Uber die Fibrinogen-Fibrinumwandlung.

von

K. Laki.

(Arbeit aus den Mitteln des fiirstl. Esterhdzyschen Stipendinms.)

Vorliegende Arbeit bezweckt das Studium des zweiten
Abschnittes der Blutgerinnung, der Umwandlung des Fibrino-
gens in Fibrin, Vor allem erwies es sich als erforderlich das
Fibrinogen in mogilichts reiner Form, frei von sonstigen Pro-
teinen darzustellen und zu untersuchen welche Verdnderungen
durch die Einwirkung von Thrombin zustande kommen.

Isolierung des Fibrinogens.

Fiir die Reindarstellung des Fibrinogens verwandte ich
das Oxalatplasma von Schweineblut.

Oxalatplasma. Das Gemisch von 200 m! 0,7%iger
Kochsalz- und 100 ml 2% iger Na-Oxalatlosung wurde auf dem
Schilachthofe unter missigem Riihren mit Schweineblut auf
‘1 1 aufgefiillt. Im Laboratorium wurde das Blut im Kiihlraum
(0° C) abzentrifugiert. Ich erhielt 500 ml Plasma.

Fillung durch Ammoniumsulphat. Dem kal- -
ten Plasma wurde 125 ml gesittigter Ammoniumsulphatldsung
in kleinen Portionen zugefiigt (0,20 Sittigung). Der Nieder-
schlag wurde in der Kilte abzentrifugiert, sodann iu dem Ce-
mische von 90 ml 0,7 %iger NaCl- und 10 ml 2% iger Na-(xa-
latlosung aufgeltst. Der kuchenartige Niederschlag lost sich
langsam bei andauerndem Digerieren. Die erhalfene trube Lo-
sung wird durch Zentrifugieren gekliirt.

Tricalciumphosphatadsorption. 100 ml 10
%iger Trinatriumphosphatlosung wurden 100 ml 10%iger
CaCle-Losung  zugefiigt. Der enstandene Niederschlag wurde
abzentrifugiert, sodann in der Zentrifuge mit dest. Wasser
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zweimal ausgewaschen, schliesslich in 0,7 %iger NaCl-Lisung
so suspendiert, dass das Gesamtvolumen 150 il betrug. Das
Fibrinogen wurde aus seiner Losung in NaCl an 25 ml frisch
pereitetem Tricalciumphosphatgel adsorbiert. Nach dem Hin-
zufiigen des Phosphatgels zentrifugiert man dic I.ésung. Das
das Fibrinogen mit sich fithrende Phosphatgel wurde mii 30
ml 0,7%iger NaCl-Losung in der Zentrifuge gewaschen. -das
Fibrinogen mittels 80 ml eines Gemisches von gleichen Teilen
M/5 primiren und sekundidrem Phosphats eluiert.

Zweite Fallung durch Ammoniumsulphat.
Zwecks weiterer Reinigung wurde das Fibrinegen aus dieser
Phesphatlésung mit einer Y/, Vol. gesittigter Ammoniumsulphat-
losung (0,20 Sittigung) aufs Neue gefillt, sodann wurde der
Niederschlag nach Abzentrifugieren in 30 ml des cheop erwiin-
ten Phosphatpuffers unter andauerndem miissigem Digerieren
aufgelost. In der Regel erhielt ich eéine wasserklare Losung.

Dic quantitativen Daten der Isolierung werden durch fol-
gende Tabelle veranschaulicht.

Fibrinogen Fibrinogen  Ausheute

mg o an
in 1 ml Fibrinogen
Oxalatplasima 3.6 1] 1.800 =
Nach der ersten Ammoniumsulphatiiliung 12,5 5 1.250 g
Nach der Ca-Phosphatadsorption 8.2 58,0 0,660 g
Nach der zweiten Ammoniumsulphatfillung 12,6 - 96,5 0,380 ¢

Bemerkt sei, dass von den Angaben dicser Tabelle oft
auch grossere Abweichungen mdoglich sind, indem bereits die
erste NaCl-Losung nicht nur 30, sondern auch 65% Fibrinogen
enthalten kann. Durch die Adsorption und Eluation vermeg die
Reinheit in der Regel 88-90% zu erreichen, wogegen diesclbe
im letzten Schritte im allgemeinen 96—98% betrigt. Erwiih-
nenswert ist, dass das Tricalciumphosphatgel unter den bespro-
chenen Umstiinden aus der NaCl-Losung 80% des Fibrinogens
adsorbiert, wobei der Remhmtsgmd auf der Oberfliche des
Adsorbens 80% ist.

"Kristallisierung., Giesst man 10 mi der im letzten
Schritte gewonnenen Lisung in die 10fache Menge dJest. Was-
sers von 38—40° C, dann scheidet sich das Fibrinogen wiihrend
des Abkiihlens im Eisschranke in der Form eines schnecw:zis-
sen flockigen Niederschlags ab, der unter dem Mikroskope aus
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nadelférmigen Kristallen besteht.! Nach dem Abzentrifugiaren
16st sich der Niederschlag bei gelindem Erwiirmen (38" C) in
8 ml Phosphatpuifer obiger Zusammensctzung fangsam auf.
Beim Impfen mit Thrombin gerinnt die Losung. 1 m! dieser
Losung enthilt 7,4 mg Fibrinogen und 7,4 mg Cesamteiweiss,
d. h. das in der Losung befindliche Fibrinogen hat sich voll-
stiindig in Fibrin umgewandelt. Diese Losung ist anf die vor-
hergehende Weise aufs Neue kristallisierbar, die ncucn Kris-
talle sind indcssen schwerer 16slich, was darauf hinweist, dass
das Fibrinogen sich einigermassen veriindert hat.

Fibrinogenbestimmung.

Wir bestimmten das Fibrinogen durch Wiigen des auf
Finwirkung von Thrombin. entstandenen Fibrins. Zu diescm
Zwecke wird die zu untersuchende Losuttg in ein abgewogencs
Zentrifugenréhrchen (65 < 11 mm) gefiillt und durch BHinzu-
fligen von Phosphatpuffer und Wasser anf das entsprechende
pH und dic nétige Salzkonzentration gebracht. Dann wird dem
Gemisch ThrombiniGsung zusetzt (Losung A). Binnen cinigen
Minuten vollzieht sich die Umwandlung des Fibrinogens. Das
nach weiteren 10—15 Minuten entstandene Fibrin ist mittels
Spatel von der KRorchenwand leicht ablésbar und zu einer
flachen Masse knetbar. Nach mehrmalivem griindlichen
Waschen mit NaCl-Losung und danach mit Wasser trocknet
man das Fibrin in den Rohrchen und wiigt. Bei der Bestim-
—«mung des Fibrinogengehalts des Ovxalatplasmas wird zwacks
Erreichung des entsprechenden pH I ml Plasma 1 ml M/5 pri-
mires K-Phosphat und 1 ml! Wasser zugesetzt. Im Falle der
Fibrinogenlésung in NaCl fiigt man 1 ml Losung 1 ml M/3
Phosphatpuffer (primir : sckundir=3:1) und Wasser zu.
Den Losungen, in denen das Fibrinogen sich in einem Phos-
phatpuffer befindet, wird den zu bestimmenden 1 ml Fibrinngen-
lsung primédres Phosphat und 1 ml Wasser zugegeben. Bei
solchen Zusammensteliungen lést sich das Fibrin von der Ge-
tdsschenwand leicht ab und kann mit eincr Spatel zu einer
tlachen Masse gedriickt werden. Die Daten der Tabelle zeigen
die auf diese Weise entstandenen und gewogenen Fibrinmen-
gen. Das in den Losungen befindliche Gesamteiweiss . wird
mittels warmer Trichloressigsdure ausgefillt und sein Gewicht
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nach griindlichem Waschen des Niederschlags mit Wasser
und darauffolgendem Trocknen in den tarierten Rérchen be-
stitmmi.

- Thrombinherstellung.

Das fiir dic Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin ver-
wandte Thrombin wurde analog der oben besprochenen Schwei-
nieplasmaherstellung aus Rinderoxalatplasma gewonnen. Bei
der Thrombinherstellung verfuhr ich im wesentlichen nach der
Methode von Astrup.? Ich goss 1 | Plasma in Jie 10fache
Menge angesiduerten dest. Wassers; der Niederschlag setzte
sich bei 0" C iiber Nacht ab. Nach dem Zentrifugieren

‘loste  ich diesen in calciumfreicr Ringerscher Lisung

(300 ml) anf und liess ihn nach Hinzufiigung von CaCl. und
Hirnextrakt (s. Astrup) gerinnen. Nach Auspressen und Fnt-
fernung des entstandenen Fibrins diente die auf dicse Weise
gewonncne Lésung bei einem grossen Teil der Versuclie als
Thrombinlosung (Lésung A). Wird in einer sclchen ‘Thrombin-
16sung mittels 2 Vol. Aceton bei Zimmertemperatur ¢;n Nieder-
schlag erzeugt und dieser abzentrifugiert, sodann aus diesem
mit 80 ml einer 0,7 %iger NaCl-Lésung das Thrombin heraus-

- geldst, so kann eine ctwa 10fache Reinigung crzielt werden.

Dialysiert man die auf solche Art gewonnene gereinigte Li-
sung gegen dest. Wasser, dann entstcht ein Niederschlag, der
sich in einigen m! Rin g crscher Losung gut I6st und starke
Thrombinaktivitit aufweist (Losung B), Fibrinogen jedoch nicht
allein zum Gerinnen bringt, vielmehr sclches auch auflést.

Kinetik der Thrombinwirkeng.

Zeitlicher Verlauf der Reaktion Mittels Zu-
gabe von Kaliumpermanganat kann die Fibrinogenumwandlung
zu jedem Zeitpunkte zum Stillstand gebracht werden. Das bis
dahin enstandene Fibrin kann auf die oben beschrichene Weise
von dem unverinderten Fibrinogen getrennt und getrocknet
abgewogen werden. An Hand dieses einfachen Verfahrens kann
auch der zeitliche Verlauf der Reaktion verfolgt werden, Nach-
stehender Versuch bezweckt eine solche Untersuchuntg: In ab-
gsewogene Zentrifugenrérchen fiillte ich 2 ml Fibrinogenldésung
(enthaltend 9,2 mg Fibrinogen) und ¥ ml dest. Wasser. Nach
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dem Hinzufiigen und Vermischen mit 0,3 ml 3fach verdiinnter
Thrombinldsung (Losung A) stellte ich mittels 0,5 mi N/10
Kaliumpermanganatlosung die Reaktion zu verschiedenen Zeit-
punkten ab. Nach dem Zusctzen des Permanganats driickte
ich das entstandene Tibrin zusammen, wiihrenddessen sich
des Permanganat mit der Fliissigkeit vermischt, und die Reak-
tion zum Stillstand kam. Die Fliissigkeit wurde vom Fibrin
abpipettiert, das Fibrin auf der bereits erwiihnte Weise gewa-
schen, getrocknet und gewocgen. Das Abstellen der Reaktion ist
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auf diese Weise binnen 15—20 Sekunden durchfiithrbar. Abb. 1
zeigt das Versuchsergebnis: auf die QOrdinate sind dic Loga-
rithmen der nicht umgewandelten Fibrinogenmengen in mg
aufgetragen, wihrend die Abszisse die bis zum Abstellen mit-
tels Permanganat verstrichene Reaktionszeit angibt. Wic aui
der Abbildung ersichtlich, scheint die Fbrinogenumwandlung,
oder zumindest die Fibrinausscheidung — wie die Fiweissdena-
turierungsreaktionen im allgemeinen — den monomolekularen
Reaktionsstypus zu befolgen,

Einfluss der Thrombinmenge auf die Rcak-
t1on. Abb. 2 zeigt, wieviel Fibrin von verschiedenen Throm-
binmengen aus der Fibrinogenldsung in gleichen Zeilen herge-
stellt werden, Der Versuch war in folgender Weise zusammenge-
stellt. Ich beschickte auf die vorhergehende Weise kleine Zent-
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rifugicrrohrchen mit 1 ml Fibrinogenlosung (enthattend 16,0
my Fibrinogen), 1 ml M/3 primirem Phosphat und 1,5 ml dest.
Wasser und mit wechselnden Mengen Thrombin; in das cine
Rohrchen kam 0,5 ml Thrombintosung (Lisung A), i das
andre 0,4 ml Thrombinldsung -+ 0,1 ml Ringersche Losung
usw. Nach dem Hinzufiigen der Thrombinlsurg stellte ich
die Reaktion nach 13 minuten mittels 1 ml der beschriebencn
Permanganatidsung ab. Auf der Abbildung steilt dic Ordinate
das entstandene Fibrin in mg, die Abszisse die Thrombinmen-
gen dar. Die ergebnisse zeigen, dass die entstandene Fibrin-
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Abb. 3.

nienge bis zu einer gewissen Grenze in geradem Verhitltnis zu
der zugefiigten Thrombinmenge steht.

Einfluss der Fibrinogenmenge auf die
Reaktion. Ahnlich dem vorhergchenden Versuche zcigt
Abb. 3 wieviel Fibrin aus verschiedenen Fibrinogenmengen auf
die Wirkung gleicher Thrombinmengen hin entsteht. Ich pipet-
ticrte in kleine Zentrifugierrohrchen & ml (enthaltend 16,3 mg
Fibrinogen) und 0,8, 0,6, 0,4 ml Fibrinogenlsung und fiillte
diese in allen Gefdssen mit Phosphatpufferlésung auf ¥ ml auf.
Nach Hinzufiigen von 1 ml M/5 priméren Phosphat und 1 ml
dest. Wasser wurde dem Gemisch 0,2 ml Thrombinldsung (1.0-
sung A) zugesetzt. Jedes Réhrchen wurde 5 Minuten nach dem
Beimischen von Thrombinlésung mittels Permanganat versetzt.
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Auf der Abbildung zeigt die Ordinate das entstandene Fibrin
in mg, die Abszisse die Fibrinogenausgangsmengen in mg.

Alle diese Versusche weisen auf das enzymartige Ver-
halten des Thrombins hin, allein die endgiiltige Entscheidung
der Frage ist ohne Isolierung des Thrombins richt moglich.

Fibrinolyse. Die fibrinlésende Wirkung von Throm-
binpriiparaten wird von nachstehendem Versuche veranschau-
licht. Ein kleines Zentrifugierréhrchen wird mit 0,3 ml Fibri-
nogenlosung (4 mg Fibrinogen enthaltend), 0,3 ml ‘M/5 priméren
P’hosphat, 0,6 ml dest. Wasser und 0,5 mt gereinigter und kon-
zentrierter Thrombinlésung (Lésung B) beschickt. Das Fibri-
nogen gerinnt binnen einigen Sekunden. Setzt man nunmehr
dieses, das geronnene Fibrinogen enthaltende Rohrchen in ein
Wasserbad von 45° C, dann 18st sich das Fibrin binnen 1-—1Y.
Stunden vollstindig auf, Das geléste Fibrin koaguliert nach
dem Zusetzen weitern Thrombins nicht aufs Neue. Scheinbar
ist diese losende Wirkung des Thrombins ganz spezifisch fiir
Fibrin, denn bringt man die Fibrinogenlésung obiger Zusam-
mensetzung durch Wirme zur Gerinnung, dann 16st sich das
gefillte Fibrinogen durch Thrombin nicht auf. In gleicher Waise
bleibt auch das durch Trichloressigsiure gefilite und gewa-
schene Fibrinogen uniéslich.

Die Absorptionsspekiren von Fibrinogen und Fibrin.

Die Fibrinogenlésung gerinnt bei pH 6,2 anf die Wirkung
von Thrombin hin zu einer undurchsichtigen weissen Masse.
Bei pH 7,2 bleibt Fibrin in ‘M/5 Phosphatpufferlosung vollkom-
men durchscheinend, nur eine geringe Zunahme der Triibung
ist zir beobachten. Unter solchen Umstinden ist anch das Ulira-
violettabsorptionsspektrum des Fibrins messbar. Das Absorp-
tionsspekirum des Fibrinogens und des Fibrins wurde von P
Csokdn aufgenommen.® Die Versuche erwiesen, dass das Fib-
rinogenspektrum im allgemeinen die Eigenschaften der Fiweis-
spektra aufweist: einen Absorptionsstreifen bei 279un und eine
Reugung bei 255ux. Das Fibrinspektrum zeigt nebst den in Fib-
rinogen erscheinenden Streifen auch das Auftreten eines neu-
ern Streifens: einen niedrigen solchen um 400uux herum. Aus
dem Auftreten dieses nenen Maximums kann man beziiglich der

3
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Struktur des Fibrins einen interessanten Schluss abieiten, Nach
K1ss u. MITARB." tritt bei den Schifischen Basen vom Typus
@ unserer Abb. 4 in Fillen, in denen der Stickstoff der Azo-
methingruppe (— H C=N —) durch Vermittlung einer Was-
serstofibindung an eine OH-Gruppe gebunden ist, neben den
Streifen der Azomethingruppe ein neuerer Streifen auf: als
Reaktion der durch die Wasserstoffbindung gestdrten Azo-
methingruppe erscheint dieser Streifen genau auf derselben
Stelle wie der oben erwiihnte neuc Streifen des Fibrins.

R’ H R
S e
H 70 "0
H-C=—=N H /;?" H fl?"
N e
O 0 H 0 H
H
a, b, C,
Abb. 4.

Auf der Abbildung 4. zeigt die Formel b zwei Polypeptid-
kettenstiicke, wie sie sich im Eiweissmolekiil mittels Wasser-
stoffbindungen verbinden. Nach den Infrarotabsorptionsuirter-
suchungen von RODEBUSH u. MITARB.® kommt diese Wasseor-
stoffbindung zwischen der NH-Gruppe und dem Carbonyl zu-
stande,

Ordnet man die Doppelbindungen nach Formel ¢ um,
dann erhdlt man in der Polypeptidkette genau die gleiche
Struktur bzw. Umlagerung, die nach BERGMANN® auf der Ober-
fliche der peptidspaltenden Fnzyme zustande kemmt. Die der-
gestalt umgebildete Formel enthilt zugleich genau dieseibe
Atomgruppierung, die bei den vorhin erwihnten Schif f schen
Basen den auf das Auftreten der Wasserstoffbindung hinwei-
senden neuen Streifen hervorbringt.
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Die Analogie wiirde, soweit sie zutreffend ist, zeiger,
dass beim Unwandeln des Fibrinogens in Fibrin diese Umlage-
rung der Doppelbindungen stattfindet. Als Folge der Umlage-
rung wiirde mit den in die Polypeptidkette geratencn Noppel-
bindungen cinigermassen eine Versteifung sowie eire Verkiir-
zung der Kette einhergehen. Nach den Réntgenuntersuchungen
von KATZ u. RoOOY™ ist die ldentiltéiEsDeriode im oricntizrten

o

Fibrinfaden entlang dem Faden 6,7 A anstatt 7,0 A.

Zusammenfassung.

In  gereinigten Fibrinogenlésungen bewirkt Thrombin
cine volistindige Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin. Dic
Umwandlung scheint eine monomolekulare Reaktionstypus zn
befolgen. ,,Fibrinolysin® macht einen scharfen Unterschied zwi-
schen Fibrin und wirmedenaturiertem Fibrinogen. Das Ulira-
violettabsorptionsspektrum des Fibrins zeigt neben den Absorp-
tionsstreifen des Fibrinogens auch einen neuern Streifen, der
anf das Auftreten von Wasserstoffhindungen von gewissem
Tvpus hinwcist.
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