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Vor kurzer Zeit haben wit zwei Verfahren beschrieben, die zur tter- 
stellung yon BoShropotoxin aus dem Giftdrfisensekret der B o t h r o p s  
j a r a r a c a  (Wied), einer brasilianischen Otternart, ausgearbeitet wurden 1. 
Das mit diesen Methoden hergestellte Bothropotoxin war dreimal wirksamer 
als das Ausgangsmaterial. Wir haben abet schon damals darauf hingewiesen, 
dab keine yon den beiden Methoden als vollkommene zu betrachten ist, da 
die e]ne verh~ltnism~ig geringe und die andere eine sehr schwankende 
Ausbeute liefert. Aul]erdem waren beide Verfahren ziemlich kompliziert, 
so da~ eine Wiederholung ffir andere schwierig sein dfirfte. Der Hauptgrund 
des Bestrebens nach einer besseren Methode lag abet darin, dab es K S n i g  
und mir inzwischen gelungen ist, aus dem GifMriisensekret der genannten 
Schlange eine sehr stark gerinnungsfSrdernde, jedoch toxisch unwirksame 
Substanz zu isolieren ~, was zu den Ergebnissen unserer ~riiheren Versuche ~, 
nach denen zwischen der gerinnungsiSrdernden und toxischen Wirkung 
des Bothropotoxins ein strenger Para]lelismus besteht, in Widerspruch 
stand. Wir mul~ten also dutch A-nderung der Herstellungsmethode danach 
trachten, solches Bothropotoxin herzustellen, dessen Eigenscha~ten mit 
diesem neuen Befund im Einklang stehen. 

Im Lau~e der Zeit ist es gelungen, in der ~olgenden Methode ein sehr 
einfaches Verfahren auszuarbeiten, was nicht nur eine grSl~ere Ausbettte 
ermSglicht, sondern dessen Endprodukt neurotoxisch viereinhalbmal 
wirksamer, hingegen gerinnungsfSrdernd (am oxalathaltigen Pferdeblut 
bestimmt und auf die kle~nste tSdliche Dosis ~ berechnet) ffin~mal schw~cher 
ist als das Ausgangsmaterial. 

* Ursprihuglich war der II. Tell dieser Mitteilungsserie far die Resultate der 
quantitativen Analysen des Bothrolootoxins vorbehalten. Inzwischen wtu-den aber 
yon Herrn Koll. Dr. Paul KSnig und fair zwei VerSffentlichungen fiber die immu- 
nologisehen Eigensehaften des Bothropotoxins der Zeitschr. f. Immunitgtsforschung 
eingesandt, und da die in diesen Versuchen verwendeten Praparate mit dieser neuen 
Methode hergestellt waren, erseheint uns zweekmaSiger, diese VerSffentlichung 
vorangehen ztl lessen. 

i yon iK]obusitzky, D.: Arch. f. exper. Path. 179, 204 (1935). -- 
2 yon Klobusitzky, D. u. P. KSnig: Ebenda, erseheint dernngchst. 
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Die Methode ist wie folgt: Aus dem eingetrookne~en Driisensekre$ 
w~d mit 8% igem NaC1 eine 2%ige Lgsung berei~et, die m~n naohher durch 
ein gewShnliehes Fil~erpapier ~bflieSen l ~ t .  Die so gewonnene kl~re, yon 
Zellresten befrei~e L6sung wird am Wasserbad mSgliehst rasch und unter 
stgndigem Riihren auf 600 C erwiirm% nachher soviel 5 ~ H Cl-LSsung hin- 
zugefiigt, bis in ihr grebe Eiweil~flocken entstehen (pro 500 ccm LSsung 
sind ungefghr 12--14 ccm 8gure erforderlieh). Nachher setzt man das Auf- 
wgrmen bis zu 75 o C for~, woraui die LSsung 5 Minu~en bei dieser Temperatur 
gehalten wird. Nach Ablauf dieser Zeit wird die L5sung mSgliehs~ rasch 
abgekiihlt und im Ktihlraum durch Faltenfitger abfiltriert. D u r e h  d iese  
t t i~zekoagu lag ion  w e r d e n  alle t y p i s c h e n  Eiwei l~k6rper  en t f e rn t ,  
so dal] eine zwei~e Fg l lung  - -wie  sie friiher mi~ kolloidalem Eisenhydr- 
oxydsol gemaeht wurde und wodurch manchmal sehr grolte Verlus~e an der 
wirksamen Substanz en%~anden sind - -  i iberf l i iss ig  wird. Zu dem nun- 
mehr eiweil]freien, jedoch peptonhaltigen Fil~ra~ wird soviel n NaOH- 
Lgsung hinzugeffigt, dal~ die Reaktion nur schwaoh sauer bleibt. Das 
Prgzipita% was ziemlieh viel yon der wirksamen Subs~anz mit sich gerissen 
hat, wird im Kiihlraum mit absolutem Alkohol ausgewaschen und nachher 
im Vakuum (gleiehfalls im Kiihlraum) stehengelassen. Nach 24 Stunden 
wird der - -  grSl~tenteils aus dena~urierten Eiweil~kSrpern bestehende - -  
Riiekstand mit wenig Wasser (1/~ 0 des urspriinglichen Volumens der L5sung) 
bei 370 ausgesehfi~tel~ und im Kfihlraum abfiltriert. Dieses zweite Filtrat, 
was gleiehfalls eiweil]frei ist, wird zu dem ersten Fil~rat gegeben. Will 
man rasch wei~erarbeiten, so ffigt man zum Gesamffil~rat das fiinffaehe 
Volumen absolu~en Alkohols hinzu und 1~1~ das Prgzipita~ naehts fiber im 
Ktihlraum absetzen. Wird aui ein rasches Arbeiten kein Weft gelegt, so 
wird das Fil~rat dutch Ultrafil~rieren oder durch Verdnnsten im Hoch- 
vakuum auf 1/5--~/s seines urspriingliehen Volumens eingeengt. Bei 
Anwendung des U]trafil~rierens ist jedoch darauf zu aeh~en, dal~ die Durch- 
messer der grSI~ten Poren unterhalb yon 330 m~z liegen sollenL Naeh der 
Beendigung des Ultrafil~rierens wird die Ul~rafiltermembran zerkleiner$ 
und mit Wasser bei 37 ~ gn~ ausgesch~%el~. ~achdem das Waschwassers 
zum Ultrafil~ra~ gegeben wurde, versetzt man es wieder mit dem ffinf- his 
sechsfaehen Volumen Alkohol und l~l~t es 24 Stunden im Kahlraum stehen, 

Diese erste Alkoholf~llung bedeu~e~ dem frfiheren Verfahren gegenfiber 
eine wesen~liche Verbesserung. W~hrend ngmlich bei den ~l~eren Methoden 
die sieh im Fil~ra~ befindliehen, Biuret-Real~ion gebenden Snbs~anzen 
mi~ einer sehr vorsichtigen Fgllung dutch eine 10~ Metaphosphors~ure- 
15sung entfern~ werden mul~en, bleiben sie dutch die Anwendung dieses 
Kuns~griffes in LSsung. Der grol~e Vor~eil dieser Ab~nderung wird be- 
sonders dann augenscheinlieh, wenn man  naeh dem raschen Verfahren 
arbeite~. 

Der durch die A]koholfallung en%tandene Bodensa~z, welcher under 
anderem auch das Bo~hropotoxin enth~l~, w i r d -  wie es bei den anderen 


