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SUR UN NOUVEL ANTICOAGULANT 

EXTRAIT DU TISSU MUSCULAIRE DE LAPIN 

par  

J E A N - C L A U D E  D R E Y F U S  

Department o~ Biological Chemistry, Washington University, School of Medicine, 
Saint-Louis, Mo. (U.S.,4 .) * 

INTRODUCTION 

Les observations qui sont k la base de ce travail ont 6t~ faites au cours de l'6tude 
d'un enzyme musculaire. Celui-ci poss~de la propri~t~ de transformer la phosphorylase 
a du muscle en phosphorylase b, qui n'est plus active en l'absence d'acide ad~nylique. 
On suppose que cette transformation consiste en la disparition d'un groupement 
prosth6tique, d'oh le nom donn~ k l'enzyme de "PR enzyme" (Prosthetic removing) 1. 
La transformation de la phosphorylase a en b est ~galement provoqu~e par la trypsine 
cristallis6e; c'est la raison pour laquelle une ~tude comparative des propri~t~s des deux 
enzymes a 6t6 entreprise. On sait que la trypsine acc~l~re la coagulationg; on pouvait 
donc s'attendre ~ un effet analogue de la part de l'enzyme PR. Les premiers essais 
montr~rent au contraire une inhibition extr~mement marquee de la coagulation du 
plasma. Une ~tude plus d~taill6e s'est alors efforc~e de confirmer et d'interpr~ter cette 
proprietY. 

PREPARATION DU FACTEUR ACTIF 

Les muscles d 'un  lapin sont  broy6s dans un  broyeur ~ viande, extrai ts  deux lois par un volume 
d 'eau  distilMe, puis pass6s sur gaze. Les extrai ts  combin6s sont  filtr6s sur coton puis sur  papier 
W h a t m a n  No i .  L 'ex t ra i t  est  amen~ ~ pH 5.7 ~ l 'aide d 'un  t ampon  acAtate o.I5 M, pH  4.6, et ceutri- 
fug6 aussi tSt  k xo,ooo tours-minute  pendan t  15 minutes .  Le p r~ ip i t6  est redissous dans la plus faible 
quant i t6  possible de soude o.o2 N (habituellement I5 ml par  5oo g de muscle) en main tenan t  le pH  
entre 7 et 9. La  solution obtenue est trouble et peut  ~tre clarifi6e par  centrifugation, ~ xo,ooo tours- 
minute  pendan t  15 minutes .  Cette solution (solution I) est ensuite fractionn6e par  le sulfate d ' am-  
monium ~t p H  7 et la fraction qui  pr6cipite entre 45 et 7 ° % de la sa tura t ion  est utilis6e. On la re- 
dissout  dans une faible quant i t6  d 'eau (solution 2) et on la garde congel6e. A v a n t  utilisation, on la 
dialyse contre du NaCI ~ 9°/oo pour  se d6barrasser du sulfate d ' a m m o n i u m  et assurer l'isotonie. 
Une purification plus pouss~e peu t  ~tre obtenue en adsorbant  la solution I sur  o.2o volume d 'a lumine 
C 7. On utilise pour  l'61ution 0.5o volume d 'une solution contenant  du sulfate d ' a mmon ium (3o% 
de la saturat ion) et du phospha te  disodique o.Io M. L'61uat est ensuite fractionn6 par  le sulfate 
d ' a m m o n i u m  comme d~crit ci-dessus. Le rendement  est d 'environ 2o mg de materiel  tr&s actif pour 
5oo g de muscle;  le rendement  est faible mais cette fraction est compl&tement d~pourvue d'acc616ra- 
teurs  de la coagulation, alors que la solution i non adsorb~e en cont ient  parfois. La pr6paration 
est ent i~rement Conduite en chambre  froide. 

* Boursier du Gouvernement  FranF~is et de la Smith-Mundt  Fundation.  
Adresse actuelle: Laboratoire de Recherches de Biochimie M6dicale, HSpital des Enfants  

Malades, I49, rue de S&vres; Paris xse (France). 
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TECHNIQUES ET RI~SULTATS* 

Nous d6signerons, par  convention, notre facteur par  les initiales A.M. (anticoagulant 
musculaire). 

A. Temps de coagulation plasmatique 
On utilise du plasma citrat6 humain avec la technique suivante:  
o.i  ml plasma citrat6 (0.20 ml de citrate k 5% par ml de sang) 
o.I  ml solution test  ou s6mm physiologique 
o. i  ml CaCI~ 0.05 M 
Diff6rentes fractions pr6cipit6es ~ des concentrations en sulfate d 'ammonium crois- 

santes ont fourni les r6sultats r6sum6s dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

rag. par ml Temps de coagulation 

T6moin o 30o secondes 
a. o-30 % sa tura t ion  0. 3 7 ° secondes 
b. 33-5 ° % sa tura t ion  0. 4 650 secondes 
c. 5o-75 % sa tura t ion  0. 3 > 24 heures 

La fraction a. est acc~l~ratrice et contient vraisemblablement de la thromboplastine. 
La  fraction b. a un effet inhibiteur faible et contient probablement encore une faible 

quantit6 d'acc~l~rateur en m~me temps que l ' inhibiteur. 
La fraction e. poss~de un effet inhibiteur puissant. 
Les r~sultats fournis par  l 'extrai t  purifi~ par  adsorption sont repr6sent~s dans les 

Fig. Ia  et lb.  A l'~chelle logarithmique, on obtient une droite en portant  en abscisse 
la concentration en facteur A.M. et eu ordonn~e le temps de coagulation. I1 n 'y  a donc 
apparemment  pas de contamination par  une impuret~ acc~l~ratrice de la coagulation. 
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Concentration d'A.M. ~ prot6ine / 0.3 ml m~lanoe final 

Fig. i .  Temps  de coagulat ion du p l a sma  en fonct ion de la concentrat ion d'A.M. 

L'activit6 du facteur ~tudi~ est tr~s 61ev6e. Une solution contenant z mg de prot6ine 
par  ml emp6che compl6tement la coagulation du plasma. Un effet notable s 'observe 

* Nous  remercions M. le Docteur  W.  J .  HARRINOTON p o u r  les conseils qu' i l  a bien voulu nous  
donner  dans  la mise au po in t  des techniques.  
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encore lorsque la m~me solution est dilu6e 200 lois (concentration finale dans le syst~me 
test6 0.00017%). 

B. Temps de coagulation du sang total 

On utilise la m~me technique avec du sang humain citrat6. La solution qui emp~che 
compl~tement la coagulation du plasma donne pour le sang total  un T.C. de 4 ° minutes. 
L'effet sur le sang total  est approximat ivement  20 fois plus faible que sur le plasma. 

C. Temps de prothrombine 

Nous avons employ6 la m6thode en un temps, en utilisant du plasma tel quel ou 
dilu6 5 lois, cette derni~re technique permet tant  de d6celer des modifications plus faibles 
de l 'activit6 de la prothrombine. 

La thromboplastine a 6t6 pr6par6e ~ part ir  du cerveau humain par la m6thode 
de QtnclOL 

I. M£thode au plasma total 

Les r6sultats sont r6sum6s dans le Tableau I I .  

T A B L E A U  I I  

No" des Plasma A.M. NaCl 90/~ Thrombo- CaClt T.C. 
tubes z mg/ml plastine 0.05 M (secondes) 

I 0 . 2  o o . I  0 . 2  o . I  ] 5  

2 o .2  o . o o i  o . o 9  o .2  o . I  16 

3 o .2  o .o2  o .o8  o .2  o . I  19 

4 0 .2  o .o  5 o .o  5 o .2  o . I  23 
5 0 .2  o . I  o 0 .2  o . I  28 

L'A.M. prolonge donc le temps de prothrombine,  mais de cette seule constatation 
on ne peut  d6duire si son action s'exerce sur la prothrombine ou sur la thromboplastine. 

Des exp6riences destin6es k tester l 'action antagoniste du facteur vis-k-vis de la 
prothrombine et de la thromboplast ine ont 6t6 effectu6es avec une solution d'A.M, dilu6e 
IO lois (o.2 mg par  rnl). Le temps de coagulation en pr6sence de thromboplastine concen- 
tr6e s 'est montr6 le m~me, que I'A.M. soit pr6sent ou non. Des dilutions croissantes de 
thromboplastine ont fourni les r6sultats r6sum6s dans le Tableau I I I  et la Fig. 2 qui 
montrent  une action antagoniste de I'A.M. vis-k-vis de la thromboplastine. 

T A B L E A U  I I I  

No. Dilution T.C. (second*s) 

des tubes tkTombopIastine Tkmoin ,4.M. 

I I 16 z6 
2 2 19  2 2  

3 5 21 2 6  

4 IO 24 34  
5 20  27 42 
6 35 30  55 
7 5 ° 32 65 
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2. Des essais similaires ont 6t~ pratiqu6s en utflisant la m~thode au plasma dilu& 
Du plasma oxalat6 (le plasma citrat6 ne peut ~tre correctement d6prothrombinis6) est 
trait6 par  du phosphate tricalcique. 

tO 
aj A ~  ~1OO~, po~  O2plasnx 

Te~noin 
. ?( = = Anticoagulant 

g6¢ / 

bo / 

Oitution th~omboplash'ne 

F i g .  2. ]Rela t ion  e n t r e  la  d i l u t i o n  de  ]a t h r o m b o p l a s t i n e  e t  le t e m p s  d e  c o a g u l a t i o n .  

b) ~ .  ~ 20 ~ pour O.2 plosmo 

2~5 ~0 ~0~0~0 

Les r6sultats sont r6sum6s dans le Tableau IV. 

T A B L E A U  I V  

No. Plasma $Mpro- Thrombo- 
des tubes  tkrombini*d pIaaine A.M. NaCl 9e/oo CaClt 0.05 M Plasma normal T.C. (second~) 

I o . I 6  o.2 o o . I  o . I  o .o  4 20 
2 o .16 0.2 o . I  o o . I  0 .04 20 

La dilution de la prothrombine ne modifie pas les r~sultats obtenus avec du plasma 
pur. Ces r~sultats semblent ~liminer une action directe contre la prothrombine et 
confirment les precedents. 

D. Facteur labile 

Nous avons test6 l 'action 6ventuelle de I'A.M. contre le facteur labile de QuicK. 
Celui-ci est consid6r6 comme identique ~ l'Ac. globuline 2~ et au facteur V d'OwREN le. 
D'apr~s QUICK ET STEFANIN119 du plasma vieilli a perdu son facteur labile mais conserve 
un taux de prothrombine normal. Le temps de prothrombine d 'un tel plasma Ag6 est 
d 'environ 4 ° secondes contre 12 pour le mSme plasma frais. Dans l 'ex6cution du test, 
le facteur labile est fourni par du plasma frais d6prothrombinis6 par  du phosphate 
tricalcique. Avec du plasma humain, I partie de plasma frais ajout6 ~ 9 parties de plasma 
~g6 donne un temps de prothrombine de 20 secondes. Nous avons utilis6 une technique 
d6riv6e de zg. Nous avons employ6 une solution d'A.M. ~. o.I  mg par  ml, donnant avec 
du plasma normal (sans addition de thromboplastine) un temps de coagulation de 
30 minutes. En pr6sence de thromboplastine, le T.C. 6tait le mSme que celui du t6moin. 
I1 y avai t  donc un exc~s de thromboplastine et le facteur labile devenait le facteur 
l imitant  de la coagulation si l 'on employait  du plasma ~g6. Une action antagoniste de 
I'A.M. vis-~t-vis du facteur labile devait  se manifester dans ces conditions par  un retard 
de la coagulation. Ce retard serait supprim6 en augmentant  la concentration en facteur 
labile. Les r6sultats de cette exl~rience effectu6e avec du plasma oxalat6 sont exprim6s 
par  le Tableau V. Des dilutions convenables du plasma frais out 6t6 faltes afin de main- 
tenir le volume total  du plasma ~ 0.2 ml. Aucune diff6rence n 'a  pu 8tre constat6e entre 
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les tubes  con tenan t  ou non  de I'A.M. I1 n ' y  a donc pas d 'ac t ion  antagonis te  entre I'A.M. 
et le facteur labile de QuIcI~. 

TABLEAU V 

No. Thrombo- A .M. T.C. 
des tubes plastine o.z mg/mt NaCl 9%0 Plasma ~igd Plasma frais CaCl= o., o M (secondes) 

I 0 . 2  O O . I  0 . 2 0  O O . I  3 5  

2 0 . 2  O . I  O O . 2 0  O o . I  3 6  

3 0.2 o o.i 0.20 0.005 o.I 29 
4 o.2 o.i o o.2o o.oo 5 o.i 29 
5 o.2 o o.i o.I9 0.oi o.i 28 
6 0.2 o.i o o.19 o.oi o.i 28 
7 0.2 o o.i o.18 0.02 o.i 24 
8 0.2 o.i o o.i8 o.o2 o.i 23 
9 0.2 o o.i o.15 0.05 o.i 21 

I O  O . 2  0 . I  O O . 1 5  O.O 5 O . I  2 1  

E. Test de consommation de la prothrombine 

A I ml  de plasma oxalat6 on a joute  o.I  ml  d'A.M, k o . i  mg par  ml et 0.2 ml  CaCI~ 
0.20 M. Apr~s la coagulation,  les tubes  sont  ma in t e nus  k 37 ° p e n d a n t  24 heures. Nous 
avons suivi  la technique de Q u i c k  all p lasma oxalat6 d6prothrombinis6,  qui  est ident ique  
k ceUe du temps de pro thrombine  (m6thode au p lasma dilu6), le s6rum rempla~ant  ici 
le p lasma oxalat6 test~ 18. 

TABLEAU VI 

T.C. (stzo~s) 

Plasma normal 20 
T6moin coagul6 sans A.M. 47 
Coagul~ en presence d'A.M. 24 

Les r~sultats repr~sent~s dans le Tableau  VI m o n t r e n t  que la consommat ion  de la 
p ro th rombine  est for tement  diminu~e par  I'A.M, k des concent ra t ions  qui  seraient  sans 
influence sur  le temps de pro thrombine .  I1 y a l~ u n  a rgument  de plus en faveur  de 
l ' i nh ib i t ion  de la th romboplas t ine  et non  de la pro thrombine .  

F. Essai de la globuline a~ih~mophilique 

On consid~re la globuline ant ih6mophi l ique  comme n~cessaire k l ' ac t ion  de la 
thromboplas t ine .  Elle est con tenue  dans  la fract ion I. Nous avons utilis6 une  fract ion I 

0 humaine  de COHU a I ~ et I'A.M, k o.o2o mg/ml.  Le Tab leau  V I I  sch6matise les r6sultats 
obtenus.  

TABLEAU VII 

T.C. No. P~,sma NaCl 9°/,e Fraaion I A.M. CaCl= o.zo  M (s~onde.*) des tubea citrad 

1 0 . 2  0 .2  o o o .1  37  ° 
2 0.2 O.I 0 . I  0 O.I ~IO 

3 0 . 2  O . I  0 O . I  O . I  I 2 9 0  

4 0 . 2  0 O . I  O . I  O . I  I 3 5 0  
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La globuline antih6mophilique n 'a  pas d'action contre une solution tr~s dilu6e 
d'A.M. 

G. Action sur le second temps de la coagulation et comparaison avec l'h~parine 

Nous venons de voir que la fraction I e s t  sans action vis-Lvis  de I'A.M. Cette 
fraction contient le fibrinog~ne qui est donc inactif. 

I. A ctivit~ antithrombine 15 

Le test a 6t6 effectu6 au tampon imidazole isotonique ~ p H  7.3. Dans I ml de 
tampon, on a dissous I unit~ de thrombine. On ajoute successivement: 

o.I  ml A.M. ou tampon, puis, apr~s incubation k 37 ° pendant  2 ou IO minutes, 
0.5 ml de fibrinog~ne ~ 1%. Souvent la coagulation reste incomplete et on note le temps 
d 'appari t ion de filaments de fibrine. Les r6sultats sont repr6sent6s dans le Tableau VI I I .  

T A B L E A U  V I I I  

No. T.C. 
des tubes (secondes) 

T6moin  16 
A.M. (2 mg/ml )  I n c u b a t i o n  2 rnin 16 

dg I n c u b a t i o n  IO rain 16 

Une concentration d'A.M, suffisante pour emp~cher compl~tement la coagulation 
du plasma ne modifie par  la r6action thrombine-fibrinog~ne. 

2. Action h~parinique 

Nous avons compar6 l 'action de l 'h6parine et celle de I'A.M. sur la thrombine en 
utilisant le plasma comme source de fibrinog~ne et de cofacteur de l'h6parine. 

A o.I  de plasma citrat6, on ajoute o.I  d'h6parine, A.M. ou CINa 9°/o0 . 5 minutes 
d ' incubation ~ 37 °. Puis on ajoute I unit6 de thrombine (darts o.I  ml). 

Comme le montre le Tableau IX, I'A.M. est d6pourvu d'action sur la thrombine 
m6me en pr6sence du cofacteur de l 'h6parine et est donc distinct de celle-ci. 

T A B L E A U  I X  

No. Plasma NaCI Hdparine A.M. Th*ombine T.C. des tubes (secondes) 

I O.I O.I 0 0 O.I ~0 

2 O.I 0 O.I 0 O.I I80 

3 O.I 0 0 O.I O.I 50 

3. Co/acteur de l'l~parine 

On m~lange une unit~ de thrombine avec de l'h~parine, de I'A.M. ou les deux. 
Apr~s xo minutes d'incubation, on ajoute du fibrinog~ne ~ 0.5%. Les r~sultats sont 
figures dans le Tableau X. 

L'h~parine en presence de thrombine et de fibrinog~ne puts devrait  ~tre sans action 
sur le temps de coagulation. Du cofacteur de l 'h~parine contamine probablement la 
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No. 
des tubes 

TABLEAU X 

A.M. T.C. 
Thrombine NaCI Hdparine (~ mg/ml) Fibrinog~ne (second*s) 

i o . I  o . 2  o o 0 . 4  35 
2 O,I O.I O,I O 0. 4 I50 
3 O.I O.I O O.I O. 4 33 
4 O.I O O,I O.I O. 4 42 

fraction I utilis6e comme source de fibrinog~ne. L'A.M. n 'a pas d'action par lui-m~me 
et diminue celle de l'h6parine, probablement en provoquant sa pr6cipitation. Un 
pr6cipit6 assez abondant s'observe en effet dans le tube 4. L'A.M. diff~re done du 
cofacteur de l'h6parine. 

H. Action du sul/ate de protamine 

On sait que le sulfate de protamine inhibe l'action de l 'h6parinO et d 'un certain 
nombre d'autres anticoagulants. Nous l'avons test6 ~ des concentrations allant de 
0.0025 mg/ml  ~ celles qui empSchent la coagulation par leur action propre. La solution 
d'A.M, a @t6 dilute ~t 20 y/ml, de fa~on ~ obtenir un temps de coagulation plasmatique 
de I8 min. La protamine n 'a modifi6 en rien l'action de I'A.M. 

I. Effet de la chaleur 

Lorsqu'on chauffe k 65-7 °0 pendant 15 min, l 'activit6 est compl~tement d~truite. 
L'effet de la chaleur a ~t~ v6rifi~ pour chaque nouvelle preparation pour ~viter un effet 
de sel possible dans la preparation malgr6 la dialyse. 

J. Essai d'action inhibitrice sur la trypsine 

Quand on m~lange trypsine et trypsine-inhibiteur ~ des concentrations molaires 
~gales, l'activit~ prot~olytique de la trypsine est compl~tement supprim6e. La trypsine * 
acc~l~re et l 'inhibiteur retarde 16g~rementS, l°, ** la coagulation. Nous avons utilis~ la 
technique d6crite par NORTHROP, KtmlTZ ET HERRIOTT 13 en ajoutant un execs d'A.M. 
A i ml de solution contenant o.z mg de trypsine cristallis6e, on ajoute 2 mg d'A.M. 
On garde ~t 6 ° pendant 30 min. Puis on pratique le test avec l'azocas6ine comme substrat 
de la fagon suivante: 

i.o ml azocast~ine k 1% pH 7.4 
0.6 ml solution k tester 
Laisser 30 rain k 37 °. 
Ajouter 4 ml d'acide trichlorac6tique k 5 %. Filtrer all bout  de 5 minutes. 
A 2 ml de filtrat, ajouter 3 ml de soude 0.5 N e t  life au photom~tre avec un ~cran 

vert. 
Les lectures photom6triques obtenues sont repr6sent6es par le Tableau XI.  
L'A.M. ne poss~de done aucune action inhibitfice sur la trypsine. 

TABLEAU XI 

T6moin 20 
A . M .  s e u l  2 i  
Trypsine seule 80 
Trypsine + A.M. 80 
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K. Tentatives de sdparation d'une #action lipidique active 

Plusieurs anticoagulants out 6t6 d6j~ extraits de tissus de mammif~res. A l'exception 
du trypsine-inhibiteur et de l'h6parine, ils se sont r6v616s 8tre des lipides. Nous avons 
appliqu6 ~ notre anticoagulant les mfthodes dfcrites par TOCANTINS et par de SUTO- 
NAGY pour extraire leurs compos6s actifs respectifs. Ces extractions ont 6t6 faites sur 
des pr6parations dialys6es au pr6alable contre NaC1 isotonique. 

I. M~thode de TOCANTINS 

Nous avons suivi la technique d6crite pour l 'extraction de l '"antithromboplastine 
lipidique" du plasma 23. A IO ml d'une solution d'A.M., ~ 5 mg/ml, on ajoute, en chambre 
froide, 9 ° ml d'alcool m~thylique absolu. On laisse 5 jours en agitant de temps en temps. 
Le m61ange est ensuite distill6 sous vide ~ 4 o°. Le r6sidu aqueux est repris par l'6ther 
absolu et abandonn6 24 heures. La couche aqueuse est alors rejet6e et l'6ther 6vapor6. 
Le r6sidu, tr&s peu abondant, est homog6n6is6 duns 2 ml de NaC1 isotonique. La sus- 
pension est d6pourvue de tout effet sur la coagulation. 

2. M~thode de DE SUTO-NAGY2°, 21 

Pour extraire son inhibiteur sphingomy61inique DE SUTO-NAGY a d6crit deux 
m6thodes. Nous avons suivi sa modification de la technique HARDY-GARDINER qui 
extrait  le lipide et laisse dans son cas les prot6ines non d6naturfes mais inactives. 

7 ml d'une solution d'A.M. ~ 1% sont ajout6s lentement sous agitation k un m61ange 
6thanol-chloroforme (7:3) a - - 15  o. Apr~s 5 heures, on r6chauffe le m61ange ~ + 3 ° en 
chambre froide. On recueille le pr6cipit6 par centrifugation, on le lave 4 fois & l'6ther 
froid pour 61iminer l'alcool et on le conserve au dessicateur. Le liquide est filtr6 et 
6vapor6 sous vide. Le r6sidu aqueux est agit6 avec du chloroforme et la couche chloro- 
formique est 6vapor6e. Le r~sidu, tr~s peu abondant, est resuspendu dans 2 ml de NaCI 
isotonique. La suspension n'exerce aucun effet sur la coagulation. 

Les prot6ines dess6ch6es sont trait6es par 3 ml de NaC1 isotonique. On obtient une 
redissolution partielle. La solution poss~de un pouvoir anticoagulant. Elle poss~de 
6galement un pouvoir PR (transformation de phosphorylase a en b). Les r6sultats de 
nos essais d'extraction sont r6sum6s dans le Tableau x n .  

TABLEAU X l I  

T.C. du plasma 
(secondes) 

T6moin 270 
Extrai t  par m6thanol 260 
Extrai t  par alcool-CHC13 270 
R6sidu prot6ique 19oo 

DISCUSSION 

On suit que des extraits salins ou aqueux de tissus contiennent ~ la fois des acti- 
vateurs et des inhibiteurs de la coagulation. Dans les extraits brats, l 'action des acti- 
vateurs pr~domine. Le principal acc~l~rateur tissulaire est la thromboplastine, dont la 
partie active a ~t6 d6crite par HOWELL comme ~tant une c6phaline n. La thrombo- 
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plastine prdeipite avec les globulines par les sels neutres. Une lipoprot6ine inhibitrice 
a 6t6 dfcrite par DE SuTo-NAc;Y duns des extraits de rate de porc ~°,~1. Elle pr6cipite 
avec les albumines mais sa partie active est une sphingomyfline. Des inhibiteurs 
lipidiques ont 6t6 dfcrits 6galement par CHARGAFF 2,3,4, TOCANTINS ET CARROLL 23,26 
OVERMAN 14. L'anticoagulant d6crit par ces deux derniers groupes semble ~tre le m~me. 
Enfin, mentionnons que le trypsine-inhibiteur du pancr~asS, 1° et du soja 22 retardent la 
coagulation. 

Duns ce travail, nous d6crivons l'existence d'un nouveau facteur anticoagulant qui 
paralt  fitre une prot6ine. I1 apparalt  dans un extrait  aqueux de muscle. I1 pr6cipite en 
milieu priv6 de sels 5. pH 5.6 et ce caract~re est 5. la base de son isolement. Cette propri~t6 
serait en faveur d'une nature globulinique. Mais apr~s redissolution ~ la neutralit6, il 
pr~cipite ~ des concentrations en sulfate d 'ammonium de 4 ° ~ 70% de la saturation. 
Peut-~tre commence-t-il 5. prfcipiter ~ des concentrations inf6rieures, mais la pr6sence 
de thromboplastine dans ces pr6cipitfs emp~che de d6tecter sa pr6sence. Aucune fraction 
lipidique n 'a  pu ~tre extraite de I'A.M., alors que le r6sidu prot6ique gardait  une certaine 
activit6. II semble donc qu'il s'agisse d'une protdine et non d'une lipoprotfine. 

La nature exacte de I'A.M. ne peut encore 6tre pr6cis~e. Nous n'avons pu s6parer 
compl~tement activit6 coagulante et activit6 PR. Certaines pr@arations poss6daient 
une activit6 PR et n' inhibaient pas la coagulation ou m6me l'acc61fraient, mais elles 
6taient obtenues ~ de faibles concentrations en sulfate d 'ammonium et contenaient de 
la thromboplastine. Toutes les pr@arations inhibitrices de la coagulation 6taient actives 
sur la phosphorylase. I1 ne paralt  pas probable toutefois que les deux prot6ines soient 
identiques. L 'enzyme est inactif en l 'absence de cyst~ine; or la cyst6ine, aux concen- 
trations tout  au moins qui n 'entravent  pas par elles-m6mes la coagulation 7, n 'augmente 
pas l 'action de I'A.M. Par ailleurs, l 'acide ad6nylique qui inhibe fortement la PR est 
inactif sur l 'action anticoagulante. Ceci semble 61iminer 6galement le r61e possible de 
l'acide ad6nylique d6saminase, toujours pr6sente dans nos pr@arations. 

Le mode d'action de I'A.M. a 6tfi ~tudi6. I1 est actif sur le sang total, mais moins 
que sur le plasma. Son activit6 est trSs 61evfe. Une dose de o. 5 ~, retarde de faqon 
significative la coagulation de o.i ml de plasma. 1.5 mg retarderait  celle de 3o0 ml 
tandis que la m~me quantit6 d'h6parine agit sur I litre de plasma. L'activit6 de notre 
Iacteur, qui n 'a  certainement pas 6t6 obtenu 5. l '6tat  pur, n 'est  donc que 3 fois inf6rieure 

celle de l 'h6parine vis-5.-vis du plasma. L'A.M. prolonge le temps de prothrombine 
et diminue la consommation de la prothrombine (Tableaux I I  et VI). I1 agit donc sur 
le premier temps de la coagulation. On peut mettre en 6vidence son action antagoniste 
vis-a-vis de la thromboplastine alors qu'il n 'agit  pas sur la prothrombine, le facteur 
labile ou Ac. globuline et la globuline antihfmophilique (Tableaux I I I ,  IV, V et VII).  

I1 semble donc que I'A.M. agisse comme agent antithromboplastine. I1 ne poss6de 
pas d'action sur le second temps de la coagulation: il n ' a  pas d'activit6 directe anti- 
thrombine; contrairement 5. l 'h6parine il n ' inactive pus la thrombine quand on le met  
5. incuber avec du cofacteur de l 'h~parine avant  d 'ajouter la thrombine. I1 est different 
du cofacteur de l 'h@arine, aussi bien que de l'h6parine. 

I1 diff~re en effet de l 'hfparine par trois caract~res: 
a. il n 'a  pas d'action sur le second temps de la coagulation, 
b. il est df t rui t  5. 7 o°, 
c. la protamine ne l 'inhibe pus. 
Enfin, il semble y avoir, duns la pr6paxation d'A.M., un compos6 qui pr6cipite avec 
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l'h6parine en supprimant l'action de celle-ci. Ses caract~res different 6galement de ceux 
des autres agents inhibiteurs d6crits. L'anticoagulant lipidique de CHARGAFF est sensible 

la protamine. La lipoprot6ine de DE SUTO-NAGY, ~ une concentration de 1.65 %, n'agit 
pas sur le temps de prothrombine; elle a une action antithrombine alors que I'A.M. en 
est d~pourvu. Le facteur lipidique de TOCANTINS et d'OVERMAN est tr~s actif sur le 
temps de prothrombine, mais a 6t6 utilis6 ~ des concentrations tr~s 61ev6es (io%). Ces 
auteurs le consid~rent comme 6tant une anti-thromboplastine23; toutefois, COON lui 
a d6crit in vivo une action sur l'activit6 de la prothrombine et de l'Ac. globuline e. Le 
facteur que nous d6crivons semble donc bien diff6rent de ceux qui ont 6t6 pr6c6demment 
extraits, par sa nature chimique comme par ses propri6t~s. 

Le Tableau X l I I  r6sume les caract~res principaux de diff6rents anticoagulants 
biologiques (emprunt~ en partie ~ 2s). 

T A B L E A U  X l I I  

TOCANTINS Hdparine CHARGAFF DE SUTO-NAGY DREYVUS 
Anticoagulant (Toron$o) J.937 z, 3 r944 ~, 31 CARROLL, 1951 

McBRxDE 1948ze 

Source Poumon  Cerveaude  R a t e  de porc Cerveau Muscle 
de boeuf  porc h u m a i n  de lap in  

et  m o u t o n  
N a t u r e  ch imique  Es t e r  d ' ac ide  Lip ide  Lipopro t6 ine  Lip ide  Prot6ine  

sul fur ique  
Mode d ' a c t i o n  : 

A n t i t h r o m b o p l a s t i n e  + + + + 
A n t i t h r o m b i n e  + + - -  - -  
Ant i f ibr inog~ne . . . .  
Inh ib .  pa r  p r o t a m i n e  + + - -  - -  - -  

E x t r a c t i o n  pa r  so lvan t s  o rgan iques :  
E thano l -ch lo ro fo rme  + - -  
M~thanol  + - -  

Concen t r a t ion  uti l is6e 0.oo 5 % 1% env. 1.65 % IO % o . io  % 

Temps  de coagu la t ion :  
P l a s m a  + CaC12 25o-35o sec 12o sec 348 sec 25o-350 sec 25o-35 o sec 
P l a s m a  + a n t i c o a g u l a n t  + CaC12 > 24 h 4920 sec ~> 1800 sec > 24 h > 24 h 
P l a s m a  + t h r o m b o p l a s t i n e  + CaC12 12 sec 9 sec 12 sec 15 sec 
P l a s m a  + t h r o m b o p l a s t i n e  

+ a n t i c o a g u l a n t  + CaC12 81 sec 9 sec 28o sec 28 sec 

Source de p l a s m a  H o m m e  H o m m e  Chien H o m m e  H o m m e  

Nous remercions le Professeur C. F. CORI pour l'int6r~t qu'il a bien voulu nous 
t6moigner au cours de la r6alisation de ce travail. 

R~SUM~ 

Un nouve] anticoagulan% biologique a 6t4 extra/t et purifi6 ~ partir d'extraits de muscle de 
lapin. II retarde la coagulation du plasma ~ des taux de I ? pour o.2 ml de plasma. II inhibe la con- 
version de la prothrombine en thrombine et agit donc sur le premier temps du processus de la coagu- 
lation. II prolonge le temps de prothrombine mesur6 par la m4thode en un temps. II exerce une 
ac t ion  an t agon i s t e  sur  la  t h r o m b o p l a s t i n e  e t  es t  consid6r6 c o m m e  un a g e n t  a u t i t h r o m b o p l a s t i n e ,  
mais  ne p a r a i t  pas  ag i r  sur  la  p r o t h r o m b i n e  elle-m~me. I1 es t  inac t i f  sur  le deuxi~me t e m p s  de la  
coagula t ion .  Ses effets ne son t  pas  inhib6s pa r  la  p r o t a m i n e .  
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L ' a n t i c o a g u l a n t  muscu la i r e  es t  thermolabi le  et pa ra i t  ~tre une  prot6ine.  A u c u n  compos6  
l ipidique act i f  n ' a  pu  en 5tre sdpard et  il semble  8tre diff6rent des  inh ib i t eurs  t issulai res  d6crits  
p r6c6demment .  

S U M M A R Y  

A new a n t i c o a g u l a n t  ha s  been ex t r ac t ed  and  purif ied f rom aqueous  ex t r ac t s  of r abb i t  muscle .  
I t  is ac t ive  in de lay ing  p l a s m a  coagula t ion  in a m o u n t s  as low as i ? g  per  0.2 ml  p l a s m a ;  i t  i nh ib i t s  
convers ion  of p r o t h r o m b i n  in to  t h r o m b i n  and  acts ,  therefore,  on t he  first s t age  of t he  c lo t t ing  process ;  
it  is able  to pro long t he  p r o t h r o m b i n  t i me  by  the  one-s tage  procedure ;  it  exer t s  an  an t agon i s t i c  
ac t ion  towards  t h r o m b o p l a s t i n  and  is bel ieved to be a n  a n t i t h r o m b o p l a s t i n  agent ,  b u t  it  does no t  
seem to ac t  upon  p r o t h r o m b i n  itself. No ac t ion  is found upon  t he  second s tage  of coagula t ion .  The  
ac t iv i ty  is no t  inh ib i ted  by  p ro tamine .  

The  musc le  a n t i c o a g u l a n t  is h e a t  labile and  appea r s  to be a protein.  No ac t ive  lipid c o m p o n e n t  
could be sepa ra ted  f rom it  and  it seems to be different  f rom the  p rev ious ly  described t i ssue  inhibi tors .  

Z U S A M M R N F A S S U N G  

Ein  neuer  biologischer  g e r i n n u n g s h e m m e n d e r  Stoff wurde  aus  K a n i n c h e n m u s k e l e x t r a k t e n  
ex t r ah i e r t  u n d  gereinigt .  E r  verz6ger t  die P l a s m a k o a g u l a t i o n  in einer  Menge yon  i y pro  0.2 ml  
des P l a smas .  E r  h e m m t  die U m w a n d l u n g  des  P r o t h r o m b i n s  in T h r o m b i n  u n d  wi rk t  so au f  die ers te  
Stufe  des K o a g u l a t i o n s v o r g a n g s .  Er  ver lAngert  die n a c h  der  E i n - S t u f e n m e t h o d e  gemessene  Pro-  
t h rombinze i t .  E r  i ibt  eine a n t a g o n i s t i s c h e  W i r k u n g  au f  das  T h r o m b o p l a s t i n  au s  u n d  wird als  ein 
A n t i t h r o m b o p l a s t i n w i r k s t o f f  be t r ach t e t ,  aber  er sche in t  n ich t  au f  das  P r o t h r o m b i n  se lbs t  zu wirken.  
E r  is t  ohne  W i r k u n g  auf  die zweite S tufe  der  Koagu la t ion .  Seine W i r k u n g  wird n i ch t  du rch  P r o t a m i n  
g e h e m m t .  

Der  g e r i n n u n g s h e m m e n d e  Stoff aus  d e m  Muske l  is t  t he rmolab i l  u n d  sche in t  ein P ro te in  zu sein. 
Es  k o n n t e  keine ak t i ve  L i p o i d k o m p o n e n t e  a b g e t r e n n t  werden  u n d  er sche in t  von  den  fri iher be- 
schr iebenen  H e m m s t o f f e n  aus  Geweben  versch ieden  zu sein. 
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