f15. 1. 1952]

STUDIORUM PROGRESSUS

Zur Kenntnis der Mukopolysaccharide,
insbesondere der Heparine

Von R. MarseT und A, WINTERSTEINL, Basel

Heparin, das physiologische gerinnungshemmende
Agens des menschlichen und tierischen Organismus, ver-
dankt seine Entdeckung den Arbeiten von McLEAN?,
der sichim Jahre 1916 mit der ISolierung vongerinnungs-
fordernden Lipoiden aus der Leber befa@ite und hiebei
auf einen gerinnungshemmenden Stoff stieB. Die Auf-
klirung der chemischen Natur des Heparins erfolgte
auf einem langen Irrwege: Im Jahre 1924 korrigierte
HowegLL® zunidchst die urspriingliche Auffassung, wo-
nach das Heparin zu den Phosphatiden gezdhlt worden
war. Er sprach es als phosphorfreie, stickstoffhaltige
Kohlenhydratverbindung an. Die weitere Reinigung
fiihrte ihn zur Uberzeugung, daB es sich um einen stick-
stofffreien Uronsidurekomplex handeln miisse? Zu einer
ihnlichen Auffassung kamen FiscHER und ScHMITZ®,
welche im Jahre 1933 fiir Heparin die Formel C;gH;,0,, *
6H,0 aufstellten. Etwa zur gleichen Zeit faBten CHAR-
LEs und ScorTt das Heparin als eine stickstoffhaltige
Verbindung auf, die aber keine Uronsiduren enthilt.

Herrschte also bis 1933 vollkommene Unklarheit iiber
die chemische Natur des Heparins, so brachten die Ar-
beiten von JorpEs® schon im Jahre 1935 die grundle-
gende Erkenntnis, daf Heparin aus Uronsduren und
Glukosamin aufgebaut und durch einen hohen Gehalt
an Schwefelsiure ausgezeichnet ist, das heif3t, da He-
parin zur Reihe der Mukopolysaccharide bzw. deren
Schwefelsdureester zu rechnen ist. JORPES? stellte die
Bruttoformel C,,H;,0,y NS;Na, zur Diskussion. Er wies
auch schon auf die nahen chemischen Beziehungen zur
Chondroitinschwefelsdure hin. Die Auffassung wvon
JorpEs wurde in der Folge von verschiedenen Forschern,
zum Beispiel CHARLES und Topp? sowie REINERT und
WINTERSTEIN?, bestitigt. Letztere Autoren stellten fiir
das Heparin die Bruttoformel C,H;,04N,S;Na, auf
und kamen zur Erkenntnis, daB die Aktivitit vom
Vorhandensein der Schwefelsdurereste sowie von der
MolekiilgroBe, das heiBit von dem Polymerisationsgrad,
abhingt. Im Jahre 1946 hat WorLrroM!® die Uronsdure
als Glukuronsdure identifiziert. Er stellte 19501 fiir
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Heparin die unten dargestelite Strukturformel auf.
Nach den Untersuchungen von SNELLMANN!, der fiir
Heparin cin Molekulargewicht von 16000 crmittelte,
wire fiir ¥ = etwa 13 zu setzen. )

Betreffend die Beziehungen zwischen Konstitution
und Wirkung erscheint als besonders beachtlich, daf
nach den Untersuchungen von WoLFroM die Amino-
gruppe sulfiert und nicht azetyliert ist — dies im Gegen-
satz zur Auffassung von FURTH? wonach alle in der
Natur vorkommenden Aminozuckerverbindungen am
Stickstoff azetyliert sein sollen.

Neueren Untersuchungen von JoRPES® sowie von
JaguEes? verdanken wir die Erkenntnis, daB in der Natur
nicht nur ein Heparin vorkommt, daB also der Begriff
«Heparin» nicht eng umrissen ist. Beziiglich der biolo-
gischen Wirksamkeit bestehen groBe Unterschiede zwi-
schen den Heparinen verschiedener Tierarten, ferner
gibt es Heparine mit verschiedenem Gehalt an Schwefel-
sdureresten. Kompliziert werden die Verhiltnisse noch
dadurch, dafi das Molekulargewicht der Heparine offen-
bar in ziemlich groflen Grenzen schwanken kann5,

Heparin wirkt hemmend auf die Blutgerinnung; es
besitzt ausgeprigte Antithrombineigenschaften, hemmt
jedoch auch die Thrombokinasewirkung (siche 1. Mit-
teilung STUDER-WINTERSTEIN®) und greift damit auch
in dic crste Gerinnungsphase ein. Es ist anzunehmen,
daB es auch auf weitere Gerinnungsfaktoren hemmend
wirkt.

Dank seinen Eigenschaften als polyvalentes Anti-
koagulans und dank seiner geringen Toxizitit (siehe
REINERT-WINTERSTEIN?) wird Heparin seit einigen
Jahren mit ausgezeichnetem Erfolg zur Behandlung
von Thrombose und Embolie verwendet. Nach Jorpes®
ist, dank richtig geleiteter Heparinmedikation, die Mor-
talitit durch Embolie in den schwedischen Kliniken
von 189%, auf 1% gesunken. Eine zusammenfassende
Darstellung iiber die therapeutische Verwendung des
Heparins gibt in neuester Zeit Merz®.

Ist die chemische Natur des Heparins verhidltnismiBig
spit aufgedeckt worden, so haben Untersuchungen tiber
die Bestandteile des Knorpels schon im vergangenen
Jahrhundert zur Erkenntnis gefiihrt, dafl die sogenannte
Chondroitinschwefelsiure aus Glukuronsiure, Chon-
drosamin (Galaktosamin), Essigsdure und Schwefelsdure
aufgebaut ist (SCHMIEDEBERG, 189119),
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In neuester Zeit haben die Untersuchungen von
MEvER! zur Aufstellung folgender Formel gefiihrt:
[C1yHyp O, NSNa,],.
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Das Molekulargewicht der Chondroitinschwefelsdure
wird von MEYER zu 27 000-32000 angenommecn, fiir x ist
darnach etwa 60 zu setzen.

MevER? gelang auf Grund fermentchemischer Unter-
suchungen der Nachweis, daf} in der Natur verschiedene
Chondroitinschwefelsduren vorkommen (sieche hiezu
Tabelle Seite 44).

Der Impuls fiir die intensivere Bearbeitung der Muko-
polysaccharide geht aus von der sich rasch mehrenden
Erkenntnis itber deren grof3e physiologische Bedeutung.

Letztere liegt beachtlicherweise in zwei ganz verschie-
denen Richtungen:

1. Die Mukopolysaccharide Hyaluronsiure und Chon-
droitinschwefelsidure sind integrierende Bestandteile der
Grundsubstanz des Mesenchyms (Rheuma- und Arterio-
sklerose-Problem).

2. Heparin, cin Mukoitin-polyschwefelsiureester,
stellt das physiologische blutgerinnungshemmende Agens
des tierischen und menschlichen Organismus dar (Throm-
bose-Problem).

Gewisse tierische Organe bzw. Gewebe, wie Kornea,
hyaliner Knorpel, Sehnen usw., sind besonders reich an
Mukopolysacchariden. Sie zeichnen sich gegeniiber
anderen Geweben dadurch aus, daf3 sie keine direkte
Blutversorgung besitzen. In diesen eigenartigen Gewe-
ben hiingen Stoffwechsel und Stofftransport offenbar in
hohem MaBe von der physikalisch-chemischen Natur der
Mukopolysaccharide ab. Letztere greifen als Grund- und
Kittsubstanzen des Bindegewebes mafgeblich in den
Salz- und Wasserhaushalt der Gewebe, der Gelenk-
fliissigkeiten, des Glaskorpers usw. ein.

Man kann sich sehr wohl vorstellen, dafl geringste
Veranderungen in Viskositdt und Permeabilitit solcher
Grundsubstanzen zu cbenso bedeutungsvollen patholo-
gischen Stérungen fiihren kdnnen wie zum Beispiel eine
mangelhafte Versorgung anderer Gewebe mit Blut.
Hyaluronidase oder dhnliche Fermente, welche auf die
Mukopolysaccharide einwirken, diirften in entscheidender
Weise in den Stoffwechsel dieser avaskuldren Gewebe
eingreifen.

Bekanntlich beobachtet man bei rheumatischen Er-
krankungen pathologische Verdnderungen der Grund-
substanzen. Letztere quellen im Anfangsstadium dieser
Krankheit zundchst auf. Diese physikalisch-chemische
Verdnderung in den Grundsubstanzen fiihrt letzten
Endes zur sogenannten fibrinoiden Degeneration?,

Das Bestehen engster Beziehungen zwischen Grund-
substanzenund Rheumaproblem wird durch verschiedene
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Arbeiten aus neuester Zeit erhidrtet!. ABraHaMS und
GLYNN 2 halten es fiir moglich, dafl das hypothetische
toxische Agens der rheumatischen Erkrankung Anti-
polysaccharid- Qualitdten besitzt?. Nach den Unter-
suchungen von LAvTON? soll Cortison — allerdings in
hohen Dosen ~ die Biosynthese der Chondroitinschwefel-
sdure hemmen. Nach SarimManw? ist der Glukosamin-
gehalt des Blutes bei rheumatischen Erkrankungen
stark erh6ht. Er soll nach REINER® durch ACTH oder
Cortison normalisiert werden.

Von Interesse sind in diesem Zusammenhange auch
die Beobachtungen von DoNzELOT und KAUFMANN?,
wonach rheumatische Erkrankungen durch Heparin-
zufuhr gebessert werden. Diese Beobachtungen lassen
sich mdglicherweise folgendermaflen deuten: Heparin
besitzt nach McCLEANS, ALBURNY und anderen Autoren!?
Antihyaluronidase-Eigenschaften. Nach SrIrFTER! soll
die Verabreichung von Hyaluronidase zu rheumadhnli-
chen Krankheitssymptomen fiihren und eine latente
rheumatische Erkrankung aufflackern lassen. Heparin
wire darnach imstande, die schiddliche Wirkung von
Hyaluronidase zu neutralisieren. Nach den Befunden
von ABRAHAMS12 besteht bei Patienten mit akutem Ge-
lenkrheumatismus eine Heparinresistenz, welche durch
Heparin-Inaktivierung im Blute bedingt wird.

Nach RiNEHART und GREENBERG!? spielen patholo-
gische Verdnderungen in den Grundsubstanzen auch bei
der Arteriosklerose eine Rolle?4.

AuBer der direkten Beeinflussung des Blutgerinnungs-
vorganges scheinen dem Heparin weitere, noch nicht
niaher erforschte pharmakodynamische Wirkungen zu-
zukommen. Nach den Befunden von HaHN5, WELD!S,
WaALDRON?, dieneuerdings durch BRowN18 bestitigt wur-
den, bewirkt Heparin ein Verschwinden der Chylomi-
kronen aus dem Blut und kann damit in den Fettstofi-
wechsel eingreifen. Nach GoFMANN ef al.l® verhindert
Heparin das Auftreten eines Lipoproteins im Blut, wel-
ches am Zustandekommen der Arteriosklerose? beteiligt
ist. Bei Kaninchen, die mit einer cholesterinreichen,
Arteriosklerose erzeugenden Didt gefiittert wurden, a8t
sich die experimentelle Arteriosklerose durch Heparin
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weitgehend verhindern. Angina pectoris soll durch He-
parin gebessert werden.

Auffallend ist die rasche Ausschwemmung von Ode-
men unter Heparin, offenbar als Folge einer vermehrten
Durchblutung — Rekanalisation der Venen bzw. Vaso-
dilatation?.

Die giinstige Wirkung des Heparins bei Pemphigus
wird auf eine Beeinflussung der Hyaluronidase zuriick-
gefiihrt?,

Unsere eigenen Untersuchungen beziehen sich zunichst
auf Mukopolysaccharid-Schwefelsdureester mit blut-
gerinnungshemmender Wirkung, greifen jedoch auch
iiber das Problem der cigentlichen Grundsubstanzen.

Bei der Fabrikation von Heparin aus Rinderlungen
sind uns in groBer Menge Nebenprodukte angefallen, die
ihrer chemischen Natur nach - ebenso wie Heparin
selbst — als Mukoitinschwefelsdureester anzusprechen
sind. IThrem physiologischen Verhalten nach unterschei-
den sich diese Nebenprodukte vom Heparin durch ihre
sehr viel geringere gerinnungshemmende Wirkung.
Wihrend reinstes Heparin aus Rindslungen («-Heparin)3
eine Wirksamkeit von 130 IE/mg besitzt, weist das Ge-
misch der Nebenprodukte einen Titer von nur 3-5 IE/mg
aunf.

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, aus diesen Neben-
produkten einheitliche Substanzen abzutrennen und zu
untersuchen, in welchen Beziehungen sie zum Heparin
stehen.

Prinzipiell zeigte die Fraktionierung, da es sich um
ein Sammelsurium verschiedenster sulfierter und auch
unsulfierter Mukopolysaccharide handelt. Einen kleinen
Teil der Nebenprodukte haben wir auf Grund ihrer
chemischen und physiologischen Eigenschaften (keinc
gerinnungshemmende Wirkung) als eigentliche Chon-
droitinschwefelsduren identifizieren kénnen. Eine Roh-
fraktion von Chondroitinschwefelsdure, die eine spezifi-
sche Drehung von —25° aufwies, bestand gemil der
elektrophoretischen Untersuchung immer noch aus zwei
verschiedenen Substanzen.

Die Kopffraktion dieses Gemisches erwies sich als
identisch mit einer Chondroitinschwefelsdure aus Knor-
pel (fo]p = —30°). Daneben isolierten wir eine schwefel-
freie Hexuronsiure-Aminozucker-Verbindung, die sich
gegeniiber der Chondroitinschwefelsiure durch sehr
hohe Viskositdt auszeichnet. Diese Substanz ist links-
drehend (—40°); ob es sich um eine Vorstufe der Chon-
droitinschwefelsdure bzw. des g-Heparins und damit
um eine neue Grundsubstanz oder um eine Hyaluron-
sdure handelt, wird die ndhere Untersuchung ergeben.

Eine Chondroitinschwefelsiure besonderer Art 1483t
sich aus dem Gemisch der Nebenprodukte in Form ihres
in verdiinntem Methanal unldslichen Zinksalzes abtren-
nen. Diese Substanz zeigt im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Chondroitinschwefelsduren eine ausge-
prigte blutgerinnungshemmende Wirkung (36 IE/mg)4.
Beziiglich der biologischen Wirksambkeil ist diese Verbin-
dung zu den Heparinen zu zdhlen, wihvend sie, wie die

1 Siehe hiezu R. P. Aurguist, J. Amer. pharm. Ass. 39, 370
(1950).

2 J. P. MaGNER, R, C, MansoN und A. PeprLE, Arch. Derm.
Syph. 64, 320 (1951).

3 Das heiBt der sogenannte Mukoitin-tri schwefelsiiureester, den
wir als a-Heparin bezeichnen. Betreffend Nomenklatur siehe auch
R. MARBET und A, WINTERSTEIN, Helv. chim. acta 34, 2311 (1951).

4 Alle Aktivititsbestimmungen wurden nach der von A. STUDER
und A. WINTERSTEIN ausgearbeiteten Methode durchgefiihrt. Helv.
physiol. pharmacol. acta 9, 6 (1951).
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nachfolgenden Befunde zeigen, beziiglich dev chemischen
Natur zu den Chondroitinschwelfelsiiuven zu rechnen ist.

‘Wir bezeichnen das neue Antikoagulans als -Heparin,
weil es im Gegensatz zum «-Heparin offenbar f-gluko-
sidische Bindung besitzt; «-Heparin dreht die Ebene des
polarisierten Lichtes nach rechts (4 50°), p-Heparin
nach links (— 60°). Seiner elementaren Zusammensetzung
nach entspricht das f-Heparin der Summenformel
{C14H;p Oy NSNa,),,, identisch mit derjenigen der Chon-
droitinschwelelsiurel.

Als Bausteine enthdlt das pf-Heparin Uronsiure,
Schwefelsiure, Essigsdure und Galaktosamin (Chondros-
amin) in dquimolarem Verhéltnis. Auch beziiglich der
Bausteine 148t sich das fg-Heparin von Chondroitin-
schwefelsiure nicht unterscheiden.

Beachtlich ist die Tatsache, dafl das g-Heparin im
Gegensatz zu den bis jetzt bekannten Heparinen als
Aminozucker nicht Glukosamin, sondern Galaktosamin
enthilt. Das neue blulgerinnungshemmende Agens gehdrt
somit in die Galaktosaminveihe.

Nach WorLrrom? und JorpEes?® ist im «-Heparin die
Aminogruppe sulfiert, die hohe biologische Aktivitat
wird auf diese Gruppierung zuriickgefiihrt. Ein wesent-
licher Unterschied zwischen - und f-Heparin besteht
darin, daf in letzterem die Aminogruppe — ebenso wie
bei der Chondroitinschwefelsdure — azetyliert ist.

In Analogie zu den von WorFroM und Mitarbeitern?
sowie von MevYER und Mitarbeiternt fiir «-Heparin,
Chondroitinschwefelsaure und Hyaluronsiure aufge-
stellten Formeln 1iBt sich fiir das f-Heparin folgende
Grundformel zur Diskussion stellen:

COOH CH,OH
0 J—
H
OH H
H H
H OH H NHCOCH,

+ SO;H

Dem p-Heparin schenken wir besondere Beachtung,
weil es sich durch Sulfierung in einen Mukoitin-tri-
schwefelsiureester verwandeln 14Bt, der mit 160 IE/mg
eine hohere gerinnungshemmende Wirkung aufweist als
reinstes a-Heparin.

Bei unseren Untersuchungen iliber die Heparine der
verschiedenen Tierarten ist es uns gelungen, aus Schafs-
lungen ein Antikoagulans zu isolieren, das nahe verwandt
ist mit dem B-Heparin aus Rindslungen. Es handelt sich
ebenfalls um einen am Stickstoff azetylierten Mukoitin-
mono-schwefelsiureester, der links dreht ([alp = —-67°)
und dessen Aminozucker auch Galaktosamin ist. Dieses
B-Hepavin aus Schafslungen ist durch die hohe Aktivitit
von 70 1E/mg ausgezeichnet. Es ist bemerkenswert, da3
in der Natur Mukoitin-mono- und -tri-schwefelsdureester
vorkommen, die sich ihrer Antithrombinaktivitit nach
nicht voneinander unterscheiden.

1 K.H. MEYER et al., Helv. chim. acta 31, 1400 (1948).

2 M. L.WorLrroM, R. MontcomMErY, J.V. Karaswvos und P.
RATHGEB, J. Amer. Soc. 72, 5796 (1950).

3 J.E. Jorrrs, H. BostrOM und V. MurT, J. Biol. Chem. 783,
607 (1950).

¢ K. H. MEYER, M. E. Opier und A. E. Sigcrist, Helv. chim,
acta 31, 1400 (1948). — K. H. Mever und J. FrrriG, Exper. 6, 186
(1950).
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Diese siberrvaschend hohe Aktivitdt 143t sich mit den uns
zuv Zeit bekannten Tatsachen itber Konstitution (zum
Beispiel Sulfierungsgrad und Sulfierungsart) und Wir-
kung in dieser Korperklasse nichi evkldven. Unterschiede
im Molekulargewicht! reichen wohl kaum aus, um den
Aktivititsunterschied zwischen dem f-Heparin aus
Rindslungen und demjenigen aus Schafslungen zu er-
kldren.

Mukoitinschwefelsdureester

e-Heparin f-Heparin «-Heparin
aus Lunge aus Lunge aus Leber
[a]D:+50° (] =—600 | [a]p =+50¢
1E/mg IE/mg IE/mg
Rind . . 130 36 110-160
Schaf . . . 86 70 132
Hund. . . . 240 — 280
Pierd. . . . 80 - 119
Katze . . . 90 — 117
Schwein . . 56 — —
Heparinmonoschwefelsdureester
aus Rindslungen etwa 16 IE/mg
Uroheparin etwa 50-70 IE/mg?
Chondroitinschwefelsiure? A aus Knorpel [a]p = —30°
Chondroitinschwefelsiure B ans Haut [a]p = —50°
Chondroitinschwefelsiure C aus Sehnen [«]p = —20°

Wir neigen zur Annahme, dal3 die verschiedene bio-
logische Aktivitit der Chondroitinschwefelsiure (Knor-
pel CHS. = 0 IE, p-Heparin aus Rindslungen 36 IE/mg
und f-Heparin aus Schafslungen 70 IE/mg) auf Unter-
schiede im strukturellen Feinbau dieser Molekiile zuriick-

1 Uber die Molekulargewichte verschiedener Mukoitinschwefel-
sdureester wird K. DiaLER, Bascl, berichten.

2 R. MarBET und A. WINTERSTEIN, Helv. physiol. acta %, 24
(1951).

3 Kar. MEYER und M. M. RapPoRT, Science 113, 596 (1951),
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zufiihren ist. In diesem Sinne sprechen auch die Versuche
von MEYER?Y, gemdl welchen sich die von ihm isolierten
drei Chondroitinschwefelsiureester A, B und C den ver-
schiedenen Hyaluronidasepriparaten gegeniiber ver-
schieden verhalten.

In nebenstehender Tabelle geben wir eine Ubersicht
tiber die bis jetzt bekannten Heparine?, bzw.Chondroitin-
schwefelsiuren.

Wir stellen fest, daBl uns die Forschung der letzten
Jahre zur Erkenntnis gefiihrt hat, nicht mehr von einem
Heparin oder e¢ner Chondroitinschwefelsiure zu sprechen.
Es handelt sich bei den Mukoitinschwefelsiureestern
vielmehr um eine groBere Klasse von Naturstoffen, die
sich — bei &hnlicher Konstitution der einzelnen Vertreter
— stark in ihrer biologischen Wirksamkeit voneinander
unterscheiden.

Swummary

In a short survey it is pointed out that mucopoly-
saccharides are encountering increasing interest in view
of their great physiological and therapeutic importance,.
Heparin seems to have in addition to its well-known
direct anticoagulant effects some further pharmacody-
namic properties which have up to now not been suffi-
ciently elucidated. The so-called ground substances
—chondroitin sulfuric acids and hyaluronic acids—may
play an important part in the exchange of metabolic
products as well as in the transportation of nutritive and
active compounds in the tissues and organs without
vascularisation. The class of the mucopolysaccharides is
considerably larger than was assumed a few years ago.
In confirmation and extension of former findings we
were able to show that in the different animal species
several heparins are encountered and that in addition
there are found anticoagulant factors—designated by
us as B-heparins—which are built up by the same com-
ponents as chondroitin sulfuric acid but differ from the
heparins already known by their amino sugar.

! Kare Mever und M. M. RarporT, Science 113, 596 (1951).
2 L. B. Jaques, E.T. Warters und A.F.Cuarres, J. Biol.
Chem. 144, 229 (1942).




