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Z u s a mm enf a s s ung. 
Durch Kultur des Penicilliumstammes 889 auf einer Nahr- 

losung, die als Kohlenstoffquelle ausschliesslich Rhamnose enthielt, 
wurde ein Enzym gebildet, das Proscillaridin A in das bisher unzu- 
gangliche primare Aglykon Sci l larenin und Rhamnose spaltet. 
Durch Oxydation der im Scillarenin erhaltenen Hydroxylgruppe an 
C3 konnte ein a, B-ungesattigtes Keton gewonnen werden, das sich 
als identisch erwies mit dem Anhydro-telocinobufagon, einem Abbau- 
produkt des Krotengiftes Telocinobufagin. Da in beiden PrSiparaten 
der doppelt ungesattigte sechsgliedrige Lactonring unversehrt ge- 
blieben ist, so beweist ihre Identitat, dass Scillaglykoside und 
Krotengifte dieselbe Lactonseitenkette besitzen. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium ,,Sandoz", Basel. 

285. Probleme der Blutgerinnung. 

P-Heparin, ein neaer, blutgerinnungshemmender 
Mucoitinschwefelsaureester 

von R. Marbet und A. Winterstein. 
(13. X. 51.)  

4. Mitteilungl). 

Bei der Fabrikation von Heparin aus Rinderlungen sind uns in 
betrSchtlicher Menge Nebenprodukte angefallen, die ihrer chemischen 
Natur naqh - ebenso wie Heparin selber - als Mucoitinschwefel- 
sgureester anzusprechen sind. Ihrem physiologischen Verhalten nach 
unterscheiden sich diese Nebenprodukte vom Heparin durch ihre sehr 
vie1 geringere blutgerinnungshemmende Wirkung. WSihrend reinstes 
Heparin aus Rindslungen (d. h. der Mucoitin-trischwefelsaureester) 
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 nahere Untersuchung dieser Nebenprodukte erscheint sowohl 
theoretisch als auch praktisch von Interesse. Sie stellen ein ideales 
Ausgangsmaterial fur 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 

l) 3. Mittdung, siehe Helv. physiol. pharmacol. aota 9, 24 (1951). 
2, Siehe hiezu R. Marbet & A .  Winterstein, Exper. 1951 im Druck. 
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der biologischen Heparinsynthese enthalten sind, die sich besonders 
gut fur die Partialsynthese von Anticoagulantien eignen wurdenl). 

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

Die Fraktionierung zeigte zunachst, 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-Chondroitinschwefelsaure, d. h. Chondroitin- 
schwefelsaure A nach Karl Me ye+) identifizieren. Eine zweite Sub- 
stanz erwies sich als eine schwefelfreie Hexuronsaure-Aminozucker- 
verbindung, die sich gegenuber der Chondroitinschwefelsaure durch 
hohe Viskositat auszeichnet. Diese Substanz ist linksdrehend (-400). 
Ob es sich dabei um eine Vorstufe der Chondroitinschwefelsaure oder 
um eine Art Hyaluronsaure handelt , wird die niihere Untersuchung 
ergeben. 

Eine Chondroitinschwefelsaure besonderer Art liisst sich aus dem 
Gemisch der Nebenprodukte in Form ihres in verdunntem Methanol 
unloslichen Zinksalzes abtrennen. Diese Substanz zeigt im Gegensatz 
zu den bisher bekannten Chondroitinschwefelsauren eine ausgepragte 
blutgerinnungshemmende Wirkung von 36 i.E./mg. Bezuglich der 
biologischen Wirksamkei t  i s t  diese Verb indung zu den 
Hepar inen  zu zahlen, wahrend sie, wie die nachfolgenden 
Befunde zeigen, bezuglich de r  chemischen N a t u r  zu den 
Chondroi t inschwefels5uren zu rechnen ist. 

Dieses neue Anticoagulans bezeichnen wir als b-Heparin. 
Z u r  N o m e n k l a t u r :  Die Bezeichnung ,,Heparin" wurde 1918 von Howel2 & Holt3) 

fur das von McLean 19164) aus Hundeleber isolierte physiologische gerinnungshemmende 
Agens eingefiihrt. In der Folge zeigte sich, dass in der Natur nicht nur e in  Heparin vor- 
kommt, dass also der Begriff ,,Heparin" nicht eng umrissen ist. L. B. Japeas )  hat z. B. 
gezeigt, dass bezuglich der biologischen Wirksamkeit grosse Unterschiede zwischen den 
Heparinen verschiedener Tierarten bestehen. Fur reinstes Bariumheparinat aus Hunde- 
leber findet er eine Aktivitiit von 240 i.E./mg, fur das Bariumheparinat aus Schafslunge 
eine solche von 23 i.E./mg. Die Verhiiltnisse komplizieren sich noch durch die von Jorpese) 
gemachten Feststellungen, wonach ein Heparin am einer gegebenen Tierart nicht eine 
einheitliche Verbindung, sondern ein Gemisch von Mucoitinmono-, di-, und trischwefel- 
shureestern darstellt. 

1) Wie wir a. a. 0. ausfiihrlieh darlegen werden, fuhrt die Sulfierung dieser Produkte 
zu Anticoagulantien, deren Aktivitiit zum Teil hoher liegt als diejenige des internationalen 
Heparinstandards. (Das Verfahren iat zum Patent angemeldet.) 

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

*) J .  McLean, Am. J. Physiol. 41, 250 (1916). 
5 )  L. B. Jaquea, E .  T .  Waters & A .  F .  Charles, J. Biol. Chem. 144, 229 (1942). 
6 ,  J .  E .  Jorpes 8: 8. Gardell, J. Biol. Chem. 176, 267 (1948). 

W .  H .  Howell 8: E .  Holt, Am. J. Physiol. 47, 328 (1918). 
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wie wir in unserer dritten Mitteilungl) zeigten, erscheint nach parenteraler Verab- 
reichung von Heparin eine betriichtliche Menge yon Anticoagulans im Urin. Dieses unter- 
scheidet sich vom applizierten Heparin durch ein wesentlich kleineres Molekulargewicht 
und geringere Aktivitiit. Fur das aus dem Urin ausgeschiedene Heparin haben Best & 
Jqua2)  die Bezeichnung ,,Uroheparin" vorgeschlagen. 

'Das von uns neu aufgefundene Anticoagulans bezeichnen wir ah /?-Heparin, weil 
es offenbar /%glukosidiwhe Bindungen besitzt ([a],, = - SO0]) .  Fiir den Heparin-trischwefel- 
silureester aus Rindslungen, der praktisch mit dem internationalen Heparinstandard 
identisch ist, wiihlen wir die Bezeichnung a-Heparin, da es sich hier um eine Verbindung 
mit a-glukosidischen Bindungen handelt ( [ o L ] ~  t + 50O). 

Die Abtrennung des /?-Heparins von den anderen Mucoitin- 
schwefelsiiureestern gelang uns auf Grund der unterschiedlichen Los- 
lichkeit der Zink- und Cadmiumsalze des #?-Heparins einerseits und 
des %-Heparins, sowie der Chondroitinschwefelsiiure andererseits. Die 
Isolierung geschieht im Prinzip in der Weise, dass das /?-Heparin 
aus 45-proz. methylalkoholischer Losung als Zinksalz niedergeschlagen 
wird, wahrend cc-Eeparin, Chondroitinschwefelsaure und andere 
Mucoitinschwefelsireester in Losung bleiben. 

Seiner elementaren Zusammensetzung nach entspricht das #?- 
Heparin der Summenformel ( C14HB,,014NSNat,), . Vom @-Heparin unter- 
scheidet es sich also zunkhst dadurch, dass es nicht drei, sondern 
nur eine Sulfogruppe enthalt. Die Summenformel stimmt mit der- 
jenigen der Chondroitinschwefelsaure iiberein3). 

Als Bausteine enthiilt das /&Heparin Uronsiiure, Galaktosamin 
(Chondrosamin)4), Schwefelsiiure und Essigsaure in iiquimolarem 
Verhiiltnis. Auch hierin lasst sich #?-Heparin von der Chondroitin- 
schwefelsiiure nicht unterscheiden ; es handelt sioh somit in beiden 
Piillen urn Mucoitinmonoschwefelsiiureester. 

Die Toluidinblaureaktion (Metachromasie) fLllt bei ,%Heparin 
und Chondroitinschwefelsaure genau gleich aus. 

Beachtlich ist die Tatsache, dass /?-Heparin im Gegensatz eu 
cr-Heparin, als Aminozucker nicht Glucosamin, sondern Gslaktosamin 
enthalt. Das neue  b lu tger innungshemmende  Agens gehor t  
somit i n  die Galaktosaminreihe.  

Gemiiss den Untersuchungen von Jorpes und Mitarb. 5, Wolfrom 
und Mitarb.6) sowie von Heger d3 8chwuartx7) ist beim Heparin - 

l) 3. Mitteilung, siehe Helv. physiol. pharmacol. acta 9, 24 (1951). 
z, C. H. Best & L. B .  Jaquea, Ann. of the New Pork Acad. of Sci. 49, 501 (1948). 

*) Die Isolierung von Galaktosamin aus derartigen Verbindungen bereitet bekannt- 
lich gewisse Schwierigkeiten (siehe z. B. J .  E. Jorpes & 8. cfardell, J. Biol. Chem. 176, 
271 [1948]). Unter Einschaltung einer kleinen Modifikation gelangten wir schliesslich nach 
dem von Karrer & Muyer (Helv. 20,407 [1937]) beschriebenen Verfahren in guter Ausbeute 
zu reinem Galaktosamin. 

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

5, J .  E .  J o r p ,  H .  Bostrom & V .  Mutt, J. Biol. Chem. 183, 607 (1950). 
0,  M .  L. Wolfi.om, D .  I .  Wieablatt, J .  V .  Karabinos, W .  H .  McNeely & J .  McLean, 

7, K .  H. Meyer & D .  E .  Schwartz, Helv. 33, 1651 (1950). 
Am. SOC. 65, 2077 (1943). 
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im Gegensattz zu fruheren Auffassungen - die Aminogruppe nicht 
acetyliert, sondern sulfiert. Die hohe Aktivitat der Heparin-trischwefel- 
saure scheint, wie der Arbeit von Jorpes und Mitarb. zu entnehmen 
ist, auf die NH - S0,H-Gruppe zuruckzufuhren xu sein. 

Glucosamin, HC1 aus a-Heparin Galaktosamin, HCl aus B-Heparin 
(Vergr. 40:l). (Vergr. 140:l). 

Fur das ,$Heparin konnten wir hingegen folgendes feststellen : 
Die Aminostickstoffbestimmung nach V m  SEylke fallt negativ aus j 
die Aminogruppe ist somit nicht frei. Die Acetylbestimmung ergab, 
berechnet fur eine Acetylgruppe, den nahezu theoretischen Wert von 
8,87 %. 0-Acetyl ist nicht vorhanden. 

p -Hepar in  un te r sche ide t  sich v o n  a - H e p a r i n  also auch  
dadurch ,  dass  die  Aminogruppe n i ch t  su l f ie r t ,  sondern  
ace t  y l ier  t i s  t. 

Chondroitinschwef elsaure ent h Blt ebenf alls eine acetylier te Amino - 
gruppel), unterscheidet sich also diesbezuglich nicht von ,&Heparin. 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen /3-Heparin einerseits und 
u-Heparin sowie Chondroitinschwefelsaure andererseits besteht in der 
optischen Aktivitat. Der Heparin-trischwefelsaureester ist rechts- 
drehend ([ u-jD = + 500) ”, Chondroitinschwefelsaure linksdrehend 
([a],, = -30°), wahrend ,&Heparin eine Drehung von -60° aufweist. 

Von der Chondroitinschwefelsaure unterscheidet sich das 8- 
Heparin somit ausser der verschiedenen Loslichkeit der Zink-, bzw. 
Cadmiumsalze vor allem durch die physiologische Wirkung und die 
optische Aktivitat. 

1) K .  H .  Meyer, M .  E .  Odier rE: A. E. Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 
2) Siehe z. B. L. B. Jaques, E .  T .  Waters & A.F.  Charles, J. Biol. Chem. 144,229 (1942). 
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Chargaff und Mitarb-l) haben die These aufgestellt, dass die blut- 
gerinnungshemmende Wirkung derartiger Stoffe abhiingig ist vom 
Sulfierungsgrad und vom Molekulargewicht. Dass der Schwefelgehalt 
fur den Fall der Heparine eine massgebliche Rolle spielt, ist schon 
verschiedentlich nachgewiesen worden (siehe z. B. Jorpes & GardeP)). 
nber die Beziehung zwischen Molekulargewicht und Aktivitat haben 
wir bei der Untersuchung des sogenannten Uroheparins3) einige An- 
haltspunkte gewonnen. Prinzipiell ergibt sich, dass mit fallendem 
Molekulargewicht, bzw. sinkender Viskositiit die Aktivitiit abfiillt. 

Fur das p-Heparin fanden wir folgende Viskoqitat : 
Losungsmittel . 0,5-n. NaCl H,O H2O HzO 
Konzentration . 095% L O %  290% 3,O% zr] . . . . . .  0,274 0,511 0,477 0,439 

Vergleichsweise untersuchten wir unter den gleichen Bedingungen 
ein besonders reines Chondroitinschwefelsiiurepriiparat ([aID = - 
32,5O), fur welches wir folgende Werte fanden: 

Losungsmittel . 0,5-n. NaC1 H,O H2O H,O 
Konzentration . 035% 1 Yo 2% 3 70 zr] . . . . . .  0,464 1,125 1,052 1,115 

Unter der Voraussetzung, dass auch in diesem Falle die Stazcdin- 
ger’sche Beziehung4) zwischen Molekulargewicht und Viskositiit ihre 
Geltung hat, ergiibe sich fur /?-Heparin ein Molekulargewicht, welches 
nur etwa halb so gross ist als dasjenige der Chondroitinschwefelsiiure, 
fiir welche Neyer und Mitarb.5) einen Wert von 27000-32900 an- 
geben. /?-Heparin wurde sich darnach nur wenig von a-Heparin unter- 
scheiden, dessen Molekulargewicht mit 16 000 angegeben wird6). 

Worauf die Tatsache zuruckzufuhren ist, dass Chondroitin- 
schwefelsiiure im Gegensatz zu /?-Heparin praktisch keine gerinnungs- 
hemmende Wirkung besitzt, konnen wir zur Zeit noch nicht erkliiren. 

Nach den neuesten Untersuchungen von WoZfrom7) sind die Hau- 
steine des Heparins, niimlich Glucosamin und Glucuronsa>ure, fol- 
gendermassen miteinander verknupft : 

YOOH CH,OH 

-0 

H OH t2 SO,H 
H NHS0,H 

1) E. Chargaff, F .  W. Buncroft & M .  Stanley-Brown, J. Biol. Chem. 115, 165 (1936). 
,) J .  E. Jorpes & S. Gardell, J. Biol. Clfem. 176, 267 (1948). 
3) 3. Mitteilung, siehe Helv. physiol. pharrnacol. acta 9, 24 (1951). 
4, H .  Staudinger, Die hochpolymeren Verbindungen. Berlin 1932. 
6 ,  K. H .  Meyer, M .  E. Odier & A. E .  Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 
6 ,  R. Jensen, 0. Sndlmann & B. Sylvln, J. Biol. Chem. 174, 265 (1948). 
?) M .  L. Wolfrom, R. Montgomery, J .  V .  Karabinosd P. Ruthgeb, Am. SOC. 72 ,  5796 

(1950). 
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Die Lage der 3 Sulfogruppen fur einen Heparin-trischwefelsaure- 
ester ist noch nicht festgelegt, sicher steht nur, dass die Aminogruppe 
sulfuryliert1) und nicht, wie bei lihnlichen Verbindungen, z. B. 
Chondroitinschwefelsaure und Hyaluronsaure, acetyliert ist. 

Obiges Formelbild steht in enger Beziehung zu der von Neyer ,  
Odier & Siegrist2) fur die Chondroitinschwefelsiiure aufgestellten 
Strukturformel, 

YOOH CH,OH I 

I 

H NHCOCH, + SO& 

sowie der von Meyer & PelZig3) fur die HyaluronsBure aufgestellten 
Formel. 

H OH 

YOOH CHzOH 

H OH H NHCOCH, 

Auf Grund der stark negativen Drehung, die auf ,%glukosidische 
Bindungen hindeutet, lliisst sich fur das B-Heparin in Anslogie zu 
obigen Formelbildern folgende Grundformel zur Diskussion stellen : 

CH,OH 
I 

H NHCOCH, + SO,H H OH 

Besprechung de r  Ergebnisse. 
Die Zusammenstellung der physikalischen und chemischen Unter- 

suchungsergebnisse fur das ,&Heparin ergibt folgendes Bild : 

l) K.  H .  Heyer & D. E .  Schwartz, Helv. 33, 1651 (1950). 
*) K. H .  Meyer, M .  E.  Odier& A .  E .  Siegrist, Helv. 31, 1400 (1948). 
3, K .  H. Meyer & J .  Fellig, Exper. 6, 186 (1950). 
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Berechnet Gefunden I % / %  - 
CI4HloOI4NSNa2 

C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33,40 33,18 

N (Dumas) 2,70 2,95 
N (Van Slyke) 0900 0900 

S (durch Siiurehydrolyse) . . . . . . . . . . . .  6,37 5,85 
N-Acetyl als CO . CH,. . . . . . . . . . . . . .  8,55 8,87 
0-Acetyl (Kunz) 0700 0300 
.\ia (als Abreuchruckstand) . . . . . . . . . . .  9,14 8,91 
Na (als Na-Zn-Uranylacetatsalz) . . . . . . . . .  9,14 9,lO 
Galaktosamin, HCl (priiparativ isoliert) . . . . . .  42,8 30,5 
Uronsiiure (Tollens) . . . . . . . . . . . . . .  38,5 38,l 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  H 3,230 3,66 
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  S (Cariw) 6,37 6,28 

. . . . . . . . . . . . . . . .  

Aminozucker . 
Amino-N. . .  
Glukosidische 

Bindung. . 

Sulfogruppen . 
[ElD . . . . .  

Gerinnungs- 
hemmung . 

/?-Heparin 
aus Rinds- 

lungen 

Galaktosamin 
acetyliert 

B 
- 60' 

1 

36i.E./mg 

Chondroitin- Hyaluron- =-Heparin 
schwefelsiiure siiure aus aus Rinds- 
aus Knorpel 1 Nabelschnur 1 lungen I 
Galaktosamin Glucosamin Glucosamin 

acetyliert sulf iert I I acetyliert 

E xp er imen t e l ler  Teil. 
I so l ie rung  v o n  8 - H e p a r i n .  Das folgende Schema (S. 2318) gibt einen Uberblick 

iiber den Weg zur Isolierung und Reinigung von /?-Heparin. 
1. Stufe: 1 kg des Mucoitinsohwefelsiiuregemisches wie es aus der Mutterlauge der 

Heparinherstellung durch Fiillen mit Alkohol isoliert werden kann, wird in 11 1 10-proz. 
Zinkchbrid gelost und die Losung mit 9 1 Methanol versetzt. Der Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert und zweimal mit einer Losung von 5% Zinkchlorid in 45-proz. Methanol 
ausgewaschen. Der ausgewaschene Ruckstand wird mit Methanol und Ather getrocknet. 

Ausbeute: 100 g Fraktion A; Aktivitiit: 20 i.E./mg; [a]:: -25O 
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Tabclle 
I. Stufe: Behandlung der Heparinnebenprodukte mit Zinkchlorid in 45% Methanol. Reste 

von a-Heparin sowie deren Mono- und Disulfosauren - Chondroitinschwefel- 
sauren etc. bleiben grosstenteils in Losung. 

aberfuhrung des schwerloslichen Zinksalzes mittels Soda in 
das Natriumsalz 

[aID = - 25' 
1 

1 

Fraktion A 

2. Stufe: Fiillung mit Bariumacetat in 35-proz. Essigsaure. 8-Heparin wird ausgefiiut ; 

nberfuhrung des schwerloslichen Bariumsalzes mittels Soda in 
das Natriumsalz 

Chondroitinschwefelsiiuren etc. bleiben in Losung. 

[ M ] ~  =z - 32' Fraktion B 

3. Stufe: Fallung als schwerlosliches Zinksalz in 45-proz. Methanol. 

1 
Fraktion C [%ID = - 51' 

4 .  Stufe: Fiillung mit Bariumacetat in 25-proz. Essigsiiure. 

1 Zerlegung mittels Soda 

Fraktion D = 8-Heparin [%ID = - 60' 

2. Stufe: 100 g Fraktion A werden in 1,8 1 Wasser gelijst und mit 600 cm3 Eisessig 
versetzt. Dazu gibt man eine 80° warme Losung von 240 g Bariumacetat in 2,4 125-proz. 
Essigsiiure. Es fallt ein schwerlosliches Bariumsalz aus, das abzentrifugiert und zweimal 
mit einer Losung von 5% Bariumacetat in 25-proz. Essigsiiure ausgewaschen wird. Nun 
homogenisiert man den Niederschlag mit 1 1 Wasser und versetzt mit 1 1 10-proz. Soda- 
losung. Das ausgeschiedene Bariumcarbonat wird abgenutscht, 2mal mit wenig 5-proz. 
Sodalosung ausgewaschen und das Filtrat mit Essigsiiure auf pH 6 gestellt. Durch Zusatz 
von 3 1 Methanol erhiilt man ein noch etwas a-heparinhaltiges /3-Heparin, welches in ub- 
licher Weise mit Alkohol und Ather getrocknet wird. 

Ausbeute: 30 g Fraktion B; Aktivitat: 50 i.E./mg; [m]:: - 32O 
3. Stufe: 30 g Fraktion B werden in 6,2 1 einer 10-proz. Zinkchloridlosung gelost 

und unter starkem Riihren mit 5 1 Methanol versetzt. Das Zinksalz des ,!?-Heparins fiillt 
als voluminoser Niederschlag aus. Man zentrifugiert ab, wascht den Ruckstand so oft 
mit einer Losung von 5% Zinkchlorid in 45-proz. Methanol aus, bis eine Probe der Wasch- 
losung beim Versetzen mit dem gleichen Volumen Methanol keine Fallung mehr gibt 
(Abwesenheit von %-Heparin). Hierauf trocknet man mit Alkohol und Ather. 

Ausbeute: 25 g Fraktion C; Aktivitat: 31 i.E./mg; [a]?: - 5 1 O .  
4. Stufe: 25 g Fraktion C werden in 600 cm3 Wasser gelost, die Losung mit 200 om3 

Eisessig versetzt und das p-Heparin durch Zugabe von 800 cms einer 80" warmen Losung 
von 10% Bariumacetat in 25-proz. Essigsaure gefallt. Das Bariumsalz wird abzentrifugiert 
und so oft mit einer Losung von 5% Bariumacetat in 25-proz. Essigsiiure ausgewaschen, 
bis eine Probe der Waschlosung beim Versetzen mit dem gleichen Volumen Methanol 
keine Fiillung mehr gibt (Abwesenheit von Chondroitinschwefelsaure). Das vollstiindig 
ausgewaschene Bariumsalz des ,&Heparins wird mit 250 cma Wasser homogenisiert 
und mit 250 om3 10-proz. Sodalosung versetzt. Durch Nutschen trennt man das Barium- 
carbonat ab und fallt aus der auf pH 6 eingestellten Losung das Natriumsalz des j3- 
Heparins mit 600 cm3 Methanol aus. 

Ausbeute: 20 g Fraktion D; Aktivitat : 36 i.E./mg 
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5,196 mg Substanz gaben 5,380 mg CO, und 2,219 mg H,O 
13,220 mg Substanz gaben 0,296 om3 N, (2Z0, 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 65O und 0,02 mm wiihrend 85 Std. einen 

Gewichtsverlust von 5,342 mg 
C,,H,,O,,NSNa, Ber. C 33,44 H 3,80 N 2,70 S 6,37 Na 9,15% 

Gef. ,, 33,18 ,, 3,66 ,, 2,95 ,, 6,28 ,, 8,91; 9,10% 
Optische Aktivitat: [ct]'$ = - 60° (c = 2,20 in Wasser) 
Aminostickstoff naoh Van SZyke: Ber. 0,0 Gef. 0,00% 

G a l a k t o s a m i n  a u s  ,Y-Heparin. 10 g &Heparin werden in 200 cm3 Wasser gelost, 
mit 100 om3 Methanol versetzt und aus dieser Losung das &Heparin durch Zusatz einer 
Losung von 20 g Bariumacetat in 200 cm3 33-proz. Methanol ausgefallt. Man wascht 
das uberschussige Bariumacetat mit 50-proz. Methanol vollstandig aus und trocknet in 
ublicher Weise mit Alkohol und Ather. 

Das Bariumsalz wird in 200 om3 25-proz. Salzsiiure gelost und wahrend 12 Std. 
am Ruckfluss gekocht. Nun versetzt man die dunkel gefiirbte Losung mit 0,5 cm3 konz. 
Schwefekaure, verruhrt mit 5 g Entfarbungskohle und nutscht ab. Der Ruckstand wird 
2mal mit Wasser ausgewaschen und die klare, schwach gelb gefarbte Losung im Vakuum 
bis zur Sirupdicke eingedampft. Man nimmt in 100 cm3 Methanol auf, filtriert von etwas 
ungelosten Anteilen ab und versetzt mit Ather bis zum Auftreten der ersten Triibung. 
Innert wenigen Std. kristallisiert Galaktosamin-hydrochlorid aus. Durch weitere por- 
tionenweise Atherzugabe kann der Niederschlag verstarkt werden. Ausbeute: 2,6 g. 

Durch Eindampfen der Mutterlauge, Losen 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. 180° (u. Zers.),). Das Priipiparat ist mutarotierend: 

Zur Analyse wurde 48 Std. im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
[a]:= + 122" --+ + 920. 

23,300 mg Substanz gaben 15,246 mg AgCl 
7,014 mg Substanz gaben 0,410 om3 N, (23,5", 726 mm) 

C,H,,O,NCl Ber. C1. 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 .  BZucosamin, HCl. Grobe Kristalle aus Wasser, stellen die reine a-Form dar 

(Isomerie an CJ. Lichtbrechung na = 1,561, ny = 1,566. Doppelbrechung extrem niedrig, 
moglicherweise sehr hohe optische Aktivitat des Kristalles. Symmetrie monoklin.z) 

2. Galaktosamin, HCI. Aus alkohol. HCI. Rosetten aus mehr oder weniger breiten 
Kristallnadeln. Definierte Kristallformen nicht erkennbar. Lichtbrechung n, = 1,527, 
ny = 1,561. Doppelbrechung vie1 hoher als beim Glucosamin, HCl. Die niedrigere Licht- 
brechung verlauft 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 cm3 1-n. Natronlauge gelost, mit 
0,7 cm3 Anisaldehyd versetzt und 1 Std. geschiittelt. Die Losun$.erstarrt zu einem Kristall- 
brei. Man nutscht ah und wascht mit Wasser, Alkohol und Ather. Ausbeute: 80% der 
Theorie. Zur Reinigung wird in Pyridin gelost und rnit &her gefallt: Smp. 150O (u. Zers.). 

Fur p-Methoxy-benzalglucosamin, welches nach Bergmann & Zerwas3) bei 166O 
(korr.) schmilzt, fanden wir einen Smp. von 16d0 (u. Zers.). Eine Mischprobe der beiden 
Praparate ergab einen Snip. von 139-142O. 

1) Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. 
2, P. Broth, Chemische Krystallographie 3, 440. 
3, H. Bergmann & L. Zerwas, B. 64, 975 (1931). 
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Uronsaure: Qualitativer Nachweis : Eine 5-proz. Losung von ,%Heparin in 18-proz. 
Salzsiiure gibt beim Erwiirmen mit Naphthoresorcin die fur  Uronsiiuren charakteristische 
blauviolette Fiirbung (Tvllensl)). 

Quantitativer Kachweis : 5,O g uber P,O, getrocknetes &Heparin werden rnit 
100 cm3 18-proz. Salzsiiure 6 Std. in der von Tollens d? LefAvre2) beschriebenen Apparatur 
gekocht. Das freigesetzte Kohlendioxyd wird in 5 cms 50-proz. Kalilauge aufgefangen. 
Nach Beendigung der Reaktion wird die Lauge mit 3 cm3 Wasser versetzt und das Car- 
bonat durch Zusatz von 100 om3 gesattigter Bariumhydroxydlosung ausgefilllt. Das 
Bariumcarbonat wird abgenutscht, mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute: 
1,94 g entspr. 99% der Theorie. 

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

N-Acetylbestimmung: Die Acetylbestimmung wurde in der Ton Vid i t9 )  beschrie- 
benen Apparatur durchgefiihrt, wobei fur  die Verseifung statt Phosphorwolframsiiure 
p-Toluolsulfosaure verwendet wurde. 0,5 em3 einer ca. 6-proz. Losung von /?-Heparin 
werden mit 1 cm3 einer 25-proz. Losung von Toluolsulfosilure erwiirmt, die Siiure durch 
Zusatz von 0,5 om3 I-n. NaOH abgestumpft und die gebildete Essigsiiure abdestilliert. 
31,470 mg Substanz (H,O-Gehalt 14,82%) verbrauchten 5,540 om3 0,Ol-n. NaOH (Faktor 
der Lauge = 0,9968) 

Cl,HlaOl,NSNa2 Ber. CH3CO- 8,55 Gef. CH2CO- 8,87% 

45,140 mg Substanz verbrauchten 0,366 cm3 0,Ol-n. NaOH 
Cl,Hl,01aNS3Na4 Ber. CH3CO- 0,OO Gef. CH&O- 0,03% 

Um auch die Moglichkeit auszuschliessen, dass die gefundene Essigsiiure von even- 
tuell beigemengtem Natriumacetat herriihrt, haben wir ,&Heparin mit kochsalzhaltigem 
Methanol umgefiillt und folgende Werte gefunden : 
43,980 mg Substanz (H,O-Gehalt 15,25%) verbrauchten 7,02 om3 0,Ol-n. NaOH (Faktor 
der Lauge = 0,9968) 

C14Hl,0,,NSNa2 Ber. CH3CO- 8,55 Gef. CH3CO- 8 , l l %  
0-Acetylbestimmung: 0-Acetyl konnte nach der Methode von Kunz & Hudson4) nicht 

nachgewiesen werden, wie dies bei der Alkalibestiindigkeit von @-Heparin zu erwarten ist. 
Aktivitiitsbestimmung: Fur die Bestimmung der biologischen Wirksamkeit unserer 

Priiparate beautzen wir die von 8tuder & Winterskin6) ausgearbeit,ete Methodik. 
Viskositatsbestinzmung: Die Viskositiitsbestimmungen fiihrten wir mit einem 

Viskosimeter nach Ostwuld durch (Kapillardicke 0,4 mm, Kapillarliinge 120 mm). Dabei 
bestimmten wir die Durchflusszeiten von 3,5 cm3 Losung bei 25,OO. 

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

Die analoge Untersuchung des a-Heparins ergab folgende Werte : 

Zusammenfassung. 
Aus den Nebenprodukten der Heparinherstellung konnte eine 

bis jetzt noch nicht beschriebene blutgerinnungshemmend wirkende 
Substanz isoliert werden, die wir als B-Heparin bezeichnen. Sie unter- 
scheidet sich vom bekannten Heparin vor allem dadurch, dass sie als 
Aminozucker nicht Glucosamin, sondern Galaktosamin enthiilt. 

Aus den wissenschaftlichen Laboratorien 
der Firma P. Hoffmam-La Roche & Go. ACT., Basel. 

l) B. Tollens, B. 41, 1788 (1908). 
2, K. U .  Leflvre & B. Tollens, B. 40, 4513 (1907). 
3, P. v. Viditz, Mikroch. I, 326 (1937). 
4, A. Kunz & C. S. Hudson, Am. SOC. 48, 1982 (1926). 
5, A. Studer & A. Winterstein, Helv. physiol. pharmacol. acta 9, 6 (1951). 




