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Sposob wyodrebniania hirudyny z pijawek lekarskich

1

- Przedmiotem wynalazku jest spos6b wyodreb-
niania zawartego w pijawkach lekarskich inhibi-
tora krzepniecia krwi — hirudyny. Wiadomo, ze
pijawki lekarskie, Hirudo medicinalis zawierajg
inhibitor, ktéry lgczac sie z enzymem krzepliwo$-
ci krwi trombing w okreslony, praktycznie niedy-
socjujagcy kompleks zapobiega krzepnieciu krwi.
Na temat hirudyny ukazaly sie liczne opracowa-
nia w literaturze chemicznej i fizjologicznej. Za-
warte tam wiadomosci majg jednak tylko charak-
ter orientacyjny. Jej chemiczno-fizyczne wtla$ci-
wosci pozostawaly nieznane, gdyz nie otrzymano
hirudyny w postaci czystej, Po raz pierwszy
w r. 1957 F. Markwardt poinformowal o udanym
wyodrebnieniu hirudyny, ktéra, jak sie okazalo,
jest niskoczasteczkowym polipeptydem.

Wedlug znanego sposobu otrzymuje sie suro-
wa hirudyne przez ekstrakcje mieszaning woda —
aceton odwodnionych za pomocg absolutnego eta-
nolu gléw pijawek i frakcjonowane wytrgcanie
acetonem. Surowy produkt oczyszcza sie stosujgc
elektrodialize ekstrakcje propanolem i elektrofo-
reze bibutows. Chociaz spos6b ten prowadzi do
elektroferetycznie jednorodnej hirudyny, to jednak
nie nadaje sie do otrzymywania hirudyny na duza
skale, gdyz zwlaszcza etap elektroferezy z wy-
mywaniem uprzednio zamaskowanej i wycietej
strefy zawierajgcej hirudyne stwarzajg bardzo po-
wazne trudnosci. Przy stosowaniu tego sposobu
nalezy uwzgledni¢ niska wydajno§é, ktéra nie
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przekracza 259 hirudyny znajdujacej sie w pi-
jawkach. Ze wzgledow ekonomicznych spos6b ten
nie nadaje sie¢ do stosowania.
W nastepujgcej tabeli (I) przedstawione sa: prze-
bieg wyodrebniania, aktywnosé wlaSciwa posz-
czegblnych frakcji i wystepujgce straty.

Tabela I
Otrzymywanie hirudyny wedlug Markwardt’a

@ o @
Spos6b wyodrebniania E :..‘g 3 ; 8 ‘é"
hirudyny z giéw pijawek © g ; K ;3 -
Fazy procesu g 2>mplc>Al &
' Fw |[CESEEE| =
Odwodnienie 10,000
gléw pijawek w ab-
solutnym etanolu
i rozdrobnienie 375,0 | 4875 13| —
Ekstrakcja 409 ace-
tonem frakcjonowa-
ne strgcanie 4,40 ( 3108 | 700 | 36,1
Elektrodializa straca-
nie acetonem 2,39 | 2868 | 1200 | 41,0
Ekstrakcja propanolem
liofilizacja 0,94 | 2350 | 2500 | 51,8
Elektroforeza bibuto-
wa liofilizacja 0,135 1147 | 8500 | 76,5

*) Jednostki antytrombiny
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Stwierdzono, ze wystepujace w pierwszych fa-
zach procesu wysokie straty aktywnosci moga
byé ograniczone jezeli oddzielanie produktow
ubocznych przeprowadzaé za pomoca bardzo roz-
cieficzonego, a nastepnie wytracanie surowej hiru-
dyny za pomocs stezonego rozpuszczalnika stoso-
wanego do ekstrakcji.

. Wytracanie zanieczyszczen 1z przygotowanego
w znany spos6b ekstraktu 40%-owej mieszaniny
aceton — woda nastepuje po rozcienczeniu 1/,
objetoscia 80%-owej mieszaniny aceton-woda,
przez dodanie lodowatego kwasu octowego i usta-
lenie w ten sposéb wartosci pH = 4—5, korzystnie
4,3—4.,5.

Po odsgczeniu osadu roztwér zawierajgcy pro-
dukt doprowadza sie do wartoSci pH = 6—7 i za-
teza w prézni w temperaturze nie przekraczajgcej
40° do jednej dziesigtej objeto$ci. Koncentrat za-
daje sie¢ 109%-owym kwasem tréjchlorooctowym
w acetonie w objetoSci réwnej 609 objetosci kon-
centratu, przy czym warto§¢é pH ustala sie do
warto$ci 1,5—2,5, korzystnie 1,8. Z tego roztworu
wytraca sie surowg hirudyne przez dodanie 15-
-krotnej iloSci acetonu ochlodzonego do —10°C
(w przeliczeniu na objetos¢ zatezonego roztworu).
WydajnoSci hirudyny podnoszg sie przez to do
909,.

Dalej stwierdzono, ze mozliwe jest wzbogacenie
surowej hirudyny o aktywno$ci okoto 500 ATE/mg
przez wielokrotne jej wytracanie ochiodzonym do
temperatury 0—5°C, mieszajgcym sie¢ z wodg roz-
puszczalnikiem, korzystnie etanolem, przy czym
oddziela sie nieaktywne substancje uboczne. Ak-
tywnos¢é wilaSciwa otrzymanego produktu przej$-
ciowego siega okolo 1300 ATE/mg. Wydajno$ci pro-
cesu wzbogacenia siegajg 90% dodanej surowej hi-
rudyny.

Sposobem wedlug wynalazku mozliwe jest row-
niez oddzielanie barwnych i niskoczgsteczkowych
zanieczyszczen, ktére stale towarzysza hirudynie
przez adsorpcje ich na oksycelulozie. W tym celu
wytracong hirudyne rozpuszcza sie w roztworze
buforowym octanu amonu o wartosci pH = 4—b5,
korzystnie 4,6, po czym miesza sie z oksyceluloza.
Uzyskang mieszanine sgczy sie. Ostatnie oczysz-
c¢zanie hirudyny wstepnie oczyszczonej przez ad-
sorpcje przeprowadza sie za pomocag stabo kwa$-
nego wymieniacza jonowego z Zywicy sztucznej,
zwlaszcza Wofatytu CP lub amberlitu IRC — 50,
ktérymi zadaje sie przesgcz otrzymany po proce-
sie adsorpcji. Z wymieniacza jonowego eluuje sie
hirudyne roztworem octanu amonu przy wartosci
pH 7—8, a po zatezeniu w pré6zni w temperatu-
rze 20—30°C wytrgca sie hirudyne 10-krotng obje-
toscig 759 -owego etanolu ozigbionego ponizej 0°,
korzystnie —10°C. Otrzymuje sie dobrze oczysz-
czony produkt o aktywnosci wlaSciwej okolo 4500
ATE/mg. Wydajno§é wynosi 809% w przeliczeniu
na dodang surowa hirudyne.

Stosujac sposéb wedlug wynalazku mozna otrzy-
maé hirudyne z pijawek z wydajnoS$cia okolo 72%
i aktywno$ci wlasciwej okolo 4500 ATE/mg.

Etapy otrzymywania hirudyny sposobem wedlug
wynalazku; aktywno§¢ wilaSciwa frakeji posred-
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nich jak i wystepujgce straty sa podane w ta-
beli II.

Tabela II
@
g a3 « S N
Sbos6b wyodrebniania g b3 e 3 Quw 9
hirudyny z giéw pijawek | « % 2 S B E E
Fazy procesu 5 2> ﬁ qt:ﬁ 2 E §
!% ) 8 ﬁ <| B % < a=

Odwodnienie 10,000
gltéw pijawek w ab-
solutnym etanolu
i rozdrobnieniu 380,0 500 13| —

Ekstrakcja 409 ace-
tonem wytracenie
zanieczyszczen wy-
tracenie acetonem 9,00 [ 450 500 | 10

Rozpuszczanie suro-
wej hirudyny. Frak-
cjonowane wytragca-
nie etanolem 3,12 | 405 | 1300 19

Adsorpcja pigmentéw
na oksycelulozie,
adsorpcja substancji
czynnej na wy-
mienniku jonowym,
eluacja, liofilizacja 0,80 | 360 | 4500 28

Przyklad I. -a) Wydzielanie surowej hiru-
dyny. '

Spreparowane glowy 10,000 pijawek odwadnia
sie bezwodnym  etanolem, suszy i rozdrabnia,
po czym ekstrahuje sie 10-krotng, nastepnie 5-krot-
ng iloscig 409, mieszaniny aceton — woda w tem-
peraturze 40°C przez 30 minut.

W celu wytrgcania zanieczyszczen polgczone
ekstrakty rozciencza sie 80% mieszaning aceton —
woda w iloSci /2 objetoSci ekstraktu. Przez do-
danie lodowatego kwasu octowego ustala sie war-
to§¢ pH z 4,3—4,5. Utworzony osad odsgcza sie
i odrzuca. Roztwoér zawierajacy produkt dopro-
wadza sie do pH = 6 przez dodanie rozcienczonego
amoniaku i zateza w prézni w temperaturze nie-
przekraczajgcej 40°C do jednej dziesietnej objeto$-
ci. Koncentrat zadaje sie 109 -owym kwasem tréj-
chlorooctowym w acetonie, w objeto§ci réwnej
609% objetosci koncentratu doprowadzajac do war-
tosci 1,8. Z tego roztworu wytrgca sie surowg hi-
rudyne przez dodanie 15-krotnej iloSci acetonu
ochlodzonego do —10°C (w przeliczeniu na obje-
to§¢ zatezonego roztworu) nastepnie odwirowuje
i przemywa do sucha w probéwkach umieszczo-
nych w wiréwce czystym, lodowato zimnym ace-
tonem. Produkt dosusza si¢ w eksykatorze proéz-
niowym.

Wydajno§é 9,0 g surowej hirudyny.

Aktywno$é wlasciwa okolo 500 ATE.
b) Oczyszczanie surowej hirudyny.

9 g surowej hirudyny rozpuszcza sie¢ w 300 ml
lodowatej wody destylowanej. W temperaturze
0°—5°C dodaje sie bardzo wolno 540 ml etanolu
(969%). Mieszaning pozostawia sie na 30 minut
w tej temperaturze i bezpoSrednio po tym odwi-
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rowuje. Przesaczony roztwér zawiera wigkszg
cze§é hirudyny, osad zawiera wysokoczasteczkowe
produkty balastowe w tym okolo 309 zaadsor-
bowanej hirudyny. Z tego powodu osad jak wyzej
rozpuszcza sie w 300 ml lodowatej wody destylo-
wanej i jak wyzej wytraca 540 ml etanolu.

Taki sam sposéb postepowania z wytragconym
osadem przeprowadza sie po raz trzeci. Pozosta-
to§¢ odrzuca sie a roztwér ekstrakcyjny I1aczy
z pierwszym przesgczem.

W celu wytrgcenia produktu zebrany ekstrakt
oziebia sie do temperatury 0—5°C. Nastepnie bar-
dzo wolno dodaje sie oziebionego do —10°C eta-
nolu, az do osiggniecia 859, objetoSciowego steze-
nia. Przy tym dodaje sie do etanolu 0,59 octanu
amonu dla ulatwienia wytrgcania produktu.
Utworzony osad po opadnieciu odwirowuje sie
i po przemyciu etanolem suszy w eksykatorze
prézniowym.

Wydajno$§é: 3,12 g hirudyny.

Aktywno$é wtasSciwa: 1300 ATE/mg.

3,12 g hirudyny o aktywno$ci 1300 ATE/mg roz-
puszcza sie w 900 ml 0,01 m buforu octanu amonu
o wartosci pH = 4,6. Do roztworu dodaje sie 90 g
drobno rozdrobnionej oksycelulozy (zawarto$é
grup karboksylowych okoto 129%) i miesza w tem-
peraturze pokojowej okolo 10 godzin, nastepnie
saczy przez filtr ze szkla porowatego i przemywa
oksyceluloze na filtrze 3-krotnie 650 ml wody de-
stylowanej. Wode z przemywania lgczy sie z prze-
saczem.

Zaadsorbowang cze§ciowo na oksycelulozie hiru-
dyne tuguje sie buforowym 0,05 m roztworem oc-
tanu amonu o pH =4,6 az do osiggniecia pH =:
=4,5. Réwniez ten roztwér z eluacji igczy sie
Z przesaczem.

Do roztworu zawierajgcego hirudyne dodaje sie
800 ml Wofatytu CP w formie wodorowej i mie-
sza przez noc. Podczas tego procesu wartosé¢ pH
spada z 4,2 do okolo 3,8. Po zakonczonej adsorpcji
(sprawdzenie roztworu) zywice odsacza sie -na
filtrze ze szkla porowatego i przemywa 3-krotnie
po 900 ml wody destylowanej. Wode z przemywa-
nia i przesacz odrzuca sie.

Zywice zawiesza sie w 450 ml 1 m roztworu
octanu amonu i dodaje kroplami podczas miesza-
nia 59%-owy amoniak aZz do osiggniecia wartosci
pH = 7,0. Suspensje saczy sie przez filtr G 4 i od-
sgcza. Zywice ponownie zawiesza sie w 450 ml
roztworu octanu amonu i przez powolne wkrap-
lanie 59%-owego amoniaku ustala warto§¢é pH =
= 8,0, po czym odsgcza na filtrze G 4 z porowatego
szkla i przemywa wodg destylowang. Roztwory
z-eluacji i wode z przemywania lgczy sie i zateza
w pro6zni w temperaturze 20—30°C do objetosci
400—450 ml.
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Hirudyne wytraca sie z zatezonego roztworu 10-
-krotng objetoScia oziebionego do —10°C 95 -
-owego etanolu z dodatkiem 20 g octanu amonu
(rozpuszcza w malej iloSci etanolu). Mieszanine
odstawia sie na kilka godzin do lodéwki po czym
odwirowuje sie czysta hirudyne, ktérg nastepnie
przemywa i podsusza w probéwkach umieszczo-
nych w wiréwkach i suszy w eksykatorze proéz-
niowym.

Wydajno$é: 0,8 g czystej hirudyny.

Aktywno§¢ wiaSciwa: okolo 450) ATE/mg.

Przyktad II. Spreparowane glowy z 10,000
pijawek ekstrahuje sie wedlug przepisu z przy-
kladu I. Do wytrgcania surowej hirudyny stosuje
sie etanol, stosujgc stezenia jak w przykladzie I.
Dalszy tok pracy odpowiada przykladowi I z réz-
nica, ze jako stabo kwa$ny wymiennik jonowy sto-
suje sie amberlit TRC-50.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wyodrebniania hirudyny z pijawek le-
karskich przez ekstrakcje 40%-owym wodnym
roztworem acetonu odwodnionych absolutnym
etanolem gléw pijawek, znamienny tym, ze
ekstrakt acetonowy rozcieficza sie 809 -owa
mieszaning aceton-woda w ilo§ci polowy obje-
tosci ekstraktu i przy warto§ci pH = 4—5 ko-
rzystnie 4,3—4,5 wytrgca sie produkty uboczne
zawierajace bialko, a nastepnie po zobojetnie-
niu do wartoSci pH = 6—7 roztw6r ekstrakcyj-
ny zateza sie do jednej dziesigtej objetosci
a nastepnie po zakwaszeniu do pH = 1,5—2,5
korzystnie 1,8 wytraca sie surowy produkt
przez podwyzszenie stezenia acetonem do co
najmniej 80% i otrzymany surowy produkt
oczyszcza przez wielokrotne wytrgcanie mie-
szajacym sie z wodg organicznym rozpuszczal-
nikiem, korzystnie etanolem, przeprowadza
w roztwor, ktéry oczyszcza sie przez traktowa-
nie oksycelulozg i nastepnie slabo kwa$nym
kationitem z zywicy sztucznej, po czym z oczysz-
czonego roztworu wytrgca etanolem hirudyne.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, zZe
hirudyne wytracong mieszajgcym sie z wodg
organicznym rozpuszczalnikiem rozpuszcza sie
w roztworze buforowym octanu amonu o war-
toSci pH = 4—5, korzystnie 4,6, po czym miesza
sie z oksycelulozg, sgczy, .przesgcz traktuje
Wofatytem CP lub Amberlitem IRC-50, z kt6-
rych hirudyne eluuje si¢ roztworem octanu
amonu przy wartoSci pH =7—8, po czym po
zatezeniu w pr6zni w temperaturze 20—30°C
wytraca oczyszczong hirudyne 10-krotng obje-
tosScig 759 -owego etanolu oziebionego ponizej
0°, korzystnie —10°C.
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