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Bei den vorliegenden UnSersuchungen wurde Hirudin, die 
blutgerirmunghemmende ~Virksubstanz yon Hirudo medieina!is 
L., dadureh gewonnen, dab man Blutegel physiologische 
Koehsalzl6sung, mit oder ohne Zusatz yon roten BlutkSrper- 
chert, saugen lieB und den Darminhalt k/instlieh entnahm. 
AuBer dem Darminhalt enthalt aueh die Fntterrestl6sung 
Hirudixl, wodureh bewiesen wurde, dab der Egel diesen Wirk- 
stoff aueh in die BiBwunde abgibt. Das angereicherte Roh- 
hirudin wttrde auf seine gerirmunghemmende Wirkung mit 
Kaninehenblut und Pferdeblut getestet und seine Antithrombin- 
wirkung, Wirkung auf die Rekalzifikationszeit, Prothrombin- 
zeit und Thrombingerinnungszeit yon Oxalatptasma unter- 
sucht. Die Untersuehuagen zeigen, dab die IL Phase der Blut- 
gerinnung beeinfluBt wird. Der TemperatureinflnB (100 ~ 70 ~ 
und 37 ~ auf L6sungen tier Wirksubstanz wurde untersueht, 
ebenso die Wirkung angereieher~er ]:tohprodukte auf das 
lebende Kaninchen. Bei wiederholter Injektion trat, kein 
anaphylaktiseher Schoek auf. 

Die Reinigung des angereicherten 1%ohproduktes dureh 
Papierelektrophorese wird besehrieben. 

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

* I-Ierrn Prof. Dr. A. Wacek zum 60. Geburtstag mit den besten Wtinschen 
gewidmet (0. H.) .  
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sammensetzung unbekannt  geblieben. Es is~ ein Verdienst der Arznei- 
mittelfabrik Dr. Kut iak  u. Co., eine neuerliehe Bearbeitung dieses 
Problems dureh Zoologen, Chemiker und Mediziner angeregt und er- 
mSglieht zu haben. W~hrend die Untersuchungen liefen, wurden die 
Arbeiten yon Marcl~wardt  [Naturwiss. 4~, 537 (1955)] als vorl~ufige 
Mitteflung bekannt.  Obwohl durch diese ausgezeichnete Untersuehung 
ganz wesentliche Aussagen fiber die chemische Natur  des Hirudins 
gemaeht werden konnten, sollen doeh die yon unserem Arbeitskreis er- 
haltenen Ergebnisse in der folgenden Untersuchm~g ver5ffentlieht werden, 
weil sie, wenn aueh noeh lfickenha~t und unvollst~ndig, doch interessierten 
Faehkollegen einige Anregungen ffir weitere Untersuchungen bieten 
k5nnten. Bei den in der Li teratur  bekannten Verfahren zur Isolierung 
yon tIirudin, des die Blutgerinnung aufhebenden Bestandteiles der 
Blutegel, bedienten sich die Verfasser der zerkleinerten KSpfe oder der 
pr~parierten Sehlundringe der getSteten Tiere ~-5. Die Ausbeuten ~ an 
wirksamer Substanz zeigten sieh von der Zfieh~ung, der Ffitterung und 
dem Alter der Blutegel abh~ngig. 

A. H i r u d i n g e w i n n u n g  a u s  d e m  l e b e n d e n  E g e l  

Der vorliegenden Arbeit wurde yon zoologischer Seite der Gedanke 
zugrtmde gelegt~ eine Hirudingewinnung aus den lebenden Egeln zu 
erm6glichen. Diese Problemstellung liel] die MSglichkeit often, bei 
spezieller Zfiehmng und kfinstlieher Ffitterung die Egel zu wiederhoIten 
Malen zum Saugakt  und damit  zur t t i rudinabgabe zu bringen. 

W~hrend des Saugaktes gibt der Blutegel bekanntlieh I-Iirudin in 
das aufgesaugte B]ut ab. Die Versuche zur Isolierung der blutgerinnung- 
hemmenden Substanz sollten daher an der aus dem Egeldarm gewormenen 
FutterlSsung durchgeffihrt werden. Abet auch die  RestfutterlSsung sollte 
in die Untersuchung einbezogen werden, um die bisherige Vermutung, 
dab der Blutegel Hirudin in die Saugwunde abgibt, exakt  zu beweisen. 

Es wurden zun~ehst Ffitterungsversuehe angeste]l~. Von Zecken 
(Ixodes rieinus) ist bekannt,  dab sie physiologische KoehsalzlSsung, die 
auf KSrper temperatur  erw~rmt ist und dutch eine tierische Membran 
gesaugt werden muG, gerne annehmen. ~hnliche Versuche wurden aueh 

�9 mit  Blutegeln angestellt s. 

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

1 j .  Haycra]t ,  Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 18, 209 (1884). 
2 j .  C. Boclc, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 41, 160 (1898). 
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E.  Sachse u. Co., D. R. P. 147 637, Klasse 30 h, ausgegeben 10. 12. 1903. 
~ . . . S a c h s e u .  Co.(D. I~. P. 150805, Klasse 30 h, ausgegeben 11: 4. 1904. 
L.  LShner,  Biol. Zbl. 35, 385 (1915). 
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ist notwendig, da die unvorberei tete  Schweinsblase im gequollenen Zustand 
yon den Egeln nicht durehschnit ten werden karm. Die Ms N~hrlSsung ver- 
wendete physiologische Koehsalzl6sung wurde in einer Eprouvet te  auf 37 
bis 40 ~ erw~rmt, mi t  der  gespMtenen Sehweinsblase versehlossen und die 
Versuehstiere angesetzt.  Die Egel saugten meist  bis zur maximalen FiiUung 
des Darmes. 

Die Versuche,  gef i i t te r te  Egel  durch  chemische oder  e lektr ische 
Reizung  zum Erb rechen  zu br ingen,  waren  n ich t  g a n z  befr iedigend.  Die 
gereiz ten Tiere geben sehr  viel  schleimiges t I a u t s e k r e t  ab,  und  der  er- 
broehene  D a r m i n h a l t  wird  mi t  Stoffen ve rmengt ,  die bei  der  I so l ie rung 
des t t i r ud in s  n ieh t  erwfinscht  sind, Die bes ten  Erfolge wurden  dureh  
Bepinse ln  der  sa t t en  Egel  mi t  konzen t r i e r t e r  Koehsa lz lSsung erzielt ,  

F i i r  die ers ten  Versuche zur  Hh.udinisol ierung d ien ten  auf  diese A r t  
erhMtene Proben.  F i i r  s p i t e r e  Versuche b e w i h r t e  sich die  Methode  
der  P u n k t i o n  : 

Die sat ten Tiere wurden auf ein feuchtes Tuch gelegt und mi t  einem 
breiten Streifen grober 5{/illergaze iibersl?annt. I)adm'ch werden die Tiere 
festgehalten, wobei ihre l%iickseite durch den Gitterstoff hindurch sichtbar 
bleibt.  Die Egel wurden etwa im zweiten K6rperdr i t te l  in der dorsalen 
Mittellinie mit  der NadeI einer l%ekordsioritze angestochen und der Darm- 
inhalt  wurde abgesaugt.  

Die in der  E p r o u v e t t e  zur i ickble ibende Fu t t e r l6 sung  wurde  auf Grund  
der  bere i ts  e rw~hnten  Uber legungen  gleichfalls fiir I so l ie rungsversuche  
aufbewahr t .  

Bei  e inem ers ten  Versueh wurden  8 Tiere mi t  physiologischer  Koch-  
salzlSsung gef i i t ter t .  

B. G e w i n n u n g  y o n  g o h h i r u d i n  ~ u s  D ~ r m i n h a l t  u n d  
i ~ e s t f u t t e r l 6 s u n g  

Die Isot ierung des w i rksamen  Bes tandte i les  aus der  aus dem D a r m  
gewonnenen Fu t t e r l6 sung  und  aus  der  Fu t t e r r e s t lSsung  erfolgte ge t rennt ,  
in Anlehnung  an  die A n g a b e n  yon  Jacobi a. 

Die hirudinhalt igen L6sungen wurden auf 80 bis 85 ~ erw~rmt und zur 
Koagulagion der fremden Eiweigstoffe mit  10~oiger Essigs/ture auf den 
pH-Wer t  4,5 gebraeht.  Um Verluste an wirksamer Substanz zu vermeiden, 
darf  die saure L6sung nur kurz erw/~rmt werden. Ansehliel]end wurde raseh 
gektihlt und die L6sung dutch tropfenweise Zugabe einer 10~oigen Natr ium- 
karbonatl6sung neutralisiert .  Bei langsamem Ansteigen des pl-I-~Vertes 
wurde ein weiterer Tell der Proteine ausgefgllt. Der Niedersehlag wurde 
dureh Zentrifugieren abgetrennt ,  2real in wenig physiologiseher KoehsMz- 
I6stmg aufgesehl~mmt und erneut zentrifugiert.  Die sehwaeh rosa gef~rbten, 
klaren L6sungen wltrden bis zum Versehwinden der I-Iatogenreaktion dialy- 
siert. Die Dialysierdauer ist yon der Gr6ge und Qualit~t der verwendeten 
Dialysiermembran abhangig u n d  betrug zirka 16 Stdn. Sie wurde dureh 
einige Versuehe festgelegt, da bereits  Bodong ~ eine Abnahme an wirksamer 

A. Bodong, Arch. exper. Pa t  hol. Pharmakol .  ~2, 242 (1904). 
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Substanz bei grSBeren Dialysezeiten festgestellt hatte. Um w/ihrend der 
Dialyse jede F~ulniserseheinung zu vermeiden, wurde in die zu dialysierende 
LSsung ein Thymolkristall gelegt. 

/qach Beendigung der Dialyse wurde die LSsung im Vak. bei Zimmertemp. 
eingeeng~. Die Entfernung der letzten Wasserreste erfolgte im Vakuum- 
exsikkator fiber konz. Schwefels~ure und ~tznatron. 

Diese Aufarbeitungsmethode zur Gewinnung der Rohsubstanz wurde 
bei allen weiteren Versuchen beibehalten. Versuehe, die wirksame 
Substanz dutch Einwirkung yon Chloroformd~mpfen oder durch Aus- 
f/~llen mit  AlkohoI 2, a zu isolieren, verliefen unbefriedigend und unter  
Verlust der I-Iirudinaktivit~.  

Ffir eine grobe Abschgtzung der gerinnunghemmenden Wirkung 
wurden bei den ersten Isolierungsversuehen die erhaltenen Substanzen 
mit  frischem Kaninchenblut  getestet. Bei den nachfolgenden Versuchen 
zur Reinigung des Rohhirudins wurde der Hirudingehalt  dureh den 
Nachweis der Antithrombinwirkung in einem geeigneten Gerinnungs- 
system, bes tehend  aus Thrombin und l~ibrinogen, festgelegt. 

Die nach der angeffihrten Methode aus dem Darm yon 8 Egeln ge- 
wonnene FutterlSsung lieferte 22,3 mg Substanz (A), die Futterrest-  
16sung 9,5 mg Substanz (B). Substanz A war in 0,6~ Natr ium- 
ehloridlSsung grSi)tenteils unlSslieh, Substanz B hingegen wesentlich 
besser 15slieh. 

Die ffir die Feststellung der gerinnunghemmenden Wirkung bereiteten 
LSsungen enthielten 2 mg Substanz A/ml (LSsung A) bzw. 1 mg 
Substanz B/m] (L6sung B). 

Tabelle 1. F e s ~ s t e l l u n g  der  g e r i n n u n g h e m m e n d e n  W i r k u n g  

Frisches Probe LSsung h 
Nr. ml Kaninchen- Gerinnt nach Min. 

blut, ml 

1 2 1 

1 
1 
1 

:LSsung B 

2 
1 
1 
1 

naeh 1 Std. 42 Min. nooh fliissig, naoh 17 Stdn. 
geronnen 

27 
1 
1 

naeh 17 Stdn. noch flfissig 
1 
1 

sofort 

Bei einer Wiederholung des Versuches wurden aus 12 Egeldarmfiillun- 
gen 74,1 mg R~ekstand (Substanz A) und aus 12 FutterrShrehen 25,4 mg 
Riiekstand (Substanz B) gewonnen. Beide Substanzen wurden in 
0,6%iger NatriumehloridlSsung gelSst, und zwar so, dab jede LSsung 
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2 mg Substanz pro ml enthielt. Getestet wurde einmal mit Kaninchen- 
blur, einmal mit ffisehem Pferdeblut. Das Ergebnis stimmte im wesent- 
lichen mit dem ersten Versueh fiberein. Das Blur blieb nur in den Proben, 
und zwar fiber 24 Stdn. ungeronnen, die 1 ml Blur und 2 ml LSsung A 
oder B enthielten. 

Bei einem weiteren Versuch wurde die aus dem Darm gef/itterter 
Egel gewonnene NatriumchloridlSsung und die FutterrestlSsung un- 
mittelbar, also ohne wei~ere Aufarbeitung, geprfift. 

Tabelle 2. F e s t s t e l l u n g  der  g e r i n n u n g h e m m e n d e n  W i r k u n g  

Probe L6sung A Pferdeblut  
Nr. ml  ml Gerinnung Anmerkung 

2 mt 0,6%ige NaCI 
2 

2 

soforb 
8 Stdn. unge- 

r o r l n s n  

nach 2 Stdn. 
noch flfissig 

Vergleiehsprobe 

nach 8 Stdn. 
koagtfliert 

Die Futterrestl6sung erwies sieh a]s etwas weniger wirksam: die 
der Probe Nr. 1 entspreehende Mischung war schon naeh 1 Std. 35 Min. 
geronnen. 

Alle Versuche zeigten, dab die aufgenommene Nahrung Hirudin 
enthglt und der saugende Egel auch Hirudin in die Saugwunde hinein 
abgibt. 

Damit wurde zum erstenmal der objektive Beweis erbraeht, dab der 
Blutegel w/ihrend des Saugaktes, zumindest aber zu Beginn desselben, 
hirudinhaltiges Sekret in die Saugwunde hinein abgibt. Dies wurde 
bisher nur indirekt aus der Tatsache gesehlossen, dal~ Blutegelbisse relativ 
sehr lange Zeit nachbluten. 

C. lV[ethode zu r  m e h r m a l i g e n  H i r u d i n g e w i n n u n g  aus  
d e m s e l b e n  V e r s u c h s ~ i e r  

Ein weiteres Ergebnis der Versuche ist die grunds/~tzliche MSglichkeit, 
Hirudin aus lebenden Egeln zu gewinnen. Das Ziel der Untersuchungen 
war jedoch, den Egel mehrmals zur Hirudingewinnung verwenden zu 
kSnnen. Physiologische KoehsalzlSsung stellt flit den Egel, der sich 
yore EiweiBantefl des H/~moglobins der roten BlutkSrperchen ern/ihrt s, 
keine Nahrung dar. Es muBte versucht werden, den Egel mit Blut  zu 
f/ittern und Hirudin aus dem Nahrungsblut zu isolieren. Die Versuchs- 
tiere wurden also mit defibriniertem und anschliel]end mittels Glaswolle 
ffltriertem Pferdeblut geffittert. Die Gewinnung einer hirudinhaltigen 

s T .  F u k u i ,  Z. vergl. Physiol. 4, 201 (1926). 
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Substanz aus dem dm'eh Punktion gewonnenen Nahrungsblut war wesent- 
lieh ersehwert. Mit der fiberwiegenden Menge fremder Eiweigstoffe 
wurde ein GroBtefl der wirksamen Substanz ausgef~llt. Zur Vereiniaehung 
der Aufarbeitung muBte eine Fiitterung mit roten Blutk6rperehen, 
ohne viel BallasteiweiBs~of2e, versueht werden. 

Dies wurde erreieht, indem defibriniertes Pferdeblut mit physiologiseher 
KoehsMzl6sung verd/irmt und zentrifugiert wurde. Die iiberstehende L6stmg 
wurde abgesaugt. Dieser Vorgang wurde noeh 3mal wiederholt, bis die 
fiberstehende L6sung nieht mehr gelbstiehig war. Auf diese Art konnten 
ziemlieh reine Blutk6rperehen gewonnen werden, die ffir die Ffitterung im 
Verh/~ltnis 1 :15 bis 1 :20 mit 0,6%iger Nalbriumehloridl6stmg verctfirmt 
wurden. 

Die Fiitterung der Egel erfolgte nieht mehr a.us Eprouvetten, sondern 
die auf 37 bis 40 ~ erw~rmte Suspension ro~er Blutk6rperehen wttrde in einen 
getroekneten Sehweinsdarm abgefiillt, der in Abst/inden von etwa 20 em 
dm.eh Abbinden in mehrere wurstartige Sgfieke zerlegt wurde. Dadureh 
war es m6glieh, 30 bis 40 Egel gleiehzeitig zu fiittern. 

Die meehanisehe Blutentnahme (Punktion) wird von den Tieren gut 
vertragen, da sieh die Einstichstelle sehr raseh sehliel3t. Da bei der 
Punktion nur g/3 bis 3/4 des aufgenommenen Blutes dem Egel wieder 
abgenommen werden k6nnen, verbleiben ffir seine Ern~hrung noeh aus- 
reichende Mengen yon roten Blutk6rperehen in seinem Darm zurfiek. 
Solehe Tiere kSnnen naeh wenigen Tagen wieder saugen, es wird aber 
eine l~ngere Ruhepause notwendig sein, damit die Sehlunddrfisen il{ren 
Sekretgehalt wieder regenerieren k6nnen. Wie lange die volle Regenera- 
tion dauert, konnte noeh nieht gepriift werden. 

Die Gewinnung eines hfi'udinhaltigen Rfiekstandes aus dieser Futter- 
15sung (BlutkSrperehensuspension in 0,6~oiger Natriumehloridl6sung) 
war gegeniiber der-Anwendung yon Vollblut als Fu%er wesenttieh er- 
leichtert. 

Aus der dutch Punktion gewonnenen Futterl6sung aus 30 Egeln 
wurden 0,3174 g hirudinhMtige Substanz isoliert, die in physiologiseher 
KoehsMzlSsung aufgenommen wurde, so dug 1 ml L6sung 4,2 mg ent- 
hielt. 

Tabelle 3; F e s t s t e l l u n g  der g e r i n n u n g h e m m e n d e n  W i r k u n g  an 
f r i s ehem P f e r d e b l u t  

]ti-L6sung 
ml 

1 5 

Pferdeblut 
ml Gerinnung 

wird naeh 6 bis 7 Stdn. sehr z~hflfissig 
wird nach 6 bis 7 Stdn. leieht z{ihflfissig, abe r 

durch leiehtes Sehfit~eln wieder fliissig 
bleibt fiber 48 Stdn. flfissig 
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Die LSsung mit 4,2 mg Substanz pro ml verhindert also die Gerinnung 
yon 5 ml Pferdeblut. 

Naeh den Angaben yon Bodong 7 liefert die Extraktion eines Egel- 
kopfes 6 mg eines ttirudinprgparates, yon dem 0,8 mg 5 bis 6 ml Kanin- 
chenblut 48 Stdn. ungeronnen erhalten. 

Mit dem Unsieherheitsfaktor, dal3 bei dem vorliegenden Testversueh 
die Gerinnungszeiten yon Pferdeblut und Kaninehenblut gleichgesetzt 
warden, und der weiteren Annahme, dab bei der Rohaufarbeitung das 
gesamte Hirudin erfaBt wurde, kSnnen die beiden Ergebnisse in Beziehung 
gebraeht werden. Danaeh wiirde die ~us dem Darm eines lebenden Egels 
erhMtene Menge Hirudin 2 m g u n d  somit 1/8 der aus dem I(opf eines 
toten Tieres gewonnenen Menge betragen. Wieviel ttirudin beim Saug- 
akt in die Saugl6sung abgegeben wird, wurde in diesem Versueh nieht 
bestimmt. 

D. Phys io Iog i sche  U n t e r s u e h u n g  des Rohh i rud i l l s  und 
T e m p e r a t u r e i n f l u I t  auf  den W i r k s t o f f  

In diesem Versuehsstadium ersehien neben der weiteren geinigung 
der hirudinhaltigen Rohsubstanz die Ausarbeitung einer exakten physiolo- 
gisehen Untersuehungsmethode der Hirudinaktivitiit wfinsehenswert. 
Die neue Testmethode wurde an 0,9486 g eines Hirudinrohproduktes 
ausgearbeitet, das dureh Aufarbeitung der aus dem Darm yon 90 Egeln 
entnommenen FutterlSsung erhMten worden war. Die in der Tabelle 
angegebenen 3lengen dieses Hirudinrohproduktes wurden jeweils in 
0,1 ml physiologiseher KoehsMzlSsung gelSst. 

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

1. Nachweis  einer  A n t i t h r o m b i n w i r k u n g  mi t  F i b r i n o g e n  als 
S u b s t r a t  

Die hirudinhaltigen Proben wurden an einem System, bestehend aus 
0,1 ml l~ FibrinogenlSsung (hergestellt aus Rinderplasma naeh 
Deutsch und Schaden ~, 80% Reinheit), 0,1 ml physiologischer Kochsalz- 
15sung und 0,1 ml Thrombin (Topostasin-Roehe), getestet (Tab. 4). 

Die Versuehsreihe zeigt, dab sowohl die Thrombinwirkung auf ge- 
reinigtes Fibrinogen Ms aueh die t%ekMzifikationszei% die Prothrombin- 
zeit und die Thrombingerinnungazeit yon Oxalatplasma dutch tIirudin 
gehemmt werden. Diese Hemmwirkung in den verschiedenen Gerinnungs- 
systemen wird am leiehtesten als Beeinflussung der II. Phase erkl~rt, 

E. Deutsch und W. Schaden, zitiert naeh .E. Deutsch, Die Blutgerinnungs- 
faktoren. Wien: Deuticke-Verlag. 1955. 
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w o b e i  w o h l  d ie  W i r k u n g  g e g e n  d a s  T h r o m b i n  g e r i c h t e t  is t .  E s  e rwies  

s i ch  d a h e r  die  i so l i e r t e  I I .  P h a s e  als  d a s  g f i n s t i g s t e  S y s t e m  f t i r  d i e  w e i t e r e n  

U n t e r s u c h u n g e n  h i r u d i n h M t i g e r  S u b s t r a t e .  

T a b e l l e  4 

Substrat Gerinnungszeit 

0,1 m l  F i b r i n o g e n  -t- 0,1 ml  0,9 ~/oNaC1 -b 0,1 m l  T h r o m b i n  
0 , I  . . . .  
0,1 . . . .  
0 , I  ,, ,, 
0,1 . . . .  
0,1 . . . .  

0,1 . . . .  

2. E i n f l u B  

-k 1 m g  Hi rud in -4 -  0,1 m l  T h r o m b i n  
-k 0,5 m g  I t i r u d i n  . . . . . . . . . . . . . . . .  
+ 0,1 . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  
+ 0,05 m g  H i r u d h ]  . . . . . . . . . . . . . . .  ! 
+ 0,01 . . . .  . . . . . . . . . . . . . . .  
+ 0,005 m g  H i r u d i n  . . . . . . . . . . . . . . .  

v o n  I - I i r u d i n  a u f  d i e  R e k a l z i f i k a t i o n s z e i t  

Oxal~tplasma 

a) Tabelle 5 

31,5 Sek. 
> 20 Min. 
> 10 ,, 

2 
" 8 4  Sek. 

45 ,, 
43 ,, 

v o n  

Sub strat Gerinnungszeit 

0,1 ml  O x a l a t p l a s m a *  + 0,1 ml  0,9~o NaC1 + 0,1 m l m / 4 0  
CaCI~ .......................................... 

0,1 ml Oxalatplasma + i mg I-Iirudin -~ 0,1 ml m/40 CaCl 2 
0,I ml ,, + 0,I mg I-Iirudin ~- 0,I ml m/40 

CaCle .......................................... > 35 ,, 
0,1 ml Oxalatplasma @ 0,01 mg iirudin + 0,I ml m/40 

CaCl 2 .......................................... 5 ,, 30 

b) E i n f l u B  v a n  I - I i r u d i n  a u f  d i e  P r o t h r o m b i n z e i t  y o n  
O x a l a t p l a s m a  

T a b e l l e  6 

3 Min.  50 Sek. 
> 35 ,, 

Gerinnungszeit Substrat 

0,1 m l  O x a l a t p l a s m a  -~ 0,1 m l  0 , 9 %  NaCI + 1 T r o p f e n  
T h r o m b o k i n a s e  + 0,1 m l  m/40  CaCI 2 . . . . . . . . . . . . . . . . .  16 Sek. 

0,1 m l  O x M a t p l a s m a  + 1 m g  H i r u d i n  + T h r o m b o k i n a s e  + 
+ CaCl~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 Min. 

0,1 m l  O x M a t p l a s m a  + 0,5 nag I-Iirudin + T h r o m b o -  
k inase  + CaC12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  72 ,, 

0,1 m l  O x a l a t p | a s m a  + 0,1 m g  I-I irudin + T h r o m b o -  
ldnase  + CaCI~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 ,, 

0,1 m l  O x a l a t p l a s m a  + 0,01 m g  H i r u d i n  + T h r o m b o -  
k inase  + CaCI~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  16 ,, 

* O x a l a t p l a s m a :  9 Teile mensch l i ehes  B l u r  w u r d e n  m i t  1 Teil  e iner  
1,33% igen N a t r i u m o x a l a t l 6 s u n g  v e r s e t z t  u n d  5 Mh~. b e i  1500 r p m  zent r i -  
fugier t .  
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~) E i n f l u B  v o n  H i r u d i n  a u f  d ie  T h r o m b i n g e r i n n u n g s z e i ~  y o n  
O x a l a t p l a s m a  

T a b e l l e  7 

Substrat I Gerinnungszeit 

0,1 ml Oxalatplasma -j- 0,1 ml 0,9% NaC1 -j- 0,1 ml Thrombin ;. 
(10 E/ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ] 

0,1 ml Oxalatplasma .-k 1 mg Hh'udin ~- 0,1 ml T h r o m b i n . . .  i 
t3,6 Sek. 
52 Sek. 

Zur  Fes ts te l lung der Hi tzee inwirkung auf die h i rudinhal t ige  Roh- 

subst~nz wurde die Hirudin lSsung 1, 3 bzw. 5 Stdn.  auf 70 ~ erhitzt,  rasch 
abgekfihlt und  bei 4 ~ gelagert. Die nachfolgende Tes tung ergab Aktivi t~ts-  
zunahme,  so dal] m a n  a n n e h m e n  muB, dab eine hemmende  Verunreinigung 
zerstSrt wurde. Nach Erh i tzen  auf 100 ~ durch 30 Mha. t r a t  dagegen eine 
Akt iv i t~ t sabnahme auf die H/~lfte ein. 

I n  der ~olgenden Versuchsreihe wurde die Wi rkung  der I n k u b a t i o n  
yon  Thrombin  u n d  Hi rud in  untersucht .  Dabei  wurden  1,6 ml  Thrombha 
mi t  0,2 ml Veronalpuffer,  p H  7,3, Ionenst/~rke 0,153 u n d  0,2 ml  I-Iirudin- 
15sung mi t  0,001 rag, 0,01 nag, 0,1 mg u n d  1,0 nag Rohproduk t  pro ml  
verschieden lange Zeit bei 37 ~  Wasserbad  inkubier t .  Wie die Tgbelle 8 
zeigt, scheint  es du tch  I n k u b a t i o n  zu einer Akt iv i t~ t szunghme zu kommen.  

Als Kontrol le  wurde Thrombin  mi t  physiologischer KochsalzlTsung 
inkubier t  u n d  keine Xnderung  der Akt iv i tg t  beobachtet .  

T a b e l l e  8 

[ 0,0oi o,01 I 0,1 1 
m g  Hiru din 
im Substrat 

I 

Inkubationszeit I Gerinnungszeit mit ~ibrinogen 

0 Min . . . .  

10 . . . .  
15 . . . .  
20 . . . .  
25 . . . .  
30 . . . .  
60 . . . .  

21 Sek. 21 Sek. 
21,5 ,, 21 , ,  

22 , ,  23 , ,  

24,5 ,, 24,5 , ,  

25 ,, 27 ,, 
25 ,, 27,5 ,, 
28,5 ,, 29,3 , 
31,4 ,, 30 ,, 
34 ,, 32 ,, 
36,8 ,, 36 ,, 

23 Sek. 
25 ,, 
27 ,, 
27 , 
28 ,, 
30,5 ,, 
31 ,, 
32,5 , ,  

34,5 ,, 
38,5 ,, 

24 Sek. 
45 ,, 
46 ,, 
48 ,, 
50 , ,  

51 , ,  

53 , ,  

53,4 ,, 
55 , ,  

60,5 ,, 

Wei~ere Versuehe befaBten sieh mi t  der W i r kung  des Hi rudins  auf 
die isolierte I. Phase der Ger innung.  Es wurden  0~1 ml fibrinogenfreies, 
10faeh verd. P lasma und  1,0 ml  Puffer bzw. Hi rud in l5sung  mi t  0,5 ml  
Thrombokinase  und  0,5 ml CalciumehloridlSsung inkubier t ,  zu bes t immten  
Zeiten ein al iquoter  Tell e n t n o m m e n  u n d  an  F ibr inogen  getestet.  
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W i e  a u s  d e r  T a b e l l e  9 e r s i c h t l i c h ,  b e e i n f l u B t  H i r u d i n  d ie  I .  P h a s e  

d e r  G e r i n n u n g  n i e h t .  D i e  k i i r z e s t e  G e r i n n u n g s z e i t  w i r d  i n  a l l e n  P r o b e n  

n a c h  g l e i eh  l a n g e r  I n k u b a ~ i o n s z e i t  e r r e i c h t .  

T a b e l l e  9 

Inkubationszeit 

1 Min . . . .  

5 ~ . . 

10 . . . .  
15 . . . .  
20 ,, . .  
25 ,, . .  
30 ,, . .  
40 . . . . .  

Puffer 

40 Sek. 
21,7 ,, 
17,6 ,, 
18,2 ,, 
23,8 ,, 
38,5 , ,  

54,5 ,, 
75 ,, 

135 ,, 

0,001 mg 

Hirudin 

0,1 mg 0 , 0 1  m g  

47,5 Sek. 4 0  Sek. 
2 5  7, 

19,4 ,, 
24 , ,  

30 , ,  

41,4 ,, 
56 , ,  

82 , ,  

145 

3 3  ~, 

29 ,, 
32 , ,  

41,8 , ,  

57 , ,  

77 , ,  

117 , ,  

,, 174 ,, 

111 Sek. 
95 ,, 
90 ,, 

105 , ,  

133 , ,  

173 ,, 
230 ,, 
175 ,, 

F i i r  d e n  N a o h w e i s  e i n e r  m S g l i c h e n  B e e i n f l u s s u n g  d e r  d u r c h  S t r e p t o -  

k i n a s e  a u s g e l S s t e n  F i b r i n o l y s e  d u r e h  H i r u d i n  w u r d e  d ie  L y s e z e i t  i n  

L S s u n g e n  v e r s c h i e d e n e r  S t r e p t o k i n a s e k o n z e n t r a t i o n  m i t  u n d  o h n e  H i r u d i n -  

zusa~z b e s t i m m t .  E s  w a r  k e i n e  B e e i n f l u s s u n g  d e r  F i b r i n o l y s e  zu  ver -  

z e i c h n e n .  

Z u r  ~ b e r p r f i f u n g  de s  R o h h i r u d i n s  i n  v i v o  e r h i e l t e n  K a n i n e h e n  

10 m g  (I),  28  m g  ( I I )  u n d  66  m g / k g  ( I I I )  H i r u d i n  i. v .  D ie  I n j e k t i o n  

w u r d e  o h n e  w e s e n t l i e h e  ~ e b e n e r s c h e i n u n g e n  v e r t r a g e n .  D u r e h  d ie  

I n j e k t i o n  w u r d e n  P r o t h r o m b i n ,  P r o a c e e l e r i n  u n d  P r o c o n v e r t i n  n i e h t  

b e e i n f l u B t .  

T a b e l l e  10 

Zeit nach der Injekt. ] 

Versuchstier 

II III 

Rekalzifikationszeit 

I 
Vor  I n j e k t i o n  . . .  ] 2 Min.  35 Sek. 2 Min.  5 Sek. 4 Min. 40 Sek. 

51Vfin. n a e h I n j . .  I 2 ,, 55 ,, 4 ,, 15 ,, 7 ,, 10 ,, 
15 ,, ,, ,, "1 2 ,, 10 ,, 3 ,, 5 ,, 5 ,, 5 ,, 
60 . . . . . .  [ - -  1 ,, 20 ,, 3 ,, 30 ,, 

A n m e r k u n g :  K a n i n c h e n  I n a c h  H e r z p u n k t i o n  ges to rben .  

D ie  V e r s u c h s s e r i e  e r g a b ,  d a b  e ine  H e m m u n g  d e r  B l u t g e r i n n u n g  i n  r i v e  

e r s t  d u r e h  ve rh~ l tn i sm~13 ig  h o h e  H i r u d i n m e n g e n  m 5 g l i c h  is t .  E s  k o m m t  

z u  e i n e r  n u r  k u r z  d a u e r n d e n  Ver l /~nge rung  d e r  R e k a l z i f i k a t i o n s z e i t  u n d  

z u  e i n e r  V e r l ~ n g e r u n g  d e r  T h r o m b i n z e i t e n  be i  A n w e n d u n g  v e r d f i n n t e r  
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ThrombinlSsungen.  E t w a  1 Std. nach  der In j ek t ion  ist  die Gerinnungs.  

~i~higkeit gesteigert .  

E ine  in t raven5se  Re in jek t ion  von  t t i r u d i a  bei den Kan inehen  wurde  

nach  10 Tagen  vorgenommen .  Es  k~m dabei  zu ke inem Zeichen eines 
~kuten ~n~phyl~ktischen Sehoeks. 

T ~ b e l l e  11 

Thrombinzeiten bei Kaninchen I I  (fair 3 Konzentrat ionen yon Thrombin) 

Vor Injektion . . . . . . . . . . .  21,5 Sek. 43 Sek. 
5 Min. nach Injekt ion . , .  23 ,, 47 ,, 

15 ,, , . . . . .  22,8 ,, 46 ,, 
60 ,, . . . . . . .  21 ,, 44 ,, 

Thrombinzeiten hei Kaninchen I I I  

64 Sek. 
77 ,, 
73 ,, 
64 ,, 

Vor Injekt ion . . . . . . . . . . .  
5 Min. naeh Injekt ion . . .  

15 . . . . . . . . .  
60 . . . . . .  . . .  

20 Sek. 
21 ,, 
16,5 ,, 
13,5 ,, 

54 Sek. 
71 ,, 
62 ,, 
42 ,, 

69 Sek. 
93 ,, 
74 ,, 
60 ,, 

E. A n r e i c h e r u n g  d e s  W i r k s t o f f e s  d u r c h  P ~ p i e r e l e k t r o p h o r e s e  

Bei den Versuchen zur Anre ieherung yon Hi rud in  in der Rohsubs tanz  

wurden  die bisher bek~nnten  Methoden,  wie die Ausf/Cllung unwirksamer  

BMlaststoffe durch  f r~kt ionier te  F~l lung mi t  Alkohol  und Trichloressig- 

s~Lure oder die Adsorp t ion  ~n Kaol in  1~ umgangen.  Die Rohsubs tanz  

wurde d i rekt  einer e lekt rophore t i schen Auf t r ennung  unterworfen.  

Die Versuche wurden  an einer nach  den Angaben  yon G r a s s m a n n  

und  H a n n i g  ~1, 12 gebauten  App~r~tur  zur kont inuier l ichen Elekt rophorese  
auf Fi l t r ierp~pier  durchgeffihrt .  

Die Versuehsanordnungbes tandauseinerGlaskammer  (35 • 29 • 11 cm), 
in der an einem Kmlststoffrahmert ein yon der PufferlSsung durehstr6mtes 
Filtrierpapier (Sehleieher u. Sohtill 2040 b oder 2043 b) zwischen zwei Platha- 
elektroden eingespannt wurde. U m  ein schnelles AbstrSmen der an den 
Elektroden gebitdeten Elektrolysenprodukte und weitgehend konstante 
pI-I-Verh~ltnisse im eigentliehen Gebiet der Auftrennung zu erreiehen, ist 
an den Elektroden eine wesentlich rasehere StrSmung notwendig. Dies 
wurde dureh Einhiillen tier Elektroden in zwei Streifen einer Filterpappe 
(Seitz 40/068) erreieht, die eine hohe Saugf/~higkeit besitzt. Die Filterpappe 
wntrde zusammen mit  dem oberen TeiI des Filtrierp~piers in die mit  Puffer- 
16smlg geffillte Wanne getaueht. Das ~aehf~illen der l~ufferl6stmg in die 
Warme erfolgte automatiseh. Die DurehstrSmungszeit des Filtrierpapiers 
betrug 5 Stdn. Die Gesehwindigkeit der StrSmung durch die Fil terpappe 

lo E .  Waldschmidt -Lei t z ,  P .  Stadter und E. Steigerwcdd, Z. physiol. Chera. 
183, 39 (1929). 

11 W.  Grassmann u n d  K .  Hann ig ,  7Xaturwiss. 37, 397 (1950). 
1~ W.  Grassmann und K .  Hann ig ,  Z. physiol. Chem. 292, 32 (1952 L 
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 87]1 7 
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enblang der Elek~roden betrug 2 1 Pufferl6sung in 24 Stdn. Die in der Puffer- 
15sung gelSste Hirudinrohsubstanz wurde in der Mitre der Glaskammer aus 
einem kleinen Vorratsgef/~B fiber einen Filtrierpapierdocht kontinuierlich 
angesaugt. ]:)as Auffangen der durch das Filtrierpapier gestrSmten LSsung 
erfolgte in 22 Eprouvetten,  in die der zaekenfSrmig eingesehnittene untere 
Rand des Filtrierpaloierbogens eingereiht wurde. 

F/ i r  eine mSglichst  wei tgehende Ab t r ennung  der  BallasteiweiBstoife 

bei engem Wanderungsbere ich  der  ge r innunghemmenden  Substa, nz 

erwies sich der Verona l -Na t r iumace ta t -Puf fe r  nach  M i c h a e l i s  mi t  pI-I 8,4 

am geeignetsten.  

Bei einem Elektrophoreseversuch wurden 60mg der Hirudin-Stamm- 
substanz in 2 ml Veronal-Natriurnacetat-Puffer gelSst und fiber den Filtrier- 
papierdocht auf das mit  PufferlSsung getr/inkte Filtrierpapier aufgetragen. 
An die Elektroden wurde eine Gleiehspannung yon 110 V angelegt, wobei 
ein Strom yon etwa 20 mA fliel3t. Das kontinuierliche Ansaugen der Hirudin- 
15sung fiber den Fil terdocht erstreckte sich fiber 20 Stdn. Nach weiteren 
5 Stdn. wurde die Elektrophorese beendet. 

Die in den 22 E p r o u v e t t e n  aufgefangenen Frak t ionen  der elektro- 

phore t i schen Auf t r ennung  wurden  auf ihre Gerinnungsakt ivi t&t  unter- 

sueht.  Die Un te r suchung  erfolgte an  e inem System, bes tehend aus 

0,1 ml  l~oiger  FibrinogenlSsung,  0,1 ml  physiologischer KochsalzlSsung 

und  0,1 ml Thrombin ,  indem die KoehsalzlSsung gegen 0,1 ml Veronal- 

Na t r i umace t a t -Pu f f e r  oder 0,1 ml einer Elek t rophoresef rak t ion  ausge- 

t ausch t  wurde.  

Eine  Vergleichsprobe der zur Auf~rennung gelangten Hi rud ins tamm-  

substanz in Veronalpuffer  (5 mg/ml)  wurde ebenfalls untersucht .  

T a b e l l e  12 

Gerinnungszeit 

Probe mi t  physiologischer KochsalzlSsung ." . . . . . . . . . . . . .  15,5 Sek. 
,, ,, Veronalpuffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15,5 ,, 

Hirudin-StammlSsung in Veronalpuffer . . . . . . . . . . . . . . . . . .  69,5 ,, 
Frakt ion 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20,0 ,, 

,, 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  28,8 ,, 
3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  127,0 ,, 

Veronalpuffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  17,0 ,, 
Frakt ion 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  i 168,0 ,, 

,, 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  79,0 , 
,, 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  18,4 ,, 
,, 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  65,0 ,, 

8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  25,0 ,, 
, ,  9 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33,0 ,, 

Veronalpuffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19,0 ,, 
Frakt ion 10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19,0 , ,  

,, 11 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19,0 ,, 
Hirudin-StammlSsung in Veronalpuffer . . . . . . . . . . . . . . . . .  76,0 ,, 
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Die Fraktionen 12 bis 22 zeigten keine Hirudinaktivit~t. Die gering- 
fiigige Ver/inderung der Gerinnungszeiten bei Zusatz der Pufferl6sung 
bzw. der HirudinstammlSsung in Veronalpuffer zu Beginn und am Ende 
der Versuchsreihe erklart sieh durch die geringe Stabflitat der Thrombin- 
15sung. Die angegebenen Werte stellen Vergleiehswerte dar, die bei 
Verl~ngerung der Gerinnungszeit im Sinne einer positiven Hirudinwh'kung 
gedeutet werden kSnnen, wenn angenommen wird, dab die Ionensti~rke 
und Wasserstoffionenkonzentration der einzelnen Fraktionen keinen 
wesentliehen Unterschied aufweist. Eine Bestimmung der ~u 
ionenkonzentration oder der Ionenst/~rke wurde nicht durehgeftihrt. 

Aus den physiologisehen Untersuehungsbefunden geht eine Wanderung 
der Wirksubstanz im elektrisehen Feld eindeutig hervor. Die Ablenkung 
erfolgt dabei in Riehtung der Anode. Der Wanderungsweg der wirksamen 
Komponente konnte dureh einen ParaIMver,sueh siehtb~r gemaeht 
werden. Dabei wurde die Elektrophorese naeh 20 Stdn., Mso naeh 
Beendigung des Ansaugens der RohhirudinlSsung, abgebroehen. Des 
Ffltrierpapier wurde getrocknet und der Wanderungsweg mit Amido- 
sehwarz 10 B sichtbar gemaeht is. Naeh dieser Anf~rbemethode fiihrt 
die Bahn der eiweifthaltigen Komponente zu den Auffangeprouvetten 3 
bis 8. Dieses Ergebnis stimmt mit dem physiologisehen Untersuchungs- 
befund /iberein. 

Es wurde der Versueh unternommen, die in den Fraktionen 3 und 4 
enthaltene blutgerinnunghemmende Substa, nz dureh Dialyse aus der 
PufferlSsung zu isolieren. Die LSsungen wurden in Dialysierschliiuehe 

gebraeht und 16 Stdn. dialysiert. Die naehfolgende Uberpriifung der 
Antithrombinwh-kung ergab einen vollst~ndigen Verlust der Aktivit~t. 

Vergleiehsweise wurde eine entspreehende Menge RohhirudinlSsung 
und eine LSsung yon Rohhirudh~ in Veronal-Natriumaeetat-Puffer 
16 Stdn. dialysiert. Aueh bei diesen Versuehen war ein teflweiser Wirknngs- 
verlust zu verzeiehnen. 

Die~e Dialysierversuehe berechtigten zu der vorl~ufigen Annahme, 
dab die wirksame Substanz im Rohhirudin adsorptiv an grSgere Eiweil3- 
molekfile gebunden ist und fast nieht dureh die Dialysemembran 
diffundiert. Unter der Einwirkung des elektrischen Feldes wird diese 
adsorptive Bindung zerstSrt. Die in den l~raktionen 3 und 4 erhMtenen 
gerinnunghemmenden EiweiBmolekiile besitzen kleinere MolekfilgrSfle 
und diffundieren innerhalb kiirzerer Zeit durcl~: die Memhran, wodureh 
ein nahezu vollstgndiger Akti~t/~tsverlust der l~esglSsung hervor- 
gerufen wird. 

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


