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Abstract

Die Ribonukleinase allein ubt keinen charakteristischen oder wesentlichen Einfluss auf die
Thrombininaktivation in Inkubationsmischung (0.4 ml Serums, 0.1 ml der Ribonukleinaselasung
von den Konzentration 0. 025 mg/ml, 0.1 ml des destillierten Wassers und 0.4 ml der Thrombin-
losung) aus. Heparin aber vergrossert die Thrombinaktivation in der ahnlichen Inkubationsmis-
chung (0.4 ml von Serum, 0.1 ml Heparinlosung in der konzentration ungefahr 0.005 mg/ml,
0.1 ml des destillierten Wassers und 0.4 ml der Thrombinlosung. Wenn in der letzten Inku-
bationsmischung statt das dsatillierten Wasser die selbe Menge) 0.1 mg der (Ribonukleinasela-
sung) 0.025 mg/ml (gegeben wird, kann man feststellen, dass die Ribonukleinase die spezifische,
Antithrombin-und Anti-koagulationswirkung des Heparins ausdriicklich vermindert. Die Throm-
bininaktivation wurde in Gegenwart des Bodens-des 7.5/200.0 wasserigen Trockenplasmalosung,
untersucht. Man veretzte 0.1 ml des Bodens mit 0.1 ml der Inkubationsmischung. Die Thrombin-
losung hatte bestimmte Aktivitat) 0.1 ml davon brachte in 10 Sek. 0.1 ml des Bodens in Gerin-
nung) Insgesamt wurden 34 dar Thrombinaktivatiosuntersuchungen gemacht, davon 7 Kontrollen,
7-mit Ribonukleinase, 10-mit Heparin und 10-mit Ribonukleinase+Heparin. Die Resultate (Tab.
IL, Abb. 1) zeugen, dass die Ribonukleinase in vitro die spezifische Antithrombin (II)-Wirkung des
Heparins hemmt. Wahrscheinlich modifiziert sie auch weitere biologische Eigenschaften des Hep-
arins. Die Resultate eigener Untersuchungen und die LiteraturangaPen liber den Heparineinfluss
auf die Nukleinasen sprechen flir eine gegenseitige, charakteristische Reaktionen zwischen Nuk-
leinasen und Heparin. Diese Interaktionen beider Gewebe- und Blutsubstanzen kann eine grosse
Bedeutung fiulr viele Lebensvorgange haben.
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Die Rolle der Ribonukleine und Ribonukleinasen bei den physiologischen
und pathologischen Prozessen, besonders bei den neoplastischen Proliferationen,
darunter auch bei den proliferativen Hémocytopathien, erweckte ein grosses
Interesse. Deshalb man unterzog den Untersuchungen nicht nur die Desoxy-
oder- Ribonukleinasen, sondern auch deren Aktivatoren und Inhibitoren. Zu den
letzten gehoren einige gerinnungshemmenden Substanzen. Roth® gab die Re-
sultate der Untersuchungen des Einflusses von Heparin und ihr strukturell ve-
rwandter korper (syntehtische poli-galakturonsdure: Treburon-Hoffmann-La
Roche ; 5., 6-Dimethylbenzimidazol) auf die Pankreasdesoxy- und -ribonuklei-
nasen bekannt. Die erwihnten Substanzen beinflussen nicht die Fillbarkeit
(Féllungsfahigkeit) der Desoxy und ribonukleinsiuren, hemmen aber die spezi-
fische Aktivitéit der Desoxy-und Ribonukleinasen. Die grosseren Konzentrationen
der Desoxy- und -Ribonukleinsiuren beeintréchtigen diese Wirkung des Heparins
und Treburons, was wahrscheinlich der Ausdruck einer Konkurrenz beider stark
aziden Substanzen—Heparin und Nukleinséuren in der Reaktion mit der Nuklei-
nasen bildet. Deshalb in der Anwesenheit von kleineren Konzentrationen der
Nukleinsduren Heparin und Treburon stirker die Nukleinasen hemmen, als in
der Anwesenheit der grosseren Nukleinsiurenkonzentrationen. Die hemmende
Wirkung des Heparins und Treburons auf die Nukleinasen ist nicht parallel zu:
ihrem antikoagulatoriachen Einfluss. Treburon, welcher viel schwicher die
Blutgerinnung hemmt, wirkt stirker auf die Nukleinasen, als Heparin in ent-
sprechenden Mischungen. Auch die Heparinpréparate, weniger die Gerinnung
hemmen, wirkten in den Untersuchungen von ROTH viel stirker auf die Nukle-
inasen, als die Préparate mit grosserer gerinnungshemmender Aktivitat. Trotz
den strukturellen Verwandschaft mit dem Heparin Benzimidazol hemmte nicht,
sondern aktivierte sogar die wirkung der Ribonukleinase, beeinflusste aber nicht
die wirkung der Desoxyribonukleinase.

* Z.Z Marquette University School of Medicine, Dept. of Biochemistry, Milwaukee 3, Wis-
consin, U.S.A. (Dir.: Prof. A. Quick M. D.).
** Presert address : Stuttgart, W. Klopstockstrasse 1, West Germany.
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Die Resultate der Untersuchungen der Inaktivation von Nukleinasen durch
Heparin und andere saure Polimeren i# vitro®®* fithrten zur Annahme der
Meinung von ROTH, dass das Heparin im Organismus den wichtigsten Inhibitor
der Nukleinasen darstellt. Auf den Einfluss des Heparins auf Nukleinasen in
vivo zeigen auch die Resultate der Experimente mit Gewebeziichtungen, mit
Laboratoriumstieren, wie auch die klinische Beobachtungen.

Mit dem Einfluss von Heparin auf die Nukleinasen erkzrt man seine hem-
mende Wirkung auf die Prozesse der Mitose und Proliferation. Uber diesen
Einfluss sprechen die Resultate der Untersuchungen des Zellenwachstums und
-Mitose in Gewebeziichtungen”****®*  Im Zellenprotoplasma sammeln sich in
grossen Mengen die Nuklensduren, die Zellen teilen sich langsamer, zahlreiche
Zellen zeigen iiberhaupt keine Teilungsprozesse. Solcherweise beintrachtigt He-
parin das Wachstum und Differentiation der Zellen und der Geweben, normal
und pathologisch (neoplastisch). §

Das Heparin wirkt nicht nur auf die Nukleinasen, sondern auch auf andere
Proteasen (HORWITT, GLAZKO, FERGUSON®, MANSFELD, HLADOVE®) und Fer
mente (JACOBSON, ZOLLNER, FELLING, FISEHER, HERNANN®*?)., Man erfo-
rschte auch den ausgeprigten Einfluss von Heparin auf proteo- und fibrinolytische
Prozesse und auf die Protein-und. Lipoid-korper*®. Das alles spricht fiir eine
wichtige Beteiligung des Heparins am dem Metabolismus nicht nur der Zellen,
Gewebe und, Blutes, sondern auch des ganzen Organismus.

De LAMIRANDE, WEBER und CANTERO® injizierten subkutan den weissen
Miusen das Heparin (“Depot”) in der Einzeldosis 30 Mikrogram/pro 1g des
Kérpergewichts und nach 1, 3,6 und 12 Stunden bestimmten die Blutgerinnu-
ngszeit und die Aktivitit der sauren und alkalischen Leberribonukleinase. Nach
1 Stunde trat schon eine wesentliche Inaktivation beider Leberribonukleinasen ein,
welche spiter stufenweise parallel mit der anfangs verlingerten Blutgerinnu-
ngszeit zu normalen Werten zuriickkam.

ALEKSANDROWICZ® behauptet, dass die Proliferation des leukozytiren Sys-
tems im Knochenmark im der chronischen granulocytiren Leukdmie durch die
im Blute angehduften, aus den leukdmischen Blutzellen entstammen Nukleine,
welche als “biogene Stimulatoren” wirken, verursacht ist. Die Nachforschugen
von ALEKSANDROWICZ und Mitarbeiter bewiesen eine verminderte Leukocyte-
nausscheidung aus dem Korper und eine verminderte Leukocytolyse im Verlaufe
der chronischen Granulocytenleukdmie. Diese beide Prozesse fithren dazu, dass
die “sterbende” oder “tote” Zellen linger im kreisenden Blute verbleiben und
die Leukocytosezahl demtentsprechend erhshen. Eine verminderte “Vitalitit”

§) Heparin beeinflusst auch die Hyalinssure, die Retikulin, wie auch den Pre- und Kollagen
(22). ALBRIEUX und Rocca (1) geben bekannt, dass der Heparinkofaktor eine hemmende
Wirkung auf die Bindegewebeproliferationen ausiibt.
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der Leukocyten dussert sich u. a. mit der Verminderung ihrer Migrations-, Pha-
gocytosefahigkeiten, ihres Metabolismus und der Vibrationen der intrazellula-
ren Granulationen. Die Aktivitdt der Ribonukleinase bleibt dieselbe bei den
Gesunden Personen, wie auch bei den Inflammatorischen und leukimischen
Leukocytosen. Die Aktivitit der Urinribonukleinase im Verlaufe der chronischen
Granulocytenleukidmie ist aber viel hoher, als solche Aktivitit bei den akuten
und lymphatischen Leukémien und bei den gesunden Personen. Deshalb ALE-
KSANDROWICZ ist der Meinung, dass den pathogenetischen Hintergrund der chro-
nischen Granulocytenleukémie eine Enzymopathie bildet. Diese Enzymopathie
ist als eine St6rung in dem Verhiltnis der Blutribonukleinase zur Blutleukocytose,
also als ein relativer Mangel an der Blutribonukleinase aufzufassen. Von dieser
Hypothese kamen die Versuche der Therapie der chronischen Granulocytenleuka-
mie mit Hilfe von intrasubkutan oder intravents verabreichten Ribonukleinase
und die Untersuchungen iiber die Wirkung einiger Aktivatoren und Inhibitoren
der Ribonukleinase, u.a. des Heparins und Protamins- als Antiheparins®. Nach
der Verabreichung des Heparins (100 mg in einer Injektion oder als eine 3-
stiindige intravendse Infusion) stellten wir eine Erhshung des Blut heparinspi-
egels (3 Stunden nach der Injektion), welcher mittels der Methode von NIOWI-
AROWAKI" in unserer Modifikation'” in der Neutralisierungreaktion zwischen
Heparin und Toluidinblau bestimmt wurde, fest. Dieser Blutheparinspiegelan-
stieg war von der Verminderung der Ribonukleinaseaktivitit und einer Leuko-
cytoseerhohung begleitat. Nach der Protaminverabreichung bemerkten wir auch
eine, wahrscheinlich hypokompensatorische, Hyperheparinimie (nach 3 Stunden
von der Injektion), welche mit einer Verminderung der Blutribonukleinaseakti-
vitdt und der Leukocytoseerhthung zusammenging. Bei den Versuchen mit der
Ribonukleinaseverabreichung wurde eine erhthte Aktivitit dieses Fermentes
im Blute und eine Verminderung des Heparin- und Leukocytosespiegels bemerkt.
Die Harnribonukleinaseaktivitit benahm auch umgekehrt als die Aktivitit im
Blute, doch die Anderungen waren nicht charakteristisch.

GOERNER”, BALAZS, HOLMGREN®, KREISLER" und TURNER® versuchten
die Heparintherapie bei den Karzinomen, doch die Erfolge waren verschieden.

So viel das Interesse der Forscher dem Problem der Heparinwirkung auf
die Nukleinasen galt, so die Probleme des Einflusses der Nukleinasen auf die
gerinnungshemmende Wirkung des Heparins bleiben ungeklirt. Das solche Mo-
glichkeiten bestehen kénnen, zeugen einigermassen die Angaben von MANSFELD
und HLADOVEC®, lass welchen eine andere Protease Trypsin mit Heparin einen
Adduktionsprodukt bildet. Das Verhiltnis der proteolytischen und gerinnung-
shemmender Aktivitit dieses Produktes ist immer das gleiche und héngt nicht
von dem quantitativen Verhiltnis des Heparins und Trypsins ab. Die pro-
teolytische Aktivitit des Produkt schwiicher, als solche des Trypsins, doch die
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gerinnungshemmende Wikung ist grosser, als sollte man Quantitit des Hepa-
rins im Produkt zuschreiben. Beide Forscher erkliren es dadurch, dass das
Heparin, welches sich im Milieu im Uberfluss befindet, von dem Nidderschlag
des Adduktionsproduktes adsorbiert wird. Wenn das ganze Heparin verbraucht
wird die gerinnungshemmende Aktivitit unterliegt keinen weiteren Anderungen.
BIELIK und CHODOROWA* meinen, dass Trypsin das Heparin (Antithrombin
II) inaktivieren und solcherweise die Thrombingenese fordern kann.

In der Reaktion zwischen Heparin und Proteinen kommt es manchmal zur
Fallung (Reaktion mit Gelatine), zur Verschiebung des isoelektrischen Punktes
(Reaktion mit Kasein), zur Verlierung der Dialysefahigkeft (Reaktion mit dem
Eiweiss des Hiihnereis) ander zur Beeintrichtigung der gerinnungahemmender
Heparinwirkung (Reaktion mit Protamin: ASTRUP u. MITA., CHARGAFF und
OLSON®. Endlich kann man zufiigen, dass nicht nur die Proteasen (u. a. die
Fibrinolysine), sondern auch die Preteine éinen Einfluss auf die Heparin-be-
frelung und -Wirkung ausiiben kénnen.

Auf Grunde erwihnter Erwigungen beschlossen wir den beidenseitigen
Einfluss der Nukleinase (als Protease und Protein) und des Heparins (als Anti-
ribonukleinase) auf die Thrombininaktivation im Serum 77 vit70 zu untersuchen.

METHODIK

Unsere Experimente stiitzten wir auf der Methode von GERENDAS" und
unserer eigener Modifikation™®, welche sich der Losung des sogenannten
Trockenplasmas als Boden bediente. Zu diesem Zwecke losten wir 7.5g des
Trockenplasmas, im Blutspendedienst Krakow-Nowa Huta erzeugt, in 200 ml
das destillierten Wassers. Die Inkubationsmischung hatte folgende Zusammen-
stellung (Tab. I a): 0.4 ml von Serum, 0.2 ml von destilliertemm Wasser und
0.4 ml der Thrombinlésung. Diese Losung wurde vom Thrombinpraparat (Thro-
mbofort-Richter) erhalten. Wir verdiinnten eine gewisse Mengn des Throm-
binpulvers im destillierten Wasser solcherweise, dass wir eine Thrombinlésung,
deren 0.1 ml in 10 Sek. 0.1 ml der Trockenplasmalésung zur Gerinnung brachte,
erhielten.

Die Inkubationsmischung bei den Experimenten mit Ribonukleinase, welche
im Institut fiir Phyliologische Chemie der Medizinischen Akademie in Krakow
vom Dr. W. OSTROWSKI erzeugt wurde, bestand aus (Tab. Ib): 0.4 ml von

§) Da man die Heparinlosung ex tempore aus den verschiedenen Heparinpréparaten von der
grossen Konzentration (5,000 E. /ml) durch eine vielfache Verdiinnung bekam, die Aktivitit
der Heparin in einzigen Bestimmungen war nicht immer gleich. :

Zur Fussnote :

Doch die Menge von Heparin in den Reaktionengruppen c und d war immer die selbe.
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Serum, 0.1 ml der Ribonukleinaselssung (in der Konzentration 0.025 mg/ml),
0.1 ml des destillierten Wassers und 0.4 m! der Thrombin 16sung.

Bei den Experimenten mit Heparin (deren Losung eine ungefihr 0.005
mg/ml Konzentration hatte$) die Inkubationsmischung hatte folgende Zusamme-
nsetzung (Tab. 1¢): 0.4ml Serums, 0.1 ml der Heparinlgsung, 0.1 ml destilliertes
Wassers und 0.4 ml der Thrombinlosung.

Was die Inkubationsmischung bei den Experimenten mit dem gleichzeitigen
Einfluss von Ribonukleinase und Heparin betrifft, so wurde sie folgenderweise
zubereitet (Tab. 1d): 0.4 ml von Serum, 0.1 ml der Ribonukleinaselésung
(0.025 mg/ml), 0.1 ml der Heparin-losung (0.005 mg/ml) und 0.4 ml der Thro-
mbinldsung.

Tablle 1.  Die zusammensetzung der inkubationsmischungen bel den kontrollen
(a), in den experimenten mit ribonukleinase (b), heparin (c) und
ribonukleinaseheparin (d).

Die Bestandteile der
Inkubationsmischung a b c d
in ml
Serum 0.4 0.4 0.4 0.4
Ribonukleinaselssung — 0.1 — 0.1
Heparinlosung - - 0.1 0.1
Destilliertes Wasser 0.2 0.1 0.1 -
Thrombinlésung 0.4 0.4 0.4 0.4

Das Serum fiir jede Experimentgruppe (a—d) stammte von einer Person
und wurde durch Zentrifugieren nach 20 Min. von der Blutentnahme vom
Blutkuchen abgetrennt. Gleich dem Zentrifugieren gaben wir destilliertes Wasser
(a), Ribonukleinaselésung und destilliertes Wasser (b), Heparinlosung und de-
stilliertes Wasser (c) oder Ribnnukleinase-Heparinmischung und destilliertes
Wasser (d) zu. Nach 1, 2, 3 und 5-minutiger Inkubation, von dem Momente
der Thrombinzugabe rechnend, tibertrugen wir je 0.1 ml der Inkubationsmi-
schung zu den entsprechende Vertiefungen einer Porzellanschale® ™, in welchen
befand sich schon je 0.1 ml des Bodens (Trockenplasmalssung). Mit Hilfe der
Stoppuhr bestimmten wir die sogenannte Inaktivationszeit, deren Begin auf den
Moment des Kontaktes der Inkubationsmischungsprobe mit dem Boden, und
das Ende auf den Moment der Gerinnung herausfiel. Die Gerinnung entdeckten
wir mit einem Glashacken. Der Gerinnungszeitwert, also der Inaktivastions-
zeitwert zeugt von der Aktivitit der Thrombin, welche in der Inkubationsmi-
schung, von der Serumantithrombin noch nicht neutralisiert, bleibt.

Die Anordnung der Experimente versicherte einerseits die gleichen Volu-
menverhltnisse in den Inkubations- und Inakivationsmischungen (Tab. I) und
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den Vergleich der Resultate, anderseits ermoglichte eine Erklirung der Mecha-
nismen der gegenseitigen Einfliisse der in den Reaktionen aktiven Kérper: Ri-
bonukleinase, Heparin, Antithrombin und Thrombin.

Insgesamt fithrten wir 34 Untersuchungen des Inaktivationsvorganges,
darunter 7-Kontrollen, 7-mit Ribonukleinase, 10-mit Heparin und die letzten
10-mit Ribonukleinase-Heparinmischung (Tab. II).

RESULTATE UND FOLGERUNGEN

Die Rie Resultate der Inaktivationszeitbestimmungen in den einzelnen In-
kubationsminuten in verschiedenen Inkubationsmischungen (a~d) sind in der
Tab. 2 zusammengestellt.

Table 2. Die resultate der kontrollen (a) und der experimente mit ribonukleinase (b),
heparin (c) und ribonukleinase-+heparin (d).

" Die Inaktivationszeitwerte in Sek. (A) und deren Zuwachs
Inkuba- in Sek. Min. der Inkubation (B) nach :
Probengrup- | tionsmi-
pe (1—11) nggt)z 1 Min. 2 Min. 3 Min. 5 Min.

A | B A | B A | B A | B
a 9 - 16 7 20 4 25 2.5
b 13 — 14 1 15 1 20 2.5

! ¢ 26 - 36 10 49 13 69 10
d 24 — 32 8 42 10 59 8.5
a 13 - 16 3 17.5 1.5 | 19 0.7
b 13 - 18 5 19 1 26 3.5
2 c 19 — 21 2 24 3 29 2.5
d 17 — 19 2 22 3 25 1.5

a 16 — 17 1 19 2 21 1

b 16 — 18 2 20 2 24 2

3', c 23 _— 25 2 30 5 34 2

d 20 — 21 1 22 1 26 2
a 10 — 14 4 18 4 19 0.5

b 12 — 14 2 15 1 17 1

4 c 30 —_ 44 14 56 12 72 8
d 20 — 23 3 26 3 35 4.5
a 12 —_ 13 1 15 2 16 0.5
b 10 —_ 13 3 15 2 16 0.5
> ¢ 40 — 55 15 65 10 78 6.5
d 21 - 34 13 44 10 55 5.5
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a 11 — 12 1 14 2 17 1.5
6 b 13 — 14 1 15 1 16 0.5

’ ¢ 21 — 29 8 37 8- 49 6

d 15 — 22 7 27 5 37 5
. a 10 — 11 1 12 1 14.5 1.2
' b 10 — 10.5 0.5 | 11.5 1 14.5 1.5
8 c 28 — 37 9 53 16 72 9.7
) 24 — 34 10 47 13 58 10.5

0 c 22 — 24 2 27 3 31 2

) 17 — 22 5 25 3 29 2

" c 27 — 34 7 |48 14 56 4
) d 23 — 30 7 40 10 47 3.5

a c 21 — 29 8 35 6 43

) d 17 — 22 5 27 5 37 5
Asithmetisch a 11.6 — 14.1 2.6 | 16.5 2.3 | 18.8 1.1
Durchechnittd b 124 | — | 145 | 20 | 158 | 1.3 | 19.0 | 1.9
werte aller c 25.7 — 33.4 7.7 | 42.4 9.0 | 53.5 5.5

Proben

d 19.8 — 25.9 6.1 | 32.2 6.3 | 41.8 4.8

Die Tab. 2 veranschaulicht, dass die Ribonukleinase allein in den Bedin-
gungen unserer Experimente keine eindeutliche oder wesentliche Wirkung auf
die Thrombinaiktivation im Serum ausiibt. Dafiir sprechen nicht nur die ein-
zelnen Inaktivationszeitwerte der Kontrollen (a) und der Experimente mit Ri-
bonukleinase (b), sondern auch die arithmetische Durchschnittswerte der Inakti-
vationszeitwerte (A) und deren Zuwachse (B) in beiden Bestimmungsgruppen.

Heparin aber iibt in unseren Experimenten seine bekannte, spezifische
Antithrombinwirkung (als Antithrombin II) aus. Es kommt zu der Verlingerung
der Inaktvationszeite (A) und der Zeitzuwachse (B) in den einzelnen Proben (c,
d) im Vergleiche mit den entsprechenden Werten der Kontrollen (a) und zu der
Erh6hung der Durchschnittswerte der Inaktivationszeiten und deren Zuwachse
in beiden Gruppen (c, d).

Die Ribonukleinase in unseren Experimenten vermindert die gerinnungshe-
mmende Antithrombinwirkung des Heparins. Wir stellen vor allem eine Verkii-
‘rzung der Inaktivationszeiten (A) und eine hiufige Verminderung deren Zu-
wachswerte in den nachfolgenden Inkubationsminuten (B) im Vergleiche der
Resultate bei den Heparinexperimenten (c) zu denen bei den Ribonukleinase -
Heparin-experimenten (d), fest. Ahnlich benehmen sich die arithmetische Dur-
chschnittswerte der Inaktivationszeiten und deren Zuwachse in beiden Experi-
mentgruppen (c, d).
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Den Verlauf der graphischen Kurven der arithmetischen Durchschnittswerte

der Inaktivationszeiten in den 4 Experimentgruppen (a~d) sehen wir auf der
Abbildung 1 a~d. '

Abb. 1. Der einfluss von ribonuklelnase und heparin auf die
: thrombininaktivation.

—-— Kontrolle (a)
------- Ribonukleinase (b)
Heparin (c)
~—-— Ribonukleinase +Heparin (d)
50 r
. 40
o
A
R=
E 30
$
E 20}
10
0

Inkubationszeit in Minuten

Unsere Folgerungen werden auch von der statischen Bearbeitung bestitigt.
Diese Bearbeitung betraf zwei einfache Systeme, von welchen jeder sich aus
zwei korrelierten, unter sich durch einen Merkmal verschiedenen, Gruppen
zusammenstelite. Das erste System bestand aus zwei Zahlenreihen der Resultate
von Inaktivationszeiten bestimmungen in den Kontrollon (a) und nach der Zugabe
von Ribonukleinase (b). Das zweite System ist von zwei Zahlenreihen der Re-
sultate der Inaktivationsbestimmungen in Anwesenheit von Heparin (¢) und
Ribonukleinase +Heparin (d) gebildet. In beiden Systemen der einzige Merkmal,
der beide korrelierten Gruppen der Systeme unter sich unterscheidet das ist die
An- oder Abwesenheit der Ribonukleinase in der Inkubations- und Inaktivations-
mischung. Bei der statistischen Bearbeitung der Resultate bedie nten wir uns
des Kriteriums von Student (GOSSET®, um den Wert der Differenz der ari-
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thmetischen Durchschnttswerte (%,—%,) der beiden Gruppen (%; und %;) be-
werten zu konnen. Der Test von Student erlaubt festzustellen, ob die zwischen
zwei Gruppen existierende Differenz statisch als zufillige oder charakteristische
Erscheinung aufzufassen sei. Die speziellen Tabellen ermoglichen von dem Werte
des Koeffizientes + die Wahrscheinlichkeit (bei der gegebenen Zahlgrosse der
Gruppen) des zufilligen Eintretens der erhaltenen Differenz der Durchschnittswe-

rte der zwei Gruppen zu bestimmen. Der Test von Student stellt folgende Gleich-
X1—%3
Sz

chschnittswerte der Gruppen %, und X, und s, den Durchschnittsfehler der Dur-
chschnittswertedifferenz (die Berechnung sieche Arbeiten®® bezeichnen. Die
Gleichung von Student-Gosset zeigt, dassdesto Kleiner die Differenz zwischen
Durchnittswerten beider Gruppen ist, desto kleiner der Koeffizient # und desto
grosser die Wahrscheinlichkeit (p), dass die beiden Gruppen sich nicht wesentlich
unter sich unterscheiden. Wenn die Differenz der Durchschnittswerte beider
Gruppen grosser wird, steigt auch der Koeffizient ¢, sowie die Wahrscheinlichkeit,
dass die beiden Gruppen sich unter sich wesentlich unterscheiden und dass der
Unterschied weniger oder mehr statistisch charakteristisch ist.

Aus diesen Griinden fiir die Bewertung der Differenzen im Bereiche des
ersten Systems zwischen den Resultaten der Kontrollen (a) und den Resultaten
der Ribonukleinaseexperimente (b) berechneten wir den Koeffizient ¢ fiir die
arithmetische Durchschnittswerte beider Zahlenreihen fiir die 1 Inkubationsmi-
nute, in welcher die Durchschnittswertedifferenz die grésste war. Der Durch-
schnittsfehler der Differenz der Durchschnittswerte beider Gruppen sz= 1. 19,
die Differens der Durchschnittswerte beider Gruppen %,—%,=0. 8, also = 0. 67.
Wir lesen von den Tafeln® die Wahrscheinlichkeit P=0.516, (fir £=12;
k=n+n,—2, wo n, und #, die Zahl der Observationen in Gruppen #; und #,
bezeichnen) ab. Also die Wahrscheinlichkeit des zufilligen Eintretens solches
Systems zweier Zahlen reihen ist gross (ungefihr 516/1000!) und wir konnen
die Differenz zwischen beiden Zahlengruppen der Reaktionen a und b in der 1
Inkubationsminute als statistisch uncharakteristisch bezeichnen. Da in den weite-
ren Inkubationsminuten die Differenz %, — %, noch kleiner ist, die Wahrscheinli-
chkeit des zufilligen Eintretens des solchen Systems zweier Zahlengruppen fiir
die 2, 3 und 5 Inkubationsminute noch grosser wird. Das zeugt fiir den Mangel
der statistischen Wesenheit der Differenz zwischen den Zahlenreihen der Dur-
chschnittswerte der Resultate von Inaktivationsbestimmungen in den Kontrollen
(a) und in der Anwesenheit der Ribonukleinase (b) anch in den iibrigen Minuten
der Inkubation. Die statistik bestitigt solcherweise unsere Polgerung, dass
die Ribonukleinase keinen charakteristischen und wesentlichen einfluss auf die
Thrombininaktivation ausiibt.

ung dar: der Koeffizient t= , in welcher %, und %, die arithmetische Dur-
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Bei der Bewertung der Differenzen im zweiten System, also in den Gruppen
der Heparinexperimente (c) und der Ribonukleinase +Heparinexperimente (d)
berechneten wir den Koeffizient ¢ fiir die 1 Inkubationsminute, in welcher die
Differenz beider Durchschnittswerte die kleinste war. Der Durchschnittsfehler
der Durchschnittswertedifferenz fiir beide Zahlenreihen sy=2. 2, die Differenz %,
—X;=5,9 und =2, 7. Die von den Tafeln abgelesene Wahrscheinlickeit, fiir
k=18 (P=0,015. Die Wahrscheinlichkeit des zufilligen Eintretens solches Sys-
tems beider Zahlengruppen ist minimal) kaum 15 (1000), und die Differenz der
Durchschnittswerte fiir die 1 Minute der Inkubation ist statistisch charakteristisch.
Da in den weiteren Inkubationsminuten die Differenze noch grosser sind, als in
der 1 Minute, die Wahrscheinlichkeit des zfilligen eintretens solcher Systeme
der Zahlengruppen ist noch kleiner. Das spricht fiir eine statistische Wesenheit
der Differenzen zwischen den Resultaten der Heparinexperimente (c) und Ri-
bonukleinase +Heparinbestimmungen (d) auch in den weiteren Inkubationsmi-
nuten. Die Statistik bestatigte solcherweise auch zweite unsere Folgerung, dass
die Ribonukleinase einen charakteristischen hemmenden Einfluss auf die spezi-
fische, Antithrombin- und Antikoagulationswirkung des Heparins ausiibt.

Die Literaturangaben und die Resultate unserer Forschungen kénnen zur
Erkennung der gegenseitigen, sehr interessanten, Einfliisse zwischen beiden
aktiven Gewebe- und Blutsubstanzen-Heparin und Nukleinasen, beitragen. Die
Folgerungen aus unseren Resultaten erlauben die Behauptung, dass nicht nur
das Heparin auf die spezifische Rolle von Nukleinasen in Geweben und Blut
wirkt, sondern auch, dass die spezifische Antithrombin (II)-wirkung des Hepa-
rins beeinfliissen kénnen. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die Nukleinasen auch
auf andere biologische Eigenschaften und Wirkungen des Heparins, als “Gowe-
behormons”, wirken kénnen. Dieses Problem bleibt den weiteren Untersuchu-
ngen offen.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Ribonukleinase allein iibt keinen charakteristischen oder wesentlichen
Einfluss auf die Thrombininaktivation in Inkubationsmischung (0. 4 m! Serums,
0.1 ml der Ribonukleinaselésung von den Konzentration 0. 025 mg/ml, 0.1 ml
des destillierten Wassers und 0.4 ml der Thrombinldsung) aus. Heparin aber
vergrossert die Thrombinaktivation in der dhnlichen Inkubationsmischung (0. 4
ml von Serum, 0.1 ml Heparinlésung in der konzentration ungefihr 0.005
mg/ml, 0.1 ml des destillierten Wassers und 0. 4 ml der Thrombinlssung. Wenn
in der letzten Inkubationsmischung statt das dsatillierten Wasser die selbe
Menge) 0. 1 mg der (Ribonukleinaselésung) 0. 025 mg/ml (gegeben wird, kann
man feststellen, dass die Ribonukleinase die spezifische, Antithrombin-und Anti-
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koagulationswirkung des Heparins ausdriicklich vermindert. Die Thrombinina-
ktivation wurde in Gegenwart des Bodens- des 7. 5/200. 0 wisserigen Trocken-
plasmalosung, untersucht. Man veretzte 0.1 ml des Bodens mit 0.1 ml der
Inkubationsmischung. Die Thrombinlésung hatte bestimmte Aktivitit) 0. 1 ml
davon brachte in 10 Sek. 0.1 m! des Bodens in Gerinnung) Insgesamt wurden
34 dar Thrombinaktivatiosuntersuchungen gemacht, davon 7-Kontrollen, 7-mit
Ribonukleinase, 10-mit Heparin und 10-mit Ribonukleinase +Heparin.

Die Resultate (Tab. II, Abb. 1) zeugen, dass die Ribonukleinase in vitro
die spezifische Antithrombin (II)-Wirkung des Heparins hemmt. Wahrscheinlich
modifiziert sie auch weitere biologische Eigenschaften des Heparins. Die Re-
sultate eigener Untersuchungen und die Literaturangaben iiber den Heparin-
einfluss auf die Nukleinasen sprechen fiir eine gegenseitige, charakteristische
Reaktionen zwischen Nukleinasen und Heparin. Diese Interaktionen beider Ge-

webe- und Blutsubstanzen kann eine grosse Bedeutung fiiilr viele Lebensvorginge
haben.
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