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Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde Hirudin, die
blutgerinnunghemmende Wirksubstanz von Hirudo medicinalis
L., dadurch gewonnen, daf man Blutegel physiologische
Kochsalzlésung, mit oder ohne Zusatz von roten Blutkérper-
chen, saugen lieB und den Darminhalt kimnstlich entnahm.
Aufler dem Darminhalt enthilt auch die Futterrestlosung
Hirudin, wodurch bewiesen wurde, dai der Egel diesen Wirk-
stoff auch in die BiBwunde abgibt. Das angereicherte Roh-
hirudin wurde auf seine gerinnunghemmende Wirkung mit
Kaninchenblut und Pferdeblut getestet und seine Antithrombin-
wirkung, Wirkung auf die Rekalzifikationszeit, Prothrombin-
zeit und Thrombingerinnungszeit von Oxalatplasma unter-
sucht. Die Untersuchungen zeigen, daf die II. Phase der Blut-
gerinnung beeinfluBt wird. Der Temperatureinfluf (100°, 70°
und 37°) auf Lésungen der Wirksubstanz wurde untersucht,
ebenso die Wirkung angereicherter Rohprodukte auf das
lebende Kaninchen. Bei wiederholter Injektion trat kein
anaphylaktischer Schock auf. )

Die Reinigung des angereicherten Rohproduktes durch
Papierelektrophorese wird beschrieben.

Obwohl das Hirudin als blutgerinnunghemmende Wirksubstanz der
Blutegel seit langer Zeit eine oftmalige Bearbeitung in der chemischen
und physiologischen Literatur gefunden hat, war seine chemische Zu-

* Herrn Prof. Dr. 4. Wacek zum 69. Geburtstag mit den besten Wiinschen
gewidmet (0. H.).
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sammensetzung unbekannt geblieben. Es ist ein Verdienst der Arznei-
mittelfabrik Dr. Kutiak u. Co., eine neuerliche Bearbeitung dieses
Problems durch Zoologen, Chemiker und Mediziner angeregt und er-
moglicht zu haben. Wahrend die Untersuchungen liefen, wurden die
Arbeiten von Marckwardt [Naturwiss. 42, 537 (1955)] als vorlaufige
Mitteilung bekannt. Obwohl durch diese ausgezeichnete Untersuchung
ganz wesentliche Aussagen iiber die chemische Natur des Hirudins
gemacht werden konnten, sollen doch die von unserem Arbeitskreis er-
haltenen Ergebnisse in der folgenden Untersuchung verdffentlicht werden,
weil sie, wenn anch noch lickenhaft und unvollstéindig, doch interessierten
Fachkollegen einige Anregungen fiir weitere Untersuchungen bieten
kénnten. Bei den in der Literatur bekannten Verfahren zur Isolierung
von Hirudin, des die Blutgerinnung aufhebenden Bestandteiles der
Blutegel, bedienten sich die Verfasser der zerkleinerten Képfe oder der
préiparierten Schlundringe der gettteten Tiere!~s. Die Ausbeuten an
wirksamer Substanz zeigten sich von der Ziichtung, der Fitterung und
dem Alter der Blutegel abhingig.

A. Hirudingewinnung aus dem lebenden Egel

Der vorliegenden Arbeit wurde von zoologischer Seite der Gedanke
zugrunde gelegt, eine Hirudingewinnung aus den lebenden Egeln zu
ermoglichen. Diese Problemstellung lieB die Moglichkeit offen, bei
spezieller Ziichtung und kiinstlicher Fiitterung die Egel zu wiederholten
Malen zum Saugakt und damit zur Hirudinabgabe zu bringen.

Wihrend des Saugaktes gibt der Blutegel bekanntlich Hirudin in
das aufgesangte Blut ab. Die Versuche zur Isolierung der blutgerinnung-
hemmenden Substanz sollten daher an der aus dem Egeldarm gewonnenen
Futterlssung durchgefithrt werden. Aber auch die Restfutterlésung sollte
in die Untersuchung einbezogen werden, um die bisherige Vermutung,
dag der Blutegel Hirudin in die Saugwunde abgibt, exakt zu beweisen.

Es wurden zunsichst Fiitterungsversuche angestellt. Von Zecken
(Ixodes ricinus) ist bekannt, daB sie physiologische Kochsalzlésung, die
auf Korpertemperatur erwirmt ist und durch eine tierische Membran
gesaugt werden muB, gerne annehmen. Ahnliche Versuche wurden auch
- mit Blutegeln angestellts.

Bei den eigenen Versuchen wurde fiir den Saugakt eine im aufgeblasenen
Zustand getrocknete und gespaltene Schweinsblase verwendet. Die Spaltung

1 J. Haycraft, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 18, 209 (1884).

J. C. Bock, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 41, 160 (1898).

i (. Jacobs, D. R. P. 146103, Klasse 30 h, ausgegeben 21. 10. 1902.

E. Sachse u. Co., D. R. P. 147637, Klasse 30 h, ausgegeben 10. 12. 1903.
- BeSachse-u. Co.,»D. R. P. 150805, Klasse 30 h, ausgegeben 11. 4. 1904.
L. Léhner, Biol. Zbl. 85, 385 (1915). >
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ist notwendig, da die unvorbereitete Schweinsblase im gequollenen Zustand
von den Egeln nicht durchschnitten werden kann. Die als Néhriosung ver-
wendete physiologische Kochsalzlosung wurde in einer Eprouvette auf 37
bis 40° erwirmt, mit der gespaltenen Schweinsblase verschlossen und die
Versuchstiere angesetzt. Die Egel saugten meist bis zur maximalen Fillung
des Darmes.

Die Versuche, gefiitterte Egel durch chemische oder elektrische
Reizung zum Erbrechen zu bringen, waren nicht ganz befriedigend. Die
gereizten Tiere geben sehr viel schleimiges Hautsekret ab, und der er-
brochene Darminhalt wird mit Stoffen vermengt, die bei der Isolierung
des Hiruding nieht erwiinseht sind. Die besten Erfolge wurden durch
Bepinseln der satten Egel mit konzentrierter Kochsalzlosung erzielt.

Fiir die ersten Versuche zur Hirudinisolierung dienten auf diese Art
erhaltene Proben. Fiir spitere Versuche bewihrte sich die Methode
der Punktion:

Die satten Tiere wurden auf ein feuchtes Tuch gelegt und mit einem
breiten Streifen grober Millergaze Gberspannt. Dadurch werden die Tiere
festgehalten, wobei ihre Riickseite durch den Gitterstoff hindurch sichtbar
bleibt. Die Egel wurden etwa im zweiten Korperdristel in der dorsalen
Mittellinie mit der Nadel einer Rekordspritze angestochen und der Darm-
inhalt wurde abgesaugt.

Die in der Eprouvette zuriickbleibende Futterlésung wurde auf Grund
der bereits erwidhnten Uberlegungen gleichfalls fiir Isolierungsversuche
aufbewahrt.

Bei einem ersten Versuch wurden 8 Tiere mit physiologischer Koch-
salzlgsung gefiittert.

© B. Gewinnung von Rohhirudin aus Darminhalt und
Restfutterlésung

Die Isolierung des wirksamen Bestandteiles aus der aus dem Darm
gewonnenen Futterlésung und aus der Futterrestlosung erfolgte getrennt,
in Anlehnung an die Angaben von Jacobi®.

Die hirudinhaltigen Lésungen wurden auf 80 bis 85° erwirmt und zur
Koagulation der fremden EiweiBstoffe mit 109%iger Essigséure auf den
pH-Wert 4,5 gebracht. Um Verluste an wirksamer Substanz zu vermeiden,
darf die saure Lésung nur kurz erwiirmt werden. Anschliefend wurde rasch
gekithlt und die Lésung durch tropfenweise Zugabe einer 10%igen Natrium-
karbonatlésung neutralisiert. Bei langsamem Ansteigen des pH-Wertes
wurde ein weiterer Teil der Proteine ausgefillt. Der Niederschlag wurde
durch Zentrifugieren abgetrennt, 2mal in wenig physiologischer Kochsalz-
lésung aufgeschlémmt und erneut zentrifugiert. Die schwach rosa gefarbten,
klaren Lésungen wurden bis zum Verschwinden der Halogenreaktion dialy-
siert. Die Dialysierdauer ist von der Gréfie und Qualitiit der verwendeten
Dialysiermembran abhéngig und betrug zirka 16 Stdn. Sie wurde durch
einige Versuche festgelegt, da bereits Bodong” eine Abnahme an wirksamer

7 A. Bodong, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 32, 242 {1904).
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Substanz bei grofleren Dialysezeiten festgestellt hatte. Um wihrend der
Dialyse jede Fiulniserscheinung zu vermeiden, wurde in die zu dialysierende
Losung ein Thymolkristall gelegt.

Nach Beendigung der Dialyse wurde die Losung im Vak. bei Zimmertemp.
eingeengt. Die Entfernung der letzten Wasserreste erfolgte im Vakuum-
exsikkator tiber konz. Schwefelsdure und Atznatron.

Diese Aufarbeitungsmethode zur Gewinnung der Rohsubstanz wurde
bei allen weiteren Versuchen beibehalten. Versuche, die wirksame
Substanz durch Einwirkung von Chloroformdiémpfen oder durch- Aus-
fillen mit Alkohol? 3 zu isolieren, verliefen unbefriedigend und unter
Verlust der Hirudinaktivitit.

Fiir eine grobe Abschitzung der gerinnunghemmenden Wirkung
wurden bei den ersten Isolierungsversuchen die erhaltenen Substanzen
mit frischem Kaninchenblut getestet. Bei den nachfolgenden Versuchen
zur Reinigung des Rohhirudins wurde der Hirudingehalt durch den
Nachweis der Antithrombinwirkung in einem geeigneten Gerinnungs-
system, bestehend.aus Thrombin und Fibrinogen, festgelegt.

Die nach der angefiihrten Methode aus dem Darm von 8 Egeln ge-
wonnene Futterlgsung lieferte 22,3 mg Substanz (A), die Fufterrest-
lésung 9,5 mg Substanz (B). Substanz A war in 0,6%jiger Natrium-
chloridlésung gréftenteils unloslich, Substanz B hingegen wesentlich
besser 16slich.

Die fiir die Feststellung der gerinnunghemmenden Wirkung bereiteten
Lésungen enthielten 2 mg Substanz A/ml (Lésung A) bzw. 1mg
Substanz B/ml (Ldsung B).

Tabelle 1. Feststellung der gerinnunghemmenden Wirkung

. riscne;
Plfxor]f'e Losung 4 I{E;I;isnélh:n- Gerinnt nach Min.
blut, ml
|
1 2 ' 1 nach 1 Std. 42 Min. noch flussig, nach 17 Stdn.
i geronnen
2 1 i 1 27
3 1 | 3 1
4 1 ‘ 5 |
Losung B
1 2 ‘ 1 nach 17 Stdn. noch flissig
2 1 1 1
3 1 3 1
4 1 5 sofort

Bei einer Wiederholung des Versuches wurden aus 12 Egeldarmfiillun-
gen 74,1 mg Riickstand (Substanz A) und aus 12 Futterrhrehen 25,4 mg
Riickstand (Substanz B) gewonnen. Beide Substanzen wurden in
0,69%iger Natriumchloridlosung gelost, und zwar so, dal jede Losung
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2 mg Substanz pro ml enthielt. Getestet wurde einmal mit Kaninchen-
blut, einmal mit frischem Pierdeblut. Das Ergebnis stimmte im wesent-
lichen mit dem ersten Versuch iiberein. Das Blut blieb nur in den Proben,
und zwar itber 24 Stdn. ungeronnen, die 1 ml Blut und 2 ml Lésung A
oder B enthielten.

Bei einem weiteren Versuch wurde die aus dem Darm geftitterter
Egel gewonnene Natriumchloridlssung und die Futterrestlosung un-
mittelbar, also ohne weitere Aufarbeitung, gepriff.

Tabelle 2. Feststellung der gerinnunghemmenden Wirkung

Pll;c;l?e Losx;xlg A Pfergiblut. % Gerinnung Anmerkung
1
0 2m} 0,6%ige NaCl 2 sofort Vergleichsprobe
1 2 2 ; 8 Stdn. unge-
i romnnen
2 1 .2 | nach 2 Stdn. nach 8 Stdn.
’ l noch fliissig koaguliert

Die Futterrestlosung erwies sich als etwas weniger wirksam: die
der Probe Nr. 1 entsprechende Mischung war schon nach 1 Std. 35 Min.
geronnen,

Alle Versuche zeigten, dafl die aufgenommene Nahrung Hirudin
enthilt und der saugende Egel anch Hirudin in die Saugwunde hinein
abgibt.

Damit wurde zum erstenmal der objektive Beweis erbracht, daB der
Blutegel wahrend des Saugaktes, zumindest aber zu Beginn desselben,
hirudinhaltiges Sekret in die Saugwunde hinein abgibt. Dies wurde
bisher nur indirekt aus der Tatsache geschlossen, dal Blutegelbisse relativ
sehr lange Zeit nachbluten.

C. Methode zur mehrmaligen Hirudingewinnung aus
demselben Versuchstier

Ein weiteres Ergebnis der Versuche ist die grundsitzliche Méglichkeit,
Hirudin aus lebenden Egeln zu gewinnen. Das Ziel der Untersuchungen
war jedoch, den Egel mehrmals zur Hirudingewinnung verwenden zu
kénnen. Physiologische Kochsalzldsung stellt fir den Xgel, der sich
vom Eiweilanteil des Hédmoglobins der roten Blutkérperchen ernihrts,
keine Nahrung dar. Es mullte versucht werden, den Egel mit Blut zu
fiitttern und Hirudin aus dem Nahrungsblut zu isolieren. Die Versuchs-
tiere wurden also mit defibriniertem und anschlieBend mittels Glaswolle
filtriertem Pferdeblut gefiittert. Die Gewinnung einer hirudinhaltigen

8 1. Pukui, Z. vergl. Physiol. 4, 201 (1926).
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Substanz aus dem durch Punktion gewonnenen Nahrungsblut war wesent-
lich erschwert. Mit der iberwiegenden Menge fremder Eiweilstoffe
wurde ein Grofteil der wirksamen Substanz ausgefillt. Zur Vereinfachung
der Aufarbeitung mufite eine Fitterung mit roten Blutkdrperchen,
ohne viel BallasteiweiBstoffe, versucht werden.

Dies wurde erreicht, indem defibriniertes Pferdeblut mit physiologischer
Kochsalzlosung verdinnt und zentrifugiert wurde. Die tiberstehende Losung
wurde abgesaugt. Dieser Vorgang wurde noch 3mal wiederholt, bis die
uberstehende Losung nicht mehr gelbstichig war. Auf diese Art konnten
ziemlich reine Blutkdrperchen gewonnen werden, die fur die Fitterung im
Verhdltnis 1:15 bis 1:20 mit 0,6%iger Natriumchloridlosung verdiinnt
wurden. '

Die Fiitterung der EHgel erfolgte nicht mehr aus Eprouvetfen, sondern
die auf 37 bis 40° erwirmte Suspension roter Blutkdrperchen wurde in einen
getrockneten Schweinsdarm abgefiillt, der in Abstdnden von etwa 20 cm
durch Abbinden in mehrere wurstartige Sticke zerlegt wurde. Dadurch
war es moglich, 30 bis 40 Egel gleichzeitig zu fittern.

Die mechanische Blutentnahme (Punktion) wird von den Tieren gut
vertragen, da sich die Einstichstelle sehr rasch schlieft. Da bei der
Punktion nur 2/, bis 3/, des aufgenommenen Blutes dem Egel wieder
abgenommen werden kénnen, verbleiben fiir seine Erndhrung noch aus-
reichende Mengen von roten Blutkdrperchen in seinem Darm zuriick.
Solche Tiere kénnen nach wenigen Tagen wieder saugen, es wird aber
eine lingere Ruhepause notwendig sein, damit die Schlunddriisen ihren
Sekretgehalt wieder regenerieren kénnen. Wie lange die volle Regenera-
tion dauert, konnte noch nicht gepriift werden.

Die Gewinnung eines hirudinhaltigen Riickstandes aus dieser Futter-
lésung (Blutkérperchensuspension in 0,6%iger Natriumehloridlasung)
war gegeniiber der -Anwendung von Vollblut als Futter wesentlich er-
leichtert.

Aus der durch Punktion gewonnenen Futterlosung aus 30 Egeln
wurden 0,3174 g hirudinhaltige Substanz isoliert, die in physiologischer
Kochsalzlosung aufgenommen wurde, so dafl 1ml Losung 4,2 mg ent-
hielt.

Tabelle 3. Feststellung der gerinnunghemmenden Wirkung an
frischem Pferdeblut

Hi-Losung | Pferdeblut

ml ! l Gerinnung

1T \ wird nach 6 bis 7 Stdn. sehr zéhflissig

1 : 6 ‘ wird nach 6 bis 7 Stdn. leicht zahfliissig, aber
! ‘ durch leichtes Schiitteln wieder flussig

1 1 5 r bleibt iiber 48 Stdn. flissig



H. 1/1956] Beitrige zur Gewinnung von Hirudin 93

Die Loésung mit 4,2 mg Substanz pro ml verhindert also die Gerinnung
von 5 ml Pferdeblut.

Nach den Angaben von Bodong® liefert die Extraktion eines Egel-
kopfes 6 mg eines Hirudinpréparates, von dem 0,8 mg 5 bis 6 ml Kanin-
chenblut 48 Stdn. ungeronnen erhalten.

Mit dem Unsicherheitsfaktor, da bei dem vorliegenden Testversuch
die Gerinnungszeiten von Pferdeblut und Kaninchenblut gleichgesetzt
wurden, und der weiteren Annahme, daBl bei der Rohaufarbeitung das
gesamte Hirudin erfaBt wurde, kénnen die beiden Ergebnisse in Beziehnng
gebracht werden. Danach wiirde die aus dem Darm eines lebenden Egels
erhaltene Menge Hirudin 2 mg und somit 1/, der aus dem Kopf eines
toten Tieres gewonnenen Menge betragen. Wieviel Hirudin beim Saug-
akt in die Sauglosung abgegeben wird, wurde in diesem Versuch nicht
bestimmt.

D. Physiologische Untersuchung des Rohhirudins und
Temperatureinflufl auf den Wirkstoff

In diesem Versuchsstadium erschien neben der weiteren Reinigung
der hirudinhaltigen Rohsubstanz die Ausarbeitung einer exakten physiolo-
gischen Untersuchungsmethode der Hirudinaktivitdt wiinschenswert.
Die neue Testmethode wurde an 0,9486 g eines Hirudinrohproduktes
ausgearbeitet, das durch Aufarbeitung der aus dem Darm von 90 Egeln
enthommenen Futterlosung erhalten worden war. Die in der Tabelle
angegebenen Mengen dieses Hirudinrohproduktes wurden jeweils in
0,1 ml physiologischer Kochsalzlosung gelost.

Mit dem hirudinhaltigen Rohprodukt wurde eine Verdiinnungsreihe
hergestellt, deren Antithrombinwirkung an einem geeigneten Gerinnungs-
substrat nachgewiesen wurde.

1. Nachweis einer Antithrombinwirkung mit Fibrinogen als
Substrat

Die hirndinhaltigen Proben wurden an einem System, bestehend aus
0,1 ml 19%;ger Fibrinogenlosung (hergestellt aus Rinderplasma nach
Deutsch und Schaden®, 80%, Reinheit), 0,1 ml physiologischer Kochsalz.
16sung und 0,1 ml Thrombin (Topostasin-Roche), getestet (Tab. 4).

Die Versuchsreihe zeigt, daB sowohl die Thrombinwirkung auf ge-
reinigtes Fibrinogen als auch die Rekalzifikationszeit, die Prothrombin-
zeit und diec Thrombingerinnungszeit von Oxalatplasma durch Hirudin
gehemmt werden. Diese Hemmwirkung in den verschiedenen Gerinnungs-
systemen wird am leichtesten als Beeinflussung der II. Phase erklirt,

¥ K. Deutsch und W. Schaden, zitiert nach E. Deutsch, Die Blutgerinnungs-
faktoren. Wien: Deuticke-Verlag. 1955.
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wobei wohl die Wirkung gegen das Thrombin gerichtet ist. Ks erwies
sich daber die isolierte IT. Phase als das giinstigste System fiir die weiteren

Untersuchungen hirudinhaltiger Substrate.

Tabelle 4

Substrat Gerinnungszeit
0,1 ml Fibrinogen + 0,1m!0,99%NaCl+0,1ml Thrombin 31,5 Sek.
0,1 ,, v -+ 1mg Hirudin 4+ 0,1 ml Thrombin | > 20 Min.
0,1 ,, ' + 0,5mg Hirudin ................ >10 ,,
0,1 ,, v + 0,1 ,, vr e 2
0,1 ,, . 4 0,06 mg Hirudin ............... 84 Sek.
0,1 ,, . + 0,01 ,, ds e 45 ,,
0,1 ,, . + 0,006 mg Hirudin ........ P | 43 ,,
2. RinfluB von Hirudin auf die Rekalzifikationszeit von

Oxalatplasma
a) Tabelle 5

Substrat 1 Gerinnungszeit

0,1 ml Oxalatplasma* + 0,1 ml 0,99 NaCl + 0,1 mlm/40

CaCly .ot e 3 Min. 50 Sek.
0,1 ml Oxalatplasma -+ 1 mg Hirudin + 0,1 mlm/40CaCl, > 35 ,,
0,1 ml » + 0,1 mg Hirudin 4 0,1 mim/40

CACly s evvei ittt it e >35 ,,
0,1 ml Oxalatplasma - 0,01 mg Hirudin + 0,1 ml m/40

Cally vttt e 5 , 30 ,,

b) EinfluB von Hirudin auf die Prothrombinzeit von

Oxalatplasma
Tabelle 6
Substrat Gerinnungszeit
0,1ml Oxalatplasma +- 0,1 ml 0,99, NaCl + 1 Tropfen
Thrombokinase -- 0,1 ml m/40 CaCly................. 16 Sek.
0,1 ml Oxalatplasma + 1 mg Hirudin + Thrombokinase +
FCaCly oottt it e 10 Min.
0,1 ml Oxalatplasma + 0,5 mg Hirudin + Thrombo-
kinase + CaCly . ..o i 72 .,
0,1 ml O=xalatplasma + 0,1 mg Hirudin + Thrombo-
kinase - CaCly ..ottt 20
0,1 ml Oxalatplasma + 0,01 mg Hirudin + Thrombo-
.................................... 16 ,,

kinase 4 CaCl,

* QOxalatplasmas:

9 Teile menschliches Blut wurden mit 1 Teil einer

1,33%igen Natriumoxalatlésung versetzt und 5 Min. bei 1500 rpm zentri-

fugiert.
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¢y EinfluBl von Hirudin auf die Thrombingerinnungszeit von
Oxalatplasma

Tabelle 7

Substrat ! Gerinnungszeit

0,1 ml Oxalatplasma + 0,1 ml 0,99 NaCl +- 0,1 m]l Thrombin
QOB « e et e e e e e e e e | 13,6 Sek.
0,1 m! Oxalatplasma + 1 mg Hirudin 4 0,1 ml Thrombm .| 52 Sek.

Zur Feststellung der Hitzeeinwirkung auf die hirudinhaltige Roh-
substanz wurde die Hirudinlésung 1, 3 bzw. 5 Stdn. auf 70° erhitzt, rasch
abgekiihlt und bei 4° gelagert. Die nachfolgende Testung ergab Aktivitits-
zunahme, so dafl man annehmen muf, daf eine hemmende Verunreinigung
zerstort wurde. Nach Erhitzen auf 100° durch 30 Min. trat dagegen eine
Aktivitdtsabnahme auf die Hilfte ein.

In der folgenden Versuchsreihe wurde die Wirkung der Inkubation
von Thrombin und Hirudin untersucht. Dabei wurden 1,6 m! Thrombin
mit 0,2 ml Veronalpuffer, pH 7,3, Ionenstiarke 0,153 und 0,2 ml Hirudin-
16sung mit 0,001 mg, 0,01 mg, 0,1 mg und 1,0 mg Rohprodukt pro ml
verschieden lange Zeit bei 37° im Wasserbad inkubiert. Wie die Tabelle 8
zeigt, scheint es durch Inkubation zu einer Aktivititszunahme zu kommen.

Als Kontrolle wurde Thrombin mit physiologischer Kochsalzlésung
inkubiert und keine Anderung der Aktivitdt beobachtet.

Tabelle 8

mg Hirndin ; ‘

im Substrat 0,001 ; 0,01 0,1 i 1
Inkubationszeit Gerinnungszeit mit TFibrinogen

OMin....| 21 Sek. | 21 Sek. 23 Sek. | 24 Sek.

1, ... 21,5 ,, 21, loes bo4s

3 ., ... 22 N ) 23 ’s 27 - 46 ys

5 ,, ... 24,5 ,, 24,5 ,, : 27 s 48 )s
10, ... 25 27, Loag 50,
15 ,, ... 25, 2.5 ,, I 30,5 ,, 51 ,,
20 ,, ... 28,5 ,, 29,3 ,, 31 . 53 '
25 ,, ... 31,4 ,, 30 ' ! 32,6 ,, 534 ,,
30 ,, ... 34 »s 32 v : 34,5 ,, 55 .
60 ,, ... 36,8 ,, 36 ' i 38,5 ,, _ 60,5 ,,

Weitere Versuche befafiten sich mit der Wirkung des Hirudins auf
die isolierte I. Phase der Gerinnung. Es wurden 0,1 ml fibrinogenfreies,
10fach verd. Plasma und 1,0 ml Puffer bzw. Hirudinlésung mit 0,5 mi
Thrombokinase und 0,5 ml Caleiumchloridlosung inkubiert, zu bestimmten
Zeiten ein aliquoter Teil entnommen und an Fibrinogen getestet.
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Wie aus der Tabelle 9 ersichtlich, beeinflullt Hirudin die I. Phase
der Gerinnung nicht. Die kiirzeste Gerinnungszeit wird in allen Proben
nach gleich langer Inkubationszeit erreicht.

Tabelle 9
Hirudin

Inkubationszeit Pufier

0,001 mg | 0,01 mg 0,1 mg

|

1 Min, ... 40 Sek. 40 8ek. = 47,5 Sek. 111 Sek.
3 ., ... 21,7 ,, 25 »s | 33 v 95 ,,
5 ,, ... 17,6 ,, 19,4 ,, | 29 " 90 ,,
0 ., ... 18,2 ,, 24 . ; 32 ' 105 ,,
5 ,, ... 23,8 ,, 30 »s ‘ 41,8 133 ,,
20 ,, ... 38,5 ,, 414 ; 57 . 173 ,,
25 ,, ... 54,5 ,, 56, T, 230 ,,
30 , ... %, 82 Loar 175 ,,
40 ,, ... 135 5y 145 . 3 174 i —_—

Fiir den Nachweis einer moglichen Beeinflussung der durch Strepto-
kinase ausgelosten Fibrinolyse durch Hirudin wurde die Lysezeit in
Lésungen verschiedener Streptokinasekonzentration mit und ohne Hirudin-
zusatz bestimmt. Es war keine Beeinflussung der Fibrinolyse zu ver-
zeichnen.

Zur Uberpriifung des Rohhirudins in vivo erhielten Kaninchen
10 mg (I), 28 mg (II) und 66 mg/kg (III) Hirudin i. v. Die Injektion
wurde ohne wesentliche Nebenerscheinungen vertragen. Durch die
Injektion wurden Prothrombin, Proaccelerin und Proconvertin nicht
beeinflulit.

Tabelle 10
Versuchstier

Zeit nach der Injekt. I | I | 11 N

Rekalzifikationszeit o

‘ i

Vor Injektion ... | 2Min. 358ek. | 2Min. 5Sek. | 4Min. 40 Sek
5Min.nach Inj..| 2 , 56 ,, | 4 , 15 ,, | 7 , 10 ,
15 3 22 ” . 2 »» 10 2 ] 3 2 5 2 ’ 5 b2l 5 L
60 29 22 3 - { 1 i3] 20 35 H 3 »3 30 2y

Anmerkung: Kaninchen I nach Herzpunktion gestorben.

Die Versuchsserie ergab, dafl eine Hemmung der Blutgerinnung in vivo
erst durch verhiltnism#Big hohe Hirudinmengen méglich ist. Es kommt
zu einer nur kurz dauernden Verlingerung der Rekalzifikationszeit und
zu einer Verlingerung der Thrombinzeiten bei Anwendung verdiinnter
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Thrombinlésungen. Etwa 1 Std. nach der Injektion ist die Gerinnungs-
fahigkeit gesteigert.

Eine intravendse Reinjektion von Hirudin bei den Kaninchen wurde
nach 10 Tagen vorgenommen. Es kam dabei zu keinem Zeichen eines
akuten anaphylaktischen Schocks.

Tabelle 11

Thrombinzeiten bei Kaninchen II (mit 3 Konzentrationen von Thrombin)

¢
1

Vor Injektion ........... 21,5 Sek. | 43 Sek. 64 Sek.
5 Min. nach Injektion ... 23 . i 47 , " 7 .
5, »s »s e 22,8 ,, 1 46 i 73
80 ., . N L VN S VI

Thrombinzeiten bei Kaninchen I1T

Vor Imjektion ........... 20 Sek. 54 Sek. ‘ 69 Sek.
5 Min. nach Injektion ... 21 . ; 71 ., / 93 ,,

15 » » . 16,5 ,, | 62 z 74,

60 ’s . . 13,56 ,, 42, : 60 ,,

E. Anreicherung des Wirkstoffes durch Papierelektrophorese

Bei den Versuchen zur Anreicherung von Hirudin in der Rohsubstanz
wurden die bisher bekannten Methoden, wie die Ausfillung unwirksamer
Ballaststoffe durch fraktionierte Fillung mit Alkohol und Trichloressig-
sdure oder die Adsorption an Kaolinl®, umgangen. Die Rohsubstanz
wurde direkt einer elektrophoretischen Auftrennung unterworfen.

Die Versuche wurden an einer nach den Angaben von Grassmann
und Hannig'l 2 gebauten Apparatur zur kontinuierlichen Elektrophorese
auf Filtrierpapier durchgefithrt.

Die Versuchsanordnung bestand aus einer Glaskammer (35 x 29 X 11 cm),
in der an einem Kunststoffrahmen ein von der Pufferlésung durchstrémtes
Filtrierpapier (Schleicher u. Schiill 2040 b oder 2043 b) zwischen zwei Platin-
elektroden eingespannt wurde. Um ein schnelles Abstrémen der an den
Elektroden gebildeten Elektrolysenprodukte und weitgehend konstante
pH-Verhiltnisse im eigentlichen Gebiet der Auftrennung zu erreichen, ist
an den Elektroden eine wesentlich raschere Strémung notwendig. Dies
wurde durch Einhiillen der Elektroden in zwei Streifen einer Filterpappe
(Seitz 40/068) erreicht, die eine hohe Saungfahigkeit besitzt. Die Filterpappe
wurde zusammen mit dem oberen Teil des Filtrierpapiers in die mit Puffer-
16sung gefilllte Wanne getaucht. Das Nachfiillen der Pufferlosung in die
Wanne erfolgte automatisch. Die Durchstrémungszeit des Filtrierpapiers
betrug 5 Stdn. Die Geschwindigkeit der Strémung durch die Filterpappe

1 E. Waldschmidt-Leitz, P. Stadler und F. Steigerwald, 7. physiol. Chem.
183, 39 (1929).

't W. Grassmann und K. Hannig, Naturwiss. 87, 397 ( 1950).

12 W. Grassmann und K. Hanndg, Z. physiol. Chem. 292, 32 (1952).

Monatshefte fiiv Chemie. Bd. 87/1
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entlang der Elektroden betrug 21 Pufferlésung in 24 Stdn. Die in der Puffer-
l6sung geldste Hirudinrohsubstanz wurde in der Mitte der Glaskammer aus
einem kleinen Vorratsgefa iiber einen Filtrierpapierdocht kontinuierlich
angesaugt. Das Auffangen der durch das Filtrierpapier gestromten Losung
erfolgte in 22 Eprouvetten, in die der zackenférmig eingeschnittene untere
Rand des Filtrierpapierbogens eingereiht wurde.

Fiir eine mdoglichst weitgehende Abtrennung der BallasteiweiBstoffe
bei engem Wanderungsbereich der gerinnunghemmenden Substanz
erwies sich der Veronal-Natriumacetat-Puffer nach Michaelis mit pH 8,4
am geeignetsten.

Bei einem Elektrophoreseversuch wurden 60 mg der Hirudin-Stamm-
substanz in 2 ml Veronal-Natriumacetat-Puffer geldst und tiber den Filtrier-
papierdocht auf das mit Pufferlosung getridnkte Filtrierpapier aufgetragen.
An die Elektroden wurde eine Gleichspannung von 110V angelegt, wobei
ein Strom von etwa 20 mA flieft. Das kontinuierliche Ansaugen der Hirudin-
16sung uber den Filterdocht erstreckte sich {iber 20 Stdn. Nach weiteren
5 Stdn. wurde die Elektrophorese beendet.

Die in den 22 Eprouvetten aufgefangenen Fraktionen der elektro-
phoretischen Auftrennung wurden auf ihre Gerinnungsaktivitit unter-
sucht. Die Untersuchung erfolgte an einem System, bestehend aus
0,1 ml 19%iger Fibrinogenlésung, 0,1 ml physiologischer Kochsalzlésung
und 0,1 ml Thrombin, indem die Kochsalzlosung gegen 0,1 ml Veronal-
Natriumacetat-Puffer oder 0,1 ml einer Elektrophoresefraktion ausge-
tausecht wurde.

Eine Vergleichsprobe der zur Auftrennung gelangten Hirudinstamm-
substanz in Veronalpuffer (5 mg/ml) wurde ebenfalls untersucht.

Tabelle 12
Gerinnungszeit
|

Probe mit physiologischer Kochsalzlosung ... .......... ‘ 15,5 Sek.
' ,» Veronalpuffer ................ ... ... .. ... 1 15,5 ,,
Hirodin-Stammlésung in Veronalpuffer ................. ! 69,5 ,,
Fraktion 1 ... .. it f 20,0 ,,
) R ‘ 28,8
. - S | 127,0 ,,
Veronalpuffer ...... ... .. ... .. .. : 17,0,
Frakvion 4 .. .v e e I 168,0 ,,
" B e e } 79,0 ,,
' B e 184 ,,
T e 65,0 ,,
" B e e ‘ 25,0 ,,
' P 33,0
Veronalpuffer ......... ... .. 19,0 ,,
Fraktion 10 ... ..t ittt 19,0 ,,
. 5 N 19,0 ,,
Hirudin-Stammlésung in Veronalpuffer ................. f 76,0 ,,
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Die Fraktionen 12 bis 22 zeigten keine Hirudinaktivitdt. Die gering-
fiigige Verdnderung der Gerinnungszeiten bei Zusatz der Puiferlésung
bzw. der Hirudinstammlbsung in Veronalpuffer zu Beginn und am Ende
der Versuchsreihe erklirt sich durch die geringe Stabilitit der Thrombin-
losung. Die angegebenen Werte stellen Vergleichswerte dar, die bei
Verlangerung der Gerinnungszeit im Sinne einer positiven Hirndinwirkung
gedeutet werden konnen, wenn angenommen wird, dafl die Tonenstirke
und Wasserstoffionenkonzentration der einzelnen Fraktionen keinen
wesentlichen Unterschied aufweist. Eine Bestimmung der Wasserstoff-
ionenkonzentration oder der Ionenstirke wurde nicht durchgefithrt.

Aus den physiologischen Untersuchungsbefunden geht eine Wanderung
der Wirksubstanz im elektrischen Feld sindeutig hervor. Die Ablenkung
erfolgt dabei in Richtung der Anode. Der Wanderungsweg der wirksamen
Komponente konnte durch einen Parallelversuch sichtbar gemacht
werden. Dabei wurde die Elektrophorese nach 20 Stdn., also nach
Beendigung des Ansaugens der Rohhirudinlésung, abgebrochen. Das
Filtrierpapier wurde getrocknet und der Wanderungsweg mit Amido-
schwarz 10 B sichtbar gemacht!®. Nach dieser Anfirbemethode fithrt
die Bahn der eiweiflhaltigen Komponente zu den Auffangeprouvetten 3
bis 8. Dieses Ergebnis stimmt mit dem physiologischen Untersuchungs-
befund iiberein,

Es wurde der Versuch unternommen, die in den Fraktionen 3 und 4
enthaltene blutgerinnunghemmende Substanz durch Dialyse aus der
Pufferlésung zu isolieren. Die Losungen wurden in Dialysierschliuche
gebracht und 16 Stdn. dialysiert. Die nachfolgende Uberpriifung der
Antithrombinwirkung ergab einen vollstindigen Verlust der Aktivitit.

Vergleichsweise wurde eine entsprechende Menge Rohhirudinlésung
und eine Losung von Rohhirudin in Veronal-Natriumacetat-Puffer
16 Stdn. dialysiert. Auch bei diesen Versuchen war ein teilweiser Wirkungs-
verlust zu verzeichnen.

Diese Dialysierversuche berechtigten zu der vorliufigen Annahme,
dafB die wirksame Substanz im Rohhirudin adsorptiv an gréSere EiweiB-
molekiile gebunden ist und fast nicht durch die Dialysemembran
diffundiert. Unter der Einwirkung des elektrischen Feldes wird diese
adsorptive Bindung zerstort. Die in den Fraktionen 3 und 4 erhaltenen
gerinnunghemmenden Eiweimolekille besitzen kleinere Molekiilgrsfe
und diffundieren innerhalb kiirzerer Zeit durch die Membran, wodurch
ein nahezu vollstindiger Aktivitdtsverlust der Restlosung hervor-
gerufen wird.

32 Z. Pucar, Z. physiol. Chem. 296, 62 (1954).



