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Zusammenfassung.

Durch Kultur des Penicilliumstammes 889 auf einer Nihr-
léosung, die als Kohlenstoffquelle ausschliesslich Rhamnose enthielt,
wurde ein Enzym gebildet, das Proscillaridin A in das bisher unzu-
gingliche primire Aglykon Scillarenin und Rhamnose spaltet.
Durch Oxydation der im Scillarenin erhaltenen Hydroxylgruppe an
C3 konnte ein «,f-ungesittigtes Keton gewonnen werden, das sich
als identisch erwies mit dem Anhydro-telocinobufagon, einem Abbau-
produkt des Krotengiftes Telocinobufagin. Da in beiden Priparaten
der doppelt ungesittigte sechsgliedrige Lactonring unversehrt ge-
blieben ist, so beweist ihre Identitit, dass Scillaglykoside und
Krotengifte dieselbe Lactonseitenkette besitzen.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium ,,Sandoz‘‘, Basel.

285. Probleme der Blutgerinnung.
4. Mitteilung®).
B-Heparin, ein neuer, blutgerinnungshemmender
Mucoitinschwefelsdureester
von R.Marbet und A. Winterstein.
(13. X. 51.)

Bei der Fabrikation von Heparin aus Rinderlungen sind uns in
betrichtlicher Menge Nebenprodukte angefallen, die ihrer chemischen
Natur nach — ebenso wie Heparin selber — als Mucoitinschwefel-
sidureester anzusprechen sind. Threm physiologischen Verhalten nach
unterscheiden sich diese Nebenprodukte vom Heparin durech ihre sehr
viel geringere blutgerinnungshemmende Wirkung. Wihrend reinstes
Heparin aus Rindslungen (d.h. der Mucoitin-trischwefelsdureester)
eine Wirksamkeit von 130 i. E./mg besitzt, weist das Gemisch der
Nebenprodukte nur einen Titer von 3 bis 5 i. E./mg auf.

Die nihere Untersuchung dieser Nebenprodukte erscheint sowohl
theoretisch als auch praktisch von Interesse. Sie stellen ein ideales
Ausgangsmaterial fiir die Erforschung der Mucopolysaccharide dar,
die als integrierende Bestandteile der Grundsubstanzen des Mesen-
chyms eine wichtige Rolle im Rheumaproblem spielen2), Ferner
scheint es denkbar, dass in diesen Nebenfraktionen Zwischenstufen

1) 8. Mitteilung, siehe Helv. physiol. pharmacol. acta 9, 24 (1951).
%) Siehe hiezu R. Marbet & 4. Winterstein, Exper. 1951 im Druck.
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der biologischen Heparinsynthese enthalten sind, die sich besonders
gut fiir die Partialsynthese von Anticoagulantien eignen wiirden?).

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, die Nebenprodukte in reiner
Form darzustellen und zu untersuchen, in welchen Beziehungen sie
zum Heparin stehen.

Die Fraktionierung zeigte zunéchst, dass es sich um ein Sammel-
surium verschiedenster Mucopolysaccharide handelt, von denen der
grosste Teil sulfiert, ein kleinerer Teil unsulfiert ist. Bis jetzt ist uns
die Abtrennung von drei einheitlichen wohldefinierten Verbindungen
gelungen. Die eine davon konnten wir auf Grund ihrer chemischen
und physiologischen Eigenschaften (keine blutgerinnungshemmende
Wirkung) als Knorpel-Chondroitinschwefelsiure, d.h. Chondroitin-
schwefelsiure A nach Karl Meyer?) identifizieren. Eine zweite Sub-
stanz erwies sich als eine schwefelfreie Hexuronsdure-Aminozucker-
verbindung, die sich gegeniiber der Chondroitinschwefelsdure durch
hohe Viskositit auszeichnet. Diese Substanz ist linksdrehend (—409).
Ob es sich dabei um eine Vorstufe der Chondroitinschwefelsdure oder
um eine Art Hyaluronsiure handelt, wird die ndhere Untersuchung
ergeben.

Eine Chondroitinschwefelsiure besonderer Art ldsst sich aus dem
Gemisch der Nebenprodukte in Form ihres in verdiinntem Methanol
unléslichen Zinksalzes abtrennen. Diese Substanz zeigt im Gegensatz
zu den bisher bekannten Chondroitinschwefelsiuren eine ausgeprigte
blutgerinnungshemmende Wirkung von 36 i. E./mg. Beziiglich der
biologischen Wirksamkeit ist diese Verbindung zu den
Heparinen zu zdéhlen, wihrend sie, wie die nachfolgenden
Befunde zeigen, beziiglich der chemischen Natur zu den
Chondroitinschwefelsiuren zu rechnen ist.

Dieses neue Anticoagulans bezeichnen wir als g-Heparin.

Zur Nomenklatur: Die Bezeichnung ,,Heparin‘ wurde 1918 von Howell & Holt?)
fiir das von Mc Lean 19164) aus Hundeleber isolierte physiologische gerinnungshemmende
Agens eingefiihrt. In der Folge zeigte sich, dass in der Natur nicht nur ein Heparin vor-
kommt, dass also der Begriff ,,Heparin‘ nicht eng umrissen ist. L. B. Jagues®) hat z. B.
gezeigt, dass beziiglich der biologischen Wirksamkeit grosse Unterschiede zwischen den
Heparinen verschiedener Tierarten bestehen. Fiir reinstes Bariumheparinat aus Hunde-
Ieber findet er eine Aktivitdt von 240 i.E./mg, fiir das Bariumheparinat aus Schafslunge
eine solche von 23 i.E./mg. Die Verhiltnisse komplizieren sich noch durch die von Jorpes®)
gemachten Feststellungen, wonach ein Heparin aus einer gegebenen Tierart nicht eine
einheitliche Verbindung, sondern ein Gemisch von Mucoitinmono-, di-, und trischwefel-
shureestern darstellt.

1) Wie wir a.a. Q. ausfiihrlich darlegen werden, fithrt die Sulfierung dieser Produkte
zu Anticoagulantien, deren Aktivitit zum Teil hoher liegt als diejenige des internationalen
Heparinstandards. (Das Verfahren ist zum Patent angemeldet.)

) Karl Meyer & M. M. Rapport, Science 113, 596 (1951).

3) W. H. Howell & E. Holt, Am. J. Physiol. 47, 328 (1918).

4y J. McLean, Am. J. Physiol. 41, 250 (1916).

5y L. B.Jaques, E. T'. Waters & A. F. Charles, J. Biol. Chem. {44, 229 (1942).

8y J. E. Jorpes & 8. Gardell, J. Biol. Chem. 176, 267 (1948).
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Wie wir in unserer dritten Mitteilungl) zeigten, erscheint nach parenteraler Verab-
reichung von Heparin eine betrichtliche Menge von Anticoagulans im Urin. Dieses unter-
scheidet sich vom applizierten Heparin durch ein wesentlich kleineres Molekulargewicht
und geringere Aktivitdt. Fiir das aus dem Urin ausgeschiedene Heparin haben Best &
Jagques?) die Bezeichnung ,,Uroheparin® vorgeschlagen.

‘Das von uns neu aufgefundene Anticoagulans bezeichnen wir als g-Heparin, weil
es offenbar f-glukosidische Bindungen besitzt ({«]p, = — 60°]). Fiir den Heparin-trischwefel-
siureester aus Rindslungen, der praktisch mit dem internationalen Heparinstandard
identisch ist, wihlen wir die Bezeichnung a-Heparin, da es sich hier um eine Verbindung
mit «-glukosidischen Bindungen handelt ([a]y, ==+ 509).

Die Abtrennung des S-Heparins von den anderen Mucoitin-
schwefelsdureestern gelang uns auf Grund der unterschiedlichen Los-
lichkeit der Zink- und Cadmiumsalze des g-Heparins einerseits und
des x-Heparins, sowie der Chondroitinschwefelsdure andererseits: Die
Isolierung geschieht im Prinzip in der Weige, dass das g-Heparin
aus 45-proz. methylalkoholischer Losung als Zinksalz niedergeschlagen
wird, wihrend «-Heparin, Chondroitinschwefelsiure und andere
Mucoitinschwefelsdureester in Losung bleiben.

Seiner elementaren Zusammengsetzong nach entspricht das g-
Heparin der Summenformel (C,,H,,0,,NSNa,),. Vom «-Heparin unter-
scheidet es sich also zunidchst dadurch, dass es nicht drei, sondern
nur eine Sulfogruppe enthilt. Die Summenformel stimmt mit der-
jenigen der Chondroitinschwefelsdure iiberein3).

Als Bausteine enthilt das g-Heparin Uronsdure, Galaktosamin
(Chondrosamin)4), Schwefelsdure und Essigsdure in #dquimolarem
Verhiltnis. Auch hierin lisst sich A-Heparin von der Chondroitin-
schwefelsiure nicht unterscheiden; es handelt sich somit in beiden
Fillen um Mucoitinmonoschwefelsiureester.

Die Toluidinblaureaktion (Metachromasie) fallt bei g-Heparin
und Chondroitinschwefelsdure genau gleich aus.

Beachtlich ist die Tatsache, dass S-Heparin im Gegensatz zu
«-Heparin, als Aminozucker nicht Glucosamin, sondern Galaktosamin
enthilt. Das neue blutgerinnungshemmende Agens gehort
somit in die Galaktosaminreihe.

Gemiss den Untersuchungen von Jorpes und Mitarb.5) Wolfrom
und Mitarb.®) sowie von Meyer & Schwartz?) ist beim Heparin —

1) 3. Mitteilung, siche Helv. physiol. pharmacol. acta 9, 24 (1951).

2y C. H. Best & L. B. Jaques, Ann. of the New York Acad. of Sci. 49, 501 (1948).

3y K. H. Meyer, M. E.Odier & A. E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948).

%) Die Isolierung von Galaktosamin aus derartigen Verbindungen bereitet bekannt-
lich gewisse Schwierigkeiten (siehe z. B. J. K. Jorpes & S. Gardell, J. Biol. Chem. (76,
271 [1948]). Unter Einschaltung einer kleinen Modifikation gelangten wir schliesslich nach
dem von Karrer & Mayer (Helv. 20, 407 [1937]) beschriebenen Verfahren in guter Ausbeute
zu reinem Galaktosamin.

5) J. E. Jorpes, H. Bostrom & V. Muit, J. Biol. Chem. 183, 607 (1950).

8y M. L. Wolfrom, D, I. Wiesblatt, J. V. Karabinos, W. H. McNeely & J. McLean,
Am. Soc. 65, 2077 (1943).

"y K. H. Meyer & D. E. Schwartz, Helv. 33, 1651 (1950).
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im Gegensatz zu fritheren Auffassungen — die Aminogruppe nicht
acetyliert, sondern sulfiert. Die hohe Aktivitdt der Heparin-trischwefel-
siure scheint, wie der Arbeit von Jorpes und Mitarb. zu entnehmen
ist, auf die NH-SO,H-Gruppe zuriickzufiihren zu sein.

- ¥

Glucosamin, HCl aus «-Heparin Galaktosamin, HCl aus g-Heparin
(Vergr. 40:1). (Vergr. 140:1).

Fiir das g-Heparin konnten wir hingegen folgendes feststellen:
Die Aminostickstoffbestimmung nach Van Slyke fillt negativ aus;
die Aminogruppe ist somit nicht frei. Die Acetylbestimmung ergab,
berechnet fiir eine Acetylgruppe, den nahezu theoretischen Wert von
8,879%,. O-Acetyl ist nicht vorhanden.

f-Heparin unterscheidet sich von «-Heparin also auch
dadurch, dass die Aminogruppe nicht sulfiert, sondern
acetyliert ist.

Chondroitinschwefelsiure enthilt ebenfalls eine acetylierte Amino-
gruppel), unterscheidet sich also diesbeziiglich nicht von g-Heparin.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen g-Heparin einerseits und
«-Heparin sowie Chondroitinschwefelsiure andererseits besteht in der
optischen Aktivitit. Der Heparin-trischwefelséureester ist rechts-
drebend ([o«Jp = + 5092), Chondroitinschwefelsdure linksdrehend
([«lp = —309), wiihrend g-Heparin eine Drehung von —600 aufweist.

Von der Chondroitinschwefelsiure unterscheidet sich das g-
Heparin somit ausser der verschiedenen Ldslichkeit der Zink-, bzw.
Cadmiumsalze vor allem durch die physiologische Wirkung und die
optische Aktivitit.

1) K. H. Meyer, M. E. Odier & A. E. Siegrist, Helv. 3{, 1400 (1948).
2) Siehe z.B. L. B.Jaques, E.7T. Waters & A.F.Charles, J.Biol. Chem. 144, 229 (1942).
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Chargaff und Mitarb.!) haben die These aufgestellt, dass die blut-
gerinnungshemmende Wirkung derartiger Stoffe abhingig ist vom
Sulfierungsgrad und vom Molekulargewicht. Dass der Schwefelgehalt
fir den Fall der Heparine eine massgebliche Rolle spielt, ist schon
verschiedentlich nachgewiesen worden (siehe z. B. Jorpes & Gardell?)).
Uber die Beziehung zwischen Molekulargewicht und Aktivitit haben
wir bei der Untersuchung des sogenannten Uroheparins?) einige An-
haltspunkte gewonnen. Prinzipiell ergibt sich, dass mit fallendem
Molekulargewicht, bzw. sinkender Viskositdt die Aktivitit abfillt.

Fir das f-Heparin fanden wir folgende Visko«itét:

Losungsmittel . 0,5-n. NaCl H,0 H,0 H,0
Konzentration . 0,5% 1,09 2,0%, 3,0%
Zyn . ... .. 0,274 0,511 0,477 0,439

Vergleichsweise untersuchten wir unter den gleichen Bedingungen
ein besonders reines Chondroitinschwefelsiurepriparat ([a]p = —
32,59), fiir welches wir folgende Werte fanden:

Losungsmittel . 0,5-n. NaCl H,O H,0 H,0
Konzentration . 0,5% 1% 29, 3%
Zn ... 0,464 1,125 1,052 1,115

Unter der Voraussetzung, dass auch in diesem Falle die Staudin-
ger’sche Beziehung#?) zwischen Molekulargewicht und Viskositit ihre
Geltung hat, ergibe sich fiir 8-Heparin ein Molekulargewicht, welches
nur etwa halb so gross ist als dasjenige der Chondroitinsechwefelsdure,
fiir welche Meyer und Mitarb.5) einen Wert von 27000—32900 an-
geben. g-Heparin wiirde sich darnach nur wenig von «-Heparin unter-
scheiden, dessen Molekulargewicht mit 16 000 angegeben wird?).

Worauf die Tatsache zuriickzufithren ist, dass Chondroitin-
schwefelsiure im Gegensatz zu f-Heparin praktisch keine gerinnungs-
hemmende Wirkung besitzt, konnen wir zur Zeit noch nicht erkliren.

Nach den neuesten Untersuchungen von Wolfrom?) sind die Bau-
steine des Heparins, ndmlich Glueosamin und Glucuronsiure, fol-
gendermassen miteinander verkniipft:

COOH CH,0H
H O H
H
OH H
—0
H OH H  NHSOH

+2 SO,H

E. Chargaff, F. W. Bancroft & M. Stanley-Brown, J. Biol. Chem. 115, 165 (1936).
J. B. Jorpes & 8. Gardell, J. Biol. Cttem. 176, 267 (1948).

3. Mitteilung, siche Helv. physiol. pharmacol. acta 9, 24 (1951).

H. Staudinger, Die hochpolymeren Verbindungen. Berlin 1932.

K. H. Meyer, M. E. Odier & A. E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948).

R. Jensen, O. Snellmann & B. Sylvén, J. Biol. Chem. {74, 265 (1948).

M. L. Wolfrom, R. Montgomery, J. V. Karabinos & P. Rathgeb, Am. Soc. 72, 5796
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Die Lage der 3 Sulfogruppen fiir einen Heparin-trischwefelsiure-
ester ist noch nicht festgelegt, sicher steht nur, dass die Aminogruppe
sulfuryliert) und nicht, wie bei dhnlichen Verbindungen, z. B.
Chondroitinschwefelsiiure und Hyaluronsiure, acetyliert ist.

Obiges Formelbild steht in enger Beziehung zu der von Meyer,
Odier & Siegrist?) fir die Chondroitinschwefelsdure aufgestellten
Strukturformel,

COOH CH,0H
" 0
l H
0 H
OH H
H OH H NHCOCH,

+ SOgH

sowie der von Meyer & Fellig?) fiir die Hyaluronsdure aufgestellten
Formel.

cooH CH,OH
° 0 0
] H 1 H H
0 H 0 o H
OH H H
H OH H NHCOCH,

Auf Grund der stark negativen Drehung, die auf g-ghikosidische
Bindungen hindeutet, ldsst sich fiir das p-Heparin in Analogie zu
obigen Formelbildern folgende Grundformel zur Diskussion stellen:

COOH CH20H
| H
3 >r
OH
NHCOCH
H + SO,H s

Besprechung der Ergebnisse.

Die Zusammenstellung der physikalischen und chemischen Unter-
suchungsergebnisse fiir das f-Heparin ergibt folgendes Bild:

Y K. H. Meyer & D. E. Schwartz, Helv. 33, 1651 (1950).
%) K. H. Meyer, M. B. Odier & A. E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948).
3y K. H. Meyer & J. Fellig, Exper. 6, 186 (1950).
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C1aH1y0,NSNa, Berfchnet Gefunden
%o %
C .. ... 33,40 33,18
H . ... . .0 0000 3,80 3,66
N@Dumas) . . . . . . . . .. ... .. 2,70 2,95
N (Van 8lyke). . . . . . . . . . . . . . ... 0,00 0,00
S (Cartws) . . . . . . . . ... ... 6,37 6,28
S (durch Saurehydrolyse). . . . . . . . . .. 6,37 5,85
N-Acetylals CO-CHy. . . . . . . . .. 8,55 8,87
O-Acetyl (Kunz) . . . . . . . . . . . . ... 0,00 0,00
Na (als Abrauchriickstand) . . . . . . . . . . . 9,14 8,91
Na (als Na-Zn-Uranylacetatsalz) . . . . . 9,14 9,10
Galaktosamin, HCI (praparativ isoliert) . . . . . . 42.8 30,5
Uronséure (Tollens) . . . . . . . . . . .. 38,5 38,1

Die nihere Untersuchung und die vergleichenden Betrachtungen
mit #dhnlichen Verbindungen fiihrten zur Erkenntnis, dass das g-
Heparin beziiglich seiner biologischen Wirksamkeit dem «-Heparin
ahnelt, wihrend es beziiglich der chemischen Natur eher der Chon-
droitinschwefelsdure an die Seite zu stellen ist.

Die vergleichenden Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst:
f-Heparin Chondroitin- Hyaluron- o-Heparin
aus Rinds- schwefelsdure sdure aus aus Rinds-
lungen aus Knorpel Nabelschnur lungen
Aminozucker . Galaktosamin | Galaktosamin Glucosamin Glucosamin
Amino-N. . acetyliert acetyliert acetyliert sulfiert
Glukosidische
Bindung . B B I o
{alp - . - 60° - 300 - 60° +50°
Sulfogruppen . 1 1 0 3
Gerinnungs-
hemmung 36 i.E./mg 0 0 130 i.E./mg

Experimenteller Teil.

Isolierung von g-Heparin. Das folgende Schema (S. 2318) gibt einen Uberblick
iiber den Weg zur Isolierung und Reinigung von §-Heparin.

1. Stufe: 1 kg des Mucoitinschwefelsiuregemisches wie es aus der Mutterlauge der
Heparinherstellung durch Fallen mit Alkohol isoliert werden kann, wird in 11 1 10-proz.
Zinkchlorid gelost und die Losung mit 9 1 Methano! versetzt. Der Niederschlag wird ab-
zentrifugiert und zweimal mit einer Losung von 5% Zinkchlorid in 45-proz. Methanol
ausgewaschen, Der ausgewaschene Riickstand wird mit Methanol und Ather getrocknet.

Ausbeute: 100 g Fraktion A; Aktivitat: 20 i.E./mg; [«]%: —25°
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Tabhelle

1. Stufe: Behandlung der Heparinnebenprodukte mit Zinkchlorid in 45%, Methanol. Reste
von «-Heparin sowie deren Mono- und Disulfosiuren — Chondroitinschwefel-
séduren etc. bleiben grosstenteils in Losung.

Uberfithrung des schwerldslichen Zinksalzes mittels Soda in
l das Natriumsalz

Fraktion A [a}p, = —25°

2. Stufe: Fallung mit Bariumacetat in 35-proz. Essigsiure. g-Heparin wird ausgefallt;
Chondroitinschwefelsiuren etc. bleiben in Lésung.
Uberfiihrung des schwerléslichen Bariumsalzes mittels Soda in
das Natriumsalz

Fraktion B fafp =—32°
3. Stufe: Fallung als schwerldsliches Zinksalz in 45-proz. Methanol.

l

Fraktion C folp=~51°
4. Stufe: Fallung mit Bariumacetat in 25-proz. Essigsaure.
l Zerlegung mittels Soda
Fraktion D = f-Heparin [o];, = —60°

2. Stufe: 100 g Fraktion A werden in 1,8 1 Wasser gelist und mit 600 cm? Eisessig
versetzt. Dazu gibt man eine 80° warme Losung von 240 g Bariumacetat in 2,4 1 25-proz.
Essigsiure. Es fallt ein schwerlosliches Bariumsalz aus, das abzentrifugiert und zweimal
mit einer Losung von 59, Bariumacetat in 25-proz. Essigsaure ausgewaschen wird. Nun
homogenisiert man den Niederschlag mit 1 1 Wasser und versetzt mit 1 1 10-proz. Soda-
16sung. Das ausgeschiedene Bariumcarbonat wird abgenutscht, 2mal mit wenig 5-proz.
Sodalésung ausgewaschen und das Filtrat mit Essigsiure auf pH 6 gestellt. Durch Zusatz
von 3 1 Methanol erhalt man ein noch etwas a-heparinhaltiges §-Heparin, welches in iib-
licher Weise mit Alkohol und Ather getrocknet wird.

Ausbeute: 30 g Fraktion B; Aktivitat: 50 i.E./mg; [oc]ZDO: —320

3. Stufe: 30 g Fraktion B werden in 6,2 1 einer 10-proz. Zinkchloridldsung gelost
und unter starkem Riihren mit 5 1 Methanol versetzt. Das Zinksalz des f-Heparins fillt
als voluminoser Niederschlag aus. Man zentrifugiert ab, wischt den Riickstand so oft
mit einer Lésung von 5% Zinkchlorid in 45-proz. Methanol aus, bis eine Probe der Wasch-
16sung beim Versetzen mit dem gleichen Volumen Methanol keine Fiallung mehr gibt
(Abwesenheit von o-Heparin). Hierauf trocknet man mit Alkohol und Ather.

Ausbeute: 25 g Fraktion C; Aktivitat: 31 1 E./mg; [af5: — 510,

4. Stufe: 25 g Fraktion C werden in 600 cm?® Wasser geldst, die Losung mit 200 cm3
Eisessig versetzt und das S-Heparin durch Zugabe von 800 cm? einer 80° warmen Losung
von 10%, Bariumacetat in 25-proz. Essigsiure gefillt. Das Bariumsalz wird abzentrifugiert
und so oft mit einer Lésung von 5% Bariumacetat in 25-proz. Essigsiure ausgewaschen,
bis eine Probe der Waschlosung beim Versetzen mit dem gleichen Volumen Methanol
keine Fillung mehr gibt (Abwesenheit von Chondroitinschwefelsdure). Das vollstéindig
ausgewaschene Bariumsalz des f-Heparins wird mit 250 cm? Wasser homogenisiert
und mit 250 cm? 10-proz. Sodaldsung versetzt. Durch Nutschen trennt man das Barium-
carbonat ab und fillt aus der auf pH 6 eingestellten Losung das Natriumsalz des §-
Heparins mit 600 cm? Methanol aus.

Ausbeute: 20 g Fraktion D; Aktivitdt: 36 i.E./mg
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5,196 mg Substanz gaben 5,380 mg CO, und 2,219 mg H,0
13,220 mg Substanz gaben 0,296 cm?® N, (22° 737 mm)
19,500 mg Substanz gaben 7,600 mg BaSO,
31,470 mg Substanz gaben 7,376 mg Na,SO,
36,040 mg Substanz gaben 186,760 mg Na-Zn-uranylacetat
36,040 mg Substanz gaben beim Trocknen bei 65° und 0,02 mm wihrend 85 Std. einen
Gewichtsverlust von 5,342 mg
C,H;y0,NSNa, DBer. C 3344 H 3,80 N 2,70 S 6,37 Na 9,15%
Gef. ,, 33,18 ,, 3,66 ,, 2,95 ,, 6,28 ,, 8,91; 9,109
Optische Aktivitat: [o]% =—60° (c = 2,20 in Wasser)
Aminostickstoff nach Van Slyke: Ber. 0,0 Gef. 0,009,

Galaktosaminaus §-Heparin. 10 g f-Heparin werden in 200 cm? Wasser gelost,
mit 100 cm?® Methanol versetzt und aus dieser Losung das g-Heparin durch Zusatz einer
Losung von 20 g Bariumacetat in 200 cm? 33-proz. Methanol ausgefallt. Man wéscht
das tiberschiissige Bariumacetat mit 50-proz. Methanol vollstindig aus und trocknet in
iiblicher Weise mit Alkohol und Ather.

Das Bariumsalz wird in 200 cm3? 25-proz. Salzsdure gelost und wihrend 12 Std.
am Riickfluss gekocht. Nun versetzt man die dunkel gefarbte Losung mit 0,5 cm? konz.
Schwefelsdure, verrithrt mit 5 g Entfairbungskohle und nutscht ab. Der Riickstand wird
2mal mit Wasser ausgewaschen und die klare, schwach gelb gefirbte Lésung im Vakuum
bis zur Sirupdicke eingedampft. Man nimmt in 100 cm® Methanol auf, filtriert von etwas
ungelosten Anteilen ab und versetzt mit Ather bis zum Auftreten der ersten Tritbung.
Innert wenigen Std. kristallisiert Galaktosamin-hydrochlorid aus. Durch weitere por-
tionenweise Atherzugabe kann der Niederschlag verstirkt werden. Ausbeute: 2,6 g.

Durch Eindampfen der Mutterlauge, Lésen in Methanol und Versetzen mit Ather
lassen sich weitere 0,45 g isolieren. Totalausbeute: 3,05 g = 71% der Theorie. Umkri-
stallisieren aus Methanol-Ather: Smp. 1809 (u. Zers.)!). Das Priparat ist mutarotierend :

(a]fy =+ 1220 —» + 920,
Zur Analyse wurde 48 Std. im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.
23,300 mg Substanz gaben 15,246 mg AgCl
7,014 mg Substanz gaben 0,410 cm® N, (23,5°%, 726 mm)
C¢H,,O,NC1 Ber. Cl. 16,45 N 6,49%  Gef. C1 16,19 N 6,43%

Kristallographische Angaben: Herrn Dr. Waldmann, Basel, verdanken wir folgende
Angaben zu den von ihm gemachten Kristallaufnahmen:

1. Glucosamin, HCl. Grobe Kristalle aus Wasser, stellen die reine «-Form dar
(Isomerie an C,). Lichtbrechung n, = 1,561, n, = 1,566. Doppelbrechung extrem niedrig,
moglicherweise sehr hohe optische Aktivitdt des Kristalles. Symmetrie monoklin.?)

2. Galaktosamin, HCI. Aus alkohol. HCl. Rosetten aus mehr oder weniger breiten
Kristalinadeln. Definierte Kristallformen nicht erkennbar. Lichtbrechung n, = 1,527,
n, = 1,561. Doppelbrechung viel hoher als beim Glucosamin, HCL Die niedrigere Licht-
brechung verliduft in der Nadelachse.

p-Methoxy-benzalaminogalaktose: Zur weiteren Charakterisierung des Aminozuckers
haben wir die Schiff’sche Base mit Anisaldehyd hergestellt:

1 g Galaktosamin aus §-Heparin wird in 4,5 cm?® 1-n. Natronlauge gelést, mit
0,7 cm?® Anisaldehyd versetzt und 1 Std. geschiittelt. Die Lésung erstarrt zu einem Kristall-
brei. Man nutscht ab und wischt mit Wasser, Alkohol und Ather. Ausbeute: 80% der
Theorie. Zur Reinigung wird in Pyridin geldst und mit Ather gefallt: Smp. 1500 (u. Zers.).

Fiir p-Methoxy-benzalglucosamin, welches nach Bergmann & Zervas®) bei 166°
(korr.) schmilzt, fanden wir einen Smp. von 164° (u. Zers.). Eine Mischprobe der beiden
Praparate ergab einen Smp. von 139—142°.

1) Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.
2) P. Groth, Chemische Krystallographie 3, 440.
3y M. Bergmann & L. Zervas, B. 64, 975 (1931).
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Uronsiiure: Qualitativer Nachweis: Eine 5-proz. Losung von §-Heparin in 18-proz.
Salzsdure gibt beim Erwidrmen mit Naphthoresorcin die fiir Uronséuren charakteristische
blauviolette Farbung (7Tollens?)).

Quantitativer Nachweis: 5,0 g iiber P,0; getrocknetes (-Heparin werden mit
100 cm?® 18-proz. Salzsdure 6 Std. in der von Tollens & Lefévre?) beschriebenen Apparatur
gekocht. Das freigesetzte Kohlendioxyd wird in 5 em?® 50-proz. Kalilauge aufgefangen.
Nach Beendigung der Reaktion wird die Lauge mit 3 cm® Wasser versetzt und das Car-
bonat durch Zusatz von 100 cm? gesattigter Bariumhydroxydlsung ausgefillt. Das
Bariumcarbonat wird abgenutscht, mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute:
1,94 g entspr. 99% der Thearie.

Sulfosiurenachweis: Die beim vorigen Versuch im Reaktionsgefass zuriickbleibende
salzsaure Losung wird durch Kohle filtriert, die Kohle zweimal mit Wasser ausgewaschen
und die Lésung mit iiberschiissigem Bariumacetat versetzt. Das ausgeféllte Bariumsulfat
wird in iiblicher Weise isoliert. Ausheute: 2,15 g entspr. 92% der Theorie.

N-Acetylbestimmung: Die Acetylbestimmung wurde in der von Viditz®) beschrie-
benen Apparatur durchgefiihrt, wobei fiir die Verseifung statt Phosphorwolframsaure
p-Toluolsulfoséure verwendet wurde. 0,5 cm? einer ca. 6-proz. Losung von f-Heparin
werden mit 1 ¢m?® einer 25-proz. Lisung von Toluolsulfosdure erwérmt, die Saure durch
Zusatz von 0,5 cm® 1-n. NaOH abgestumpft und die gebildete Essigsiure abdestilliert.
31,470 mg Substanz (H,0-Gehalt 14,829,) verbrauchten 5,540 cm3 0,01-n. NaOH (Faktor
der Lauge = 0,9968)

C,H,,0,,NSNa, Ber. CH;CO— 8,656 Gef. CH;CO— 8,87%

Die analoge Untersuchung des a-Heparins ergab folgende Werte:

45,140 mg Substanz verbrauchten 0,366 cm?® 0,01-n. NaOH
C,,H,;0,,NS;Na;, Ber. CH;CO— 0,00 Gef. CH,CO— 0,03%

Um auch die Moglichkeit auszuschliessen, dass die gefundene Essigsiure von even-
tuell beigemengtem Natriumacetat herriihrt, haben wir g-Heparin mit kochsalzhaltigem
Methanol umgefallt und folgende Werte gefunden:

43,980 mg Substanz (H,0-Gehalt 15,25%,) verbrauchten 7,02 cm?® 0,01-n. NaOH (Faktor
der Lauge = 0,9968)
€, H,,0,,NSNa, Ber. CH,CO— 8,55 Gef. CH,CO— 8,11%

O-Acetylbestimmung : O-Acetyl konnte nach der Methode von Kunz & Hudson*) nicht
nachgewiesen werden, wie dies bei der Alkalibestiandigkeit von f-Heparin zu erwarten ist.

Aktivititsbestimmung: Fir die Bestimmung der biologischen Wirksamkeit unserer
Priparate beniitzen wir die von Studer & Winterstein®) ausgearbeitete Methodik.

Viskosititsbestimmung: Die Viskositdtshestimmungen fijhrten wir mit einem
Viskosimeter nach Ostwald durch {Kapillardicke 0,4 mm, Kapillarlinge 120 mm). Dabei
bestimmten wir die Durchflusszeiten von 3,5 cm? Losung bei 25,0°.

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung Dr. H. Wald-
mann) ausgefithrt.

Zusammenfassung.

Aus den Nebenprodukten der Heparinherstellung konnte eine
bis jetzt noch nicht beschriebene blutgerinnungshemmend wirkende
Substanz isoliert werden, die wir als 8-Heparin bezeichnen. Sie unter-
scheidet sich vom bekannten Heparin vor allem dadurch, dass sie als
Aminozucker nicht Glucosamin, sondern Galaktosamin enthélt.

Aus den wissenschaftlichen Laboratorien
der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel.
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