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Wasser gelosten Menge des Oxalats resp. Fluorids beschickt,
das Blut direkt aus dein Blutgefésse portionsweise in die
Flasche gebracht und durch kréftiges Schitteln mit der
Entkalkungsflissigkeit innig gemischt. In Folge des durch
das Schuitteln erzeugten dichten Schaumes gelingt es nur, die
Flasche etwas mehr als zu zwei Dritteln zu flllen. Nach
kaum einer halben Stunde haben sich die Blutkorperchen
abgesetzt, Uber ihnen steht das stark gelb geféarbte Plasma,
das nun sofort abgehebert und verwendet werden kann.
Niemals trat eine auch nur schwache Gerinnung ein.

Zur Reindarstellung von Fibrinogenlésungen nun habe
ich mich der Hammarsten’sehen Aussalzungsmethode
bedient, jedoch nicht ohne dieselbe, wenn auch nur in un-
wesentlichen Punkten, mit Ricksicht theils auf die wirkliche
Reindarstellung, theils auf die Schnelligkeit der Darstellung
zu modificiren.

Ilam marsten hat bekanntlich seine Fibrinogenlosungen
sowohl durch ganze Sattigung als auch halbe Sattigung des
durch bestimmte Mengen Steinsalz oder Magnesiumsulfatlésung
ungerinnbar gemachten Plasmas mit Steinsalz und Wieder-
auflosung des durch die Sattigung geféllten Fibrinogens
gewonnen.

Ich habe beide Methoden .angewendet. Allein bei der
vollstandigen Sattigung des Plasmas habe ich zuletzt nur
sehr schwache Fibrinogenlosungen erhalten; sie drehten im
Zweidecimeterrohr nur 0,1° oder etwas dariber. Ausserdem
beanspruchte die vOllige Sattigung des Plasmas und die
wiederholte Sattigung der rohen Fibrinogenlosnng viel Zeit,
auch wenn die Losung des Salzes in gelinder Warme vor-
genommen wurde.

Man sieht tberdem bei diesen Sattigungsversuchen, dass
die Ausscheidung des Fibrinogens vollendet ist, lang bevor
sich alles zur Sattigung nothige Salz in der Flussigkeit geldst
hat und dass somit eine vollstandige Sattigung Uberflissig
ist. Aus diesem Grunde habe ich es vorgezogen, das Fibrinogen
nur durch halbe Séattigung mit Kochsalz (Steinsalz) abzu-
scheiden, obwohl dabei ein Verlust von Fibrinogen stattfiml. t.
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eiweissarm und damit sowohl zur EiWeissbestimmung wie zur
Polarisation nicht sehr tauglich ist. Losungen von mehr als

0,2 /o Eiweissgehall habe ich auf diese Weise niemals erhalten.

Naeh Hainmarsten wird die Abnahme der Loslichkeit
des Fibrinogens durch das lange Verweilen desselben in reinem
Wasser bedingt. Diesen schadigenden Einfluss des Wassers
schloss Hammarsten dadurch aus, dass er das Fibrinogen
schnell abtiltrirte und das abgepresste und zerschnittene Filter
wieder mit schwacher Salzloésung behandelte. Mir schien es
aber, dass man noch einfacher und schneller das angestrebte
Ziel erreichen konne. Denn das Filtriren durch nur ein
einziges Filter nimmt lange Zeit in Anspruch und beim
Benutzen mehrerer Filter beeintrachtigt das massenhafte Papier
die Beurtheilung der vollstandigen LOsung sehr. Die Eigen-
schaft des geféllten Fibrinogens, sich zu einem Klumpen
zusammen zu ballen, gestattet vielmehr eine direkte Ent-
fernung des Fibrinogens aus der Flissigkeit.

Bei der Darstellung des Fibrinogens bin ich nun in
folgender Weise zu Werke gegangen.

In das entkalkte Plasma wird das gleiche Vol. gesattigter
Steinsalzlosung unter fortwéhrendem Umrlhren eingegossen ;
das Umrihren wird so lange fortgesetzt, bis sich deutlich
begrenzte Flocken abscheiden. Ldsst man dann noch einige
Minuten stehen, so ballt sich das gefallte Fibrinogen zusammen
und schwimmt als zusammenhangende Schichte auf der Ober-
flache, welche man ohne grossen Verlust und Mihe mit der
Hand herausfischen kann. Der gallertige Niederschlag wird
nun zwischen den Fingern durchgepresst und sofort wieder
in 2—dproc. Steinsalzldsung unter fleissigem Rihren zur Lésung
gebracht. Das Durchpressen bietet dabei nicht blos den
Vortheil, dass das Pracipitat sehr flissigkeitsarm wird, sondern
namentlich auch den, dass der ganze Klumpen in erbsen- bis
bohnengrosse Stlickchen zerquetscht wird, wovon wesentlich
das Gelingen der Losung abhéngt. Diese kleinen Klimpchen,
welche sehr consistent sind, ballen sich in der Salzlésung
nicht mehr zusammen, sie quellen vielmehr auf, werden wieder
gallertig, an ihrer Oberflache erscheinen Luftblasen, ihre
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(CaClf) konnte nur in einem Falle eine zweifellose Gerinnung
nacbgewiesen werden. Diese Fibrinogenldsungen werden durch
Séttigen mit Steinsalz vollkommen enteiweisst, ihre Gerinnungs-
temperatur liegt bei 56° C. Die Substanz besitzt also alle
Eigenschaften des reinen Fibrinogens nach Ham mars ten.

Ausserdem aber habe ich noch folgende Wahrnehmungen
bei meinen Versuchen gemacht.

Es schien mir wuinschenswert, zu erfahren, wieviel
Fibrinogen durch wirklich halbe Séattigung gefallt wird und
ob man durch Vermehrung der zugesetzten Salzlésung nicht
eine vollkommene Fallung erzielen konnte. Zu diesem Behufc
versetzte ich 4 gleiche genau gemessene VVolumina der Fibrinogen-
[osung — mit ungefahr 0,2° 0 Fibrinogen und l14#/# Steinsalz —
der Reihe nach mit 1, % 3 und 4 Vol. geséattigter Steinsalz-
I6sung, schittelte gut um, liess etwa einejhalbe Stunde stehen
und filtrirte. Die Filtrate waren sammtlich klar. Die zur Hélfte
mit Salz geséttigte Losung gab mit Essigsaure allein, sowie mit
Essigsdure und Ferrocyankalium eine bedeutende Tribung, die
zu */s gesattigte LOsung gab mit Essigsaure und Ferrocyankalium
eine zwar schwache, aber deutliche Tribung, tn den zwei an-
deren Proben liess sich auch in einem mehr als doppelt so
weiten Glas mit Essigsaure allein keine, mit Essigsaure und
Ferrocyankalium nur eine an der Grenze der Wahrnehmbarkeit
stehende Trlibung nachweisen, die Biuretprobe blieb negativ.

Demzufolge kann man wohl die Prifung auf Reinheit
des Praparates auch so vornehmen, dass man 1 Vol. der
Fibrinogenlésung mit 3 bis 4 Vol. geséttigter Steinsalzlsung
versetzt und eine Zeit lang stehen lasst, wobei eine reine
Fibrinogenldsung vollstdndig gefallt wird. Davon habe ich
bei der Untersuchung meiner Lésung Gebrauch gemacht.

Vergleichshalber habe ich auch das Verhalten zu Ammon-
sulfat untersucht und konnte bei halber Sattigung mit dem-
selben im Filtrate Eiweiss mit Sicherheit nicht mehr nachweisen.

Bei geringem Zusatz von Essigsdure zu der alkalischen

Losung in Steinsalz wird Fibrinogen gefallt, 16st sich im
Ueberschuss der Saure zur vollkommen klaren Flissigkeit

auf und kann daraus mit kohlensauren» Natrium leicht wieder
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habe, wo nach Hammarsten’s Bestimmungen beilaufig ein
Drittel der urspringlichen Fibrinogenmenge den bei 56* noch
I6slichen Eiweisskorper ausmacht. Ich bekam zwar ab und

zu mit Fibrinogenlésungen bei Uber 60° ganz zarte Tribungen,
aber dann auch jedesmal im Filtrat nochmals solche bei Uber

70°, was ich dann besser auf Beimengung von Albumin und
Globulin als auf das Spaltungsprodukt des Fibrinogens beziehen
zu sollen glaubte; die bei weitem groésste Zahl meiner Fibrinogen-
I6sungen zeigte eine Tribung oder gar Coagulation in Flocken
bei 65* Uberhaupt nicht, obwohl sie sonst alle von Hammar-
sten angefuhrten Eigenschaften des reinen Fibrinogens besassen.

Dass die Coagulation bei 56® keine vollstandige ist, kann
nicht auffallen, da ja die reinen Fibrinogenlésungen, wenn
auch nur schwach, so doch deutlich alkalisch sind; beim
Erhitzen auf 56° muss nun in dem Maasse, als Fibrinogen
coagulirt, der in Lo6ésung bleibende Theil relativ alkalischer
werden und allmélig in Albuminat Utbergehen, welches bei
grosser Concentration der Eiweisslésung wohl eine Trubung,
niemals aber eine wirkliche Coagulation mit Flockenbildung
geben kann. Dass dieser Il6sliche Eiweissrest in meinen
Fibrinogenlésungen in der That Fibrinogen ist, lasst sich
unschwer erweisen.

Ausgehend von der Annahme, dass eine vollstandige
Fallung in der Hitze durch die Alkalescenz der Ldsung ver-
hindert wird, habe ich versucht, durch Neutralisation mit Saure
eine vollstandige Coagulation in der Warme zu erzielen. Ich
verwendete dazu Essigsdure von beildufig 0,5°/0. Bei Ver-
brauch von nur 1 oder 2 Tropfen dieser verdinnten S&ure
fur 50 cbcm. der Fibrinogenlésung, bleibt nach halbstiindigem
Erhitzen auf 564 entweder gar kein Eiweiss oder doch nur
eine Spur in Lo6sung, jedenfalls aber viel weniger, als in
einer nicht angesauerten Probe derselben Fibrinogenlosung,
wie ich mich aus dem Vergleich mit solchen unter denselben
Umstanden erhitzten Proben Uberzeugt habe.

Dass es bei der groben Art, wie der Versuch ange-
stellt wurde, nicht in jedem Falle gelingt, alles Fibrinogen

durch Saurezusatz zu coaguliren, ist begreiflich, da es sehr
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schwer ist, so kleinen Flussigkeilsiim”™en mit minimalem
Alkaligehalt die richtige saure Keaclion zu eilheilen. Uehrigens
bedarf es eines bedeutenden Ueberschusses an Kssigsaure,
um die ilitzecoagulation zu verhindern, d. h., das Fibrinogen
in Acidalbumin iiberzuluhren.

Fine deutliche Spaltung des Fibrinogens bei der Coagula-
tion habe ich also nicht wahrgenonnnen und meine Beobachtung
délit also in diesem Punkte in Widerspruch mit der von
Hammarsten.

Ich bin derzeit nicht im Staude, davon eine erschopfende
Erklarung zu geben. Nachdem meine Fibrinogenldsimgen
Uberhaupt nur einen Coagululionspunkt zeigen, so kann man
an der Reinheit des isolirten Eiweisskdrpers nicht mehr zweifeln.
Es ist mm Zweierlei moglich: entweder ist das nach der
Methode lIlammarslen dargcslellle Fibrinogen ein anderes,
woran man bei der grossen Veranderlichkeit des Fibrinogeni
stels denken muss, oder ist das vom genannten Autor dar-
gcslellle Fibrinogen kein homogener Eiweisskorper. Indessen
iId eine andere Moglichkeit auch nicht vollkommen ausge-
schlossen. leb nahm bei meinen Coagulalionsversueben meist
I.'Hingen um 0,2- 0,5'/,, Ham marsten dagegen verwendete
nach seiner Methode gewonnene Lo6sungen von 2——Fs
wéare nun immerhin denkbar, dass mir bei der starken Verdin-
nung eine Coagulation bei 050 entgangen sein konnte, die llam-
mars, ten bei seinen zehnfach starkeren Losungen beobachtete.

Aus der bisher gegebenen Schilderung der Eigenschaften
meines Praparates geht nun wenigstens soviel hervor, dass
das Fibrinogen den zur Bestimmung der specilischen Drehung
(“forderlichen Grad der Reinheit besitzt. Herrmann’s Be-
dinclining kann dagegen insofern nicht befriedigen, als sie, ab-
jic-eben davon, dass sie sich nur aufeine einmalige Beobachtung
bezieht, mit einem Produkt ausgefihrt wurde, welches hei
r.niperaluren uUber 70° noch eine deutliche Trubung zeigte
iiI>0 nicht rein war.

Zu meinen Bestimmungen der spez. Drehung dienten
| frisch bereitete Ldsungen, von denen jede vorerst genau

am Ihre Eigenschaften und ihre Reinheit gepruft wurde.

Z'-li-chrift 10r plij>iologigCbe Chemie. XIX. 21
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Der Drehungswinkel wurde im Zweidecimeterrohr mittelst
eines Polarimeters von Lippicli bestimmt, welches eine
Ablesung von noch 0,005° gestattet. Dann wurde der Gehalt
der LOsung an organischer Substanz ermittelt. Dazu wurden
zunachst 50—100 cbcm. der Losung im Trockenglaschen im
Luftbad unterhalb 100° G eingedampft und darauf der Ricte”
stand bei 120° bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. Von der-
selben Losung dienten 10—20 cbcm. zur Aschebestimmung:
die FlUssigkeit wurde im Platintiegel in einer Lieben’sehen
Muffel zur Trockene verdampft, der Rlckstand vorsichtig ver-
kohlt, die Asche erst mit lieissem Wasser ausgelaugt, dann
weiss gebrannt und auf ihr der wassrige» Auszug eingedampft.
Der Tiegel mit der Asche wurde dann noch Uber der Flamme
erhitzt, doch so, dass der Boden des Tiegels kaum rotli
wurde. Vom Gewichte der Trockensubstanz wurde das der
Asche abgezogen. Alle diese Wagungsbestimmungen wurden
paarweise vorgenommen.

In der folgenden Tabelle gebe ich das Gewicht der
Trockensubstanz fir 100 cbcm., das der Asche flar 10 chcm.
und den Drehungswinkel fir das Eindecimeterrohr.

*

e o Tt _ Eiweiss |
N Riickstand. Aselic. in 100 coem, | WV
05322 i1
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oo £ 2,7003 02412 1 o014 - 0,1575° — 54,1\
li 27014 0,2107 | TN
0 14300 01145 KT ;886 -, 0.14875° 51,5
| 1,4302 0,1138 rl
1 1.2498 0,1043 1
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Das Mittel sammtlieher Bestimmungen betragt —52,5".
Die nicht geringen Abweichungen der einzelnen Werthe von
einander erklaren sich wohl zur Genlige aus der nur geringen
Concentration der Fibrinogenldsungen.

Zum Schlusse spreche ich meinem verehrten Chef, Hin.
Prof. Huppert, nicht blos fir die Anregung sondern auch
fur das werkthatige Interesse, mit dem er die Arbeit verfugt
hat, meinen besten Dank aus.



