksamkeit am Hiihnchen entfalten
kann, wenn es in einer Dosis von 20 mg pro Kilogramm mit einer
K-freien Diit verfiittert wird. Phthiocol 14t sich aus mensch-
lichen Tuberkulosebazillen isolieren. Bemerkenswert ist die
Tatsache, daf das Phthiocol aus Vitamin K, mit Natrium-
alkoholat als Endprodukt der Dam-Karrerschen Farbreaktion
entsteht (Fieser) (17).

AuBer Phthiocol snd eine ganze Reihe von Naphthochinon-
derivaten sowie aucli andere Chinonabkémmlinge auf ihre
Vitamin K-Wirksamkeit gepriift worden. Die Ergebnisse
solcher Versuche, wie sie Almquist (30), Dam (31), Doisy (32),
Fernholz (33, 34), Fieser (25,35), Kuhn (36), Sjégren (37),
Tishler (38) und deren Mitarbeiter durchgefithrt haben, sind in
Tabelle 2 zusaminengestellt.

Tubelle 2.
a-Naphthochinon .......... ...t 1 Bfmg (32), 8+ 10 mg (36), 50000 KE/¢(37)
Naphthohydrochinon-diacet: ... 0,0 B/mg (32)
-Methyl-naphthochinon ........ A K, (83, 38) 25--835-10° E/g (31. ¥T»
J-Methyl-naphthohydrochinon 1000 ¥/mg (24), 20 mg/kg (30)

2-Methyl-naphthohyrochinon-dincetat ... .... F—10y(33), 5 E'mg (32). 14 --20- 108 Ejg

(31, 87
- Methyl-naphthochinon-monoxinc . .. ... 5108 E/g (8D
2-Athyl-naphthochinon . 8 Bfmg (32). 200 : (8R)
2-Allyl-naphthochinon .. . .. ... 200y (25)
2-Phytyl-naphthochinon ... 50000 Efg
2.3-Dimethyl-naphthochinon ............ ... 250 y (25), 3 r100 7 (38), 50 ¥ (38
2,7-Dimethyl-naphthochinon ................ 200 y (25)
26-Dimethyl-naphthochinon ................ 200 y (wenig aktiv) (2
:2-Methyl-3-cinnamyl-naphthochinon . . . ., 100 y (35)
2-Methy!-3-n-octadecyl-naphthochinon ........ 1 E/mg (34)
2-Methyl-3-dihydrophytyl-naphthochinon . 500000 Efg (31)

Dihydrovitamin-X,-diacetat.
2-Athyl-3-phytyl-naphthochinon .............
3-Oxy-naphthochinon (Juglon)............... 3+10 mg (wenig aktiv) (36)
2-Methyl-3-oxy-naphthochinon (Phtiocol) .. ... 10 mg/kg (30), 2 B/mg (324, 1 n (33)
2-0xy-3-dimethylallyl-naphthochinon (Lapac lml) 35 mg (%)
2-Oxyinethyl-naphthohydrochinon-acetat OOOOO K ,H

1-10° Bjg (31)
200 ¥ (17, 25)

2-Allyl-4-amino-naphthol-(1) .............. .. Hmg (32
z~,\[et-hyl-1-0xy-4—a.mmonﬂphblmlurchlorhy‘lru( 10 108 E/g {(3b
2- Methyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphthochinon . ... 1 mg (34
Vitamin K;-oxyd-(2,3) ... IK,(35)
p-Xylo-chinon (Phloron) ................... 1 /mg (33)

10 g (36), inaktiv (39)
L my inaktiv (34), 0,3 v aktiv (35)
aktiv (34).

a-Tokopherylehinon ........................
Naphthotokopherol .............. ... .l
Naphthotokopherylehinon ... oo L my

Die Tabelle ist nicht vollstindig; bei einigen Stoffen gehen
die Ansichten, ob sie wirksam sind oder nicht, noch ausein-
ander. Die Zahlenangaben iiber den Grad der Wirksamkeit
differieren mitunter erheblich, da in vielen Fillen nicht die
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Mindestdosis gepriift worden ist und die Austestung tiberdies bei
den verschiedenen Arbeitskreisen auf unterschiedliche Weise
vorgenommen wurde. Der wichtigste Befund scheint zu sein,
dafl das einfaclie 2-Methyl-naphthochinon mindestens von
derselben oder unoch etwas grollerer Wirksamkeit ist als das
Vitamin K, selbst. Es wird daher die Moglichkeit diskutiert,
ob letzteres sich aus jenem im Organismus bilden kann. Diese
Synthese miilte dann allerdings eine quantitative sein, da
nur so die erhohte Wirksamkeit verstanalich ware. Anderen-
falls wire das 2-Methylnaphthochinon der erste kiinstliclt
dargestellte vitaminwirksame Stoff, der ein mnatiirliches
Vitamin an Wirksamkeit iibertrifft. Bemerkenswert ist ferner,
dall alle Stoffe von erheblicher Vitamin K-Wirksamkeit die
Methylgruppe in der 2-Stellung des Naphthalinringes be-
sitzen, was iibereinstimmt mit der auch bei anderen Vitaminen
(B,,B,,E) gemachten FErfahrung, dafl gerade Methylgruppen
fiir die Wirksamkeit der Vitamine wvon maligeblicher Be-
deutung sind.

Die Vitamin K-Wirksamkeit ist, im ganzen betrachtct,
recht wenig konstitutionsspezifisch, doch Dbleibt eine solche
fast ausschilieflich auf Naphthilinderivate beschriankt. Viele
Benzochinonderivate wie Toluchinon, Thymochinon, Duro-
chinon (25) und p-Benzochinon selbst sind unwirksam (30,
31, 32 33). Eine Ausnahme scheint nur das p-Xylochinon zu
machen (33) und nach Kuhn (36) auch das x-Tokopherylchinon,
wodurch erstmalig eine chemische Verkniipfung zweier Vi-
tamine bez. Vitaminreihen miteinander gelungen wére.
Diese letzte Angabe hat sich jedoch nicht bestitigen lassen (39).
Unwirksain sind auch o-Chinone und Derivate des Anthra-
chinons und Phenanthrenchinons (30,31,32,33,36,38).

Um die oft differierenden Angaben iiber die Vitamin K-
Wirksamkeit, die nach verschiedenen Methoden gewonnen
werden, vergleichbar zu machen und u, U. ineinander um-
rechnen. zu kénne1, werden neuerdings synthetische Praparate
als Standardsubstanzen in Vorschlag gebracht; so schliagt
Thayer (41) 1 y 2-Methyl-naphthochinon als Vitamin K-
Einheit vor, nach Dam (31) ist jedoch das bestindigere
2-Methyl-naphthohydrochinon-diacetat als Standard geeigneter.

VI. Vitamin K-Testmethoden.

Auf die Vielzahl der Methoden zur biologischen Be-
stimmung der Vitamin K-Aktivitat sei nur kurz eingegangen.
Praventivinethoden zur Auswertung von Vitamin K-Pra-
paraten sind von den meisten Forschern aufgegeben und durch
kurative Verfahren ersetzt worden. Fast allgemein wird die
Beeinflussung der Blutgerinnung wegen der raschen Reak-
tionsfahigkeit als Kriterium benutzt, wihrend die anderen
Erscheinungen des K-Mangels, Blutungen und Odeme, dafiir
weniger geeignet sind, da ihre Riickbi'dung nach Verabfolgung
von Vitamin K-Prdparaten nicht so schnell und regelmiGig
erfolgt.

Thayer (42) definjert als Vitamin K-Einheit diejenige
Menge eines Praparates, die notwendig ist, die Gerinnungszeit
des Voliblutes bei 509, von 10 oder mehr Xiiken mnach
14-tagiger vitamin-K-freier Ernahrung auf 10 min. oder weniger
herabzusetzen. Dam und Mitarb. (14,43) bestimmen nicht die
Gerinnungsfahigkeit des Gesamtblutes, sondern ermitteln die
im Plasma vorhandene Prothrombinmenge. Es wird die-
jenige Konzentration einer aus Gewebeextrakten gewonnenen
Thrombokinaselosung bestimmt, die eine Gerinnung des
Plasmas in 3 min bewirkt. Die ermittelte Konzentration,
dividiert durch die bei einem normalen Serum benétigte
Thrombokinasekonzentration, ergibt den sog. , R-Wert*“ als
charakteristisctes Maf3 fiir den Prothrombingehalt des unter-
suchten Plasmas. Als Vitamin XK-Einheit wird diejenige
kleinste Menge eines Vitamin K-Préiparates pro Gramm Kérpet-
gewicht gewahlt, die den R-Wert von 200 auf 1 zuriickfiihrt.
Bei dieser Methode bleiben die fiir den Gerinnungsprozef3 be-
deutungsvollen moéglichen Schwankungen des Gehaltes von
Calcium und Fibrinogen im Plasma unberiicksichtigt. Quick (44)
liat deshalb fiir klinische Zwecke eine Methode ausgearbeitet,
die sicherer arbeiten soll und auBerdem weniger Blut be-
noétigt; er gewinnt durch Zusatz von Oxalat-ein ¢ilciumfreies
Plasma und setzt bei der Ausfithrung der Reaktion gleich-
bleibende Calcium- und Thrombokinasemengen zu. Alm-
quist und Klose (45) haben diese Methode bei K-avitamino-
tischen Hiithnchen angewandt und gute Frgebnisse damit
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erzielt. Warner, Brinkhous und Swith (46) betiicksichtigen
aich die Schwankungen des Fibrinogengehaltes und die
Unterschiede der Prothrombinumwendlungszeit. Thre Me-
thode arbeitet sehr genan, ist aber recht wnstindlich; auf
eine nihere Beschreibung ist hier verzichtet worden.

Amnsbacher (33, 47) hat kurzfristige Testverfahren zur
Auswertung von Vitamin K-Priparaten eingefithrt. Er be-
schreibt einen 6-Stunden-Test und bezeichnet als Vitamin X-
Einheit die kleinste Menge eines Stoffes, die bei 70—100 g
schweren vitamin-K-frei ernihrten Kiiken die Gerinnungszeit
des Blutes bei der Mehrzahl der Tiere in der genannten Zeit
auf die Norm zuriickbringt. In ahnlicker Weise beschreibt
Sampson (25) einen 18-Stunden-Test.

Auch in der Art der Applikation vou Vitamin K-Pra-
paraten bestehen grofle Unterschiede. Von manchen Autoren
wird die zu priifende Substanz einfach dem Futter beigemischt
und ihre Wirksamkeit dann in Milligramm pro Kilogramm auf-
genommener Nahrung angegeben. Im 3-Tage-Test nacli Dam wird
das Praparat an 3 aufeinander{olgenden T'agen den vitamin-K-
frei erndhrten Kiiken eingegeben, entweder in Ol gelost mit ciner
Sonde oder mit etwas Keks und Wasser zu einzelnen Brockchen
geformt. Neuerdings werden Vitamin XK-Priparate in Ol
gelsst und in den Xropf eingespritzt. 2-Methyl-naphtho-
chinon kann als Natriumsalz oder Succinat seines Hydro-
chinons auch subcutan oder intravents injiziert werdeu.

Die Vitamin K-Wirkung -ist nach Verabreichung einer
gerade ausreichenden Dosis meist nur von kurzer Dauer.
Kiiken kénnen daher bis zu einem Alter von 50 Tagen wieder-
holt zur Austestung von Praparaten verwendet werden.

Durch die vielfaltige Art der Austestung der Vitamin K-
Praparate erklaren sich die oft widersprechenden An-
gaben verschiedener Autoren. Vergleichende Untersuchungen
mit verschiedenen Methoden unter Veiwendung geeigneter
konstanter. Testsubstanzen sind erst in geringer Zahl: durch-
gefithrt worden. Die Einheit nach Ansbacker ist etwa 20mal,
diejenige nach Doisy und Thayer (42) wahrsclieinlich ungefahr
30 mal grofer als die von Dam benutzte Einheit. Eine wert-
volle vergleichende Ubersicht iiber die verschiedenen Test-
methoden gibt die Firma E. Merck in ihrem Jahresbericht 1939.

VII. Zur Physiologie des Vitamins K.

Die ausfithrliche Darstellung, die Dam vor 3. Jahren in
dieser Zeitschrift iiber das gesamte FErscheinungsbild der
K-Avitaminose beim Kiiken gegeben hat, gilt noch heute in
allen Einzelheiten. Wihrend jedoch dainals die Frage, ob
die Bedeutung des antihidmorrhagischen Vitamins nur auf
gewisse Voégel beschrankt ist, noch unentschieden bleiben
mulite, wissen wir heute, dal3 das Vitamin K auch im Orga-
nismus der Sidugcetiere und auch des Menschen eine. be-
deutsame Rolle spielt. Dall es zunichst nicht gelungen war,
Vitamin K-Mangelerscheinungen bei letzteren mit derselben
Regelmidfigkeit wie bei Vogeln zu erzeugen, berubt darauf,
daf3 das Vitamin K, das von Darinbakterien, insbesondere von
Bacterium coli, gebildet wird, bei Saugetieren in geniigender
Menge von der Darmwand resorbieit werden kann, wihrend
dieses bei Végeln infolge des wesentlich kiirzeren Dickdarms
und des raschen Stoffwechsels nicht in ausreichendem Malfle
maéglich ist. Es ist bekannt, dafl auch Végel bei vitamin-K-
armer Ernidhrung von den Erscheinungen eines ausgeprigten
Vitamin K-Mangels verschont bleiben, wenn sie die Moglichkeit
haben, Teile ihrer Faeces mit der Nahrung wieder auizunehmen.
Bei jeder experimentell zu erzeugenden K-Avitaminose ist
daher sorgfaltig jede Verunreinigung der Naluung mit Kot
zu vermeiden. Die Notwendigkeit des Vitamins K fiir Sauge-
tiere 1afit sich in einfacher Weise aufzeigen, weun die Fctt-
resorption im Darm und damit auch die Resorption des Vi-
tamins durch Unterbindung der Gallenzufuhr gestért wird.
So konnten an Ratten (5) und Hunden (48) durch operativ
angelegte Gallenfisteln oder Abbindung der Gallengange
Vitamin K-Mangelerscheinungen beobachtet werden, die sich
wie bei Kiiken durch Hamorrhagien und verminderten Pro-
thrombingehalt des Blutes adufern. Bei Hiitterung eines
Gallensiure-Vitamin K-Gemisclhies, nicht aber der Kom-
ponenten allein, steigt auch bei Gallenfistelratten der Pro-
thrombinspiegel wieder an.

Uber die Wirkungsweise des Vitamins K haben auch
neuere Untersuchungen kaum. zuverlassigere Anhaltspunkte
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gebracht. Fs ist anzunehmen, dal das Vitamin K irgendein
Organ oder irgendein Gewebe befahigt, Prothrombin zu bilden,
dal3 es vielleicht selbst einen Bauteil, etwa die prosthetische
Gruppe, des Prothrombins darstellt. Diese Auffassung wird
gestiitzt durch Dams (14) Beobachtung, daf auch per os ver-
abfolgte Prothrombinpraparate Vitamin K-Wirksamkeit be-
sitzen. In vitro vermag das Vitamin K. jedoch kein Pro-
thirombin zu bilden und besitzt daher auch keinen Einflufl
auf die Blutgerinnung; auch die Wirkung der Thrombo-
kinase wird durch Vitamin K in vitro nicht beeinflult.
In vivo 1aBt sich nach Injektion hochaktiver Praparate bei
K-avitaminotischen Tieren das Ansteigen des Prothrom-
binspiegels zeitlich verfolgen; die Wirkung setzt nicht sofort
ein, sondern erst nach einer gewissen Zeit. Nach einigen
Stuniden, nach Cheney (49) sckion nach 1 h, ist bei geniigend
Lhoher Vitamin X-Applikation die Blutgerinnung wieder
normal. Den Ort der Prothrombinbildung im Organismus
kennt man nicht genau; man war zuerst geneigt, die Lebcr
als die Wirkungsstidtte des Vitamins K anzunehmen. In-
jektion von Vitamin X fithrt jedoch auch bei einer Gans mit
ausgeschalteter Leber zu einer Aufhebung der Gerinnungs-
anomalie. Noch deutlicher 148t sich zeigen, dal das Vitamin
bei entmilzten Tieren genau so wirkt wie bei intakter Milz (4).
Untersuchungen, die die mégliche Rolle des Knochenmarks und
anderer Teile des reticulo-endothelialen Systems aufdecken
sollen, haben noch nicht zu endgiitigen Ergebnissen gefithrt.

VIII. Vitamin K-Therapie beim Menschen.

Beim Menschen koénnen K-avitaminotische Erscheinungen
haufig dann beobachtet werden, wenn der Zuflufl der Galle zum
Darm fehlt oder zinuindest stark verringert ist und infolge-
dessen die natiirliche Resorption des Vitamins X ungeniigend
ist, so bei Verschlufl der Gallenwege durch Entziindungen,
Tumoren oder Gallensteine. Es ist schonlange bekannt, daf ein
langere Zeit besteliender Okklusionsikterus (Gelbsuclit 1nit
vollstandigem Verschlul des Gallenabflusses) immer eine Nei-
gung zu Blutungen mit sich fiilirt, die fiir chirurgische Eingriffe
an solchen Patienten dullerst gefdhrlich sein kann. Dieser hamor-
rhagischeri Diathese (Neigung zu Blutungen) geht stets ein herab-
gesetzter Prothrombingehalt des Blutes parallel. Daf3 diese
Gerinnungsanomalie bei Patienten mit Okklusionsikterus
durch Vitamin K-Priparate behoben- werden kann, ist 1938
unabhaugig voneinander von Dam und Glavind (14) sowie
von Warner, Brinkhous und Smith (50) und auch von Bus,
Snell und Osterberg (51) beobachtet worden.. Durch intra-
muskuldre Injektion von Vitamin. K ‘als Emulsion gelang es
ohne Ausnahme, im Laufe von 5-—7 Tagen normale Blut-
gerinnungszeitenn zu erzielen und damit die Blutungsgefahr
zu beheben. '

Nach Caroli (52) konnen Operationen ganz allgemein
an sich schon einen starken Prothrombinabfall des Blutes
nach sich zielren infolge eines zu geringen Gehaltes der Galle
an Gallensiuren. $Sinkt der Prothrombinspiegel auf etwa
25%,, so mufl mit dem Auftreten mitunter lebensgefahrlicher
Blutungen gerechnet werden. Die voroperative und nach-
orerative Anwendung von Vitamin K-Praparaten, entweder
allein subcutan oder zusammen mit gallensauren Salzen per
os, wird daher in letzter Zeit iinmer haufiger befiirwortet (53).

Auch die Hypothrombinimie bei einheimischer Sprue
(meist in den Tropen vorkommende Verdauungsstorung) (54)
und Zoliskie der Kinder (schwere Verdauungsstérung jenseits
des Siuglingsalters),” sowie andere Erndhrungsschiden int
Zusammenhang it skorbutischen wund pellagradhnlichen
Erscheinungen (55) werden auf mangelnde Vitamin X-Auf-
nahme Jes Organismus zuriickgefithrt und kénnen mit einer
Vitamin K-Therapie giinstig beeinflulit werden.

Hamophilie (erbliche Bluterkrankheit), essentielle Thrombo-
penie (Blutplattchenmangel, Werliofsche Krankheit), toxisclie
Purpura (Hautblutung), Menorrhagie (iiberreichliche Monats-
blutung), Metrorrhagie (Gebarmutterblutung) und aplastiscl:c
Anamie (Hamoglobinmangelstérung) beiulen dagegen nicht
auf einem Mangel an Prothrombin und sind daher durch
Vitamin K nicht zn beheben. Die von manchen Autoren als
durch Vitamin K-Mangel verursacht angesehene Encephalo-
malacie (Gehirnerweichung) wird nach Mason (56) bei Kiiken
durch Vitamin K-Gaben nicht ve:liitet.
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Fin neues, erfolgversprechendes Indicationsgebiet fiir
Vitamin X-Priparate scheint sich bei der Hypothrom-
bindmie der Neugeborenen zu erschliefen (57, 58). Die
abnorm hohe Blutgerinnungsz¢it bei Neugeborenen, ver-
ursacht durch die in der ersten Lebenswoche ungeniigende
Nahrungsaufnahme und die Abwesenheit einer Vitamin K
produzierenden Darmflora, kann zu schweren Blutungen
Anlafl geben. Auch ein hochgradiges Prothrombindefizit
wird bei Neugeborenen durch Vitamin K prompt beeinfluflt
und manifeste Blutungen konnen zum Stillstand gebracht
wirden,

Von besonderem Vorteil ist die grofe therapeutische
Breite der Vitamin K-Praparate; hypervitaminotische Sts-
rungen konnten auch bei Verabfolgung grofer Vitamin K-
Dosen bisher nicht beobachtet werden,
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Ist der Nachwels von Blutspuren durch 3-Am1no-phthalsaurehydra21d

ein kennzeidmendes Verfahren?

Von Dy. phzl R.KRAUL,Dr. vey. nat HANS HEINRICH MEYER und Dy. med. HANS HEINRICH MEYER

Aus dem Chemischen und Physikalischen Staatsinstitut der Universitdt Hamburg

um forensischen Nachweis alter Blutspuren, bei denen das
Globin schon abgespalten - ist, " empfiehlt Specks!) das
3-Amino-phthalsdurehydrazid (L.uminol), das, wie schon Gleu
u. Pfannstigl?) angaben, in wasserstoffperoxydhaltiger, soda-
alkalischer -Lésung mit Hamin Chemiluminescenz erzeugt.
Nach Specht sollen weder anorganische Stoffe (Frde, Rost,
Metalle und déren Oxyde) noch organische Stoffe (Speichel,
Harn, Samen) die Reaktion anslésen. Frisches Blut erzeugt
keine deutliche Reaktion. Als die Probe in einem Fall, bei
dem moglicherweise Mord vorlag, angewendet wurde, gab ein
Tuch mit wverschiedenen farbigen Flecken die Luminescenz-
reaktion. Die leuchtenden Stellen waren weill. Die weifle
Farbe rithrte- von Bleiweif3 her, wahrend Blutflecke nicht
vorhanden waren. Daraufhin wurde die Spezifitit der Reaktion
genauer untersucht, u. zw. wurden die Wellenldngenmaxima
der durch’ verschiedene Stoffe ausgeldsten Chemiluminescenz
bestimint, weiterhin die Wirkung einer Reihe von Substanzen,
die bei forensischen Untersuchungen zugegen sein kénnen.
In der Literatur liegen iiber das Luminol folgende Angaben vor:
Es leuchtet schwach in sodaalkalischer, nicht dagegen in einer cine
Spur von Indazoloncarbonsiure enthaltenden Losung; das Fluores-
cenzmaximum liegt bei UV-Bestrahlung nach Albrecht®) bei 4370 A.
Bei Zusatz von Natriumhypochlorit, Braunstéin oder Platinmohr
tritt einc intensive Chemiluminescenz anf (Maximum nach Albrecht
bei 4570 A, nach Harris u. Parker’) bzi 4400 A. Das Spektrum
reicht vou 3800-—5000 A) Das leuchten des Luminols ist ein
empfindliches Reagens auf H,O, und Peroxyde, z. B. in Ather,
(Langenbeck u. Ruge’), Schales®)} und dient nach Henze?) zum Nach-
weis von Stoffen, die durch Peroxydbildung Hémolyse bewirken.
Weiterhin kann das Luminol als hochempfindlicher Himinnachweis
(10-8%,} nach Plotnikow u. Kubal®} benutzt werden. Mesohdmin
(Hamin + 2H) steigert die Luminescenz, ebenso Parahdmatine wie
Pyridin und Nicotin?) ; diese rufen ohne Hémin ebenfalls, wenn auch
schwicher, ein Leuchten hervor. In gleicher Weise wirksam sind
peroxydasehaltiger Kartoffel-3) und Rettigsaft!®). Nach Holtz n.
Triemn!') erzengen- Ascorbinsdure, Cystein, Thioglykolsidure, Gluta-
thion, Adrenalin und H,S% M) (besonders intensiv bei Gegenwart von

1) Diese Ztschr. 50, 135 [1937].

3) 7. physik, Chem, Abt, A 186, 321 [192S].
4) J. Amer. chem. Soe. §7, 1939 {1935]).

%) Fbenda 71, 447 [1938].

") Ratiologica . 188 [1938] (Chewm, Ztrbl. 1939 T1. 484).
®) (0, Schales, Ber. dtséh, chean. Ges, 72, 167 [19:300

1y R Wegler, J. prakt. Chem, 148, 135 [1957].

11y 1loppe-Seyler’s . physiol. Chem. 248, 1 [1037].

2) J. prakt. Chem. 148, 137 [1937).

%) Ber. dtsch. chem Ges. 70. 337 [1087).
7 Klin. Wschr, 17, 24 [193%].
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Cu-Salzen, welche als Oxydationskatalysatoren dienen®)) die Lumi-
nescenzreaktion. Als unwirksam gelten aufler den von Specht ge-
nannten Stoffen synthetische Porphyrmverbmdungen die Co und V
enthalten'?), Wilrend nach Specht die Luminolprobe den sero-
logischen Blutnachweis nicht stért, wies Schales®) nach, dafl Himin
durch Luminol zerstért wird, da durch H,0, die a- und y-Methin-
briicke im Haminmolekiil Wahrschelnllch angegnffen wird, Also
sind gréBere Blutmengen erforderlich. Schales zeigte weiterhin, daf3
die Probe in Gegenwart von Cu-Salzen, mit der bei forensischen
Untersuchungen oft zu rechnen ist, trotz der Gegenwart von Himin
negativ ausfillt. M/, CuS0O, in n-NH,OH bringt dagegen Luminol

cbenso stark zum Leuchten wie Blut; nur ist die Leuchtdauer

verkiitzt. Die Intensitit der Luminescenz hingt u. a. von dem pg der
Lésung ab® 12), da sich nach Swvesnikow'®) Luminol in alkalischer
Io6sung zersetzt, und weiterhin von der Temperatm®), was fiir
forensische Untersuchungen wichtig ist.

Zur Deutung der Chemilumninescenz nimint Albrechi®) in alkali-
scher Losung folgenden Ubergang an: Luminol — Azoverbindung —»
Tuminol. Die zweite Reaktion soll das Leuchten bewirken. Die Azo-
verbindung wurde von ihm abar nicht isoliert.” Wir halten dagegen
den das Leuchten auslésenden Stoff fiir ein aus Luminol gebildetes
Peroxyd, dhnlichk dem vou Drew u. Garwood®) aus dem Na-Salz des
5-Amino-plithalaz-1,4-dions und H,O, in kristallisierter Form dar-
gestellten. Diese Ansicht wird auch durcli die Versuche von Baur'®)
gestiitzt. Die Leuchtfihigkeit ist nach Dyrew u. Pearman'®) an dic
Stellung der NH,-Gruppe gebunden; nur o-, nicht m-Aminover-
bindungen zeigen I.uminescenz.

Spektrographische Luminescenzmessung.

Dic Luminescenzspektren wurden mit einem Raman-Spektro-
graphen von Dr. Carl Leiss auf Agfa-Isopauplatten!’) aufgenoinmen.
Die leuchtenden Fliissigkeiten befa.ndeu sich in einer Glaskiivette
mit einer wirksamen Schichtdicke von 25 mm. Die Spaltweite betrug
0,4 mm. Auf jeder Platte wurden mehrere Spektren untereinander
aufgenommen und oberhalb und unterhalb je eine Aufnahme des
Hg-Spektrums zur Wellenldngenbestimmung gemacht. Die Belich-
tungszeiten betrugen je mach Stirke des Leuchtens 2—15 h. Die
belichteten Platten wurden 5 min mit Agfa Rodinal1:20 entwickelt.
Zur Lagebestiminung der maximalen Schwarzungen wurden die Anf-
nahmen mit dem Registriermikrophotometer von P. P. Koch u.

12) B, Briner u. L. Perrotet, elv, chim. Acta 23, 1253 [1940].

13) Acta physicochim. [russ] '8, 441 [1938]} (Chem, Ztrbl. 1938 11, 515):
4y .J. chem. Soc. [London) 1938, 791.

33) Helv, chim. Acta 28. 419 [1940).

16) J. chem, Soc. [Eondon] 1937, K&,

17) Den Apparat stellte uns Prof, Dr, I, bunnliwyer freundlicherweise zur Verfiigung.
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