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UBER DIE GEWINNUNG VON REINEM KALLIKREIN AUS PANKREAS
von

OTTO RIESSER
Laboratorium Dr P. A. Meerburg, Naarden (Niederlande)

Seitdem im Jahre 1926 K. E. FREY und seine Mitarbeiter erstmalig ein blut-
drucksenkendes Prinzip aus dem Harn in relativ reiner Form dargestellt und es wenige
Jahre spiter mit dem aus Pankreas von ihnen selbst, sowie zuvor schon von anderen
gewonnenen identifiziert hatten, ist eine sehr grosse Zahl von Untersuchungen iiber
Eigenschaften und Wirkungsweise dieses als Kallikrein bezeichneten und als
Kreislauthormon angesprochenen Stoffes erschienen. An der Erforschung dieses Gebietes
ist die FREvsche Schule, besonders durch WERLE }, am meisten beteiligt, und es sei
auf die zusammenfassende Darstellung des letztgenannten Autors fiir alles Nahere
hingewiesen. Als chemisches Individuum ist das Kallikrein allerdings auch heute noch
nicht erkannt, und nicht einmal iiber die Zugehérigkeit zu irgend einer bestimmten
chemischen Gruppe lisst sich etwas aussagen, es sei denn das Negative, dass es kein
Eiweisskorper ist. Auch ist die Darstellung des Kallikreins in fester Form nicht gelungen,
wenigstens nicht als reine Substanz, und das, was als Trockenpriparat bisher bekannt
wurde, besteht grissten Teils aus begleitendem Eiweiss. Die bisher am weitesten ge-
férderte Reinigung fithrt zu wissrigen, eiweissfreien Lésungen, in denen eine Wirkungs-
einheit an wenige Gamma feste Substanz gebunden ist. ELLIOT und seine Mitarbeiter,
die auf dem Wege der Reinigung des Harnkallikreins am weitesten gekommen zu sein
scheinen, haben vielleicht nicht die gleiche Substanz in Handen gehabt wie die deut-
schen Forscher. '

Als Hauptstitte des Kallikreinvorkommens im Tierkérper ist frith das Pankreas
erkannt worden, worin es allerdings in einer Vorstufe vorhanden ist. Erst durch Ein-
wirkung verdauender Fermente wird die aktive Substanz daraus gebildet. Sonst hat
man es, ausser im Blut und im Harn, nur noch in den Speicheldriisen feststellen kénnen.
Aus dem Pankreas wird denn auch das Kallikrein heute vorzugsweise dargestellt. Das
von ELLI0oT und Nuzum 2 hierfiir angegebene Verfahren, das von sauren alkoholischen
Extrakten des Pankreas ausgeht, soll nach den Verfassern eine Modifikation der von
GLEY und KisTHINIOS ® publizierten Methode darstellen, ist aber grundsitzlich davon
verschieden. Es hat sich uns bei eingehender Nachpriifung gar nicht bewihrt, wie denn
iiberhaupt, angesichts der hohen Empfindlichkeit des Kallikreins gegen saure Reaktion,
alle mit saurer Extraktion arbeitenden Verfahren von vornherein wenig Aussicht bieten.
Sehr viel besser fundiert ist das von KRAUT, FREY und WERLE 4 beschriebene Vorgehen.
Sie gehen von einem wissrigen, bei Zimmertemperatur wihrend 12 Stunden digerierten
Extrakt aus und gelangen in einer Reihe von hier nicht naher zu beschreibenden Arbeits-
gangen zu relativ ziemlich reinen, wenn auch bestimmt noch nicht eiweissfreien Losun-
gen. Durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd haben WERLE und Marcus® die
Reinigung dann noch weiter treiben kénnen, sodass sie in einem giinstigsten Versuch
bis auf 33 Gamma pro Einheit kamen. Das von der 1. G. Farbenindustrie aus Pankreas
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nach eignem Patent-Verfahren hergestellte Handelspriaparat Padutin ist praktisch
eiweissfrei und enthilt pro Einheit ca 300 Gamma feste Substanz.

Die Abgrenzung des Kallikreins als eines, vielleicht hormonalen Stoffes sui generis
darf als voll gelungen bezeichnet werden, sodass eine Verwechselung mit den anderen,
aus Organextrakten sowie aus Korperfliissigkeiten dargestellten blutdrucksenkenden
Substanzen bekannter und unbekannter chemischer Konstitution nicht méglich ist.
Charakteristisch sind eine Anzahl von Eigenschaften, die in dieser Konstellation bei
keiner der iibrigen Substanzen vorkommen. Kallikrein ist nicht diffusibel durch pflanz-
liche Membranen. Es ist gegen Erhitzen sehr empfindlich (5 Minuten Kochen zerstéren
es vollstindig) und wird bei saurer Reaktion von py 4 ab unwirksam. Sehr eigenartig
ist die Inaktivierung, welche Kallikrein beim Mischen mit Blut oder Serum erleidet
und die durch vorsichtiges Ansduern des Gemisches riickgingig gemacht werden kann.

Seine Wirkung auf den Blutdruck, die in einer je nach der Dosis verschieden
starken Blutdrucksenkung von einigen Minuten oder lingerer Dauer besteht, zusammen
mit einer Vergrosserung der Pulsamplitude, wird durch Atropin weder verhiitet noch
aufgehoben. Andererseits besteht ein scharfer Antagonismus zwischen Kallikrein und
Adrenalin hinsichtlich der Blutdruckwirkung. Die der blutdrucksenkenden Wirkung
zugrunde liegende Gefisserweiterung erstreckt sich vornehmlich auf die Gefisse der
Haut, der Muskeln und des Koronarsystems am Herzen.

Obwohl das Kallikrein hinsichtlich einer grossen Zahl seiner pharmakologischen
Wirkungen (vgl. WERLE 1) insbes. auch derjenigen auf glattmusklige Organe, auf die
Haut und auf die Magensaftsekretion, sowie beziiglich des Typs der Blutdruckwirkung,
mit dem Histamin weitgehend iibereinstimmt, ist es doch in einer Reihe pharina-
kologischer und chemischer wie physikalischer Eigenschaften scharf davon unter-
schieden.

In der Therapie wird das Kallikrein bzw. Padutin, nachdem erstmalig FREY von
seinen giinstigen Wirkungen berichtete, seit vielen Jahren mit gutem Erfolg bei allen
Fillen von peripherem Gefdsskrampf angewandt, so insbes. bei RayNaup’scher und
BURGER’scher Krankheit, ferner bei Koronarkrimpfen sowie bei Hochdruck. Auch
hierfiir verweisen wir auf die Monographieen von WERLE ! sowie von RIEGLERS,

Die vorliegende Mitteilung beschiftigt sich lediglich mit demjenigen Teil unserer
ausgedehnten Untersuchungen, der die Ausarbeitung eines Darstellungsverfahrens des
Kallikreins und die Gewinnung méglichst weitgehend gereinigter Losungen des Stoffes
zum Ziele hatte. Das zu beschreibende Verfahren zeichnet sich durch Einfachheit der
Arbeitsginge, sowie dadurch aus, dass als einziges Reagenz dabei Alkohol gebraucht
wird.

Wir gingen davon aus, dass nach den Beobachtungen von Kraut, FREY und
WERLE und den Darlegungen besonders des Letztgenannten, erst durch fermentativen
Abbau, wahrscheinlich unter Beteiligung des Trypsins, das Kallikrein aus seinen im
Pankreas vorhandenen Vorstufen frei wird. Nachdem die Autolyse bei 37 Grad, wie
sie die I.G. zur Herstellung ihrer Padutinpriparate verwendet, unbefriedigende und
als Folge wahrscheinlich sekundirer Zerlegungen sehr ungleichmissige Resultate
ergeben hatte, machten wir uns die Beobachtung zunutze, dass Pankreasbrei bei mehr-
tigiger Behandlung mit schwach alkalischer Extraktionslosung in der Kilte einen sehr
gleichmissig wirksamen und an Kallikrein reichen Extrakt liefert. Die Autolyse wird
unter diesen Umst4dnden hintenangehalten, wihrend langsam und stetig verlaufende
tryptische Verdauung ein schonendes Freimachen des Kallikreins sichert.
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I. DARSTELLUNG

Wir geben im Folgenden den Darstellungsgang wieder, so wie er sich uns aus zahl-
reichen Versuchen zuletzt am besten bewahrte.

1 kg frischer Rinderpankreasbrei wird mit 2 Liter Wasser griindlich verrithrt und
mit so viel 2-N NaOH unter starkem Umrithren versetzt, bis die Reaktion, gemessen an
schwacher Rotung von mit Phenolphtaleinlésung getrinktem Papier, etwa py 9.0-9.2
entspricht und sich 15 Minuten dabei halt. Man bringt die Mischung nunmehr in die
Kialtekammer bei plus 2 Grad und priift zuerst in. Abstinden von 2 Stunden, im weiteren
Verlauf immer seltener, die Reaktion nach. In dem Masse, als sie sich nach der sauren
Seite verschiebt, fithrt man sie mittels NaOH wieder zur alkalischen zuriick.

Nach 72-stiindigem Stehen in der Kilte (ohne Antisepticum-Zusatz) wird die Masse,
die im Gegensatz zu dem Verhalten bei der Autolyse keine Verfliissigung erlitt, mit
12.5%jiger HCl unter starkem Umrithren so lange versetzt, bis die Reaktion einem py
von 5.5-6 entspricht. (Prifung an der schwachen Rétung von Methylrotpapier). Das
Volum des Ansatzes betrigt nun 3200 ml.

Um die Hauptmasse von Gewebssubstanz und geléstem Eiweiss zu beseitigen,
versetzt man die schwach saure Aufschwemmung mit der Halfte ihres Volumens 969,
Alkohol, sodass die Endkonzentration ca 309, betrigt, und erwirmt die Mischung iiber
dem Dampfbad unter stetem Umschwenken vorsichtig auf 42-43 Grad. Es empfiehlt sich,
die Reaktion jetzt nochmals nachzupriifen und, falls nétig, wieder auf py 5.5-6 zu bringen.
Nach 10 Minuten langem Erwéarmen kommt die Mischung wieder in die Kithlkammer fiir
etwa 20 Stunden. Diese Abkiihlung ist fiir die Abscheidung des Eiweiss unbedingt erforder-
lich.

Man giesst nun die Masse auf Faltenfilter und ldsst, am besten wieder in der Kiihl-
kammer, 24 Stunden ablaufen. Das klare, tiefgelbe Filtrat misst dann 3540 ml. Die Filter
nebst Inhalt werden nochmals mit ca 1 Liter 309 igem Alkohol griindlich verrihrt und
nochmals filtriert., Das Zweitfiltrat, das, gemessen am Trockengehalt, etwa 129, des
Erstfiltrats entspricht, wird mit diesem vereinigt.

Die alkoholischen Extrakte werden nunmehr zuerst im Vakuum bei 30 Grad,
sodann im warmen Luftstrom am Ventilator bei der gleichen Temperatur vom Alkohol
befreit und konzentriert, bis auf 1 Liter, sodass also 1 ml 1 g Pankreas entspricht. Das
dunkelolivgelbe Konzentrat scheidet beim Stehen in der Kialte iiber Nacht eine nicht
unbetrachtliche Menge Tyrosin krystallinisch ab, das man, am besten durch Zentrifu-
gieren, entfernt.

1.0 ml des so erhaltenen klaren, tiefgelbbridunlichen Rohkonzentrats liefert im
Blutdruckversuch am Kaninchen eine Wirkung, die 10 ,,biologischen” Padutineinheiten
entspricht, also einer Gesamtwirkung von 10 o0oo Einheiten pro kg Pankreas. Diese
Wirkung geht aber knapp zur Halfte auf Kallikrein ; der Rest kommt auf Rechnung
anderer und zwar dialysabler Substanzen. '

Um diese zu beseitigen, wird das Rohkonzentrat in Cellophanschiiuchen 72 Stunden
gegen fliessendes Leitungswasser dialysiert, wobei das Volumen sich verdoppelt. Die
filtrierten Dialysate sind nur noch schwach gelb gefarbt. Sie zeigen eine Wirkungsstirke
von ca. 2.5 Einh./ml. Das entspricht 5000 Einh./kg Pankreas. Der Trockengehalt betrigt
ca 5 mg/ml, wovon o.7 mg hitzekoagulierbares Eiweiss.

Der Trockengehalt mit 2 mg/Einheit ist noch zu gross, vor allem muss der Eiweiss-
gehalt auf null reduziert werden. Dies Ziel zu erreichen, hat viel Mithe gekostet, zumal
es in allen Arbeiten anderer Autoren ganz iibergangen wird. Folgendes Vorgehen fiihrte
zunichst zum Ziel.

Man versetzt das Dialysat mit dem gleichen Volumen 969%, Alkohol. Die Flissigkeit
triibt sich sofort und nach einigen Minuten setzt sich ein weisser flockiger Niederschlag
von Eiweiss ab. Nach zo-stiindigem Stehen in der Kilte wird zentrifugiert. Da wir wissen,
dass das Kallikrein sehr leicht mit den verschiedensten Eiweissniederschligen zusammen
ausfallt, musste auch bei der Alkoholfallung mit Verlust gerechnet werden, obwohl reines
Kallikrein mit Alkohol nicht fillbar ist. Die Aufarbeitung und Prifung des in Wasser
18slichen Niederschlags ergab jedoch einen Kallikrein-Gehalt von nur 15-20%, der Gesamt-
menge. Es sei besonders hervorgehoben, dass diese giinstige Verteilung nur eintritt, wenn
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die Losungen in der geschilderten Weise vorgereinigt und relativ eiweissarm sind. Be-
merkenswert ist es auch, dass diese Fallung des Eiweiss mit 509, Alkohol nicht eintritt,
wenn man statt gegen Leitungswasser gegen reines destilliertes Wasser dialysiert. Die im
Leitungswasser vorhandene kleine Calciummenge ist fiir die Ausflockung notwendig.

Die hellgelben alkoholischen Filtrate werden wiederum teils im Vakuum, teils im
warmen Luftstrom bei 30 Grad eingeengt und zwar auf 500 ml, sodas 1 ml der Lésung 2 g
Pankreas entspricht. Der Trockengehalt belduft sich nun auf ca 10 mg/ml, die Wirkung
entspricht 8-9 Einheiten pro ml.

Durch erneute Dialyse wihrend 48 Stunden geht der Trockengehalt bei einer
Volumvermehrung um 109, auf ca 4 mg/ml zuriick. Die Eiweissreaktion mit Sulfosalicyl-
sdure ist nur noch sehr schwach, ebenso die Biuretreaktion.

Die Beseitigung der letzten Eiweisspuren gelingt durch geeignete Behandlung mit
Norit. Die Angabe von WERLE, dass Kallikrein an Kohle adsorbiert werde, diirfte nur fiir
Loésungen gelten, die noch relativ viel Verunreinigungen enthalten. Es ldsst sich leicht
zeigen, dass reine Kallikreinldsungen, so auch das Padutin in Ampullen, beim Schiitteln
mit dem Doppelten ihres Trockengewichts (das Padutin wurde vorher durch Dialyse von
seinen Zusidtzen befreit) an Norit keinerlei Wirkungseinbusse erleiden.

" Zur Reinigung der mit 509, Alkohol und nachfolgender Dialyse schon weitgehend
vorgereinigten Lésungen schiittelt man mit soviel Noritkohle als dem einfachen Gewicht
an Trockensubstanz entspricht und zwar nicht linger als 7-10 Minuten. Durch Zentrifu-
gieren und anschliessende Filtration gelangt man zu einer vollig farblosen, blanken Kalli-
kreinlésung mit einem Gehalt von 8 Einheiten pro cc und einem Trockenriickstand von
ca 2.5 mg/ml. Es kommt also auf eine Einheit pro Trockengehalt von 0.3-0.4 mg.

Falls die Losung mit Sulfosalicylsiure eine nach lingerem Stehen erkennbare
Triibung gibt, kann man diese letzte Spur von Eiweiss * durch nochmalige Behandlung
mit der halben Menge Norit beseitigen. Auch der Gehalt an Trockenriickstand lasst sich,
wenn man will, durch nochmalige Dialyse weiter senken, und schliesslich kann man durch
Eindunsten bei niederer Temperatur jede gewiinschte Konzentration herstellen. Die
Ausbeute an reiner Kallikreinldsung ergiebt 3500-4000 Einheiten pro kg Rinderpankreas.

Die Verarbeitung von Schweinepankreas ist nach diesem Verfahren ebenfalls
méglich, aber hat nicht immer so gleichmissige Resultate ergeben. Das hingt mit dem
Fettgehalt zusammen, der, beim Schweinepankreas bekanntlich recht hoch, im Laufe
der Verarbeitung storend und Verlustbedingend wirken kann.

Die reinen wissrigen Kallikreinlsungen sind, wenn man sie zuerst durch Seitzfilter
keimfrei macht, unter Zusatz von 0.3%, Trikresol sehr lange, wahrscheinlich unbegrenzt
haltbar. Nicht keimfreie Lésungen lassen sich schwer auf die Dauer konstant wirksam
erhalten, da sie sich schliesslich doch zersetzen.

Die grosse Empfindlichkeit des Kallikreins gegen Infektion und die Unmoéglichkeit,
eine solche bei den langen Dialysen, trotz Toluolzusatz, immer zu vermeiden, ist einer der
Griinde, warum wir die Dialyse gerne einschranken oder ganz vermeiden méchten. Dazu
kam die in der damaligen Kriegsperiode bestehende Schwierigkeit der Cellophanbeschaf-
fung. Es scheint, als ob man mittels der Adsorption ebenfalls und vielleicht sogar besser,
zum Ziele gelangt, als bei Verwendung der Dialyse. Es zeigt sich nimlich, dass wenn man®
das, am besten aufs doppelte verdiinnte, Rohkonzentrat durch eine Sdule von Aluminium-
oxyd gibt (py der aufgegossenen Losung 6.0), das gesamte Kallikrein und das Eiweiss
am Adsorbens bleibt, wihrend die sonstigen Stoffe, also auch gerade die dialysablen, in
den Durchlauf gehen. Will man stets bei eiweissfreiem Durchlauf bleiben, dann muss
man allerdings ziemlich grosse Adsorbensmengen anwenden, 400 g auf 1 kg Pankreas.
Auch mit Bleicherde scheint die Adsorption ebenso zu verlaufen.

Merkwiirdigerweise kann man dann das Kallikrein mitsamt dem adsorbierten
Eiweiss durch reines destilliertes Wasser eluieren. Aus dem Eluat kann man durch Be-
handeln zuerst mit 50%igem Alkohol, sodann mit wenig Norit das Eiweiss vollkommen
beseitigen. Erste, auf diese Weise gemachte Versuche ergaben eine Reinausbeute von
3500-4000 Einheiten, also ebensoviel wie im oben geschilderten Dialyseverfahren. Selbst
wenn man zum Schluss der Adsorptionsmethode noch einmal dialysieren miisste, wire

* Da Sulfosalicylsiure auch mit héheren Peptiden eine Tritbung gibt, so ist es
‘nicht sicher ob es sich hier iiberhaupt noch um Eiweiss handelt.
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der Vorteil sehr gross. Auch wire es denkbar, dass Eluierung mit 50%, igem Alkohol, statt
mit Wasser, sofort ein praktisch eiweissfreies Eluat erbilt. Leider haben &ussere Um-
stinde eine weitere Ausarbeitung dieses interessanten und einfachen Verfahrens nicht
mehr gestattet.

Es besteht auch noch eine andere Méglichkeit um von Rohextrakt ohne Dialyse zu
ziemlich reinen Lésungen zu gelangen. Man kann n&mlich die bis zur Trockne einge-
dunsteten Rohextrakte mit 60%,igem Alkohol ausziehen, wobei man das ganze Kallikrein
neben sehr wenig Eiweiss herausbekommt. Nach Verdunsten des Alkohols muss man dann
noch eine Dialyse und die oben beschriebene Beseitigung der letzten Eiweisspuren an-
schliessen. Die grosse Menge der Beistoffe bleibt bei dieser Extraktion ungelost im Riick-
stand. Das Verfahren diirfte aber dem Adsorptionsverfahren unterlegen sein. Wir haben-
es auch nur erwidhnen wollen.

2. EICHUNG DES KALLIKREINS IM BLUTDRUCKVERSUCH

Fir die Wirkungsbestimmung des Kallikreins steht bisher keine andere Methode
zur Verfiigung als die des blutigen Blutdruckversuchs am Tier. Die Auswertung am Darm,
die eventuell in Kombination mit der antagonistischen Wirkung des Adrenalins in Betracht
gezogen wurde, hat sich ebenso wenig bewiahrt wie der Versuch, die Gegenwirkung zum
Adrenalin am Durchstrémungspriparat zu diesem Zweck zu verwenden. Die Registrie-
rung des Blutdrucks zeichnet sich iiberdies dadurch aus, dass sie es gestattet, nicht nur
den Grad der Wirkung, sondern auch den Verlauf in seiner besonderen Eigenart genau
zu registrieren. Die Feststellung des genau qualitativ gleichen Wirkungsmodus ist aber
unerlisslich, wenn es sich darum handelt, eine blutdruckwirksame Substanz einer bestimm-
ten Gruppe derartiger Stoffe zuzuweisen.

Als Priiftier ist von der FrREY’schen Schule ausschliesslich der Hund benutzt worden,
wahrend Errior das Kaninchen verwendet. WEESE 7 hat bei der Auswertung des Kalli-
kreingebalts von Harn darauf aufmerksam gemacht, dass der Hund auf Kallikrein sehr
gut anspricht, schlecht oder garnicht aber auf die sonstigen blutdruckwirksamen Stoffe,
die im Harn vorkommen, wiahrend die Katze umgekehrt gerade auf diese Stoffe sehr stark,
auf Kallikrein aber schwach reagiert. Vom Kaninchen als Priiftier rit er entschieden ab.
Es reagiere sehr ungleichmassig und verliere im Lauf des Versuchs schnell die Ansprech-
barkeit auf Kallikrein. In der Tat sieht eine von ihm wiedergegeben Kurve von einem
Eichversuch am Kaninchenblutdruck sehr wenig ermutigend aus.

Da es fiir uns unmoglich war, die zahlreichen erforderlichen Eichungen an Hunden
auszufithren, haben wir uns von Anfang an bemiiht, den Kaninchenversuch brauchbar
zu gestalten, was uns denn auch nach vielen Vorversuchen zur vollen Befriedigung ge-
lungen ist. Die Hauptsache dabei ist, dass man mit moglichst niedrigen Dosen arbeitet.
Hohere schiadigen das Tier schnell und fithren zu Misserfolgen, wie sie WEESE? hatte.
Bei richtiger Fithrung kann man dagegen an einem einzigen Tier eine grossere Zahl (bis
zu 20 und mehr) von gut miteinander iibereinstimmenden Eichungen vornehmen.

Es kommen allerdings hin und wieder, wenn auch selten, Tiere zum Versuch, die
fast unempfindlich gegen Kallikrein sind. Wenig empfindliche Tiere erfordern etwas
héhere Dosen, bleiben aber noch immer gut geeignet.

Als Vergleichsstandard diente uns das kiufliche Padutin in Ampullen der 1.G.-
Farbenindustrie, das recht gleichmissig eingestellt ist und von dem 1 ml 4 ,,biologische
Einheiten” enthilt. Als Einheit haben Frev und Mitarbeiter urspriinglich ein von ihnen
aus Harn bereitetes Priparat benutzt. WERLE u. KORSTEN haben spiter die Einheit
definiert als diejenige Wirkung, die man mit 5 ml dialysierten Harns aus einer Misch-
probe von 50 Litern normalen Urins erhilt. ELLIoT, der am Kaninchen eichte, bezeichnet
als Einheit diejenige Dosis, die eben eine Wirkung insbes. eine Amplitudenvergrésserung
erkennen lisst und meint, dass diese seine Einheit etwa 1/10-1/28 FREYscher Einheit
gleichkomme. Nach unseren zahlreichen Beobachtungen ist beim Kaninchen etwa o0.02
,,biologische Padutin-Einheit”” eben wirksam, was einem Verhiltnis von ErrLiors-Einheit
zu Padutin-Einheit von 1: 50 entspricht. In den Patentschriften der I1.G. werden die
Wirkungen in ,,Kallikrein-Einheiten”’ ausgedriickt. Wir haben Anlass zu der Annahme,
dass die biologische Einheit der Padutinampullen gleich 10 FrEvs'chen oder Kallikrein-
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Einheiten genommen ist. In unseren eigenen folgenden Versuchen sind alle Wirkungen
in ,,biologischen’” Padutin-Einheiten ausgedriickt.

Wir erwahnten schon, dass fiir das Gelingen der Eichung am Kaninchen die Dosie-
rung von ausschlaggebender Bedeutung ist. 0.5—1 Einheit, wie wir sie anfangs anwandten,
erwiesen sich als erheblich zu hoch und schidigten die Tiere so schnell, dass kaum zwei
bis drei Eichungen am gleichen Priparat mdoglich sind. Hilt man sich dagegen innerhalb
der Grenzen von 0.05 bis 0.1, hichstens 0.2 Einheiten und wahrt man ferner streng 1o
Minuten Pause zwischen je zwei Proben, so bleiben die Tiere stundenlang gut ansprechbar,
und die Empfindlichkeit nimmt nur langsam ab.

Kaninchen von 2-2.5 kg Gewicht wurden verwendet. Narkose mit Urethan und
zwar intravends und subkutan je 5 ml 109iger Urethanldsung in 0.9%, NaCl pro kg
Korpergewicht, Blutdruckmessung von der Carofis aus mit dem Lupwia’schen Hg-Mano-
meter und Zufuhr der Priflésungen durch eine in die Vena jugularis eingebundene Kaniile.
Alle Losungen wurden mit 0.9%, NaCl auf o.5 ml gebracht ; Nachspiilen der Kaniile mit
0.5 ml Kochsalzlsung.

Man beginnt, bei dem gewdhnlichen Blutdruck von 1oc-110 mm Hg mit einer
Injektion von o0.05 Padutineinheiten. Der Verlauf ist typisch mit kleineren Varianten
bei den verschiedenen Tieren. Er beginnt mit einem steilen und sofortigen Abfall um etwa
20 mm Hg. Meist folgt dann ein kurzer, aber nur teilweiser Anstieg, den ein erneuter
langsamer Abfall ablést. Diesem mehr oder weniger ausgeprigten, aber nicht immer
vorhandenen Bogen nach unten folgt dann der langsame Wiederanstieg bis zur Ausgangs-
héhe des Blutdrucks., Der Verlauf, fiir einzelne Tiere etwas wechselnd, ist fiir das gleiche
Tier vollig konstant und wird von jedem Kallikreinpriparat in genau derselben Form
wiederholt.

Bei den kleinen Dosen ist nach 5 Minuten meist das Ausgangsniveau wieder erreicht.
Man stoppt den Kymographionlauf weitere 5 Minuten und schliesst sodann die néchste
Eichung an. Bei den Proben mit unbekanntem Gehalt wihle man lieber eine zuerst un-
zureichende Menge als eine zu grosse und wiederhole notfalls mit einer grosseren Gabe.
Die 3te Probe macht man wieder mit Padutin. Meist ist der erste Ausschlag h8her als die
folgenden mit gleicher Dose gemachten. Von da ab bleibt er konstant oder nimmt langsam
ab. Durch Hin- und Herproben zwischen Padutin und zu priffender Losung lasst sich der
Gehalt der Unbekannten sebr gut bestimmen. Im zweiten Teil des Versuchs wird man, die
abnehmende Empfindlichkeit beriicksichtigend, meist mit den grésseren Dosen von o.1
bis 0.2 Einheiten arbeiten. ABB gibt ein Beispiel solcher Eichung an 2 Tieren mit den
gleichen Losungen.

Abweichungen von o0.025 Einheiten lassen sich gut schitzen. Bei einer durchschnitt-
lichen Messdosis von o.15 Einheiten bedeutet das eine Fehlerbreite von 15-209%,.

ZUSAMMENFASSUNG
Der Verfasser beschreibt die Darstellung von Kallikrein aus Rinder- und Schweine-
pankreas sowie die Eichung dieses Stoffes im Blutdruckversuch bei Kaninchen.
SUMMARY
The writer describes the preparation of callicrein from the pancreas of cattle or
pigs, and the inoculation of rabbits with this substance for the purpose of blood pressure
research.

RESUME

L’auteur décrit la préparation de la callicréine du pancréas des bovins et du porc
ainsi que l’étalonnage de ce corps dans I’épreuve de la tension artérielle sux les lapins.
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