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FRITZ MICHEEL und HARRO PE'CERSEN 

Kondensationsprodukte des D-Glucosamins und L-Tyrosins 
mit Poly-vinylamin und ihre biochemische Wirksamkeit 

Aus dem Organisch-Chernischen Institut der Universitlt Munster (Westf.) 
(Eingegangen am 5. Juni 1959) 

Poly-vinylamin wird mit N-Acetyl-l-~-[S-athyl-~sothioureido]-~-glucosarn~n- 
hydrobromid zu Kondensationsprodukten urngesetzt, die N-Acetyl-D-glucos- 
arninreste iiber Guanidino-Brucken an Poly-vinylamin gebunden enthalten. 
Ebenso l l B t  sich Poly-vinylamin mit N-Carbobenzoxy-r-tyrosin-azid zu Poly- 
N-carbobenzoxy-L-tyrosyl-vinylamin umsetzen. Letztere Reaktion wird auch 
auf das Poly-N-acetyl-D-glucosarninyl-guanyl-vinylamin angewandt. Fur elektro- 
phoretische Untersuchungen, die Bestimmung der Sedimentationskonstanten, 
sowie fur die Errnittlung der Glucosamin- und Tyrosingehalte wurden die Re- 
aktionsprodukte durch Einwirkung von Keten in Gegenwart von Triathylamin 
acetyliert. Die erhaltenen Poly-vinylamin-Derivate wurden auf ihre serologischen 
Eigenschaften untersucht ; ihr EinfluR auf experimentell erzeugte Benzpyren- 

tumoren an Mausen wurde gepruft. 

Fur die Synthese von D-Glucose- und D-Glucosaminderivaten des Poly-vinylamins 
wurde dessen Hydrochlorid aus N-[p-Acetoxy-athyll-phthalimid durch thermische 
Abspaltung von Essigsaure, anschlienende Polymerisation des Monomeren und Ver- 
seifung der Phthalylreste hergestellt 1). Das Produkt envies sich nach Acetylierung mit 
Keten in der Ultrazentrifuge als praktisch einheitlich (s. Abbild. 1). 

Fur die Charakterisierung des Poly-vinylamins (I) und seiner Derivate wurden 
neben den Bestimmungen des Gesamtstickstoffes, des Aminostickstoffes, des D-GIUCOS- 
amin- und des L-Tyrosingehaltes die Messungen der Sedimentationskonstanten in 
der Ultrazentrifuge und elektrophoretische Untersuchungen herangezogen. Urn ein 
hoheres MoL-Gewicht zu erhalten und urn den vielfach storenden Polyelektrolyt- 
charakter des Poly-vinylamins und seiner Derivate abzuschwachen, wurden die Amino- 
gruppen der Umsetzungsprodukte acetyliert. Durch Acetylierung wurde ferner die 
analytische Ermittlung der Glucosamin- und Tyrosingehalte erleichtert, weil die Bil- 
dung von Halogeniden oder Carbonaten, wie sie bei freier NH2-Gruppe leicht ein- 
tritt, unterblieb. F. MICHEEL und H. WESTERMANN~) haben bei der Acetylierung von 
Poly-vinylamin-Derivaten mit Acetanhydrid unlosliche Produkte erhalten. Die Acety- 
lierung der obigen Poly-vinylamin-Derivate mit Keten in absol. Methanol ergab un- 
einheitliche Polymerisate, die in der Ultrazentrifuge sich als stark heterodispers er- 
wiesen. Dies mag mit einer teilweisen Polymerisation des &tens in der methanoli- 
schen Losung zusammenhiingen. Auch die Acetylierung von Poly-vinylamin-hydro- 
chlorid bei Gegenwart von Triathylamin ergab recht heterodisperse Acetate. Dagegen 
lieferte die Ketenisierung von Poly-vinylamin-hydrochlorid in Wasser bei Gegenwart 

1) D. D. REYNOLDS und W. 0. KENYON, J. Arner. chem. SOC. 69,911 [1947]. 
2)  H.  WEsrERMANN, Dissertat. Univ. Munster 1958. 
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von Triathylamin einheitliche Produkte, die in ihren Eigenschaften mit einem Poly- 
vinylacetamid (111) ubereinstimmten, das nach D. D. REYNOLDS und W. 0. KENYON 1) 

hergestellt worden war. Die Untersuchung in der Ultrazentrifuge ergab bei diesen 
Praparaten die Sedimentationskonstante [s]:t2 -7 2.55 Svedberg (s. Abbild. 1) *) gegen- 
uber 2.57 eines von uns nach D. D. REYNOLDS und W. 0. KENYON dargestellten 
Praparates. Die elektrophoretischen Messungen (s. Abbild. 2) bestatigten ebmfalls, 
daD es sich um ein praktisch einheitliches Praparat handelt. 

Abbild. I 
Sedimentationsbild einer 0.42-proz. absol. methanol. Losung von 
Poly-vinylacetamid, hergestellt durch Ketenisierung von Poly-vinyl- 
amin-hydrochlorid in Wasser t Triathylamin; LaufLeit 85 Min. bei 

49000 U/Min. in der Phyne-Ultrazentrifuge, Kantenwinkel lo” 

Abbild. 2 
Elektropherogramm(Antwei1er-Gerat) von Poly-vinyl- 

vinylamin-hydrochlorid in Wasser + Triathylamin ; 
acetamid, hergestellt durch Ketenisierung von Poly- 

Veronalpuffer PH 8.6; 56 V, 1.4 mA 
I 

o r 2  
x lmmi- 

Substituierte Guanidine lassen sich durch Aminolyse von S-Alkyl-isothioharn- 
stoffen mit Aminen und h i n o s l u r e n  erhalten. Dabei wird Mercaptan abgespalten. 

NH2 NH2 
I I 

C-SCH3 + H2N-R -+ C-NH-R -I- CH3SH 
II I1 
NH NH 

F. MICHEEL und w. HIMMELMANN3) haben Poly-vinylamin mit 1 -[S-Athyl-iso- 
thioureidol-D-glucose-hydrochlorid zu einem Poly-guanyl-Derivat umgesetzt. F. MI- 
CHEEL und H. WESTERMANN 2) stellten aus 1 -[S-Athyl-isothioureidol-D-glucose-hydro- 
bromid und Poly-vinylamin ebenfalls Poly-D-glucosyl-guanyl-vinylamine her. Die 
Kondensationsprodukte sind durch geringe Loslichkeit ausgezeichnet. Mit Rucksicht 
auf die beabsichtigte biochemische Untersuchung und die Ergebnisse von WESTERMANN 
wurden analoge Umsetzungen mit N-Acetyl-1-~-[S-athyl-isothioureido]-~-glucos- 
amin-hydrobromid (11) durchgefuhrt. Die Darstellung des Glucosaminderivates er- 
folgte nach der von F. MICHEEL und W. LENGSFELD4) beschriebenen Methode. 

*) Die Messungen mit den Ultrazentrifugen wurden von HANS RUDOLPH durchgefuhrt 
(vgl. Dissertat. RUDOLPH, Univ. Miinster (Westf.) 1959); wir danken dern WIRTSCHAFTSMINI- 
STERIUM DES LANDES NORDRHEIN-WESTFALEN fur die aus seinen Forschungsmitteln angeschaffte 
Ultrazentrifuge ,,Spinto". 

3) Naturwissenschaften 42, 297 [1955]. 
4) Chem. Ber. 89, 1246 (19561; vgl. auch Dissertat. H. PETERSEN, Univ. Munster 1958. 
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Die aus 11 durch Zusatz einer aquivalenten Menge von 1 n NaOH gewonnene freie 
Base hat in m a i g  verdiinnten Losungen einen pH-Wert von 8.3, das Poly-vinylamin I 
dagegen einen solchen von 11. Poly-vinylamin-hydrochlorid und I1 wurden im Mo1.- 

S G H S  
I . .  -CH-CH2-CH-CH2-.. + HBr.HN=C-NH-- [ AH2 NH2 I I n  NH-AC 

I iH’.-C=O 

.. -CH-CHZ-CH-CH~-. * I1 

/’ 
/ 

r( 

I 
NH.Ac NH.Ac 

III  

. . -CH-CH2-CH-CH2- . * 
I 

NH2 

\V’ 
J L 
/ IV*) \ 

H2C= C=O/ 

I . . -CH-CHz-CH-CH2- .. ] [ . . -!:-CHz-CH-CH2- I . . 
N H - R  

I 
NH.Ac 

H N =C- N H - [N-  Acetyl-P- D-glucosaminyl] n HN=C - N H- [N- Acetyl-(3-D- glucosaminyl] n 

V VII a: R = -Cbo-L-Tyrosyl 
VIIb: R = -L-Tyrosyl 

COaN3 I * * -CH-CH2-CH-CH2-. . 
I [ AI4.R NH2 I I n  

. I 
Cbo.NH-CH 

VIII a :  -Cbo-I.-Tyrosyl 
VIII b: -L-Tyrosyl 

I 1 H 2 C - C - 0  

4 
AC = -CO.CH3 * .  -CH-CH2-CH-CH2-. . 

I 
NH.Ac ] 

[Cbo-~-Tyrosyl] n 
1x 

[ f H  Cbo = - O . C O . C H ~ . C ~ H S  
i- = OH-Gruppe 

*) Diese und die entsprechenden Formeln sollen nicht ausdriicken, da8 jede zweite 
Aminogruppe frei bzw. besetzt ist. 

Verhaltnis 1 : 2 bei pH-Werten zwischen 7 und 9 umgesetzt. Dabei muR der pH-Wert 
durch Zugabe von n/lo NaOH dauernd nachreguliert werden, weil bei der Reaktion 
aus den beiden basischen Gruppen der Reaktionspartner nur eine basische Funktion 
im Kondensat entsteht. Das Poly-glucosaminyl-guanyl-vinylamin IV wurde in waB- 
riger Losung unter Zusatz von Triathylamin mit Keten acetyliert. Nach Dialyse und 
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Gefriertrocknung wurden die Glucosaminreste kolorimetrisch nach der Methode von 
W.T. J. MORGAN und L.A.ELsoNS) bestimmt. Die Versuche haben ergeben, daD bei 
prr-Wert 8.5 die hikhste Kohlenhydrataufnahme erreicht wurde. 

Tab. 1. Abhangigkeit der Glucosaminaufnahme vom pa-Wert 

pH-Wert 1.0 7.5 8.0 8.5 9.0 
Glucosamingehalt in % 4 16 21 22 19 

____-___- _ _ ~ -  

Uberschussiges II erhoht den Grad der Guanylierung wenig (Tab. 2). 

Tab. 2. Abhangigkeit der Glucosaminaufnahme vom Mo1.-Verhaltnis der Komponenten 

Mo1.-Verhaltnis PVA : Glucosaminderivat 1 : l  1 : 2  1:s 
Glucosarningehalt des Kondensationsproduktes in % 20 22 26 

Den EinfluD der Reaktionstemperatur beii  Mol.-Verhdtnis 1 : 2 (PVA: Glucosamin- 
derivat) und pH-Wert 8.5 zeigt Tab. 3. 

Tab. 3. Abhangigkeit der Glucosaminaufnahme von der Temperatur 

Reaktionstemperatur C 21 40 
Glucosamingehalt in % 13 22 

.- 

Die besten Bedingungen fur die Kohlenhydrataufnahmen liegen also beim pa-Wert 
8.5, beim MoL-Verhaltnis der Reaktionspartner 1 : 3 bis 1 : 5 und bei einer Temperatur 
von 40". Ein anschlieBend mit Keten acetyliertes Poly-N-acetyl-D-glucosaminyl-guanyl- 
vinylamin (V) mit einem Gehalt von 24% D-Glucosamin envies sich in der Ultrazentri- 
fuge als weitgehend homodispers (Abbild. 3). 

Abbild. 3 
Sedimentationsbild der 0.5-proz. Losung eines ketenisierten Poly- 
N-acetyl-D-glucosaminyl-guanyl-vinylamins in 0.2 n NaCl; Laufzeit 
85 Min. bei 59780 U/Min. in der Spinco-Ultrazentrifuge, Kanten- 

winkel 40" 

Fur die Kupplung von L-Tyrosin an die Aminogruppen des Poly-vinylamins eignete 
sich das Azid-Verfahren nach TH. CUR TI US^). Die Umsetzung von Poly-vinylamin- 
base mit N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-azid (VI) gelang in Methanol/Wasser (9: 1). Der 
pwWert wurde durch Zugabe von alkoholischer Natronlauge zwischen 7.5 und 8.5 
gehalten (Reaktionstemperatur +So). Das Poly-cbo-tyrosyl-vinylamin (VIII a) wurde 
durch Keten in wariger Liisung unter Zusatz von Triathylamin acetyliert (IX). Nur 
so wurden reine, von Anionen freie Produkte erhalten. DieTyrosinbestimmungen wur- 
den nach der Methode von F. MICHEEL und E. GIESBERT') ausgefuhrt. Die Produkte 

5 )  L. A. ELSON und W. T. J. MORGAN, Biochem. J. 27, 1824 [1933]; K. MEYER, J. PALMER 

6) TH. CURTIUS, J. prakt. Chem. 70, 57 [1904]; Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3226 [1902]. 
7 )  Dissertat. E. GIBEERT, Univ. Miinster (Westf.) 1954. 

und E. SMYTH, J. biol. Chemistry 119, 491 [19371. 
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wiesen durchschnittlich nur einen Gehalt von 5 bis 10% Tyrosin auf. Die Einheitlich- 
keit der Reaktionsprodukte wurde durch Aufnahmen in der Ultrazentrifuge und durch 
elektrophoretische Messungen uberpruft. Ein ketenisiertes Poly-carbobmzoxy-L-tyro- 
syl-vinylamin-Derivat rnit einem Tyrosingehalt von 6 7; ergab irn Spinco-Gerat, 
Modell E, in 0.2 n NaC1-Losung bei 59780 U/Min. die Sedirnentationskonstante 
[s]:: = 1.37 Svedberg (s. Abbild. 4). 

Abbild. 4 
Sedimentationsbild der 0.5- pro^. Losung eines ketenisierten Poly- 
carbobenzoxy-L-tyrosyl-vinylamins in 0.2 I I  NaCI, Laufzeit 90 Min. 
bei 59 780 U/Min. in der Spinco-Ultrazenrrifugc, Kantenwinkel 4 0  

Auch die elektrophoretischen Messungen im Antweiler-Geriit zeigten, da8 das 
Reaktionsprodukt einheitlich ist. 

Fur die Kupplung von Carbobenzoxy-L-tyrosin-azid an Poly-N-acetyl-D-glucos- 
arninyl-guanyl-vinylarnin (IV) wurden Praparate verwendet, die einenGlucosamingehalt 
von 22 bzw. 8 %  aufwiesen. Es wurden dabei die oben beschriebenen Reaktionsbe- 
dingungen eingehalten. Das Produkt, das sich aus der Kupplung der Substanz rnit dem 
hoheren Glucosarningehalt ergab (VIIa), wurde durch Einwirkung von Keten acetyliert 
und in der Ultrazentrifuge und Mikro-Elektrophorese-Apparatur untersucht. Die 
Sedirnentationskonstante wies den Wert [s];: = 1.84 Svedberg gegenuber [s]:;== 1.74 
Svedberg beim Ausgangsprodukt auf (Abbild. 5) .  

Abbild. 5 
Sedimentationsbild der 0.5-proz. Losung eines ketenisierten Poly-N- 
acetyl-o-glucosaminyl-guanyl - N - carbobcnzoxy-L- tyrosyl-vinylamins 
in 0.2nNaCI; Laufzeit 90 Min. bei 59780 U/Min. in der Spinco- 

Ultrazentrifuge 

Die Abspaltung der Carbobenzoxy-Reste wurde in bekannter Weise rnit HBr/Eis- 
essig vorgenornmen (VIIb). Urn die Substanzen fur Tierversuche venvenden zu konnen, 
wurden die Bromionen durch aufeinanderfolgende Dialyse gegen verd. Natriumcar- 
bonatlosung. verd. Salzsaure und zuletzt gegen Wasser gereinigt. 

TIERVERSUCHE MIT DEN POLY-VINYLAMIN-DERIVATEN 

Fur die Tierversuche wurden 111 und die nichtacetylierten Polyvinylarnin-Derivate 
IV, VII b und VIII b herangezogen. Zunachst wurden die Praparate auf antigene Eigen- 
schaften untersucht. Hierzu wurden aktive Immunisierungs-Teste an Kaninchen 
durchgefuhrt. Da die Stoffe IV und VIIIb mit Normalserum unspezifische Fallungen 
ergaben, konnten die Prazipitin-Reaktionen nicht angewandt werden. Einen Anhalts- 
punkt fur  das Vorliegen von antigenen Eigenschaften gab jedoch der anaphylaktische 
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Schock. Den immunisierten Tieren wurde 10 bis 15 Tage nach der letzten Immuni- 
sierungs-Injektion eine bestimmte Menge von IV bzw. VIIIb, die bei unbehandelten 
Tieren noch eine gute Vertraglichkeit aufwies, intravenos injiziert. Dabei zeigte sich, 
daI3 Poly-vinylacetamid (111) keine Schockreaktionen hervorrief. Dagegen zeigten 
folgende Polyvinylamid-Derivate, rnit denen die Tiere immunisiert worden waren, 
einen anaphylaktischen Schock rnit todlichem Ausgang: 

a) Poly-N-acetyl-n-glucosaminyl-guanyl-vinylamin (IV) (24 % Glucosamin) 
b) Poly-L-tyrosyl-vinylamin (VIII b) (9 % Tyrosin) 
c) Poly-~-tyrosyl-N-acetyl-~-glucosaminyl-~anyl-vinylamin (VII b) (1 8 % Glucos- 

amin und 6 % Tyrosin). 
In friiheren Arbeiten haben F. MICHEEL und Mitarbb.*) gezeigt, daD die Bildung von 

Benzpyrentumoren bei Mausen durch subcutane Injektion von Antigenlosungen stark 
eingeschrankt werden kann. Deshalb wurden IV und VIII b analogen Versuchen unter- 
zogen. 

Die Tabellen im Versuchsteil zeigen beim Poly-N-acetyl-D-glucosaminyl-guanyl- 
vinylamin (IV), daD neben einer zeitlichen Verzogerung des Beginns des Auftretens 
der Tumoren in den ersten Wochen nach Auftreten der ersten Tumoren nur ein schwa- 
cher Anstieg in der Tumorquote gegeniiber unbehandelten Tieren zu verzeichnen ist. 

Ein ahnliches Ergebnis liegt bei der Versuchsreihe rnit Poly-L-tyrosyl-vinylamin 
(VIIIb) vor. Das Auftreten der ersten Tumoren venogert sich gegeniiber der nor- 
malen Benzpyrentest-Kurve um etwa 30 Tage. Der Anstieg der Tumorquote ist eben- 
falls flacher als der der normalen Benzpyren-Kurve. Die Tabellen im Versuchsteil 
zeigen die Einzelheiten. Nach wesentlich liingerer Versuchsdauer erreichen die mit 
IV und VIIIb behandelten Tiere eine h l i c h e  Tumorrate wie die Kontrolltiere. 

Wir danken dem KULTUSMINISTERIUM DES LANDES NORDRHEIN-WESTPALEN fur die Bereit- 
stellung von Mitteln aus dem Fonds zur Forderung der Krebsforschung, desgleichen dem 
FONDS DER CHEMISCHEN INDUSTRIE. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Poly-vinylamin-hydrochlorid (I) wird nach den Angaben der Literatur hergestellt 1). Das 
freie Poly-vinylamin wird aus dem Hydrochlorid durch Schiitteln rnit einer lquivalenten 
Menge Natriummethylat erhalten 9). 

N-Acelyl-l-~-[S-athyl-iso~hioureido]-~-glucosamin-hydrobromid (11) wurde nach der von 
F. MICHEEL und Mitarbb. angegebenen Vorschrift dargestellt4). 
N-Curbobenzoxy-L-fyrosin-uzid ( VI)  : 10 g N-Carbobenzoxy-L-ryrosin-athylester 10) werden 

rnit 20 ccm 85-proz. Hydrazinhydrar umgesetzt. Die ziihfliissige Masse beginnt nach kurzer 
Zeit zu kristallisieren und wird nach dem Trocknen iiber Schwefelsiiure aus khan01  um- 
kristallisiert. Ausb. 7 g (70% d. Th.). Schmp. 222”. 

4 g N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-hydrazid werden in 200 ccm 2 n methanol. Salzslure gelost. 
Unter Eiskiihlung wird dieser Losung tropfenweise eine 5-prOZ. methanol. Natriumnitrit- 

8) F. MICHEEL, Angew. Chem. 54, 293 [1941]; F. MICHEEL und H. EMDE, Hoppe-Seyler’s 
Z. physiol. Chem. 266,249 [1940]; 269,217 [1941]; 275, 215 [1942]; 280,88 [1944]; F. MICHEEL 
und H. DORNER, abenda 280, 92 [1944]; F. MICHEEL, H. EMDE und H. DORNER, ebenda 275, 
258 (19421 und weitere Arbeiten. 

9) F. MICHEEL und R. BUNING, Chem. Ber. 90, 1606 119571. 
10) M. BERCMANN und L. ZERVAS, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
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losung zugesetzt, bis kein Nitrit mehr verbraucht wird (5 g NaN02 werden in 5 ccm Wasser 
gelost und auf 100 ccni rnit Methanol aufgefiillt). Die so erhaltene N-Carbobenzoxy-L-tyrosin- 
azid-Losung wird sofort filr weitere Umsetzungen venvendet. 

Poly-vinyloretamid ( I I I )  : Zur Uberfiihrung von Poly-vinylamin-hydrochlorid in Poly- 
vinylacetamid werden 1.5 g des Hydrochlorids in 250 ccm Wasser gelost und mit 3 ccm 
Triathylamin versetzt. Unter Eiskiihlung wird in die Losung 2 Stdn. Keten eingeleitet. An- 
schlienend wird mit Wasser verdunnt, drei Tage gegen dest. Wasser dialysiert, i. Wasser- 
strahlvak. eingeengt und gefriergetrocknet. Ausb. 1.2 g. 

(C4H7NO), (85.1), Ber. N 16.5 Gef. N 15.3 

Die Substanz enthalt keinen Aminostickstoff (van Slyke). 

Umsetzungen von Poly-vinylamin-hydrochlorid mit N-Acetyl-I-/I-[S-arhyl-isothioureidol- 
o-glucosamin-hydrobronrid (11) in Abhangigkeif vom PR- Wert: Je 1 g Poly-vinylamin-hydro- 
chlorid wird in 50 ccm Wasser gelbst, im Thermostaten auf 40" envirmt und rnit n/io NaOH 
auf den gewunschten pa-Wert eingestellt. Zu jeder Losung la8t man langsam unter standigem 
Riihren 10.5 g (2 Moll.) 11, ebenfalls in 50 ccm Wasser gelost, aus einer Biirette zutropfen. 
Durch Zugabe von n/lo NaOH wird der fiir den Zusatz vorgeschriebene pE-Wert streng ein- 
gehalten. Es tritt sofort starker Mercaptangeruch auf. Der pa-Wert mu8 auch nach beendeter 
Zugabe der Isothioharnstoff-Losung kontrolliert werden. Im allgemeinen andert er sich nach 
8 bis IOstdg. Reaktionszeit nicht mehr. Nach 24 Stdn. werden die Reaktionslosungen auf 
Raumtemperatur abgekiihlt und 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert. Die Losungen werden 
filtriert, i. Vak. eingeengt und gefriergetrocknet. 

Fur die Acetylierung mir Kefen werden jeweils 500 mg Reaktionsprodukt in 100 ccm dest. 
Wasser gelost. Nach Zugabe von je 3 ccm Triathylamin wird unter Eiskiihlung in die Lo- 
sungen 2 Stdn. Keten eingeleitet. Die Aufarbeitung der Produkte erfolgt in der iiblichen 
Weise durch Dialyse und Gefriertrocknung. Die Zusammensetzung der Praparate zeigt Tab. 1. 

Umsetzungen von PoIy-vinylamin-hydrochlorid mil N-Acetyl-1-/I-[S-athyl-isothioureidol- 
o-glucosamin-liydrobromid ( I t )  in Abhiingigkeit vom MoL- Verhaltnis der Reaktwnspartner: 
Die Losungen von je 1 g Poly-vinylamin-hydrochlorid in 50 ccni dest. Wasser werden rnit 
n/lo NaOH auf den plr-Wert 8.5 eingestellt und im Thermostaten auf 40' erwarmt. Diesen 
Lasungen werden unter stindiger Kontrolle des pIx-Wertes die in dem gewunschten MoL- 
Verhiiltnis zubereiteten Losungen von I1 zugesetzt. Nach 24 Stdn. werden die Reaktions- 
losungen in der oben angegebenen Weise aufgearbeitet und anschlieDend durch Einwirkung 
von Keten in wa8riger Losung unter Zusatz von Triathylamin acctyliert. 

Die Abliangigkeit der Umsetzung von der Reaktionstemperatur wird bei 21' und bei 40" beirn 
pH-Wert 8.5 und beim Mol.-Verhaltnis der Reaktionspartner 1 : 2 in der oben beschriebenen 
Weise ermittelt. Die Zusammensetzung der verschiedenen Praparate ergibt sich aus den 
Tabellen 2 und 3. 

Umserzungen von Poly-vinylamin ( I )  mit N-Carbobenzoxy-Lf~rosin-arid ( V I )  : Die Um- 
setzungen von Poly-vinylamin rnit N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-azid (Vl) werden in einem 
Losungsmittelgemisch Methanol/Wasser (9 : 1) durchgefiihrt. Die Carbobenzoxy-L-tyrosin- 
azid-Losung la8t man in dem gewiinschten Mol.-Verhaltnis unter Riihren der alkoholischen 
Losung des Poly-vinylamins zutropfen. Der pwWert der Reaktionslosung wird durch ZU- 
gabe alkoholischer Natronlauge zwischen 7.5 und 8.5 gehalten. Die Reaktionstemperatur 
betragt + 5  bis $8". Nach einer Stunde wird das Methanol durch Vakuumdestillation weit- 
gehend entfernt und das klebrige Reaktionsprodukt drei Tage gegen eine 0.5-proz. Natrium- 
carbonatlosung und anschlie8end gegen dest. Wasser dialysiert. Die Acetylierung rnit Keten 
wird in der oben angegebenen Weise durchgefiihrt. 
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Abspaltung der Carbobenzoxy-Reste aus den Poly-carbobenzoxy-L-tyrosyl-vinylamin-Deri- 
vaten VIIa und Vllla: Die Decarbobenzoxylierungen werden rnit einer gesattigten HBr/Eis- 
essig-Losung vorgenommen. Die Produkte werden rnit 36-proz. HBr/Eisessig-Losung iiber- 
gossen und 2 Stdn. im verschlossenen Kolben geschuttelt. Die Substanzen zeigen nur eine 
geringe Loslichkeit in HBr/Eisessig. Danach werden die Reaktionsgemische mit der doppelten 
Menge absol. Ather versetzt, abfiltriert und mehrfach rnit Ather gewaschen. Die waBr. Lo- 
sungen der Produkte werden 3 Tage gegen verd. Salzsaure und 3 Tage gegen dest. Wasser 
dialysiert, eingeengt und gefriergetrocknet. 

Clmsetzungen von Poly-N-acetyl-D-glucosuminyl-guanyl-vinylamin-Derivaten (IV) rnit N- 
Carbobenzoxy-L-tyrosin-azid ( V I )  : Diese Kupplungen werden analog der Umsetzung von 
Poly-vinylarnin mit Carbobenzoxy-L-tyrosin-azid ausgefiihrt. 

Zur Lasung des PVA-Glucosamin-Derivates VIIa ist eine erheblich gr6Dere Menge des 
Losungsmittelgemisches Methanol/Wasser (9: 1) erforderlich. Die Acetylierung rnit Keten 
und die Decarbobenzoxylierung erfolgen in der angegebenen Weise. 

Es werden Priiparate von IV rnit einem D-Glucosamingehalt von 22 bzw. 8% umgesetzt. 
Man erhielt aus ersterem z. B. ein Praparat (nach Abspaltung der Carbobenzoxy-Reste) mit 
18 % D-Glucosamin- und 6 % Tyrosinresten. 

Beschreibung der Tierversuche 
Fiir den anaphylaktischen Test wurden als Versuchstiere Kaninchen verwendet. 
a) Poly-vinylacetamid ( I I I )  : Ein Kaninchen erhielt an 10 aufeinanderfolgenden Tagen 

eine Gesamtdosis von 200 mg Poly-vinylacetamid, in 20 ccm physiologischer Kochsalz- 
losung gelost, in die Ohrvene injiziert. Am 11. Tag nach der letzten Injektion wurden dem 
Tier 30 mg Poly-vinylacetamid, in 3 ccm physiolog. NaCI-Losung gelost, intravenos injiziert. 
Es trat keine Temperaturanderung ein. Messung anal rnit dem elektrischen Thermometer 
,,Thermorapid" *). Sichtbare Verlnderungen im Befinden des Tieres wurden nicht festgestellt. 

b) Poly-N-acetyl-D-glucosaminyl-guanyI-vinylamin ( I V )  (mit einem Gehalt von 24 % 
Glucosamin-Resten, Aminogruppen nicht acetyliert) : Ein Kaninchen mit dem Gewicht 5450 g 
erhielt an  13 aufeinanderfolgenden Tagen eine Gesamtdosis von 235 mg Substanz IV in die 
Ohrvene injiziert. Nach weiteren 13 Tagen wurde der anaphylaktische Test rnit 20 mg Sub- 
stanz, die in 2 ccm physiolog. NaCI-Losung geliist waren, durchgefiihrt. Die Temperatur 
betrug zu Beginn des Versuches 38.15". Nach 8 Min. traten starke KrAmpfe auf. Bis zu diesem 
Zeitpunkt konnte die Temperatur verfolgt werden; sie blieb konstant. Danach war eine 
Ternperaturmessung nicht mehr moglich. Nach weiteren 2 Min. trat Tod ein. 

Der Versuch wurde an einem unbehandelten Tier mit 20mg Substanz wiederholt. Es 
traten keine sichtbaren Veranderungen auf. 

c) Poly-L-tyrosyl-vinylamin ( VIIIb) (mit 9 % Tyrosin, Aminogruppen nicht acetyliert) : 
Einem Kaninchen mit dem Gewicht 5250 g wurde an 11 aufeinanderfolgenden Tagen eine 
Gesamtdosis von 200 mg Substanz in die Ohrvene injiziert. 15 Tage nach der letzten Injektion 
wurde der anaphylaktische Test rnit 20 mg Substanz durchgefiihrt. 9 Min. nach der Injektion 
traten Krampfe auf, nach 12 Min. trat Tod ein. Der Versuch wurde ebenfalls mit einem 
unbehandelten Tier wiederholt. Das Tier erhielt 25 mg Substanz in 2.5 ccm physiologischer 
Kochsalzlosung in die Ohrvene injiziert. Es traten keine sichtbaren Veranderungen im Be- 
finden des Tieres auf. 

d) Poly-Ltyrosyl-N-ucety~-D-glucosaminyl-guanyI-vinylamin ( VI1b) : Einem Kaninchen mit 
dem Gewicht 4890 g wurden an 12 aufeinanderfolgenden Tagen insgesamt 220 mg Substanz 
in die Ohrvene injiziert. Der anaphylaktische Test wurde 14 Tage nach der letzten lnjektion 

*) NETHELER & HINZ, Hamburg. 
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durchgefiihrt. 12 Min. nach der Injektion traten Kriimpfe auf, die nach weiteren 4 Min. zum 
Tod fuhrten. Wahrend des Krampfzustandes war auch hier eine Temperaturmessung nicht 
moglich. 

Beeinflussling van experimeniell erzeugien Benzpyreniumoren durch Poly-vin.vlamin-Derivaie: 
Als Versuchstieren wurden weiDen Mausen 2 ma1 im Abstand von 3 Tagen je 0.5 mg Benzpyren, 
in 0.2 ccm Olivenal gelost, subcutan in die linke Flanke verabfolgt. Nach einer Woche er- 
hielten die Mause 2 ma1 wachentlich 15 y Testsubstanz (in je 0.2 ccm physiologischer Koch- 
salzlosung gelast) in die rechte Flanke injiziert (subcutan) 8). 

a) Poly- N-aceiyl-D-g~ucosaminyl-guany~-viny~amin (I V )  (24 % Glucosamin, Aminogruppen 
nicht acctyliert): Fur diesen Test wurden 45 Mause eingesetzt, von denen bis zum 60. Tag 
kein Tier starb. Bis zum 90. Tag starben 3 Tiere ohne Tumor. Die Auswertung wurde daher 
auf 42 Tiere bezogen. Der Vergleich der Tabellen 4 und 5 zeigt, daD eine erhebliche Verzo- 
gerung des Auftretens von Benzpyrentumoren gegeniiber unbehandelten Tieren auftritt. 
Gleichfalls ist zu erkennen, daD die Tumorquote wesentlich tiefer als bei den Tieren liegt, 
die nur mit Benzpyren behandelt worden sind. 

b) Pol~~-~-fyrosyl-vinylamin ( VIIIb)  (9 % Tyrosin, Aminogruppen nicht acetyliert): Es 
wurden 44 Mause eingesetzt, von denen bis zum 60. Tag eine Maus und bis zum 90. Tag 
insgesamt 5 Mause ohne Tumor starben. Die Auswertung wurde daher auf 39 Tiere bezogen. 
Tab. 6 zeigt die starke VcrzBgerung im Auftreten der Tumoren sowie eine Erniedrigung der 
Tumorquote gegenuber unbehandelten Tieren. 

Tab. 4. Auswertung der Ticrversuche bei Verabreichung von Poly-N-acetyl-D-glucosaminyl- 
guanyl-vinylamin (IV) + Benzpyren 

Tage 68 82 87 90 103 110 118 124 130 139 146 151 
Zahl 1 1  I 1  4 4 9 1 4  1 4 1 6 2 0 2 1  

____ - - _____ 

Tumortrager 
in %*) 2.4 2.4 2.4 2.4 9.5 9.5 21.5 33  33 38 46.5 50 
*) Bczogen auf 42 Tiere 

Tab. 5 .  Auswertung der Tierversuche bei Verabreichung von Benzpyren 

Tage 60 70 80 90 100 110 120 130 
Tumortrager in % 4 18 36 58 61 80 84 85 

Tab. 6. Auswertung der Tierversuche bei Verabreichung von Poly-L-tyrosyl-vinylamin 

- - - _ _  - _ _  __  -~ - - - - - _- - - _- 

(VIII b) + Benzpyren 
- - _ _  

Tage 68 71 87 90 103 110 118 124 130 139 146 151  158 165 173 
Zahl 0 0 0 0 3 3 8 I 1  11 12 18 20 21 23 25 
Tumortrager 

in %**) 0 0 0 0 7.7 7.7 20.5 28 28 30.5 46 51 54 59 64 
**) Ekzogen auf 39 Ticre 


