Ueber Blutgerinnung.

Von
Leon Lilienfeld.}

(Aus der chemischen Abtheilun« des physiologischen Instituts in Berlin.)
(Der Redaction zugegangen am 22. Juni 1894.)

Einleitung.

Trotz der ausserordentlich grossen Anzahl von Arbeiten
bewdahrter Autoren aus alterer und neuester Zeit herrscht auf
tlem Gebiete der Lehre von der Blutgerinnung eine schwer
zu bewaltigende Verwirrung, aus der sich ein Uneingeweihter
schwerlich herausfinden wird. Es gibt heutzutage so viele
Theorien, die sich schnurstracks widersphechen, so viele
Beobachtungen, die miteinander gar nicht in Einklang zu
bringen sind, manche Theorien sind derart complicirt, dass
von einer Orientirung (im wahren Sinne des Wortes) ah der
Hand der mannigfaltigen Einzelforschungen gar nicht die Bede
sein kann.

Im Folgenden unternehme ich nicht nur eine Bericht-
erstattung tber meine die Blutgerinnung betreffenden Versucht*
zu liefern, sondern die bisherigen wichtigen Experimente an
‘ler Hand der meinigen oder mit Hulfe der ineinigen zum
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Aufhau einer einheitlichen Theorie zu verwerthen und <o

vielleicht die Verwirrung zu bannen und die GomplicirtJieit
in Einfachheit dberzufihren.

Der aussere Weg, den ich zu diesem Ende einzuschia-, n
gedenke, besteht in erster Linie in der Behandlung der Blut-
gei innungstrage nach drei von einander vorlaufig als unabhangig
zu betrachtenden Richtungen, also in einer Trennung'de*
Materials in L einen chemischen, i>. einen mikrophysiologischen
3- cinen pliysiologisch-physikalischen Theil.

Der erste Theil soll sich mit der Frage befassen: welch,
chemischen Stoffe des Blutes liefern das Fibrin und was ge-
schient mit diesen Substanzen, indem sie Fibrin bilden?

Stammen die zum Substrat der Faserstoffbildung zu-

saimnentrctenden Substanzen aus dem Blutplasma oder den
oiganisirten Elementen des Blutes? Oder mit anderen Worten:
inwieferne betheiligen sich die Leukocyten, die rothen Blut-

kérperchen und die Plattchen an der Fibrinentstehung?

Der zweite Theil wird das Problem behandeln: aus
welchem Theile der Leukocyten stammen die zur Fibrinbildmr
notbigen Stoffe?

Der dritte Theil soll die Frage zu lésen suchen: wess-
wegen bleibt das Blut innerhalb der lebenden Refasse flussig,
wahlend es beim Austritt aus denselben gerinnt, oder mit
anderen Worten: welche ist die von Brucke entdeckte, von
Lister, Hunter, Hewson, Fredericq bestatigte Be-
ziechung der lebenden Getasswand zu dem Blutgerinnungs-

vorgange resp. zum Flussigbleiben des Blutes im lebenden
Thiere ?

Der chemische Theil.
. Geschichtlicher Ueberblick.

Icli Gbergehe hier die altesten, langst widerlegten Theorien,
wonach die Blutgerinnung ausserhalb des Organismus auf der
Einwirkung des atmospharischen Sauerstoil's, oder auf dein
Entweichen von Kohlensaure (Scudamore), oder auf dem
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Entweichen von Ammoniak (Richardson) beruht. Briicke’)
zeigte, dass bei der Blutgerinnung weder etwas, hinzutritt,
noch wegkommt, dass das Festwerden des Blutes nicht aut'
einem Temperaturwechsel beruhe, auch nicht darauf, dass
im Blute etwa eine Ubersattigte Losung vorliegt, die ausser-
halo des Organismus erstarrt, dass mit einem Worte sich fur
das Unloslichwerden des Fibrins die gangbaren Ursachen
nicht verwerthen lassen. Fernerhin hat Briicke durch seinen
bekannten Versuch den Nachweis erbracht, dass jener Korper
oder jene Korpergruppe, die bei der Gerinnung Fibrin liefert,
im Blutplasma als ein durch Warme coagulirbares. Eiweiss
vorhanden sei. Beinahe bis an das Ende des XV11l. Jahr-
hunderts glaubte man namlich, der Blutkiichen bestehe aus
agglutinirten Kdrperchen. Hewson*) war der Erste, welcher
in der Blutgerinnung eine Absonderung einer gewissen Substanz
aus dem Plasma, die man jetzt Fibrin nennt, erkannte.
Denisl) sattigte Blutplasma mit Kochsalz und erhielt so einen
Eiweisskorperniederschlag, welcher nach naehheriger Auflésung
in verdinnten Salzlésungen spontan gerann. ; Diese Muttef-
substanz des Fibrins nannte Denis Plasmin. Al. Schmidt
hat in dem «Plasmin» ein Gemenge erkannt und hat es
in seine Bestandteile zerlegt: beide sind Globuline und
Schmidt gab ihnen den Namen Fibrinogen und fibrino-
plastische Substanz. Kuihne4) nannte letzteren Koérper Para-
globulin, Weyl°) aber Serumglobulin. Al. Schmidt’s Grund-
experiment, welchem zufolge Blutserum resp. defibrinirtes Blut
in Transsudaten und Exssudaten, im Allgemeinen in einer
ganzen Reihe von Korperflussigkeiten, welche nicht spontan
gerinnen, Faserstottgerinnung hervorruft, ward zum Ausgangs-
punkt einer ganzen Reihe von Experimenten, welche schliess-
lich Al. Schmidt zu einer Theorie fiihrten, die kurz gefasst
folgender massen lautet: Das Fibrinferment, ein Decompositions-
product der Leukocyten, bewirkt die Fibringerinnung, indem

Y Brucke, Virchow’s Archiv P2

*» Hewson’s Werke, herausgegehen von (iulliver, S. 2UfT.

a) Denis, Mémoires sur le sang, Paris 1880:

4) Kuhne, Lehrb. <l physiol.Chemie, S. 171.
- Weyl, Zeitschr. phvsol. Chemie, Bd. | (1877), S. 77.



°S 10" Zusammentritt des Serumglobulins mit dem Fibrino»™
zu Fibrin veranlasst. Die Kaorperflissigkcilen. welche Scbhmi.ii
bo, seinen Forschungen benutzt hat, zerfallen nach diese«
forscher in solche, welche beide Globuline, aber kein Fibrin
ferment enthalten ; diese nennt Sch mi dt proplastische Flisd-
I.nnnttin?ne Ok't' %'Vinn* man 8m beS,en dadurch-

man Blut  einer concentrirten Losung von MgSO, auffii.ri

nar: i vollbrachler Abschleuderung oder Senkung der rolle,
BlutkOrperchen das Plasma abhebt, ftltrirl und im Vacuum

ober 11,SO, zur Trockne bringt und den Rickstand pulvérisat
Der pulverige Ruckstand l&sst sich beliebig lange aufbewahren
und durch Auflésen eines Theiles desselben in 7,5 Theil.-n
Wasser erhdlt man eine proplastische Reactionsflissigkcil
welche weder auf Zusatz von Wasser noch fir sich allein'
noch auf Zusatz von Leukoeyten oder anderen Zellen, dago-mu'
nur.aul Zusatz von freiem Fibrinferment gerinnt. Viele
Korperflussigkeiten sind proplastischer Art.

Ausserdem finden sich gerinnungsféhige Korperflissm-
kcten, welche auf Zusatz von Fibrinferment allein nicht
gerinnen, deren Gerinnung nur durch Zusatz von Fibrinfernicnt
emd .Serumglobulin, herbeigefuhrt wird. Diese Flissigkeiten
enthalten also vom Gerinnungssubstrat nur das Fibrinogen und
Schmidt nennt sie deswegen fibrinogene Flissigkeiten.

Eine dritte von Al. Schmidt angegebene und héufig
benutzte Reactiwsflissigkeit ist das kalt filtrirte Pferdeblul-
plasma, welches durch rasche Abkihlung des Blutes auf O'
schnelle Senkung der rothen Blutkorperchen, Abgiessen do’
| iasmas und Filtration desselben bei 0» gewonnen wird. Das

so gewonnene Plasma gerinnt nicht nur auf Zusatz von Fibrin-
ferment, aber auch auf Zusatz von Leukoeyten allein und

anderen Zellenarten — im Gegensatz zu den proplastischen
nnd fibrinogene» Flussigkeiten.
. |VIr verdanken also Al. Schmidt folgende drei Reactions-
ilussigkeiten :
1. Proplastisrhe Flissigkeiten (MgSOrPlasina,
1 raus- und Exsudate). Gerinnen auf Zusatz von Fihrin-
ternient und nur freiem Fibrinferment.



Fibrinogene Flussigkeiten (z. B. Liquor pericardii
des Pferdes). Gerinnen auf Zusatz von Fibrinferment
und Serumglobulin, weil sie blos Fibrinogen enthalten.

q. Kalt filtrirtes Pferdeblutplasma. Gerinnt
schon auf Zusatz von Leukocyten, selbstverstandlich
um so leichter mit Fibrinferment.

\\ oraut beruht nun der Unterschied der proplastischen
Fllssigkeiten von dem kalt filtrirten Pferdeblutplasma, dass beide
Fibrinogen und Serumglobulin enthalten, wahrend die ersten
nur auf Zusatz von Fibrinferment, das letztere dagegen auch
auf Zusatz von Leukocyten gerinnt? Nach AL Schmidt
soll das kalt filtrirte Pferdeblutplasma neben Fibrinogen und
Serumglobulin auch Stoffe enthalten, welchen die Eigenschaft
zukommt, das in den Leukocyten enthaltene Zymogen des
Fibrinferments in letzteres Uberzufuhren, Stoffe, die den pro-
plastischen Flussigkeiten fast vollstdndig fehlen.

Diese drei Flussigkeitsarten und die Fibrinfermentlosung —
bereitet durch Stehenlassen des Blutserums mit dem 15—20fachen
Volumen starken Alkohols, Abfdtriren und Trocknen des Nieder-
schlages und jeweilige Extraction desselben mit Wasser — bilden
die Grundlage der Methodik, welche Al. Schmidt und seine
Schiller beim Studium der extravascularen Gerinnuugser-
sebeinungen verfolgten. Es sei mir verstattet, die wichtigsten
Resultate der langjahrigen Untersuchungen der Dorputer Schule
lierauszuschalen und hier kurz anzufiihren. Ich will hier manche
chronologisch altere Untersuchungen anderer Forscher absicht-
lich Gbergehen, um die Schmidt’sehen Anschauungen einheit-
lich darstellen zu koénnen. Dies geschieht ohne Schaden flr
die Sache, weil ja Schmidt immer weiter in der einmal
angefangenen Pachtung seine Untersuchungen fortsetzte und
'ich wenig um die immerhin bemerkenswerthen Errungen-
schaften Anderer beklimmerte (Beispiel . Einwirkung der Kalk-
>ulzc auf die Gerinnung u. s. w.)

Der biologische Schwerpunkt der Theorie von Alex.
Schmidt ist die Klarlegung der Beziehungen der Leukocyten

‘m* Blutgerinnung. Der Erste, welcher auf einen Zusammen-
hang der Blutgerinnung mit den Leukocyten hingewiesen hat,
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war Beale'). Dieser Forscher beobachtete, dass wahren)
der Blutgerinnung sich von den Leukocyten kleine Korn,.,-
ablosen, welche sich in Fibrin unnvandeln sollen. Auch
Mantegazza’) ist der Anschauung, dass die Leukocyten in
Berihrung mit Fremdkdorpern einen coagulirend wirkend, n
EiweissstofT Ausscheiden, der im Stande ist, das Fibrinogen
eles Blutplasmas in Fibrin umzuwandeln, Das Verdienst ab, i
diese Beziehungen néher zu studiren und auszubauen, gebUIu|
Schmidt und seinen Schilern. Die Beweise, welche Schmidt
und seine Schuler fir die thatsachliche Betheiligung der Leuko-
cyten an der Faserstoffbildung erbracht hat, sind folgende:
e "Vrlrc"'d auf O” abgeklhltes Pferdeblutplasma (von
rolhen Blutkdrperchen befreit) unfiltrirt schnell
geiimd, wenn mau es in Zimmertemperatur bringt,
gc'iiimf os filtrirt erst nach Stunden,
In gekihltem Pferdeblute, in welchem die Kodrperchen
Zeit haben, sich zu senken, schichten sich die Lenk,,-

cylen zu ohorst aufdie Saule der rolhen Blutkérperchen,

bleiben aber auch vertheilt in den tieferen Plasnia-
schichlen. Wenn nun Gerinnung eintritt, so kann man

nach Schmidt beobachten, dass sie in denjenigen

Schichten des Plasmas am ausgiebigsten und voll-
kommensten stattfindet, in welcher sich die meid™

Leukocyten befinden.
T Porch starke und rasche AbkUhlung kann man den

Zerfall der weissen Blutkorperchen verzégern und ihn

>0, wenn man das Blut langsam gerinnen lasst, in
seinen einzelnen Stadien alhndalig verfolgen. Im erden

Augenblick seiner Ausscheidung schliesst der Faserstoff

des Blutplasmas die noch nicht zerfallenen Leukocyten
ein : dieselben zerfallen aber bald zu Kérnerhaufen, auch
diese schwinden nach und nach, wahrend der Faserstoff

immei sichtbarer wird und deutlich an Masse zunimint.
kodli* 1' ""eilt man nur Faserstoff und keine Leukocyten.

) b. S. Heule: On the germinal matter of the blood wiliit remarks'
upon the formation of fibrin. Transactions of the microscop. soe. of Lon-
don ISUT, Vol. XIl, X. S., p. i/ff.

9 M,,loschoil's Untersuch, zur Naturlehre, Xl, 187«.



4. Ein Schiler Schmidt’s, SeinineVv'), hat ebenfall-j
direkte Beobachtungen Uber den Zerfall der weissen
Blutkdrperchen im Amphibien- und VVogelblut angestellt.

5. von Samson llinuneistjerna’) zeigt, dass, das
schnelle Gerinnen des gefrorenen und wiederaulge-
thauten Plasmas, auf einem Untergang der Louko-
cyten beruht.

(>. Heyls) stellte durch Zahlungen der Leukocyten vor
und nach der Gerinnung die wichtige Thatsache fest,
dass wéhrend der Gerinnung 71,3°h der vor der
Gerinnung dagewesenen Leukocyten, dagegen nur

1,0—2,4°00 der rothen Blutkorperchen bei diesem Vor-
gang verschwinden.

Diese und viele andere Beweise, die ich hier nicht auf-
zlltlen will, fihrten nun Schmidt zu der Ansicht, dass ein
lliatsdchlicher Zusammenhang der Blutgerinnung und der
Leukocyten besteht.

Diese biologisch bedeutende und interessante Errungen-
schaft der Schmidt'sehen Lehre erfuhr eine schdne Erweite-
rung durch die Untersuchungen seines Schiilers Rauschen-
bach*).  Dieser Forscher fihrte den Nachweis, dass die Be-
Ziehung des Gerinnungsvorgangs zu den Leukocyten zwar eine
tliatsiichliche. aber keine specifische ist, weil das Protoplasma
Uberhaupt die Fahigkeit besitzt, im kalt filtrirten Pferdeblut-
plasnia Faserstoffgerinnung einzuleiten. Alle Gellulargebilde,
de* Bausch enbach in den Kreis seiner Untersuchungen
zog, also Lymphdrisenzellen, Eiterzellen, die lymphoiden
Zellen aus der Pericardial- und der Peritone'alfliissigkeit des
Pferdes, die durch Waschen mit Wasser vom Blutfarbstoff

) Sem mer, Leber die Faserstoffbildung im Amphibien- und
Vollblut. Inaug.-Diss., Dorpat 1874.

-) v. Samson Himmelstjerna: Experimentelle Studien fiber
«Ls Blut u.s. w. Inaug.-Diss., Dorpat 188Il.

Heyl: Zablungsresultate. betreffend die weissen und die rotUm
Blutkorperchen. Inaug.-Diss., Dorpat 1882.

4) Hauschenhach: Ueber die Wechselwirkungen zwischen
Biotoplasma und Blutplasma. Inaug.-Diss., Dorpat 1882.
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befreiten «Stromata» — wie ich spater zeigen werde, handelt-
sich hierbei gerade nicht um Stromata — der rothen Vogtf.
blutkdrperchen, die Hefezellen, Spermatozéen und Protozoen
aus dem Froschmastdarm wirkten auf das filtrirte Pfer |t,
blutplasma ganz ebenso wie die Leukocyten, d. h. erzeugten
darin Gerinnung und erhohten die Fibrinmenge. Fur'die
folgenden Auseinandersetzungen von grosser Wichtigkeit ist
die Beobachtung Rauschenbach’s, dass in quantitativer
Hinsicht hierbei betrachtliche Unterschiede zur Geltung kaiin u;
die intensivste Einwirkung als Gerinnungserreger zeigten die
Spermatozéen. Rauschenbach stellte auch die Thatsadie
lost, dass die Zellen als solche auf proplastische Flissigkeiten
(z. B. Salzplasma) vollstandig unwirksam waren, dass aber
ihr Wasserexlract auch in proplastischen Flissigkeiten Fibrin-
hildung hervorriefen. Diese wasserigen Extrade werden um
so wirksamer, je langer das Wasser eingewirkt hat. Gruh-
mannl) fand, dass auch pflanzliche Protoplasmafbrmen (ver-
schiedene Schimmel- und Spaltpilze) dieselbe Einwirkung auf
kalt filtrirtes Pferdeblutplasma zeigen.
Wenn ich nun die wichtigsten Beobachtungen Schmidts
uber das Fibrinferment anfiihre, so waren es folgende:

Das Fibrinferment kann zu wiederholten Malen Gcrin-
nungen herbeifiihren.

Die Wirksamkeit des Fibrinferments wird durch Kochen
seiner LOsung zerstort.

Im festen, trockenen Zustande (als gepulverter Alkohol-
niederschlag) vertragt es viel hohere Warmegrade, als in
wasseriger Auflésung.

Eine Temperatur von 37-40° begunstigt seine Wirkung
in hohem Maasse.

Kélte verzogert seine Wirkung in hohem Maasse; seine
Losung erleidet aber durch Gefrieren keine Einbusse an Wirk-
samkeit.

) W. (f rohinanii: Leber die Einwirkung der zellenfreien lllut-
plasmas auf einige pflanzliche Mikroorganismen. Inaug.-Diss., Dorpat I>i.
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Kleine Ueberschiisse an Alkalien oder Sauren Unter- |
driicken seine Wirkung welche aber beim Neutralisiren wieder
lirrgestellt werden kann. Grossere Mengen von Alkalien und
Sauren zerstoren das Fibrinferment vollstandig.

Kleine Mengen von Neutralsalzen unterstitzen die Wirkung
‘les Fibrinferments, grosse Mengen hemmen sie.

Das Fibrinferment ist im Blutserum gel6sT”nthalten.

Das aus der Ader direct in Alkohol.fliessende Blut
gi'ht einen Niederschlag, welcher ein fast vollkommen un-
wirksames Wasserextract liefert, es enthalt also keine zu be-
ricksichtigenden Mengen von Fibrinferment (Jakowicki').

Nachdem Al. Schmidt als feststehende Thatsache an-
iiinimt, dass das Fibrinferment ein Zerfallsproduct der Leuko-
zyten ist, in denselben aber nicht als solches, sondern als
Zymogen enthalten ist, befasst er sich in seinen neuesten
Arbeiten mit der Frage: welche Stoffe des Blutplasmas und
Zellprotoplasmas sind es, die das Zymogen in das Fibrin-
terment Uberfihren, oder — wie er sich ausdrickt — das
Fibrinlerment von seiner unwirksamen Vorstufe abspaltenV
Die ersten diesbeztiglichen Versuche wurden auf Veranlassung
von Schmidt von J. v. Samson Himmelstjerna*) und
Xaucky) ausgefiihrt. Diese priften eine ganze Reihe ver-
schiedener, ziemlich willkirlich gewahlter Stoffe, aut ihre Ein-
wirkung auf filtrirtes Pferdeblutplasma, Denis’sche Plasmin-
lisung und Gallensalzplasma. Hierbei stellte sich heraus, dass
alle Stoffe, die sie untersuchten, also Lecithin, Hypoxanthin,
Leucin, Glycin, Taurin, Kreatin, Xanthin, Guanin, Harnséure,
Harnstoff, mit Ausnahme des Harnstoffs in bestimmten Mengen
" *ksam, also gerinnungsbeschleunigend (nicht erregend) waren.
Man erzielt aus der Zusammenstellung der Reactionsflissig- "
keiton und der Wahl der Substanzen, die Schmidt alle

DA. Jakowicki: Zur physiol. Wirkung der Bluttransfusion.
hiaug.-Diss., Dorpat 1875.

D J. v. Samson Himmelstjerna: Feber leukamisches Blut,

Beobachtungen Tiber Entstehung des Fibrinferments. Inautr-Diss.
forpat 1885.

) L.c
[- iuehrift fur physiologische Chemie. XX. I
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als | Toducfe der repressiven Metamorphose der Eiweisskor j,r
bezeichnet, dass eine Schlussfolgerung aus diesen Versuch i,
eigentlich nicht zu ziehen ist. Ein wichtigeres Resultal »;-
gaben die Versuche, die Schmidt selbst angestellt hat. }>
e\lrahirte Gellulargebilde mit Alkohol und fand, dass in ,!n,
Alkohol Stotre Ubergehen, denen die Falligkeit zukommt, i,,,
filtiirten Pterdeblutplasma Gerinnung zu erzeugen. Aussenhin
>ind diese Stoffe, zymoplastische Substanzen — wie Schmi.lt
>i(* bezeichnet — im Stande, ein Serum, welches durch langes
Stehen an der Luft oder Dialyse vollstandig unwirksam ge-
macht worden ist, wieder hochgradig wirksam zu machen.
Hieraus zieht Schmidt den Schluss, dass nach Zerstérung
des t ibrinfermentes in dem Serum noch grosse Mengen Seines
Zymogens (Prothrombin) Zurickbleiben, welche durch die
zymoplastischen Substanzen in Fibrinferment (Thrombin) tbor-

getuhrt werden und so dem Serum seine gerinnungserregend’ u
Eigenschaften in erhdhtem Maasse wiedergeben.

Also die Theorie von Schmidt: Die Blutflissigkeit
enthalt urspringlich nur zwei Eiweisskorper, das Albumin
und die fibrinogene Substanz. Von dem Moment des An-
trittes des Blutes aus dem Korper zerfallen die weissen Blut-
koérperchen, die Zerfallsproducte I6sen sich in der Blutflissigkeit
auf und eines derselben ist das Serumglobulin. Die and!ITen

sind die zymoplastischen Substanzen und das Zymogen nes
nibrinfermentes, das Prothrombin. Nun fihren die zymo-
plastischen Substanzen das Prothrombin in das Fibrinfernuiii
filier, welch letzteres nun bei Gegenwart kleiner Mengen von
Neutralsalzen den Zusammentritt des Fibrinogens und Serum-
globulins zu Fibrin veranlasst.

Einen bedeutungsvollen Wendepunkt in unserer Frage k-
deuten die Untersuchungen HammarstenV). Hammarsl. n
war der Erste, welcher eine reine Fibrinogenlésung, der kein
Serumglobulin beigemengt war, dargestellt hat, um sich ein
sicheres Lrtheil Uber die Bedeutung des Serumglobulins fir

') 0. Hainmar ste n: Untersuchungen dber die Faserstoffe
Upsala 1875. *
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jjo Gerinnung zu bilden. Seine Methode berftht darauf, dass

ans .filtrirtein Bittersalzplasma das Fibrinogen durch. Zusatz
I, s gleichen Volums geséttigter Kochsalzlosung ausfallt, filtrirt,
in verdiinnter Kochsalzlosung l6st, wieder mit gesattigter Koch-
salzlosung lallt und diesen Process drei bis vier Mal wieder-
holt. Schliesslich kommt er zu einer Fibrinogenlosung, welche
von Serumglobulin befreit ist. Hammarsten zeigte nun,
dass diese reine serumglobulinfreie Fibrinogenldsung mit sernm-
globulinfreier Fibrinfermentlésung vermischt einen typischen,
echten Faserstoff liefert. Dadurch war bewiesen., dass
das Serumglobulin zur Faserstoffbildung nicht
erforderlich ist. Nichtsdestoweniger stellte sich, aber
heraus, dass das Serumglobulin einen beglnstigenden Ein-
fluss auf die Blutgerinnung auszutiben im Stande ist. Aber
ebenso befdrdernd wirkt auch Calciumchlorid, mit Blutserum
behandeltes Casein und viele andere Stoffe. Die Einwirkung
des I'araglobulins stellt sich Hammarsten folgendermassen
vorl;, «Das Fibrin kann in dem Augenblicke seiner Ent-
stehung durch gewisse Stoffe, unter denen das Alkali und die
Salze bisher bekannt sind, in LOsung gehalten werden, und
in dem Maasse, wie diese Stoffe durch Zusatz von Serum*
globulin gebunden werden, muss wegen des Mangels an den
lidtlagen Losungsmitteln, eine grdssere Menge des gebildeten

Faserstoffes ausgeschieden, d. h. die Gewichtsmenge des Faser-
stoffes vermehrt werden».

Einen dem Standpunkt der Dorpater Schule gerade ent-
gegengesetzten nimmt Wooldridge ein. Dieser Forscher
ifuignet volistdndig die Betheiligung irgend welcher. Form-
elomente an der Blutgerinnung und versucht den Nachweis
zu flhren, dass das Blutplasma fiur sich allein schon afles
enthélt, was zur Gerinnung ndéthig ist. Wooldridge operirt
zum grossten Theile mit Peptonplasrna. Schmidt-Muhl-
heiml) und Fano3) namlich haben gefunden, dass, wenn

) 1,c, S 127,
i Schmidt-Muhlheirn: Du Bois-Heym. Arcli. 1830,
) Fano: Du Bois-Heym, Arch. 1881,
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man einem Hund in die Blutbahn eine Peptonlésung (wahr-
scheinlich handelt es sich hierbei um Albumosen) im Ve,
hullmss von 0,3 gr. Pepton auf 1000 gr. Kérpergewicht injicirt
das darauf gelassene Blut flissig bleibt. Das nach Abschlem
derung der Korperchen abgehobene Plasma solchen BluU
bildet nun die Methodik fur die Gerinnungsversuche Wool,!-
Tid ge’s.

Die Beweise, welche Wooldridge gegen die Betheiliguir
der l.eukocyten und anderer Formelemente an der Bluteerim
nung ins Feld fuhrt, sind folgende: Vv

Die Abkuhlung, welche die Grundlage der bekannt,gu,
Versuche Schmidt’s, die. die Betheiligung der Leukocylen
beweisen sollen, bildet, ist fir das Blut kein indifferenter Fin-
grill. Dadurch entfernt man eine Substanz, das A-Fibrino,,en
welche durch starkes Abkthlen niedergeschlagen wird. Dieses'
A-l ibrmogen ist derjenige Korper, welcha- dem Plasma die
Fahigkeit der Gerinnung verleiht. Peplonplasma ist, wenn

I,"fen Kor|per enthélt, durch Durchleiten von Kohlensaure
Verdinnen mit Wasser, Filtriren durch eine Thonzelle, Neu-
tralisation mit Essigsaure zum Gerinnen zu bringen. H ab,.r
Jdas A-Fibrinogen durch AbkuUhlung entfernt, dann gerinnt
das | eptonplasma auf diese Eingriffe hin nicht. Wenn mm
zum Plasma das A-Fibrinogen wieder zugesetzt wird, dann
erlangt es wieder die Fahigkeit, mit CO, u. s. w. zu gerinnen.
Ebenso wie A-Fibrinogen wirkt Lecithin. Nachdem aber
A-G ibrmogen oder Lecithin auf das Ham mars ten’sehe
G ibrmogen keine gerinnungserzeugende Wirkung ausubt, muss
Wooldridge’s Ansicht nach im Plasma ein anderes Fibri-
nogen existiren — das B-Fibrinogen. Das Peptonplasma ge-
rinnt nicht mit Fibrinferment — das daraus gewonnene
Ham mar sten’sehe Fibrinogen oder C-Fibrinogen gerinnt
damit; auch in dieser Thatsache findet Wooldridge eine
Stutze fur seine Anschauung. Das B-Fibrinogen ist die Mutter-
snbstanz iles C-Fibrinogons. Die Gerinnung soll nach Woold-*
ridge aul einer Wechselwirkung zwischen A- und B-Fibrinogen
beruhen. Dabei soll eine Abgabe von Lecithin von dem
A-Fibrinogen und eine Aufnahme desselben durch das B-Fibri-
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,ogen stattfinden. Ausser den beiden Stollen, die Wooldridge
i~ A- und B-Fibrinogen bezeichnet und die er aus dem Blut-
plasma erhielt, stellte er aus Hoden, Lymphdrisen; Thymus,
rotlien Blutkdrperchen, Gehirn, Chvlus Stoffe dar, welche er
als GewCbsfibrinogcne bezeichnet, welche in verdiinnten Sauren
unléslich sind. Diese Stoffe bewirken nicht nur Gerinnung
in cxtravascularen Peptonplasma, sondern sie rufen auch, in
> Kreislauf eingespritzt, ausgedehnte intravasculare Ge-
rinnungen hervor. Bei diesen Gerinnungen verschwinden die
Stoffe als solche. Da diese Stoffe auf Salzplasma und reine
Fibrinogenldsung unwirksam sind, so enthalten sie kein Fibrin-
ferment. Sie enthalten aber Lecithin, welches ihre Wirkungs-
weise bedingt. Das Fibrinferment ist ein Gerinnungsprodur t,
aber kein Gerinnungserzeuger. S

Die Resultate der intravascularen Injection der Leuko-
cvlen, welche die Schmidt’sehe'Schule erhielt, muss man dem
(lewebssaft zuschreiben, mit welchem sie verunreinigt waren;
denn gewaschene Leukocyten sind ganz wirkungslos.

Die Gewebsfibrinogene sind keine 'Zellen-
hcstandtheile, sondern Bestandtheile der Inter-
eeHularflussigkeit — also ist ihre Einwirkung

nicht auf die Lymphocyten oder andere Zellen zu
beziehen. [

Einen wichtigen Fortschritt in der Blutgerinnungs-
forschung bilden die Untersuchungen, welche eine Beziehung
der Blutgerinnung zu den Kalksalzen zu Tage férderten. Schon
Virchow!) hat im Jahre 1840 darauf hingewiesen, dass der
Faserstoff regelmassig phosphorsauren Kalk neben phosphor-
saurer Magnesia enthalt. Virchow nimmt an — merk-
wurdigerweise ist diese historische Thatsache von allen For-
mscliern unbericksichtigt—, dass der Kalk in einer bestimmten
chemischen Verbindung mit dem Faserstoff steht, «kalkerde
und Magnesia kommen im Blut nicht frei vor, sondern sind
an die Proteinsubstanzen (Faserstoff, Eiweiss, Kéasestoff) chc-

b Zirchow: lieber die chemischen Kigenscliaften des Faserstoffs.
Z"iwrlir, f. ration. Medicin., 1846, S. 262ff.
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misch gebunden ..l). Auch Brlcke») hat gefunden, das. (,i,
Asche des Fibrins immer kalkhaltig ist.
U 111 Jahrt' 5875 fand nun laminarsten») das |,

von Calciumchlorid einem Gemenge von Vibcin,,
<< >»>.Mmon, di, GeSuUun, |,, hohem mL_><1,

*

und die Fibimziffer betrachtlich erhoht.
Freund») findet die ganze Ursache der Gerinnung darin
dass s.cl, unl6slicher phosphorsaurer Kalk abscheidet, wab,!
korn " I'T wrihCr,  der BII"'flidsi-kcit gelGsten Envoik,
korper unloslich wird und sich als Fibrin abscheidet. Es
duel, Adhésion der Blutflussigkeit an die Wand des Gelass,.
, ""e chem das Bjnt aufgefangen wird, aus den Formelenicnten
phosphorsaures Alkali in das kalksalzhaltige Plasma Ubergehe,’
und. dann soll nun Calciumphosphat gebildet werden Wem,

mnrso viel Calciumphosphat entsteht, dass das Mediun,
Fht'itU n /'anSSU<Ilat Oder eine andcle gerinnbare

11 niC ir Im Stémde 'st, di anze Menge IQalc

PhospLat au1rzulosen 50 Witd hach der Thegrie Vo
die Ausscheidung des Uberschusses einen Anstoss gehen ,....

Unloshchwerden eines Theils der Eiweisskorper, d. h. sie wird

(lenniiung hervorrufen.
t.reen ) fand, dass in Bittersalzplasnia die Gerinnung
! — - ZUsatz von Fibrinferment, durch eine Calciu,,,-

! . und w'e Billgor und Sainsbury8) fanden
auch durch eine Loésung von CaCl,, SrCl, und BaCl -

hervorgerufen werden kann. *
sh-h ¥t ¥ e | CF""(leres Verdienst um diese Frage erwarben

* ,us u,ld Pages'), welche den Nachweis fiihrten,
dass d,e Anwesenhelt der Kalksalze fir das Zustandekommen

der Blutgerinnung ein unbedingtes Erforderniss ist. Sie

') L.<, S. 27+
‘> .e.
1L c

4 Flelltl(1: Me(l- Jahrb., Jahr- 1S88. S.

i rueii: Journ. of physiol. Vol. VIII, S. 354,
) Itinj:er und Sainsbury: Ebendaselbst. Vol. XI S. 3G>

‘7 Artbus und Imagés:
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linjjvii das aus der Ader Messende Blut in einer Iproe. LOsung
von Kaliumoxalat — sie verwendeten auch andere Kalksalze
fillende Substanzen, wie Fluoride und Seifen — (1 Theil Iproe.
Kaliumoxalatlosung auf 10 Theile Blut)' und fanden dabei,

dadurch das Blut seine Gerinnbarkeit verliert, ohne dass
+J)l gesteigerter Gehalt an Neutralsalzen als gerinnungsver-
liimlerndes Moment in Rechenschaft kommt. Setzten sie nun
/fum Blut, welches auf diese Weise flissig gemacht wurde,
1ine entsprechende Menge GaCl, hinzu, so gerann es binnen
kurzer Zeit zu einem derben Kuchen. Sie ziehen daraus den
Sliluss: Die Fibrinbildung erfordert das Zusammenwirken
dreier Substanzen: einer fibrinogenen Substanz, einer fibrino-
plastischen Substanz und des Fibrinfermentes; die fibrinoplasti-
sdie Substanz ist jedoch nicht das Serumglobulin, sondern
riue Kalkverbindung  Sie vergleichen die Fibrinbildung mit
dt r Gaseingerinnung. «La coagulation du sang est une caséi-
fication; La fibrine est un caséumy.

Ueber die Einwirkung der von mir aus den Leukocyten
dargestellten Substanzen auf die Blutgerinnung im
extravascularen Blute.

A. Die Zellkernsubstanz, das Nucleohiston.

Die citirten Untersuchungen Rauschen bach’s haben
biologisch der Lehre von der Blutgerinnung einen weiten
(b.sichtskreis verliehen. Indem er bewies, dass nicht nur die
Leukocyten, sondern Uberhaupt alle protoplasmatischen Ge-
bilde Trdger von Substanzen sind, die die Fahigkeit besitzen,
in kalt liltrirtem Pferdeblutplasma und proplastischcn Fllssig-
keiten Faserstoff zu erzeugen, verlieh er der Blutgerinnungs-
frage eine viel allgemeinere Bedeutung. Er constatirte, dass
Zellen jeder Art kalt filtrirtes Pferdeblutplasma zum Gerinnen*,

bringen, dass ihr Wasserextract auch proplastische Fllssig-
keiten zum Gerinnen bringt.

Unbeantwortet blieb die Frage; welcher Stoff der Zelle
fuhrt das Fibrinogen in Fibrin Gber?
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“eIM gefunden zu haben r>a, ,'en, ac i sclen Arhcii
olie Gerinnung hervorrufenden “ "SCheanach »hielt ein,,,

Blutkdrperchen des Huhnes mit °kohl * T 61 <lie rol,'MI
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Hasel, VI. Hell, 1874 ° deP ,iaturforsc, nden Gesellschaft i,
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i len unterscheidet und auch keine weder primare .noch secun-
Jifire Bestandtheile in grosserer Menge als andere Zellen auf-
/llweisen. Ich war also gezwungen, schon von vornherein
die Vermuthung zu hegen, dass dieses starke coagulative Ver-
mogen der Spermatozoen, welches sogar dasjenige der Leuko-

zyten in erheblichem Maasse tbertraf, auf ihrem hohen Nuclein-
halte beruht.

Ob eine Beziehung der Nuclemsubstanzen der Leukocyten
zu der Blutgerinnung thatsachlien besteht, dartber konnte
nur die Reindarstellung derselben aus den Leukocyten und
mPrifung derselben auf ihr coagulatives Vermdgen entscheiden.

Zu diesem Ende unternahm ich eine chemische Analyse
der Lymphocyten aus der Thymusdrise und den Lymph-
dlosen, deren Ergebnisse in einer Arbeit in derselben Zeit-
schrift niedergelegt sind*). Da wir zur Zeit tUber keine brauchbare
Methode zur Isolirung der Leukocyten direct aus dem Blut
verfugten, musste ich mich mit den leicht zu beschaffenden
Lymphocyten begnigen, umsomehr, als zu erwarten war, dass

sie chemisch &hnlich oder gleich zusammengesetzt sind wie
die Blutleukocyten.

Bei meinen mit den nach einer anderen Ortes*) an-
gebenen Methode isolirten Lymphocyten angestellten Unter-
suchungen stellte sich heraus, dass der Zellkern derselben
aus einer Substanz besteht, welche der Représentant einer
vollstdndig neuen Gruppe von Substanzen im Thierkorper ist.
[Moser Korper, das Nucleohiston, ist — wie schon der Name
besagt — eine Verbindung eines basischen EiWeisskorpers, des .
Ilistons mit einem sauren Nucleoproteid, dem Leukonuclein.
Ba es flr das Verstandniss der folgenden Versuche und
Schliisse eine grosse Erleichterung darstellt, erlaube ich mir,
an der Hand | des folgenden, gemass den neuesten Unter-

suchungen A. Kossel’s und A. Neumann’s*) etwas modi-'

b Leon Lilienfeld: Zur Gheinie der LeukocytenBd. XVIII,
Ibft:, und G, S. 473ff.

- Lilienfeld, 1l c., S. 474.
Bor. d. deutschen ehern. Gesellschaft, "NXVII. .S. -JiMT),
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fieirten Schemas') den Abbau des Nucleohistons zu seiu.-i,
Bestandtheilen ins Gedachtniss zu rufen

\Vucleohiston

in Wasser 16slich,zerfallt hei
IMiainllunj® mit Sulzsaure
wler B;t(OIflx oder La(OH).,

min
Iliston Lon koniiclein
«sine hiwrissImse “ine Saure, in Mineialsauren

I6slich, zerfallt hei der He-
handlunfr mit starken Al-
kalien

Kiweiss Adenylsédure (Xudemsamv,
zerféllt heim Erhitzen mit Mi-
neralsduren unter Bi-ldunjr von
organischen Substanzen (Ad»--
nin, ritfymin, Lavulinsgure) iiinl

Phosphorsaure.

LTm ganz kurz darauf hinzuweisen, wird das Xudeo-
hisfon durcii Extraction der betreffenden Zellen mit Waso,
Fiillen mit Essigsdure und weitere Reinigung durch mehr-
laches Ldsen in verdinntem Alkali und Wiederausfallen dar-
geslollt. Seine Zusammensetzung ist G == 48,40°/ , R'= 7"
N = 10,80°/,, P = 3,025°/0, S = 0,701 */,. £

Das Nucleohiston ist eine sehr verbreitete Substanz. Ich
habe sie in den LympJiocyten der Thymus- und der Lymph-
driisen, in den Milzzellen, den llodenzellcn, den unreifen

Karpfenspermatozéen, dem Dunndarmepithcl nachgewiesen.
Zur Klarstellung der Blutgerinnungsversuche ist  von
Wichtigkeit, dass schon Rauschenbach*) und Wooldridgel)
duit h Extraction vieler Organe mit Wasser und Saureféallung
Substanzen gewannen, Uber deren Eigenschatten sie jedoch
gai keine Angaben machen und deren chemische Natur ihnen

) Lc., S.4s;i
* L. c.
) h'i Bois Hovin. Arch.
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unbekannt ist. Wooldridge erklart sein «Gewebsfibrinogen».
tir ein Gemenge von Lecithin mit Eiwciss. Es unterliegt
kt inem Zweifel und ich habe mich zu wiederholten Malen tiber-
zeiH, dass der grosste Theil des sogen. «Gewebsfibrinogens»
von Wooldridge aus Nucleohiston besteht, was.— wie wir’
werden — zur Richtigstellung seiner Versuche und
Schlussfolgerungen von eminenter Bedeutung ist.

Ich Ubergehe nunmehr zu den Versuchen Uber die Ein-
wirkung des Nucleohistons auf das extravasculdro Blut und
die aus demselben gewonnenen, hier in-Betracht kommenden
Eiweissstoffe.  Ich untersuchte die Einwirkung' des Nucleo-
histons: 1. auf kalt fdtrirtes Pferdeblutplasma* 2. auf Schmidt’s
|Uactionsflussigkeit, 3. auf llohlentlUssigkeiten des Pferdes,
I. auf nach Ham marsten bereitete reine Fibrinogenldsung,
5. auf Peptonplasma.

Bei all' diesen Versuchen zog ich ausser der Controll-
piobe als solchen noch immer diejenigen Gerinnungserreger
in das Experiment* welches bekanntermalien die betreffende
Ucactionsfllssigkeit am schnellsten zur Gerinnung bringt.

/. Nucleohiston und kalt Jiltrirtes Vfcrdehlutplasma.
V-i>noli I. a) lIcbem. einer 3,75proc. Nucleohistoniésung voirneutralei
Reaction (aus Thymus) mit 8 chciu. kalt liltrirtem Pferde-
Blutplasma von 0" vermischt. Ks entsteht ein Nieder-
schlag. In ! Minute tritttvollstandige Gerinnung ein;

die Temperatur hat noch keine 4"(1. erreicht,
h) Gontrollprobe. 8 chcm. kalt tiltrirtes Pferdeblutplasma
sich allein hei Zimmertemperatur Uberlassen.. Gerinnt

erst nach i*|2 Stunden.

Quantitative Fihrinhestimrnung in beiden
Proben.
Plasma, rein.......ccceeeeeeeennn. 0.44 |0 Fibrin,
Plasma mit Nucleohiston . 0,7.3°|0 Fibrin.

V**r<uch Il. a) 5 chcm. einer 3,75proc. Nucleohistonidsung von neutraler
Reaction werden mit 8 chcm. Kkalt liltrirtem Pterdeblut-
plasma von 0° vermischt und in Zimmertemperatur ge-
stellt. Es bildet sich ein massiger Niederschlag; der sich
gut zu Boden setzt. Die Gerinnuug bleibt ganz aus.

b) Gontrollprobe. 8 chcm. desselben Plasmas sich allein bei
Zimmertemperatur Uberlassen.  Beginn der Gerinnung
nach 1 Stunde.



far : T," " 0,'suchen hervor, dass das Nuclcohid,,,,
Pf 1>! !I"i h<IW" MaaSSt' dic fierinming dos Kkaltfiltrirt.ii
Pfordeb utplasmas beschleunigt und die Fibrinmonge um

Betrach.hclms erhéht, wenn es in kleinen Mengen zum P|asi,,!

geugt »ml In grosseren Mengen dagegen wirkt es direct
gerinnungswidrig. nffw}

I1. Nucleohiston und proplastische Flissigkeiten
Boi den Versuchen mit Nucleohiston und proplastisch,,,

*\ *

it x! »
JJE.;o'\iston: 1. keine Gerinnung hervorruft, 2. die mit eine,,
anderen Erreger eingeleitete Gerinnung um ein Betréchtliches

veraycrt Hierbei beobachtete ich die wichtige
la sache, dass der Zusatz des Nucleohistons /U
Salzplasma (Schmidt’s Reactionsflussigkeit) 7|

«... e..n.,,ne,,,. mni
| lerdes immer die Bildung eines massigen Nieder”
Schlages veranlasst, welcher sich gut zu Boden

tersiiil, | a) aehern. Sc I'T scher Iteactionsfliissigkcit  ||*.tvi,[,
( alzplasiua) (lurch A.illésen des Trockenrtickstandes von MgSO, 1>[;0,,,a

m Wasser (1: 7.0)] Werden mit SK) eben,, einer krétli
riniinlermenllosung versetzt. Gerinnung in Mi-

nuten.
) IVrbeni. Schmidt’scher Reactionsnilssigkeit mit 20 chan.

Temperatur ®"I7" |, roct ~eohistonlésung versetzt. Bildung eine

'G? Niederschlages. Keine Gerinnung.
f) » ehern. Schmidt'scher KeactUmsflflssigkeit mit 20 oben,.

ler erwadhnten Fihrinfermentlésung und Gehern, einer
vtproe. Xucleohistonlésung.  Niederschlagbildung.
rinnung nach 5 Stunden. — Die Mischung enthélt
D.S |, Nucleohiston.

Versuchll. a) Wehen, klare, von deren Zellen durch die Cent.il,,
HnssPkeit t << T PCTitO,,ei,In0sSi«keil vom Pferde mit 5 cl<u.
r 1) | [llinlerSerum. Gerinnung nach 35 Minuten.

Ir , * 10 cl,,'ni- l,essell’e” bi‘iuor peritonei mit r. cbfm. einer-
inperalnr fpioc. Nucleohistonlteung. Keine Gerinnung.'-

Niederschlagbildung.
<J 10 Chcm. derselben PeritoneelflOssigkeit mit 5 ehern, einer

* A*cleoiiistonlésung und 5 eben,, desselhei, Binder.-
serums. Cferinnung uach G Sluuden.

~
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V, T'ifli lll. a) 50 eben). Liquor pericardii vom Pferde mit 25 ehern, einer
,-Liquor kraftigen Fibrinfermentlosung aus Rinderserum versetzt,
pericardii.) Oerin nung naeh 40 Minuten.

b) 50 ebem. derselben Pericardialflossigkeit mit 25 ehern, einer
Iproe. Xucleobistonlosung versetzt. Xiederschlaghildung-
Keine Gerinnunag.

c) 50 ebern. derselben Pericardialfiiissigkeit mit 10 ebem. einer
5proc. Xucleobistonlésung und 25 ebem. derselben Fihrin-
fennentlosung. Xach 6 Stunden noch keine Oe-
rin liung. Oie Gerinnung trat wahrend der

Xacht. ein.

Zu demselben Ergebniss fuhrte ein Versuch mit einer
leinen Fibrinogenlésung.

Versuch IV. a) 10 ebem. einer reinen nach Ha m nia rsten .bereiteten
(Heine Fibrinogenlésung mit 10ebem. Fibrinfermentlésung. Ge-
Kiltrinogen- rin nung nach 5 Stunden.

losuug.) j,) jo ebem. Jer reinen Fibrinogenlésung mit 10 ebem. einer

1 proe. Xueleohistonlésung. Bildung eines massigen Nieder-
selilages. Keine Gerinnung.

e) 10 ebem. der reinen Fibrinogenlésung mit 10cbcm. Fibrin-
ferment und 2 ebem. einer 5 proe. XncleohistoiiLdsung.
Gerinnung nach 5 Stunden.

Zu einem vollstandig entgegengesetzten Resultate fuhrten
nun die Versuche mit Peptonplasma. Hierbei namlich stellte
¢s sich heraus, dass das Peptonplasma mit Fibrin ferment
nicht gerinnt, dass dagegen Nueleohiston nicht nur

die Gerinnung nicht verzogert, sondern sie selbst ein-
leit et.

Versuch V. a) 15 ebem. Peptonplasma — (gewonnen durch Injection
(Pepton- einer 10proc. Losung von Grubler’schein Peptori im
plasma.) Verhaltnis 0,3 gr. Pepton zu 1000 gr. Korpergewicht in’

die Jugularis, Verblutung des Thieres aus der Carotis und
Absciileuderung der Formelemente durch die Centrifuge)
— mit 15 ebem. einer kraftigen Fihrintermentlésimg.
Keine Gerinnung.

b) 15 ebem. desselben Peptonplasmas mit 15 ebem. Nuclco-
histonlésung (Procentgehalt nicht genau bestimmt). Ent-
stehung eines grossen XiederSchlages. Gerinnung
nach 10 Minuten.
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Dass das zu diesem Versuche benutzte Fibrinfeim,. !
wirklich wirksam war, erhellt aus folgendem Experiment:

< 3., Hh-iii. Schmidt’s Iteactioiisflilssigkcit mit Ji, cle,,,.
derselben 11Dn[]f<-rmeit Ir>siin<r.  Gerinnung nach IS Minuten.
Aus diesen Versuchen ergibt sich: Das reine Nude,,.
Inslon besitzt die ausgesprochene Fahigkeit de,,
proplasl iseheti Flussigkeiten ihre Proplasticilat
zu wahren, d. h. die Gerinnung in den juoplasti-
schen und filuinogelten Flussigkeiten stark zu
verzogern. Dagegen ruft das Nucleohiston in kalt
tiltrirtcm Pferdeblut plasma und Peptonplasm,,
unweigerlich Gerinnung hervor — in Ersterei,, ,,,'T
I'"1 richtig getroffenem Mengenverhaltniss.

Schon dieses merkwurdige Verltalten legte den Gedanken
nahe, dass im Nucleohiston eventuell zwei Stoffe vorhanden
sind, von welchen der eine die Gerinnung verhindert res»,
verzogert, der andere die Gerinnung hervorruft resp. be-
schleunigt. Die darauf angelegten Versuche bestatigten es ,ml
gaben auch Aulklarung dariber, warum das eine Mal die eine,
ilas andere die andere Wirkungsweise zur Geltung kommt.

Die Versuche, welche eine Etappe zur Aufklarung' dieser
Verhaltnisse vorstellen, sollen jetzt folgen.

Dieselben Versuche mit Nucleohisl on, welches mit
Kalkhydrat oder Baryiiinhydrat behandelt war.

\mleahtalon in Hal OH)., gelost mul kalt /iltnrles Ifmleblutplasiea.
V"isacl, I. al Inehern, kalt littrirlcs I'lerdeblut|daona and 3 eben., ein«
*2>ro<\ Xiieleohistonlosung in Ba (OH)s gel6st itml mit
Essigsaure neutralisirt. In 3 Minuten vollstandige
Gerinnung.

I») Controllprobé. 10 ehern, desselben Plasmas sich allein

hei Zimmertemperatur Uberlassen.. Gerinnung n.tcli
- stitnden.

Versuch II. a) 10 cl,cm. kall «Krilles Pferdeblutplasma und li cbem. einer
»|[|[»C. Nucleoliistoiilisung in Ba (Olt), geldst, (ierinumig
nach 1 Minuten.

h) Controllprobe. 10 chcin. desselben Plasmas sich ‘allein
fiberlassen. Gerinnung nach | Stunden/



Aus diesen Versuchen geht hervor,das- die Bchandltmg

Nncleohistons mit Baryumliydrat sein«' Eigenschaften dein
kalttiltrirlen Pferdoblutplasma gegenliber verandert. Dieselbe .
Meii>fe. welche friher genlgte, um dem Plasma seine spontane
Gerinnbarkeit zu rauben, rufen jetzt selbst in dem Plasma
intensiv. Gerinnung hervor. Noch deutlicher wird diese Ein-
wirkung des.Baryumhydrats und Aet/.kalks bei folgenden Vor-
i, hen mit proplastischen und tihrinogenen Flissigkeiten.

Die Xucleohistonlésungen wurden folgendermaassen Vor-
bt handelt. Zu der L6sung des Nncleohistons wird Kalkwasser
Aiigesetzt, sehr vorsichtig, so lange ein Niederschlag entsteht.
Kin Ueberschuss und ein zu Wenig sind strengstens zu ver-
meiden. Dc¢r entstandene Niederschlag setzt sich gut zu Boden.
In die Uberstehende Flissigkeit wird Kohlensdure, eingeleitet,
vom CaCo03 abfi(trirt und das Filtrat zu den nun folgenden
Versuchen verwendet. Der Procentgehalt des gelGsten Stotles
wirde durch Eindunsten in gewogener Platinschale und Wagen
bestimmt. '

Mit Ca(f)H)., behinuleites Xiteleohhtuh und jtroplastisrhe Fliissitfirittu.
V.T'icli 1. a) 1chcm. Schmidt'scher Beactionsfliissigkeit mit ~ chcm.
><|[>hisini<.)  einer ungefahr 1 proc. Lésung der Substanz, welche aos

dem Xucleohiston durch Behandlung mit Ca(OH)? ent-

sland. (Je rinul nach 40 Minuten. Keine Xieder-
schlaghildung. ’

h) Controllprobe I. 4 ehern. Sc Innidt 'scher Heactions-
flissigkeit mit tio chcmi destill. Wassers, Keine Ge-
rinnung.

c) Controllprobe Il. 4 chcm. Schmidt'scher Beactions-

flussigkeit mit UOchcm. einer ungefahr gleich eoneentriricu
Losung von CaS04 wie hei a) in Bezug auf den Ca-Ge)ialt.
(Bestimmt durch Titration mit Hs PO4 und ITieriolplitalcm.
Die Bestimmungsmethode isl zwar ungenau — aber ‘fur
vorliegende Zwecke ungentigend). . Denn innig nach
h Stunden. \
d) Coutrollprobe MI. 4 chcm. Sch mid t'scher Beactions.

- Rossigkeit und 30chcm  Kibrinfermeiitlosung. Gerinnung
nach 30 Minuten.

Lr>uch Il. a) 60 chcm. Klare Peritonealflussigkeit und t>0 chcm. einer
| Li<juor 1 proc. Losung der hei der Behandlung des Xucleohistous
peritonei.) mit Ca (OH)« entstandenen Substanz. Gerinnung nach

I Stunde 30 Minuten.



I. 50 cbcm. derselben PeritonealltW-
"ut “Ochtm- Wasser. Keine Gerinn ung
<) Ite.lrullprob. I1l. 50 cbcm. derselbe,, Peritceallbbd-,
1"",til) eben,. Wasser und einigen Tropfe, gproc. tj'pp.
Lommi®. Keine Gerinnung.
*l, Go,.trollprobe IV. 50 eben, derselben IVritoneidloWi fc-ii

Minnie,” T Ferm" UfISUI‘- rtl>«'-»« Nnaetl

\" isu, [, lll. a) Kleben. Perieardialllflssigkeit .
laiciuor _ vom I'leide nul )
(laicjuor —— der ni. 1. und II. Versuch benutzten durch «:a(OHhY*:
(»*rieardii.) \WIleohiston gewonnenen Ldsung, «erin,, ., g ,,,,U
4 Munden, -

- Controllprobe 1. 10 eben, derselben Poricardealflissi-w
und a eben, dest, Wasser. Keine Gerinn,,ug. '
- Controllprobe I1l. 10U ehern. Liquor pericardii und 0 ob,
asser, den, einige Tropfen s proc. CaC'.-Lo<un« 2,
gesetzt wurden. Keine (ierin,ung.

dl Controllprobe IV. 10 eben,. Liquor pericardii und 5,1,,,,,
Fib,nife,mentlosung. Gerinnung nach ! Stunde.

Mit Ca(0Uj2 behe,miettes S'ueleohiston ,,ml reine FibriHoyenISsun,,.
"*M"™h- ') J° Cbem- reiller Fibrinogenlosung mit 15 eben, der !
Losung de,-Substanz, welche aus dem Xucleobiston durch
U(OH| gewonnen wurde, vermischt. Gerinnung ,,.,.d,

b) Controllprobe I. :i0 ebon, einer Fibriuogenlésung mit
lo cbenn Wasser, welchem einige Tropfen einer tproc.
U -'L"s""g zugesetzt wurden. Keine Gern,«,,u--

'l Controllprobe Il. #1ehern, reiner Fibrinogenlésung und
L,cbcm. Fibrinfermentldsung. Gerinnung nach :i6
Minuten.

~ (Aus diesen Versticbeu ergibt sich die Thatsache, dass

k , Vv * mit "elchen ich dieselben Resullatb

' U hab<v (,as *ucleohiston, welches fiir sich die Gerinnwn-

llen proplastischen und fibrinogenen Flussigkeiten bedeutend

m lagert, geschweige denn hervorruft, in einen Korper

verwandeln, der m denselben Reactionsflossigkeilen unweiger-
moi raserstoflgennnung hervorruft.

Worin besteht nun die durch Aetzbaryt oder Aetzkalk

dun aNucleohiston gesetzte Verdnderung? Folgende Timt-
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sarhe schien auf den ersten Blick eine Antwort auf diese
frage zu liefern.

Wenn man zu einer Nuclcohistonlosung Katkwasser
‘zusetzt, so entsteht ein Niederschlag, welcher bei weiterem
Zusitz von Kalkwasser theilweise verschwindet, um daun hei
noeii weiterem Zusatz wieder zu erscheinen. Wenn man hum
«h-n zuerst gebildeten Niederschlag auf einem Filter sammelt
und untersucht; so ist es ein Leichtes, sich zu Utberzeugen,
dies er aus Histon besteht — d. h. aus einer Kalkverbindung
des llistons. Lost man den Kalkniederschlag in Salzsaure
und figt Ammoniak hinzu, so entsteht eine flockige Fallung,
der Korper gibt in der Kalte Biuretreaction, ist nach statt-
gehahter Reinigung phosphorfrei, kurzum das Kaikwasser
hat von Nucleohiston das Histon abgespalten. Das
lli>ton geht nun bei weiterem Zusatz von Kalkwasser in
Losung und der bei noch weiterem Zusatz von Kalkwasser
auftretende Niederschlag ist kein Histon mehr, sondern das
Kalksalz des zweiten Spaltungsproductes, des Nueierns,
welches in grossen Kalkwassermengen unldslich ist.

Auch Ba(OH)8 spaltet das Nucleohiston,'aber in ausser-
lich anderer Wreise. Es entsteht bei Zusatz von Barytwasser
m geldstem Nucleohiston ern Niederschlag,. der jedoch nicht
au> Histon, sondern dem Barytsalz des Nucleins besteht. Das
Ilidon geht bei der Spaltung durch Ba(OH), sofort in’s Filtrat,
aus welchem es als Baryumverbindung durch Alkohol aus-
ffrfallt werden kann.

Nach diesem Befunde lag es nahe, daran zu denken,
(la>> die Einwirkung des Aetzkalks und Aetzbaryts auf das
Nucleohiston, welche demselben gcrinnungserregende Eigen*
'«haften verleihen, darauf beruht, dass das Nucleohiston ge-
halten wird und so die gerinnungserregende Componente —
Nuclein oder Histon — seine Wirksamkeit frei entfalten kann.

Es trat also die Nothwendigkeit an mich heran, die
Mtleii Spaltungscomponenten des Nucleohistons — das Leuko-
Muclein und das Histon — jede fir sich auf ihre gerinnungs-
*TM-igenden Eigenschaften zu prifen. Ich begann mit dem
Nu* lein.

~ tsehrift IUr i>ljysiol<-gische Chemie. XX. N
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Il. Loukonudein und Gerinnung.

Das Leukonuclein lasst sich auf vielfache Weise vl.i
Xucleohiston abspalten.

1. Durch Behandlung des Nucleohistons mit Ba/Olt

oder Ca(Oll),, was icli oben beschrieben habe.

1. Durch verdinnte Sal/.sdure. Behandelt man Xiu! >
histon mit verdinnter Salzsdure (8 ebem. rauchend.- -
IICI auf 1000 ebem. H,0), so bleibt das Leukona.-!* d,
ungel6st zurtick, wahrend das Histon in Losung Mit.
Durch mehrmalige Extraction mit 0,8°/0 HCI, L6sung
in verdunntem'Alkali und Wiederausfallung mit Sni,.
Behandeln mit Alkohol und Aether kann man das Lenke-
nuclein rein gewinnen. Dieses ist l6slich im Uebersctmx
von IICI, unl6slich, oder schwer léslich in Was-i-i-.

:.L Durch Behandeln des Nucleohistons mit kochend*m
Wasser. Hierbei geht das Xuelei'n in Losung tuet
kann, nach Concentration derselben auf dem Wass. r-
bade durch Alkohol oder verdinnte Salzsdure an-
geféallt werden. Dieses Xuelei'n ist 16slich in Wasser
und Uberschissiger Salzsaure.

4. Durch Behandeln des Nucleohistons mit Alkalien.
Lasst man Xucleohiston in massig starker (10" )
Natronlauge einige Stunden stehen und flllt dann
mit S&ure, so bekommt man ebenfalls ein Xiulcin,
welches in Uberschussiger HCI, nicht aber in Wnr i
I6slich ist.

0. Durch kunstlichen Magensaft. Behandelt man Nu< k o-
histon langere Zeit mit Pepsin-Chlorwasserstoffsaiiiv
im Brutofen bei 37—40°, so bleibt ein ungeléster"
Rickstand zurtick, welcher ebenfalls aus Nuclein be-
steht. Dieses ist jedoch weder in Wasser noch l"-r-
schussiger Salzsaure l6slich.,

Obzwar nun die nach verschiedenen Methoden aus drin
Xucleohiston gewonnenen Nucleme verschiedene Loslichkeits-
Verhaltnisse zeigen, so stimmen sie alle in ihrer Element u*
Zusammensetzung genau miteinander Uberein. lhr Phosphor-
gehalt schwankt zwischen 4,7 und 4,99 °fi.
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Zn den gleich zu besprechenden Gerinnungsversuchen
benutzte ich das Leukonuclein 2, welches aus dem Xucleo-

lildoii durch verdinnte Salzsaure gewonnen wird. In An-

wendung kamen neutrale Lésung ganz reiner, zuvor analysirter
Praparate.

Leukonuclein und kalt Bftrirtes Ffcnlehfntjdasnia.

N ""&) 7 chem. kalt filtrirtes Pfordehlutplasma mit | chcm. einer

-Proc’ Keukoniicleinlosiiiig vorsetzt, Ge rinn nt nach

8 Minuten. — Die Temperatur hat noch keine 10°
erreicht.

I») Gontrollprobe. 7 ehern, kalt filtrirtes Pferdeblutplasma
tiir sich allein hei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Gerinnung nach I'ls Stunden.

Schon dieser Versuch lehrt, dass das gerinnungserregende,
coagulative Vermdgen des Nucleohistons durch die Abspaltung
Jle' ,,islons nicht verloren gegangen ist. Dass es aber die
Spaltung allein nicht ist, welche hei der Behandlung des
Nucleohistons mit Ca (Oll), und Ba(OH), aus einer gorinnungs-

widrigen eine gerinnungseinleitetende Substanz erzeugte, lehrten
folgende Versuche.

L ukouuclnu und projdattische FlInxtiffkeiten.

Vorsileh 1. g) 3 chem. Schmidt'scher Heaelionsfliissigkeit werden mit
>dzpplasma.) -0 chciu. einer 1 proc. lieiikonucleuiliisutig versetzt. Kill-
stehung eines massigen, sich .gut zu Hoden

h) 3 chcm. Schmidt’scher Heactionsflussigkeit mit *20 chcm.

einer kréftigen Fihrinfernimtlosiing. Gerinnung' in
25 Minuten.

¢) 3 chcm. derselben Heaelionsfliissigkeit mit 20 ehern, der-
selben Fermentlosung und 5 cbcm. einer 3 proc. Leueo-
nucleinlosung. Gerinnung in 25 Minuten.
‘osuch Il. 3y 25 chciii. klare Peritonealfliissigkeit mit 12 chcm. einer
dvritoneal- 1 proc, Leukonueleinlosung. Massiger Xiederschlag.
His>igkeit)  Keine Gerinnung.
h) 25 chcm. derselben Peritonealflussigkeil mit 12.cbcm. einer
Fihrinfermentlosung. Gerinnt nach | .Sti'inaR

c) 25 chcm. derselben Peritonealflossigkeit mit 12 ehern.
" ihrinfernientlésung und 5 chcm. einer 3 proc. Louko-
nucleinlosung. Gerinnt uach 55 Minuten.
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W'iichlU. 1) 10 ehern. Liquor pericardii Vom Pferde und r, :
[I-i'INor proc. Leukouticleinliisung. Entstellung eine,

pericardii, t schlaues. Keine Gerinnung.
10 chem- Jers”hen IVrio.irdialflrissifrk. it vom Pf,...|,. , .
odKim. der Fihrinlermentlr,s,,ng. Gerinnung ,,

O HPd,cm |.i,|,,,,F pericardii mit 5 chcm. Fihrinlen,ic,,,
und -ehern, iproc. Leukonncletilésung. (ierioim,

nach U0 Minuten.
Zu dem gleichen Resultate fiihrte eh, Versuch mit
Hbrinogenlosung. f
Versuch. », 1N ehern, einer reinen nach Hammarsten dargestelli..,,

r iminogenlosung und 10 chcm. einer 1 proc. Leukonorlem
losung. Bildung eines Niederschlages. Kein,

tierin iiung.
11 * ,wm- ler *em« Fihrinogenléosung und lo c|,

bibrinlerment. Gerinnung nach Minulen.
<) sJ0 chcm. der reinen Fibrinogenldsung, 10 chem. Fibrin-

ennent und 3 chcm. 3 proc. Leukonu'cleinlosung. K -

FlEmty *Yes Xi«'lefs«hlagces. Gerinnn,
nach 20 Minuten.

Zu einem anderen Ergebnis« leitete ein Versuch 'mit
Leukonuclein und Peptonplasma.

vClSuch. 10ehern. Peptonplasma vom Hunde mit Sclicm. einer In,.....

LcukonucleTiilésung. Gerinnung nach 10 Minuten —
Vorherige Bildung eines Niedersch la-es

Aus diesen Versuchen geht hervor* dass es nicht die

.Spaltung des Nucleohistons ist, welche bei der Beliandliiii-

desselben mit Kalkwasser oder Barytwasser ihm coagulai ive-

vermogen verleiht. Dass aber die Abspaltung des ltislons

-minen ausserordentlich wichtigen Einfluss austibt, das beweise,,
the Versuche, in welchen das LeukonucleTn zu spontan ge-

rinnenden Mischungen von proplastischen oder fibrinogenen
FlUssigkeiten zugesetzt worden ist.  Wahrend namlich das
Nudeohiston die Gerinnung derselben deutlich verztgerte, tble
«las l.eukotiuclem gar keinen qualitativen Einfluss auf die G .
rinnung aus.

Durch die Abspaltung des Histons verlier
also das Xucteoliiston seine gerinnungslicmmend
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Eigenschaft — es entsteht aber ein Nucleinwel-
rlres fur sich keine coagulatives Vermogen besitzt.

Es liegt selbstverstandlich nach diesen Experimenten nahe,
die gerinnungshemmenden Eigenschaften des Nucleohistons

seiner Componente demHiston zuzuschreiben. Wir werden spater
scheu, dass sich dies«.* Annahme durch das Experiment bestatigt.

Wenn also die Versuche mit freiem Leukonucle'in auch
einen wichtigen Schritt in der Erklarung der gerinnungs-
lieinmomlon Eigenschaften des Nucleohistons bedeuten, so
erklaren sie dennoch die Thatsachc nicht, dass Aetzkalk und
Act/haryt aus dem Nucleohiston einen Gerinnungserreger
machen. Die zunachst in Erwagung zu ziehende Erklarung
wére also diejenige, dass das Nucleohiston resp. seine Compo-
unde das Leukonucle'in als solches unwirksam, als Kalk-
verhindung dagegen wirksam ist — eine Annahme, welche
vom POkel haring gemacht worden ist. Diese Annahme
erwies sich als vollig unhaltbar, wie folgende Versuche zeigen.

Wie schon erwahnt, fiel es mir auf, dass wohl das
Xueleohiston, als das Leukonucle'in in allen Reactionsflissig-
keiton, die in Verwendung kamen — also im kalt filtrirten
IHerdeblutplasma, in proplastischen und fibrinogenen FlUssig-
keiten, und im Peptonplasma massige, sich gut zu Boden
>tzmde Niederschldge erzeugte. Diese meine Beobachtung
hat mich zu einer Reihe von Experimenten veranlasst, welche
die Sachlage aufgeklart haben.

Es hat sich namlich ergeben, dass die durch
«lie Xucleinsubstanzen in allen Fibrinogen ent-
haltenden Flussigkeiten, ohne Rucksicht auf ihre
fustige Beschaffenheit erzeugten und gewaschenen
Riederschlage einen Korper darstellen, welcher
die Eigenschaft besitzt, mit Kalk- oder Baryt-
>alzon ohtie anderen Zuzatz allein zu gerinnen.

Experiinentelle Helege:
I.  Nucleohiston.
| >iilzplasma. Zu 15 ebem. Schmidt’scher Heactionsfiiissigkeit
uii'l e*ne ;>proc. Nucleohistonlosung so lange zugesetzt, bis noch
Niederschlag entsteht. Derselbe wird schnell auf einem Filter ge-
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xirmjjelt, mit kaltem Wasser gewaschen, vom Filter -
verdunnter «<«sunNg ge gst gundaz 'F‘ropfen Gprlte, -lﬂignum >>

/iigex'tzt. Gerinnung nach >0 Minuten. \

» K«liu..«xal.tplas,na. Aus 150 ehern. KaliumuxalatplasmaA,.,.

u™ WL 1"Icll Xuelfolnslontflsun;? .ler 'betreffende .\ieder'.wli|
-vr.y. gesammelt, gewaschen, in verdinntem \a,f:(), gelds, ,,,
> Jder Losu"K * Tropfen uproc, Cr Cl,-Losung rui'eli'M
(.ennnung nach 45 Minuten. '

L N flussigkeit, ebenso behandelt, t eben, ,ler L.Vlin
J7? *uc,f°, Jt'»nmederschlages mit einigen Tropfen Gpro,-. (\}n :
Losung versetzt, Gerinnung nach 40 Minten.

IV. Liguor pericardii ebenso behandelt. G ebern, der Lo<u,,r
Nucleoh.stonniederschlages mit :i Tropfen Gproc. Ca CL-Losun?. * <>,
NnNnnung nach einer halben Stunde.

V. at Heine Ki hri nogen I6s» ug. d()ehern, einer reinen .............
fosung mit einer d-iproc. Xucleohistonlosung ausgefullt, Vi«,,.
sedag gesammelt, gewaschen, in XafCO, gel6st. Zu Sehen,
I.0sung3 Iropfen fipruc. (iiCh-lalsung. (ierinnung nach ......

lia Iben Stunde.
h) Controllprohe. 10 chcmrdeiselhen Kjhrinogenlésung mit :t Tr,,,,iw,

t»pioc. CaLl.,-L6ésung. Keine Gerinnung.

|

nuugszeit, ergaben die Versuche mit Leukonuclein. Da
die Experimente mit der reinen Fibrinogenlosung die weitaus
wichtigsten sind, beschranke ich mich auf die Anfihrung 1«
Letzteren :

Versuch. a) Webern. reiner Fibrinogenlosung aus Hundeblut werden mit
einer schwach sauer reagirendan LOsung von Leukonmlem
geféllt, der entstandene Niederschlag auf einem Filter g,

sammelt und schnell mit kaltem Wasser ausgewaschen, bei
Niederschlag wird vom Filter genommen und in Ifrlicm.
\erdunnter Sodaltsung gelost. 4 ebem. dieser Losung mit
» Tropfen Gproc. Ca Cla-Losung. Gerinnung nach 5 .Mi-
nuten.

bl Gontroll probe. 10ebein. reiner Fibrinogenlésung mit  Troptni

Gproc. CaChj-Losiing versetzt. Keine Gerinnung.
Wichti- War nun die Frage, ob auch beim Abbau de.
Nucleins zur Xudetnsauro, also zuni eiweissfreien Spaltuugs«
product des Xucleohistons, diese merkwirdige Eigenschaft
nkht votieren geht, d. h. ob auch die eiweissfreie Nuekfu-

saure aus dem Fibrinogen einen Korper lieraustallt, welcher
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¢, Ikin far sich ohne Zuhulfenahme irgend einer anderen
Siilidaiiz mit Kalksalzen gerinnt. Die daraufhin gerichteten
V. ivliehe liaben ergeben, dass die Xuclei'nsaiire ebenso und
nti.h intensiver wirkt wie die vorher erwahnten Xucleo-
j.i.ileide, d. h. die Xucleinsaure fallt aus Fibrinogenlésungen
A1if Substanz, welche noch schneller mit Kalksalzen ge-
liniit, wie die vorausgegan@ne-n durch Fallung mit Xucleo-
livtim und Leukonuclein erhalten. Die zu diesen Versuchen
verwendete Saure verdanke ich der grossen Gute des Herrn

Prof. Kossei. Sie stammte aus den Thymuslymphocyten.

\\-1 -Hc li. a> *»0 cbcm. reiner Kibiinojrenldsunjj werden mit Nucleinsaure
versetzt, so lange ein Niederschlag entsteht. Der.Nieder-
schlag wird gesammelt, schnell gewaschen und in verdinnter
Xa,CO03 gelost. Zu 5 ehern, der Lésung werden 4 Tropfen
(iproe. CalLL-Lusung zugesetzt, tierinnt nach | Mi-
nute zu einem festen Kuchen,

h) .. ehern, der urspringlichen Kihrinogenlisung uiid 4 Tropfen
tiproc. CaCl2-Lésung. Keine (ferinuuiig.
a Diesen Versuch habe ich viele Male wiederholt und jedes
Mal setzte mich die schnelle, fast momentane Gerinnung des
Nihieltlsaureniederschlages, den man aus Fibrinogen gewinnt
mit Kalksalzen, in Erstaunen.

Bei der Ausfuhrung dieser Versuche muss man jedoch
auf einige Einzelheiten Rucksicht nehmen, welche ihr Gelingen
bedingen. Diese sind: 1. schnelle Operation, +. der enl-
daiKlene Korper darf nicht zu lange mit XatCOQ03 in Beruhrung
bleiben, denn in alkalischer LOosung aufbewahrt, verliert er schon
Uadi li> Stunden seine Fahigkeit, mit Kalksalzen Fibrin zu geben.

Wenn ich nun das wichtige Ergebnis* dieser Versuche
I'-limire:

Der Hauptbestandtheil des Leukocytenkerns,
das Xucleohiston, besitzt zwei entgegengesetzte
Eigenschaften: 1 eine gerinnungshemmende, 1 ein»*
p i innungserregende, die zweite nur unter ganz
bestimmten Bedingungen.

Durch Abspaltung des Histons geht die ge-
finnungshenimende Eigenschaft des Xucleohistons
verloren. !
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J K'lydral und Baryumhydral spalten i,
"n al* und bewirken, dass das zweite Sn |

ungsproducl Leukonuclein bei Gegenwart
Act/ .kalk und Aetzbaryt in Fibrinogenlosun- |

Das freie Leukonuclein ruft keim* c(

«“'»tren in Fibrinogenldsungen hervor '

au, fz r-b allein, ,,Wh

hu"|VeVIauf89 rTrO,,fOn V°n Calciun>cblorididsul”
r elnes kurzen Zeitraumes, zu einen,
Iester Faserstoffkuchen gerinnt.

D,W f'anz sMerkwirdige Thatsache, dass das nael, der
aiumarsteir.seben Methode gewonnene, durch gesailbu,.
oc «Salzlosung gefallte Fibrinogen mit Kalksalzen vollstandi |
«Kumnbar wahrend der aus demselben Fibrinogen mit
life der Aucleinsubstanzen gewonnene Korper durch ein

uenig Cale,umchiorid oder Caleiumsulfat sofort zum Gerinne,,
gebracht werden kann, erklart nun die vorangegangenen
» puni,ente, le, welchen das Leukonuclein fir sich keine
-«mnung erzeugte in Kalkwasser oder Barytwasser gelost
«he Gerinnung emleitele.

Die NucleVnkorper erzeugen aus dem Hani-

marsle,, sehen Fibrinogen eben einen Korper
welcher fur sich nicht gerinnt, dagegen mit Kalk-’

aizen vermengt typischen Faserstoff liefert. Die
«densda der diesbeziiglichen Einwirkung der Nuclemstollk
wl «hrect abhang,g von der Abbaustufe des Nucleohist,,n>
« h >> I«tens,tat wuchst mit dem Reichthum der Abbate
lioducte an Nuclemsaure und erreicht ihr Maximum bei der
A ule,,,saure selbst. Damit will ich sagen, dass der Nucleo-
juslonniederschlag, den man aus Fibrinogen erhalt, mit Ca«

angsamer gerinnt als der Leukonucleinniederschlag und die-r
wieder langsamer als der Xucleinsaureniederschlag, welcher



-I»"» im Verlauf eines Sekunden zahlenden Zeitraumes mit
GaCl. typischen Faserstoff liefert. Wir werden bald sehen,

worauf diese Verhaltnisse beruhen.

nus Throinbosin und die Gerinnung

Es tritt also die wichtige Frage heran: Worin besieht
die Einwirkung der Nucleinsubstanzen auf das Fibrinogen?
E' sofern ich ersehe, drei Mdoglichkeiten in Betracht zu
ziehen. 1. Entweder existirt das Fibrinogen in zwei Moditi-
cationen, einer durch Kochsalz und einer durch Nucleiiistoffe
gefallten, von welchen die erstere zur Umwandlung in Faser-
stnlV ausser des Kalksalzes noch des Fihrinlermenles bedarf,
wahrend die letztere schon mit Kalksalzen allein gerinnt, oder
- o* entstent eine Verbindung von Nuclein resp. Nuclein-
-dure mit Fibrinogen, welcher die Eigenschaft der Gerinnbare
bil mit Kalksalzen zukommt oder 3. es wird durch die
Xmlejiikorper ein die Gerinnbarkeit des Fibrinogens mit Kalk-
Ul bindungen verhindernder Korper abgespalten.

Die Entscheidung dieser Frage ermoglichte mir folgenden
fli funtl : ’

Dieselbe Umwandlung wie mit Nucleinsuh-
-litnzen erleidet das Fibrinogen auch bei Beliand-
I»ng mit Essigsaure. Ich erhielt aus reinen Fibrintgen-
I6simgen, welche weder fur sich noch durch, Zusatz von
Kalksalzen gerannen, mittelst Essigsdurefallung immer einen
Niederschlag, welcher in verdinnter Sodalésung geldst, nach
Hinziifugung einiger Tropfen einer 5proc. Ghlorcalciumlésung
I11 Verlauf eines ausserordentlich kurzen Zeitraumes, beinahe
explosionsartig gerann. Diesen, mit Essigsaure gefallten Korper,
welcher sich als identisch mit dein durch Nueleinkdrpor ge-
fallten erwies, will ich fortan als Thromhosin bezeichnen.

Diese Thatsache, welche ich schon fruher pufdicirt habe’),
14 Ini,lei"veile von 1 J. Frederikse’) vollkommen heslafi-t
worden. r

y Leon Lilienfehl: Weitere Beitrage zur Kenntniss »ler Blut-
fiiniiufc. \erhandl. <l physiol Gesellschaft. Sitzung vom il. Juli ISO:».
J) Diese Zeitschrift, Bd. XIX, Heft ». S. 17*



Schon damals, als ich diesen Befund publicise, bemerkte
ich ausdricklich, dass ich nach einigen vorlaufigen Versuch»-u/

b-i welchen ich fand, dass nach AbOl.triren des Throinbusius
im Filtrat immer kleine Mengen von Eiweiss naehzuwoixi,
waren, zu der Annahme neige, das Fibrinogen werde dunh
die Essigsaure gespalten in eine Substanz, welche mit Ga-Salzen *
Faserstoll liefert und eine andere Substanz, welche die (ic-
rinnung verhindert.

1 hutsachlich konnte ich diese Annahme bestéatigen. Kh
land, dass die vom Thrombosin abfiltrirte Flissigkeit noch
geringe Mengen eines Eiweisskorpers in LOosung hélt, welchen
irh nach folgender Methode isolirt habe. 100 ebern. reiner
nach Main mar sien bereiteter Fibrinogenltsung werden mit
's Normalessigsaure versetzt, so lange ein Niederschlag ent-
stcht. Das ausgefdllte Thrombosin wird auf einem Filter
gesammelt, und mit kaltem Wasser zweimal nachgewaschen.
Da< sauer reagirende Filtrat wird durch Zusatz der berech-
nen Menge Natronlauge neutralisirt und nacldier auf dem
Wasserbade aut die Halfte seines Volumens eingeengt, .letzt
setze ich zu der concentrirten Flussigkeit das 4 fache Volumen
Alkohol hinzu, wobei das in Losung gewesene Kochsalz und
Natriumacetat zum grossten Theil herausfallt. Der Koclisalz-
uml Natriumacetat-Niederschlag wird nun abgesaugt und »las
Filtrat wieder eingeengt. Nachdem der Alkohol vollstidndig
verschwunden, wird die wasserige Flissigkeit noch weiter
hi- auf ein ganz Kkleines Volumen abgedunstet und durch
Zusatz des vierfachen Volumens Alkohol und Aether gefillt.
Es entstellt (‘in Niederschlag, welcher auf einen Filter gesamt-,
molt, mit Alkohol und Aether nachgewaschen und getrocknet
sich als eine mit Kochsalz verunreinigte Albumose erweist.
Die Substanz ist in Wasser loslich und gibt in der Kalte
Biuretreaction mit violettrother Farbe. Es ist ja freilich die
Maglichkeit nicht ausgeschlossen, dass die auf diese Weise-
erhaltene Substanz nichts Anderes als ein Umwandlungsproduct
des urspringlichen Fibrinogens, das durch Essigsdure nicht
vollkommen ausgefallt wurde, ist. Es ist noch eine. Mdglich*-
keil vorhanden. Bekanntlich hat Hammarsten die Beobadi-
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tii(-r gemacht, dass sowohl bei der Hitzeeoagulation, als bei
1,1 Faserstoffgerinnung sich vom Fibrinogen ein globulin-
artiger KOrper abspaltet, das sogenannte Fibringlobulin, welches,
l,,i r5° eoagulirt. Nun hat J. J. Frederikse in seiner oben-
erwahnten Arbeit auf der von mir gemachten Entdeckung des
Tl.noinbosins und meiner Annahme, das Fibrinogen werde bei
di r Essigsaureeinwirkung in Thrombosin und einen geriunungs-
widrigen Korper gespalten, fussend in der Richtung meines
(irdankenganges Experimente angestellt und hierbei gefunden’),
dass die von dem durch Essigsdure ausgetallten Thrombosin
ahliltrirte FlUssigkeit neben Spuren von unveranderten Fibri-
nogen noch eine Substanz enthalt, welche bei (»5° eoagulirt.
Es liegt nahe, daraus den Schluss zu ziehen, dass die Essig-
sameeinWirkung darauf beruht, dass das Fibrinogen in das
Thrombosin einerseits und das Fibringlobulin andererseits
gespalten wird. Es ware also noch mdglich, dass der von
mir erhaltene albumoseartige Korper ein Umwandlungs- resp.
Zersetzungsproduct des gebildeten Fibringlobulins «larstellt.

Die Frage konnte ich nur insoferne entscheiden, dass
«'T von mir erhaltene albumoseartige Korper kein von der
Essigsaure unausgefalltes Fibrinogen ist. Zu dieséin Rohufe
erhitzte ich das Filtrat, bevor ich die weiteren Operationen
damit ausfihrte, langere Zeit auf 00°, und filtrirte nachher
von dem entstandenen minimalen Niederschlage ab. Zu Anfang
geht der Niederschlag, wenn man eine opalescirende Tribung
so nennen darf, mit durchs Filter; durch mehrmaliges-Zurtck-
gii ssen des Filtrats aufs Filter bekommt man schliesslich doch
ein annehmbar klares Filtrat. Dieses in der oben beschriebenen

N'ise weiter behandelt, gab auch den erwadhnten wasser-
l6slichen Korper.

Ich wollte noch entscheiden, ob — wie Frederikse
itngibt — im Filtrat vom ausgeféllten Thrombosin Fibrin-
globulin nachweisbar ist. Zu diesem Ende erhitzte ich wieder
das essigsaure genau neutralisirte Filtrat langere Zeit auf 00°,
tillrirtc von den jetzt ausgeschiedenen Resten unveranderten

, L. <5, S. p;l.



fibrinogens ab und erwarmte das Filtrai auf 65°. Hierbei
«riMcll ich Resultate, welche mir keine sicheren Schlisse ™
"eben erlauben. Das eine Mal nandich erlnelt ich thatsac.... .

° <leu,J" he Tribung, das andere Mal blieb die

Huss.gkeit be. C,., ganz klar, wieder ein Mal bekam sie bei

mir eiue "anz zartc Opaiescenz. Wenn man in Betracht
,a;s,""acl! Hammarstei, das bei 65» coagulironde
kibi inglobulm ein Drittel seiner Muttersubstanz des Fij,rj.

lingens ausmachen soll, so muss man zugestehen, dass die
Ergebnisse meiner Experimente eher negativ als positiv
«leulen sin<l.

In Folge dieser zweifelhaften Resultate bin ich absolut
nicht im Stande, eine reife Entscheidung zu treffen, ob der
von amr im essigsauren Filtrate nachgewiesene albumosearti-c
Noll ein Derivat <les Fibringlobulins ist, oder eine selbst-
standige Substanz. Die Thatsaehe steht aber fest, dass ,,ach
Ausfiullung des Thrombosins ins Filtrat ein eiweissartiger, in
Wasser l6slicher Korper tGbergeht. Allerdings sind die Mengen
dieser Substanz ausserordentlich gering.

Es handelte sich zunadchst darum, zu entscheiden, ...
diese Substanz thatsachlich die Eigenschaft besitzt, die Gerinn-
barkeit des Thrombosins mit Kalksalzen zu verhindern. Bei
«ler geringen Ausbeute an dieser Substanz und der nicht
unbetrachtlichen Schwierigkeit, sich grosse Mengen von reiner
r ibrinogenlosung zu verschaffen, musste ich mich auf zwei
Versuche beschranken. Die albumosedhnlicheSubstanz wurde
m diesen Versuchen aus 400 cbcm. einer ziemlich concen-
Irirten Fibrinogenlésung gewonnen. Der getrocknete Alkohol-
Aelherinederschlag wurde in Wasser gelost.

Vcersucli I a) 3ihcra. Throinbusiiilésiuig mit 1 et,cm. der taTsung des
allMimoseailigen Korpers und 3 Tropfen 5proc. CaCl.-
I.6siin- vermischt. Keine Gerinnung.

I») Controlprobe. :) ehern, derselben Thrombosinlésuntr mit

L ehern, dest. HsO und 3 Tropfen 5proe. Caa.-L0s.m-.
Gerinnung nach 5 Minuten.

\ersuch Il. a) i» ehern. Thombosinlosung mit 1 ehern, der Losung der
alhnmoseartigen Substanz und 2 Tropfen oproc. CaCl,-
Losuiig. Keine Gerinnun .



I>) Cohtrollprobe. - cbcm. <I»Tsclb»>n Thrombosiulnsuni? mit

leben), »lestill. Wassers und 2 Tropfen 5 pme. CaCl*-
Losung, (lerinnt nach b Minuten.

Es stellte sich bei einem dritten Versuch, den ich leider
aus Mangel an Substanz nicht in der Lage war, zu wieder-
holen, dass die albumoseartige Substanz auch die Fahigkeit
besitzt, der Gerinnung der proplastischen Flissigkeiten mit
anderen Gerinnungserregern z. B. dem Fibrinferment entgegen-
zuwirken, d. h. sie betrachtlich zu verzdgern.

\et Hioh Ill. a) cbcin. Sclim id lieber Heactionsllfissigkeii mit 15cbcm.
Fibrinfermentlosung vermischt, (ierinnt nach dO Mi-
nuten. I

b) 2 ehern, derselben Heactionsflflssigkeit mit Ir/ebcm. der-
selben Fibrinfermentlésung und 1,5 cbcm. der alhumose-
aitigen Substanz. Beginn der fieri nnnng, nach
b Stunden.

Wir gelangen demnach zu dem wichtigen Ergehniss:
Ouich die Essigsaure wird aus der reinen Fibri-
nugenlosung, die mit Kalksalzen ungerinnbar ist,
'sine Substanz, das Thrombosin ausgcfallt, welche
mit Kalksalzen in kUrzester Zeit typischen Faser- |
slofl' liefert. Ins Filtrat geht eine eiweissartige,
in Wasser losliche, die Biuret reaction in der Kalte
gehende Substanz, welche die Gerinnbarkeit des
Thrombosins mit Kalksalzen verhindert und auch
Uberhaupt gerinnungshemmende Eigenschaften
besitzt.

Es tritt nun die Frage an uns heran, ob die Essigsaure-

einwirkung auf das Fibrinogen in ihrem Verlauf und ilirein
Ergebniss identisch ist mit derjenigen Einwirkung, welche

man durch Fallung der reinen Fibrinogenldsungen mit den
Xudeinsubstanzen aus Leukocytcn, also Nucleohiston, Leuko-
nuclein, Nuclcfnsaure erzielt Wir haben gesellen, dass, wenn
Ml zu einer Fibrinogenlésung eine resp. Nucleinsubstanz
«i>*tzt, ein Niederschlag entsteht, welcher in verdinntem"
Alkali gelést durch Zusatz eines Kalksalzes in kurzer Zeit
Faserstoff liefert. Es fragt sich also, ob auch hierbei aus der



Fibrinogcnlusting Throml>0?in ausgefallt wird und in? Filtct
die oben beschriebene albumoseartige Substanz UGbei>|if?
Ks koénnte ja, und das ist nach allein bisher bekannten das
Wahrscheinlichste, beim Zusatz von Nucleinstiure, welche ji
doch das wirksame Princip der Nudeinsubstanzen darst« ['t,
uie wir gesehen haben, zur Fibrinogenlésung eine Verbinduu»
des Fibrinogens oder Thrombosins mit Nucleinstiure, auslallen
nicht aber das freie Thrombosin. Es ist ja aus den Unter-
suchungen Alt mann s und KosseUs zur Genige bekannt,
dass Nucleinstiure in saurer LoOsung Eiweiss. fillt, nicht aber
als solches, sondern als Verbindung mit Nucleinstiure, abo
als eine Art Nuclein.

Erstaunlicherweise liegt die Sache beim Fibrinogen anders,
hie Nucleinstiure resp. die Nudeinsubstanzen Fillen aus dem
Fibrinogen keine nucleinsauren Eiweissverbindungen, sondern
<las freie Thrombosin — verhdll sich also ganz wie die Essi-
sumv. Es kommen hier also nur die sauren Eigenschaften
der Nucleinstiure zur Geltung.

Folgender Versuch moge dies illustriren

Z" l0UclH-fi». reiner .nil Kalksalzen ungeriimbarer Fibrinogenbe.m,:

Ikis HliimleMul wird Nucleinsaure aus Thymus, die ich der Gut,*-

Item. Professors Kessel verdanke, in Wasser mit stark saurer
lleacljon geldst solange zugesetzt, als noch ein Niederschlag ent-telit.
1.’ r ciitslandené Niederschlag wird auf einem Filter gesammelt und

mehren* Male mit kaltem Wasser nachgewascheitfmacither wird ri»i
Niederschlag vom Filter genommen und zwischen Filtrirpapin gut

abgepresst. Der Niederschlag wird in mehrere Theile getheill.

a) Hied | wird in verdinntem Natriunicarhonat aufgelost und zu -
Losung werden ein Paar Tropfen 5proc. CaCl.-Lésung ziigelagl;
Die Mischung gerinnt nach ii Minuten zu einem derben Fihrmkm licn.

I" Theil 1l wird in ganz verdinnter, etwa 0,4proo. Salzsaure aufgeKM
mid dazu das doppelte Volumen Pepsinsalzsaure aus Schweinemageu

zugesetzt und iu «leu Brutschrank gestellt. Bis zur Beginnenden
hiulmss, also etwa 14 Tage nach dem Beginne des Versuchs, M-ibt

die-Flussigkeit Klar.

c) llieil Il wird zur Phosphorreaction verwendet, also mit Soda ut

inolyhdut zngesetzt und erwarmt. Es entsteht absolut kein Nieder-
schlag von Phusphormolvbduisfuife.



Daraus orpiht sich also, dass dir Nucloiu-
liirr aus der Fibrinogenlosting weder uuclein-
>ailres Fihrinogen noch nucleinsaures Tlir«Dubo> 1
I'i |It.  Abgesehen von der Wichtigkeit dieser Thatsaehe* fir
Ji." ljlutgeriimungslehre ist das, meines Wissens, der erste
ltis jetzt bekannte Fall, in welchem Nucieinsaure aus. einer.

'Eiweisslosung kein nucleinsaures Eiwoiss, sondern freies
Kiweiss fallt.

Es fragt sich noch, ob auch in das Filtrat, welches
nach der Ausfullung des Thrombosins mit Nucieinsdure er-
halten wird, der albumosearsige Korper ubergeht. Um die>e
frage zu entscheiden, dampfte ich das Filtrat auf die Halfte
ein. fallte die Uberschissige Nucieinsaure und das geldste
Kochsalz'durch Zusatz von 1101 und viel Alkohol, filtrirte,
dampfte das Filtrat weiter ein und fallte nun die eingeengte
Flissigkeit mit Alkohol und Aether. Wieder bekam ich eine
Substanz, welche in Wasser leicht |6slich war und die Biurel-
icaction in der Kalte gab. !

Bevor ich weiter gehe, will ich noch auf einen Schluss
hinweisen, zu welchem die soeben beschriebenen Versuche
d<iccl fahren. Wie ich schon in der Einleitung erwahnt habe,
war Ham mar sten der erste, welcher durch exacte Ver-
suche nachwies, dass das Serumglobulin kein absolut noth-
wendiger Begleiter der Gerinnungserscheinungen ist, d. h. da.~s
auch eine reine Fibrinogenlosung, welche kein Serumglobulin
enthalt, mit einer reinen serumglobulinfreien Fibrinfernmnt-
lisimg Fibrin liefert. Alexander Schmidt leugnet jedoch
in seiner letzten Arbeit die Beweiskraftigkeit' der Hanuna r-
ston’sehen Versuche, indem er behauptet, dass die Methode
der Fallung des Fibrinogens durch das gleiche Volumen kalt
gesattigter Kochsalzlésung keine scharfe und zuverlassige
Trcnnungsmethode der beiden Blutglobuline darstellt. Durch
<ie Ausfullung des Thrombosins mit Essigsaure, die idi ange-
'vendet habe, kommt man aber sicher zu einem vserumglobulin-
Mreien Pr&parat; icli habe mich durch eine ganze Beilie von
Versuchen Uberzeugt, dass die zur Ausfallung des Tlrrom-
le>sins  nothige Mengt* von Essigsaure genidgen wirde, um
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V! I"t"u‘nr'e’ aus (ler das Fibrinogen »e\vw
Zur lllustration diene folgende® vCi1M

Am- [ » c¢-lk-,,,. Oxiilatplasirm vom Hunde wir«] nach der Hu.

— —~— *« -ine Fili-iiogi'i da<<!" JZT r

M.nnogenl.Vmr¢ ,i,,i ,ias TIm,inb.,sin mit Xormale

welches aus Hlnderhllft"iun.nc I,.ﬁ I,... 'esM'uiiu,’
«IS«« a

M"<* ntltatlve B’éstlmmunta.nJ gchern
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NarlHlen. nun. wie wir gesehen haben, das Thrombi

<" Kalksalzen typischen Faserstoff liefert, so bereehthd....
-T1 Z einel Bestatiunn Ham mars ten VeluH

‘bezliglichen Versuche im vollen Umfange also zu |
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. ,, B”'wn,ch nan ‘veiler «ehe. tasse ich der Ueber-irht
[lannrnm  8CbmSSe < = = angZ“rlen Versuche kurz

OieXuclelnsubstanzcn der Leukocy ten spall,u,

« nnuge ihres Xucleinsauregehaltes das Fibri-

welches allein weder fur sich noch nnt

Nne.,,
in das Thrombosin, welch,,

Kalksalzen gerinnt,
-nem Kalksalz in klUrzester Zeit

liehe di R- VIHIl,erSeiU Ul'! eine Wasserlos-
Eiwei d hB,,lU'elreaClion in der Kalte gebende

: 7 IChe die Gerinnung des Thr.un-
de rersoits. Ka,kSa,ZC" << Vermag, an-

Wie ist die Einwirkung der Kalksalze auf da-

| nronibodsin zu erklaren?

woL LOSUng des TI,roii>l>osins lallen also l8sliche
Ka ksa ze fa-erstoff. Fuir die Erklarung der Faserstoffbilduna

'ms lhmnibosm durch Kalksalze sind zwei Mdglichkeiten
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lenkbar. Entweder handelt es sich hier um eine einfache
physikalische Ausfillung oder es geht der Kalk eine chemische
Verbindung mit dem Throinbosin ein* Diese Thrombosin-
Kalkverbindung wére dann das Fibrin. Diese Frage konnte
nur auf diese Weise entschieden werden, dass ich das aus
dem Throinbosin durch Zusatz von Kalksalzen erhaltene
Fibrin sorgfaltig wusch und nachher zusah, ob es bei der
Veraschung Kalk enthalt oder nicht.

Wie ich schon eben hervorgehoben habe, hat schon
Bricke nachgewiesen, dass gut ausgewaschenes Fibrin an
Mineralsduren Kalk abgibt. Auch Kistiakowsky’) und
Freund fanden in der Asche des sorgfaltigst gewaschenen
Fibrins immer Kalk. Zu demselben Resultate kamen bei ihren
Untersuchungen auch Arthus und Pages*), welche in der-.
Asche des Fibrins immer Kalk nachweisen konnten.

11 am maéarsten, welcher der erste Fibrin, welches aus
lvinen Fibrinogenldsungen erhalten wurde, in dieser Richtung
untersucht hat, behauptet, dass er in seinem Fibrin mit
Sicherheit keinen Kalk hat nachweisen kdnnen, wobei er
sich aber gegen die Ausnutzung seiner Versuche fiir die end-
giljige Entscheidung dieser Frage verwahrt, weil die von ihm
benutzten Mengen Fibrin sehr klein .waren. Dagegen hat
I’ckelharing in Fibrin, welches aus reinem Fibrinogen
erhalten wurde, Kalk qualitativ nachweisen koénnen. In
neuester Zeit hat J. J. Frederikse diese Frage in Angriff
‘genommen und im gereinigten Fibrin, welches aus reinem
Fibrinogen dargestellt wurde, den Kalkgehalt quantitativ be-
dimmt. Dabei stellte sich heraus, dass das Fibrin thatsuchlich
Kalk enthalt.

Wenn es also nach allen diesen Untersuchungen mit
Sicherheit anzunehmen ist, dass das Fibrin chemisch gebun-
denen Kalk enthalt, war es doch der Mihe werth, das. aus
dem Thrombosin erhaltene Fibrin auf Kalk zu priifen, da wir
' hier wohl mit dem reinsten der bis jetzt benutzten Aus-
ki-ligsmateriale zu thun haben.

*) Kistiakowsky: Virchow’s Archiv, Bd. XII.
J) h. o

L- itschrift flr physiologische Chemie. XX. v
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Wsm-li. L) LI, gr. .lurch Essigsaure gefalltes Thrombi,sin ,v,rj,,,
Jern Platiniiegcl veracht und die Asche mit Salzsiure

jlcz,),mn. Die salzsaure I-6sm,* gibt mit Ammoniu,
Keinen Niederschlag.

I»1 1,4 Kr. aus 1 lironibosin erhaltenen Kilnins werden mit In i..,.,,,
Wasser ausgekocht. Das letzte Waschwasser gibt keim* K”-

reaction. Das Fibrin wird nun in der gewdhnlichen \\\

verascht. Das salzsaure Extract der Asche gibt mit .li,
moniumoxalat einen Niederschlag von (lalciumoxalat.

In diesem Versuche sehe ich einen Rickhalt fir die
Annahme, dass das fibrin chemisch gebundenen Kalk enthalt
dass also die Fibrinbildung aus Thrombosin durch Kalksiiz,
darauf beruht, dass das losliche Kalksalz eine unlésliche Kalk-
llitromhosinverbindung liorausfullt.

Darnach ist Faserstoff eine Kalk vorhin du mf
des Thronibosins.

Dass mit dem Thrombosin bei der Fibrinbildung keine
tiefgreifende Veranderung vor sieh gehl, folg! aus der Thal-
saclte, dass bei der Fibrinbildung durch Kalk die ganze Memo,
ties gelésten Thrombosins in Fibrin Ubergeht, und man nach
vollstandig stattgehabter Gerinnung im sorgfaltig ausgepressien
und ftltrirten Serum, weder durch die Biuretreaction noch
durch Erhitzen auf 100“ kein Eiweiss nachweisen kann

Ueber die Fasorstofl'bildung im extravascularen Blute.

In Folgendem will ich die Ergebnisse der bisher ange-
fihrten \ersuche kurz zusainmenlassen, bevor ich in der
Mittheilung der Weiteren vorwarts gehe.

Die Leukocyten enthalten in ihrem Zellkern eine deutlich
saute Substanz, das Nucleohiston, welches zu spontan gerin-
nenden Flussigkeiten, also kalt filtrirtcm Pferdeblutplasma ,,der
proplastischen und fibrinogenen Flussigkeiten, denen Filn in-
ferment zugesetzt wurde, hinzugefuigt, die Gerinnung derselben
in hohem Maasse verzogert.

Aelzkalk mui Aetzbaryt spalten das Nucleohistoit in
Leukonuclein und Histon.
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Xucleohiston in Kalkwasser oder Barvtwasser gelost,
mit in proplastischen und fibrinogenen Fllssigkeiten Faser-
4offgerinnung hervor.

Daraus konnte der Schluss gezogen werden, dass 1. das
Histon die gerinnungshemmende Gomponente des Nucleohistons
i*t: d. das Leukonuclein resp. die Nuclei'nsdure die gerinnungs-
e'rregende Gomponente des Nucleohistons ist.

Thatsachlich verliert das Nucleohiston nach Abspalten
«Irs Llistons durch beliebige Mittel seine gerinnungshemmenden
Eigenschaften.

Das Leukonuclein und die Nuclei'nsaure Isind flr sich
allein nicht im Stande, aus Fibrinogen Faserstoff zu produ-
cin'». Sie spalten blos vom Fibrinogen das Thrombosin,
di«; letzte Vorstufe des Fibrins, ab und es bedarf jetzt nur
auch des Zusatzes eines loslichen Kalksalzes, um das Throni-
bosin in kirzester Zeit in Faserstoff Uberzufihren. Durch
Losung der Nuclei'nstoffe in Kalkwasser oder Barytwasser
vereinigt man beide Wirkungen; die Nuclei'nsubstanz spaltet
das Thrombosin ab, welches in der LOosung auf Kalk stossend

tort in Faserstoff Ubergeht.

Die klare Erkenntniss dieses Vorganges gelang mir erst
«lurch die Zerlegung des Processes der Fibrinentstehung in
-seine beiden Phasen: also Ausfiillung des Throrubosins aus
reinen Fibrinogenlésungen durch Nuclei'nsubstanzen, Lésung
des Thrornbosins und Faserstoffbildung durch Kalksalze.

Es steigert sich die Intensitat der Wirksamkeit derNucleo-
proteide mit der in ihrem Atomcomplexe enthaltenen Menge
von Nuclei'nsaure und erreicht ihr Maximum Dbei der Nuclein-
siure selbst.

Dieselbe Wirkung, d. h. die Abspaltung des Throni-
I>o<ins, l&sst sich auch durch Essigsdure erzielen. Es bestellt
-aber ein principieller Unterschied zwischen der Essigsaure-
wirkung und derjenigen der Nuclei'nstoffe, der darin besteht,
‘lass die Nuclei’nstoffe auch in alkalischer Lo6sung
«las Thrombosin abspallen, wahrend es die Essigsaure
mil' in saurer LOsung thut.

Das/ Fibrin ist eine Kalkverbindung des Thrombosin*.



Wir haben es also liler mit einem Vorgange zu timn
welcher ausserordentlich lebhaft an die Caseingerinnun- (1,,!
Mil. h erinnert. Der Vergleich der Fibrinbildung mit d, -
Kéasebildung wurde zuerst von Arthus und Pages') a,-
gestellt. Sie gingen von dein Gesichtspunkte aus, das Terthim
eomparationis liege in der Mitarbeiterschaft der 16slichen
Kalksalze an beiden Processen. Auf Grund meiner .hier
angefiihrten Versuche kann man aber in dem Veigleich der
beulen Processe viel weiter gehen. Der chemische Verlauf
bei der Labgerinnung ist zwar noch nicht gentigend erforscht-
es wird aber heutzutage allgemein angenommen, dass sich
das Casein dabei in einen schwer |l6slichen Stoff, den Kas,-,
und eine leicht l6sliche albuinoseartige Substanz, das Molken-
eiweiss, spaltet, Diese Spaltung findet, wie Hammarstcu
gezeigt hat, auch bei Abwesenheit von Kalksalzen statt und
Letztere sind blos zur Ausfiillung des Paracaseins nothwendig.
Aus meinen Untersuchungen geht nun hervor, dass sich die
Analogie in allen Phasen der beiden Processe durchflihren
lasst. Auch bei der Faserstoffbildung ist der fundamentale
Process nichts weiter als die Spaltung des Fibrinogens in Thrnm-
bosin und eine wasserlosliche die Biuretrcaction in der Kalte
gebende Substanz. Auch hier erfolgt diese Spaltung hei
Abwesenheit von Kalksalzen; letztere sind blos zur Ausfillung
des Fibrins als Thrombosin-Kalkverbindung erforderlich.

Zunachst handelt es sich um die Frage, warum die ver-
schiedenen von uns erhaltenen Plasmaarten mehr oder weniger
leicht mit Kalksalzen gerinnen, wahrend das aus ihnen nach der
1lam marstcn’sehen Methode dargestellte Fibrinogen mit Kalk-
salzen nicht gerinnt? Zur Beantwortung dieser Frage kann
man in Bertcksichtigung der von mir aufgefundenen Thatsach,-»
zwei Mdoglichkeiten verwerthen. Entweder enthalt das Plasma
Xucleinsubstanzen oder es enthélt von vornherein freies Throni-
bosin. Die in dieser Richtung von mir angestellten Versuche
haben ergeben, dass beide Mdglichkeiten zutreffen, d.h.Peptoii-
plasina, Bittersalzplasma, Oxalatplasma enthalten sowohl
Xucleinsubstanzen als freies Thrombosin, letzteres allerdings in

) 1- <, s. 741,
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~ringer Menge. Die Nucleinsubstanzen aus dem Blutplasma
darzustellen ist eine ziemlich schwer zu bewaéltigende Aufgabe.
|, Anbetracht ndmlich des Umstandes, dass, wie- Hani-
mai sten fur das Casein, Alexander Schmidt fir Nuclein-
jjorper gefunden haben, die Nucleinsubstanzen in Blutplasma
mul Blutserum globulindhnliche Ld&slichkeitseigenschaften an-
nehmen, ist es absolut unmdglich, eine die Nucleinsubstanzen
von den Eiweisskdrpern vorwurfsfrei trennende Fallungsreae-
tion ausfindig zu machen. In Folge dessen musste ich zu
Jler allergrobsten und altesten Methode der Nucleindarst¢ljung
n,eeilen, ndmlich zu der Abscheidung des Nucleins durch kiinst-
lichen Magensaft.

Versuch |. Vollkommen klar centrifugirtcs und filtrirtes Ox”alplasina
vom Hunde wird mit ganz verdinnter Salzsaure versetzt, der Anfangs
auftretende Niederschlag verschwindet hei weiterem Zusatz der Salz-
sdure. Zu der nun klaren Losung wird nun das gleiche Volumen
Pepsinsalzsaure aus Schweineinagen hinzugefiigt. Nach Instadndigem .
Stehen irn Britschrank ist die Flassigkeit milchig getribt und un.-
ilurchsichtig geworden und nach mehrstiindigem Stehen scheidet sich
ein llockiger, gut filtrirharer Niederschlag ah. Aus 500 ebeni, Oxalat-
plasma bekam ich auf dieselbe Weise 5 gr. mit Wasser, Ajkohol und
Aether gewaschenen und getrockneten Niederschlages. Der Nieder-
schlag zeigt folgende Eigenschaften: er ist unléslich in Wasser,
Alkohol, Aether und fetten Oelen, l6slich in verdinnten Alkalien
und daraus durch S&auren félloar. Er enthalt Phosphor und eine
epiantitative Bestimmung ergab folgendes Resultat:

P-Restimmung: 0,5*270 gr. trockene Substanz gaben mit Soda und
Salpeter verascht 0,0901 gr. Mg2P20- = 4,72°0 P.

Aus diesen Eigenschaften und der Phosphorbestimmung ergibt sich,
slass der von mir erhaltene Korper ein typisches Nuclein darsMit.

Zu demselben Resultate flhrten Versuche, welche ich in
derselben Weise mit Magnesiumsulfalplasma und dem spater
zu beschreibenden Histonplasma angestellt habe. Aus beiden
Plasmaarten erhielt ich bei der Verdauung mit Pepsinsajzsaure
vinen in diesem Medium unl6éslichen, in Alkalien 16slichen und
daraus durch Saure fallbaren Ruckstand, welcher mit Soda
nnd Salpeter verascht, deutliche Phosphorreaction gab. Daraus
ergibt sich, dass im Blutplasma NucleinstofVe vorhanden sind.
DI) diese Nucleinstoffe an grdssere Mengen von Eiweiss ge-
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bunden sind, das lasst sich mit Zuhilfenahme der bisher
bekannten Methoden nicht ohne Weiteres entscheiden, ist aber
auch fir die Blutgerinnungslehre ziemlich gleichgiltig. \Vir
haben gesehen, dass auch ziemlich eiweissreiche Nucleinsaure
Verbindungen, wie das Nucleohiston, im Stande sind, aus dem
fibrinogen Thrombosih abzuspalten.

Es ertbrigt nun den Nachweis zu fihren, dass in, Blut-
plasma freies Thrombosin vorhanden ist. Wooldridge hat
eine Substanz beschrieben, welche er aus Peptonplasma*durch
Abkthlungen auf 0° erhallen hat tnd welche er A-Fibrinogen
nennt. Halliburton hat aber bestritten, dass dieses
A-fibrinogen ein normaler Restandtheil des. Blutplasmas i-t
weil es ihm nicht gelungen ist, dasselbe aus Bitlcrsalz-
plasma, Glaubersalzplasma oder Kochsalzplasma zu erhalten
und betrachtet das A-Fibrinogen als eine specifische Eigen-
thindiebkeit des Peptonplasmas, hervorgerufen durch die
Anwesenheit von Pepton. Halliburton ist es namlich
gelungen, aus Wittes und Grubler’s Pepton durch Ab-
kihlung ebenfalls einen Korper zu erhallen, welcher ahnliche
Eigenschaften zeigt wie Wooldridge’s A-Fibrinogen.

Pekelharing behauplet, dass das A-Fibrinogen ein
Nucleoalbuinin sei. Es ist Pekelharing nicht gelungen,
dieses A-Fibrinogen aus anderem Plasma als Peptonplasma
zu erhalten, wenn er nicht das Plasma vorher ungesduert
hat. Pekelharing behauptet, dass dieser in der Kalte ent-
stehende Niederschlag mit Pepsinsalzsaure einen unl6slichen
Hackstand bildet, welcher Phosphor enthalt.

Ich muss diesen Behauptungen Pekelharing’s direct
widersprechen. Vor allen Dingen ist es mir mehrere Male
gelungen, aus Oxalatplasma des Hundes durch gentigend starke
und schnelle Abkidhlung einen sich in runden Kugeln oder
Scheibchen abscheidenden Niederschlag zu erhalten. Sowohl
diesen als den nach derselben Methode erhaltenen Korper
au- | cptonplasma und Histonplasuia, habe ich mehiere Male
untersucht. Es hat sich dabei herausgestellt, dass dieser Kérper
immei ohne Ausnahme in Pepsinsalzsdure, auch bei langem
Stehen im Britofen klar 16slich ist und mit Soda und Sal-
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[t r geschmolzen gab diese Substanz keine Spur von Phos-
jiliurieaction.

Dagegen hat sich gezeigt, dass dieser Korper Throm-
[ju'in ist. Durch mehrmaliges Ldsen in verdinntem Nalrium-
(.ubonat und Wiederausfallen durch Essigsaure gereinigt, gab
ihr durch Kalte ausgeschiedene Korper in Natriumcarbonat
/rk>st und mit einigen Tropfen Chlorcaleiumlésung versetzt
einen derben Fibrinkuchen. Aus einer ganzen Reihe dies-
bezliglicher Versuche excerpire ich folgende:

V. r-uch 1. 200 ebem. Histonplasma werden auf 0° schnell abgekunhlt.
B[ Piston- Es scheidet sich dabei ein den Wandungen des (Jelasses
Jil;i-ma.)  anhaftender Niederschlag ab, so dass sich die iiberslehende

Flussigkeit, ohne grosse Verluste am ausgeschiedenen Korper
zu erleiden, leicht ahgiessen lasst. Der ansgeschiedene
Kérper wird durch mehrmaliges Ldsen in. verdinnte.! Soda-
I6sung und Ausféallen mit verdinnter Essigsaure gereinigt
und schliesslich in 10 ehern. Wasser, dem einige Tropfen
Sodalésung zugesetzt sind, aufgelost. Zu dieser LOsung
werden einige Tropfen aproc. flalciumchloridlésung zugesetzt.

Das (lemisch gerinnt nach 6 Minuten zueinem
festen Kuchen.

Versuch 11. 150 ehern. Oxalatplasma geben bei rascher Abklhlung einen
(Oxalat-  Niederschlag, der durch Auflésen in Natroncarbonut und Aus*
jila-uua)  fallen in Essigsaure gereinigt wird. Zum Schluss wird der

Niederschlag in 5 ebene verdiinnter Sodalésung aufgeldst und
der Losung einige Tropfen 5proc. (Ihlorcalcjumldsung zu-
gesetzt. (ierinnung nach 10 Minuten.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass sowohl Dxalat*-
plasma als Histonplasma freies Thrombosin enthalten. Ich
muss aber ausdricklich bemerken, damit mich nicht der Vor-
wurf trifft, die zur Reinigung benutzle Essigsaure héatte,irgend-
welche Veranderungen in der urspringlichen Substanz gesetzt,
dass der urspringliche Kaélteniederschlag in verdinnter Soda-
UMing und mit einigen Tropfen Gproe. Chlorcaleiumldsung
V' isetzt unweigerlich Fibringerinnung gibt.

Nachdem also das Blutplasma sowohl Nucleinkorper als
I'lvies Thrombosin enthalt, so ist nach den vorangegangenen

Experimenten und Schlussfolgerungen seine Gerinnbarkeit mit
gelosten Kalksalzen als vollstdndig aufgeklart zu betrachten.
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Die zweite Componente de* Nucleohistons, das Histon und
die Faserstoffgerinnung.

Die beschriebenen Versuche haben es sehr wahrschoi,,.

icli gemacht, dass das Nucleohiston der Trager SOW(Z il t

gerinnungserregerb*ien als des gerinnungshemmenden

r ~Hass die eine Componente doss
Z0  "UCKTn rfiSp- ,lie ~«cleinsdure von dem in. Pla,,,

g- ioshm ibrmogen das Thrombosin abspaltet und so , !
FWstoffbddung durch die gelosten Kalksalze ermdglicht

'dl’ *"I0 *s mir scheint, bewiesen. Es handelt sich d 0
biston ~5 d™ NaCl'""eis zu fOhren, dass den, NudtS
! " e"" gerinnungswidrige Eigenschaft von seiner zwei!,,,

"iponente dem Iliston verliehen wird.
Das zu folgenden Versuchen in Verwendung gekommen,

l I l "mmt aus den Dymphocyten der Thymusdrise. E-
wurde Elgen ermaassen garBest@ﬁt: Das m}{c Alkohol ,ml

wir IT To,0' naCh n,einer Meth,,de dargestellte Nucleohiston
i d mit O,,sproc. Salzsdure gut verrieben und einige Stunden

v ¢ len gelassen. Die Salzsaure wird abfillrirt und aus dc-
-e|ben die salzsaure Verbindung des Histons durch Zusatz/

muserilt. Dep ent&(ﬂ;e aridsdennd\ KeRRIge warkdésthifr

I

B 82 RV diriber S S o SERE gt
md der Bodensatz auf einen Fitter gesammelt mit Alkohol

mid Aether nachgewaschen. Durch mehrmaliges L&sen in
Wa ser und \Y icderauslallen mit Alkohol und Aether kommt

man zu einem reinen, in Wasser leicht I0slichen Praparate
v s salzsauren Histons. Zu den folgenden Versuchen In,de

das salzsaure Iliston in Wasser gelost und die saure Reaction
nei Losing mit Soda genau neutralist.

‘cisuch 1. Ans der freigelegten Carotis fliessen OOehcin. Blut i,
(Atlriljisshlut " : o
L chcl"- elner 1 t,rw- HistonlSsung. Das Blut 11 ei'l.l
Hund.) . ] .
permanent flf.ssig his zur begin,en.l|
rau Iniss.
versuch Il gy chel™ Blul aus der Carotis eines Kaninchens werde«

(A,(‘.]erl;l'ssmm unter gutem fiiirdhren in :i chem. einer 6proc. HM™.-
W.ininchen). |osung aufgefangen. bas Blut ist permaiienl fifis-i



Versuch I1l. a) 50 cbcin. Peritdnealflfissigkeit vom Pferde mit 25 cbcm.

ibiijiior Fibrinfermentlosung und 10 cbcin. 1 proc. HistonlésCmg
peritonei.) vermengt. Keine Gerinnung.

b) 50 cbcm. derselben Peritonealflflssigkeit mit 25 cbcm.
FihrinfermenUosung Und 10 cbcm. physiologischer Koch-
salzlosung. Geriiinung nach 2 Stunden.

Versuch IV. a) 20 cbcm. Pericardiallliissigkeit vom Pferde mit 10 cbcm
biijuor Fibrinferment und 5 cbcm. 1 proc. Histonlosung. Keine
pericardii.) Gerinnung. '

b) 20 cbcm. derselben Pericardialflussigkeif mit 10 cbcm.
derselben Fibrinfermentlosung und 5 cbcm. |diysiol. Koch-
salzlosung. Gerinnung nach einer Stunde.

Versuch Y. a) 3 cbhcm. Schmidt'scher Heactionsflfissigkcit mit 20 cbcin®

| Salzplasma.) Fibrinfermentlosung und 5 cbcm. ! proc. Histonldsung.
Keine Gerinnungyg.

. b) Hebern, derselben Heaetionsflossigkeit mit 20cbcm. Fibrin-
fermentlésung und 5 cbcm. physiol. Kochsalzlésung. Ge-
rinnung nach einer halben Stunde.

Ve rsuch VI. a) 10 cbcm. ieiner Fibrinogenlosung aus Hundeblut mit

(Heines 10 cbcm. Fibrinferment und 2 cbcm. 1 proc. Histonlésung.
Fibrinogen.) Keine Gerinnung.

b) 10 cbcm. derselben Fihriuogenlésung mit 10 cbcm. Fibrin-
ferment und 2 cbcm. physiol. Kochsalzlosung. Ge-
rinnung nach HO Minuten.,

\ei such VII. a) 3 cbhcm. einer aus reiner Fibrinogenlosung durch Essig-
fTliiornbosin.)  saureffillung und Wiederlésung in Natriumcarhohat er-
haltenen Thronihosinlésung mit | cbcm. Iproc. Histon-

I6suug und 3 Tropfen 5 proc. Ghlorcalciumlésung.* Keine
Gerinnung.

b) 3 cbcm. derselben Thrombosiulésung mit 1 cbhem. physiol.

Kochsalzlésung und H Tropfen 5proc. Ghlorcalciumldsung.
Geriunung nach 5 Minute n.

Aus diesen* Versuchen geht hervor;, dass (las Histon
sowohl im Aderlassblut als in proplastischen und fibrinogenen
Fllssigkeiten, denen Fibrinferment zugesetzt wird, als auch
in rhrombosinlésungen, denen Kalk zugesetzt wird, die Ge-
rinnung verhindert.

Wir sehen also, dass die eine Componente
It" Nucleohistons, das LeukonucleTn, die Unt-

| Wandlung des Fibrinogens in Thrombosin verur-
sacht, also der Gerinnungserreger irn vollsten
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Sinne des Wortes ist, wahrend die andere Com-

poncnte, das lliston, die Gerinnun? spontan »...
rinnender Flussigkeiten hemmt.

Ueber die Einwirkung der aus dem Zellkern der Leukocyten
gewonnenen Substanzen auf das intravasculare Blut.

Otto Grolltl) hat gefunden, dass, wenn man in das
kreisende Bin! Zellen injicirt, intravasculare ausgedehnte
nnmmgen «''stehen, wahrend das nach der Injection aus .ler
Ader gelassene Blut seine Gerinnbarkeit verliert. Als Inj.r-
tim,»material benttzte er Lymphzellen, Eiterzellen und Leuko-
Ijren aus den Hohlenflissigkeiien des Pferdes, (troth fand
al<o, dass nach seinen Injektionen das Blut eine plétzlich
ungeheuer gesteigerte Gerinnungslendenz bekam und in folge
dessen zu ausgedehnten, manchmal todtlichen Thrombose.,
lulnte, um dann aber in das Gegentheil dieser Erscheinung,
also einen Zustand herabgesetzter oder ganz aufgehobener

Gerinnungsfahigkeit, umzuschlagen.

Wooldridge’) hat denselben Effect beobachtet, als ,,
in das Blnlgefasssj'stem von Thieren Lésungen seines Gewebs-
librinogens einspritzte. Er fand, dass beim Hunde speci. |l
Im Gebiete der Pfortader ausgedehnte Thrombosen entstehen,
wahrend das ans der Ader gelassene Blut &dusserst schwer
oder gar nicht gerinnt. Nach der Entdeckung des XucU-
histons und der von mir mit demselben im extravasculan n
Blut ausgefiihrten Untersuchungen war es schon ein Leichtes,
sich eine Vernmlhung uber die Ursachen dieser merkwiirdigen
Erscheinungen zu bilden. Die von Grollt zu seinen htjec-
tionsversuchen angewendeten Zellenarten enthalten alle Xiielen-
hi.ston und auch das Gewcbsfibrinogen von Wooldridge
besteht, wie ich mich durch zahlreiche Versuche (berzeugt
habe, seiner Hauptmasse nach aus Xucleohiston. Nachdem

es sich nun bei meinen Versuchen herausgestellt hat, dass das

tH ti. «rollt: I'Clier die Schicksale der la,Mosen Etfmen! ' im
kiuiv.-MtltMi Hint.  Inaiig.-Diss. Oorpat IsSi.

i ujrj of tin* Hoyal Society Isst»; On haemorrha™i** "t
llte.liwi. I-.iucet S«n,IbS7 und British medical Journal Nov. b'. IssT.
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Nurl« ohiston der Trager einer gerinnungserregenden und einer
geriimungshemmendén Substanz istt so lag der Gedanke
nahe, dass das Nucleohiston das wirksame Princip bei den
Z'llinjectionen Grotli s und bei den Gewebslibrinogen-
injectionen Wooldridge’s ist. Es wirde dann an/.unelimen
vein, dass sich das Nucleohiston in das kreisende Blut
Injicirt, darin in seine beiden Gomponenten spaltet, und
»hiss dann zuerst das Nuclein seine Wirksamkeit dahin ent-
faltet, dass es vom Fibrinogen das Thrombosin abspaltet,
welches in Berthrung mit den in Plasma gelosten Kalksalzen
Fibrinthromben bildet. Nachher wirde das Iliston wirken und
den Best des Blutes ungerinnbar machen. Das Experiment hat
meine Annahme vollauf* bestatigt. Folgende zwei Versuche wéahle
ich, um zu zeigen, dass es thatsachlich das Nucleohiston ist,

welches das wirksame Princip bei den erwéhnten Injectionen
darstellt.

XtMMich 1. Ein Hund von 7000 gr. Kérpergewicht wird durch eine sub-
dhitid.)  chtane Morphiumeinspritzung und uucliherige Chloroform-
narkose anaesthesirt, und auf dem Operationsstische immobile

sift. Linkerseits wird die Carotis, recliterseits die Jugularis

freigelegt und in beide Candélen mit Cummischlauchen (ein-

gebunden, In die Jugularis werden nun 100 eben», einer

aproc. Losung von Nucleohiston eingespritzt. Nach kurzer

Zeit nacli der Injection, also etwa 1 Minute, hort die regel-

massige Athmung auf und es werden schnell aus der Carotis
etwa 100 eben». Hint gelassen. Das Thier verendet bald.

Hei der Section fand ich ausgedehnte Thrombosen im ganzen
I'lordadersystem, in der Milzvene mul in denLimgengefésseu.
Das aus der Carotis gelassene Blut bleibt permanent .fllssig;
es wird centrifugirt und das Plasma auf seine Cerinnungs-
i1ahigkeit geprift. Es geiinnt nicht mit Fibrinferment, da-
gegen leicht mit Nuclein. Dieses Plasma wird verwendet;
um freies lliston in demselben nachzuweisen. Zn diesem
Zwecke werden ca. 100 eben», mit dem Flachen Volumen
Alkohol geféllt. Der Alkohol wird ahfiltrirt und. zum al-
koholischen Filtrat das Ifache Volumen Aether gesetzt. Es
entsteht ein Niederschlag, welcher auf dem Filter gesammelt
und daraufhin gepruft alle Heactiouen des Histons ergibt.
L i'iich Il. Einem 1600gr. wiegenden, auf dem Operationsbrett immohili-

sirten Kaninchen wird in die Ingularis eine neutrale Xucieo-
histonlosung eingespritzt. Die Menge * des .eingespritzten
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Nueleolustons kann ich leider hei diesem Versuch, n,,.f

angeben. Dax Thier bekommt wahrend der Ini.iti
Zuckungen; infolgedessen wird die Einspritzung unterbr.irl”

und aus der Carotis schnell Blut gelassen. Das Blut Ui,,.*
in Tropfen aus und das Thier verendet. Die 5 ehern ||Vt

die aufgefangen werden konnten, bleiben permanent 1l,mV
Hel der Section findet man zahlreiche und ausged,|,»v

| hrombosen.

Aus diesem Versuche geht also hervor, dass das Xm ko-
I"'ston ms kreisende Blut eingespritzt in Nudeln und !li,t,,n
zerfallt. Wie wir aber aus meinen vorhergegangenen Versuchen
«issen, spaltet das NicleTn das Fibrinogen dos Blulpla-mis
m I'lirombosin und die wasserlosliche eiweissartige Substanz,
Das freigewordene Thromhosin begegnet Kalksalzen im Blub
plasma und vereinigt sich mit diesen zu Fibrin. So entstehen
die Thrombosen. Der Rest des Blutes wird durch die
zweite Coin ponente, das Histon, flussig erhalten.

Wenn dieser Schluss richtig ist, dann mussen die beiden
Components des Xucleohistons, jede fir sich ins circuliivmk
Blut eingespritzt, zwei entgegengesetzte Erscheinungen hervor-
rufen : das Nuclei'll misste Thrombosen herbeifiihren, das
Histon dagegen das Blut in den Zustand permanenter Flissig-

keit versetzen. Folgende Versuche moégen den Beweis liefern,
dass diese Annahme durch das Experiment bestfitigt ist.

Einwirkung des Leukonucleins auf das kreisend,

Blut.

N ci snch. hinein unaesthetisch gemachten und iinmobiKsirten Hnml,
von S Kilo Korpergewicht wird auf einer Seite die Jiignlark
auf der anderen die Carotis freigelegt und in beide GHiUs.:
werden mit Ciunmischlauchen verseheneCandlen eingebunden.
Vor der Injection wird eine Kkleine Brt.be Blut entnommen.
h> gerinnt nach 5 Minuten. In die Jugularis wird nun
mittels einer Spritze vorsichtig eine oproc. neutrale .henk’,
nucleinlésimg — zu diesem Versuche wurde ein Leukunm Hn
verwendet, welches durch Salzsdurehehandlung des Nmin,
llistons erhalten wurde — eingespritzt. Nach Einsprii/un;
von etwa m chbciiii der Leiikonuclelnldsung hort dit* r.
nia»ige Athmung des fliieres auf und nach einigen Zuckivnggu
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ist das Thier verendet. Es gelingt noch, vor »lern Tode des
Thieres eine kleine Menge Blutes aus der Carotis zu erhalten.
Das Blut gerinnt nach 50 Socunden. Bei der
Section finde icli das Gebiet der vena portae
und der vena lienalis throinbosirf.

Dieser VVersuch, der aus einer ahnlichen Reihe
von drei Versuchen mit demselben Resultat excer-
hirt ist, zeigt also mit voller Bestimmtheit, dass
es die Xucletncomponente des Nucleohistons ist,
welche auch intravascular dem Blute die erhdhte
Gerinnungstendenz verleiht und so plotzliche
Thrombosen her vor ruft.

Einwirkung des Histons auf das kreisende Blut.

Ich habe Histon 26 Hunden und 3 Kaninchen in das
kreisende Blut eingespritzt. Hierbei stellte es sich heraus, dass,
wenn man eine wasserige, neutrale Histonlésung in das cir-
(ulirende Blut einfiihrt, das aus der Ader gelassene Blut per-
manent flissig bleibt. Bei Ausflhrung dieser Versuche muss
inan jedoch einige Vorsichtsmassregeln einhalten, von denen
das Gelingen abhéngig ist: 1. die Histonlésung muss neutral
réagirai, sonst todtet die saure Reaction das Thier wéahrend
»ler Einspritzung; 2. der Aderlass muss sofort nach been-
digter Injection gemacht werden; 3. zum FlUssigerhalten des
Blutes ist eine Histonmenge néthig, welche 0,3 gr. trockenes
Hkton(chlorhydrat) auf* 1000 gr. Korpergewicht des Thieres
entspricht.

Als Beispiele fihre ich folgende Versuche an:

V**rsiich 1. Einem Hunde von 2350t) gr. Korpergewicht, der durch eine
tHinul.)  subcutane Injection von 5 ebem. einer 2proc. Morphinchlor-
hydratlosung anaestlietisch gemacht worden ist, wird auf

der einen Seite die Vena jugularis, auf der anderen die

Carotis freigelegt und in Beiden werden, in der bekannten

Weise mit Gummischlauchen versehene Candleii eingebunden.

Nachher werden in die Jugularis dem Herzen zu X gr. Hjstou-
chlorhydrat aus Thymuslymphocyten in SO ehern. «lest. Wasser

geloést und mit NaaCO0., genau neutralisirt, injicirt. Die In-

jection dauert eine Minute. In demselben Momente, wo der

Stempel der Spritze die Ausgangsoffnung erreicht; w,ird die



an «*r Darotis sitzende Klemme jrenfTnet und das Hlu< ;r}
(Tidan”eii.  Das | hier stirbt durch Verblutung ganz m| .
und ohne Krampfe. Das gelassene Blut bleibt
zur beginnenden Faulnis* permanent flr,. j.
Hoi der mikroskopischen Untersuchung des Histonblnbs
trill die merkwuirdige Erscheinung zu Tage, dass die Lenko-

cyten noch 24 Stunden nach dem Aderlass wohl erhallen
sind und hei Zimmertemperatur lebhafte amdboide Ih u.»

gungen ausfihren, dass ferner die Plattchen besser erhall,,
>ind ids durch irgend ein anderes Conservirungsmiltel. si,
sind rund, vollkommen homogen und nicht im Mindesten
klebrig. Ich halte mich mit der Untersuchung der Plattchen
lange Zeit beschaftigt und kann meinen Erfahrungen zuf.il-,
wohl behaupten, dass man solche Plattchen blos im kreisen,

Blute sehen kann. Die rothen Blutkdrperchen sind ebenfalls

gut erhallen. Wenn man in Betracht zieht, dass in allen anderen

Blutarten und Plasmaarten — wie die Dorpater Schule [e>i-
gestellt hat — die Leukocyten sehr schnell und hochgraili-
zertaHen, - ich weise hier auf die Untersuchungen Von

Sch midi’), Heyl, Birk, Hoffmann, von Sams.,n-
Ilinimelstjerna hin, welche gezeigt haben, dass im ab-
gekuhlten Plerdeblute, im Magnesium sulfathtiiic
(in 24 St. um 8/9.), im Peptonblute ein hochgradi-er
Zerfall weisser Blutkoérperchen stattfindet — ferner wenn man
in Betracht zieht, dass in allen anderen Blutarten die Bin!-
Plattchen schon nach kurzester Zeit klebrig werden und
sich sternformig defiguriren und schliesslich auch zerfallen
und wenn man dem entgegenstelit, dass im Histonbliil alle
Leukocyten ausserhalb des Organisnius im Bechergtase
24—1G Stunden nicht nur nicht zerfallen, sondern noch leben
und die Blutplattchen eben so lange ihre — nur im ciren-
lirenden Blute an ihnen sicher beobachtete — Form behallen.
dann muss man behaupten, dass das Histonblut das
einzige kunstlich erhaltene Aderlassblut ist. uel-
ches in allen Einzeit hei ten das Bild des normalen,
lebenden Blutes liefert.

) t’tifi-ei ’s Archiv, Btl. IX, XI.



Das Histonblut zeigt die Eigenschaft, dass sieh die rothen
Pilutkorperelien ausserordentlich schnell absetzen. Schon wah-
tvinl des Ausfliessens des Blutes aus der Carotis bemerkt
man, dass sich die rothen Blutkdrperchen abzusetzen beginnen;
Centrifugirt man Histonblut, so kommt man zu einem unge-
farbten, ungerinnbaren Histonplasma. Auf der Saule der rothen
Blutkérperchen bemerkt man in der Centrifugenréhre eine
diurne weisse Scheibe, auf welcher dann die Plasinasaule ruht.
Nachdem das Plasma vorsichtig abgehebert worden ist, kann
man mit einer Platinoese die ganze weisse Scheibe aus-denx»
Gentrifugirgeféass herausziehen. Untersucht, man sie mikro-
skopisch, so stellt sich heraus, dass diese Scheibe nur ans
'verfilzten Leukoeyten besteht. Erwarmt man sie auf 37°, so
[(+Hallt der Pilz und alle diese Blutkérperchen beginnen sich
nach allen Richtungen hin zu bewegen.

Da sich auf diese Weise die erste Mdglichkeit ergab, in
den Besitz von wagbaren Mengen von unveranderten Blut-»
Mikocyten zu gelangen, habe ich mir die Gelegenheit nicht
entgehen lassen, die Hauptergebnisse meiner an Lymphocytmi
vier Lymph- und Thymusdrise angestellten chemischen Unter-
suchungen wenigstens qualitativ nachzuprifen.

Ich sammelte mir in der angegebenen Weise die Lé&iiko-
ryten aus vier Histonversuchen unter Alkohol aufbewahrt.
Das Gewicht der feuchten Leukoeyten aus diesen vier Hunde-
versuchen betrug 8,35 gr. Die Menge des Alkohols, in welchem
sic aufbewahrt waren, betrug 150 ebem. Nach etwa drei-
wochentlichem Stehen wurde der Alkohol abgegossen und
erneuert. Nach weiteren zwei Wochen goss ich den Alkohol
wieder ab und ersetzte ihn durch Aether, welcher nach 24 Stunden

abgegossen wurde. Die Leukoeyten wurden nun im Vacuum
uber HsSO4 getrocknet.

Die vereinten alkoholischen und &therischen Auszlge
wurden bei etwa 70° ausgedunstet und im Rickstand konnte

ich nach den Ublichen Methoden Cholesterin und L.eci-
thin nachweisen.

Die getrockneten Leukoeyten, deren Gewicht 2.5 gr.
< trug, wurden nun mit 50 ebem. Wasser fein verrieben und
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*4 Stunden stehen gelassen, nachher das wasserige Ext, ci
filinrt. In liltrat erhielt ich mit Essigsaure eine flockige Faillit,-,
welche sich mit dem Xucleohiston leicht identifleiren li.JT
Ihc Substanz zeigte alle Loslichkeitsverhultnisse des Xu*W
hislons, gab mit Soda und Salpeter geschmolzen P-Reacliol
und zerfiel bei Behandlung mit 0,S°/0 Il ClI in Xnclein
lliston, welches sich durch die Ammoniakfallung und Lim. I-
o action leicht als solches erkennen Hess.

Wem. dieser Versuch aus Rucksicht auf die geringe JFicV
ler in Prifung gekommenen Leukocylen keinen Anspruch
slen Namen einer Analyse der Blutleukocyten machen kann
hat er doch gelehrt, dass auch der Zellkern der Blutleukocyl. ,
ebenso wie derjenige der Lymphocyten aus Xucleohiston besieht’

eine lur die Blutgerinnungslehre nicht unwichtige Thalsache;

Ich kehre zum Histonplasma zuriick. Dasselbe bietel in
seinem \ erhalten gegen Gerinnungserreger merkwirdige Eigen-
schaften. Es ist weder durch Verdinnen mit Wasser, nocliCu
noch Essigsdure noch Fihrinferrnent zur Gerinnung zu bringen’
Nur Nuclei'll aus den Leukocyten oder einer anderen

Quelle ruft unweigerlich Fibringerinnung in den,
Instoh plasma hervoi;. Folgende Versuchsreihe diene ah

Ilustration :

HI {0 «<km. Histonplasma werden mit 17,5 ehern, dost. Wasser vpr.Juiii,!
IMS lie,,,,sei, tribt siel, stark. Bald nachher entsteht ein florkU

"* verdunnter Essigsaure loslicher .Niederseilag. Das liemi- é
hieiht flilssig.

b) In 10 eben,. Histonplasma wird eine Stunde lang Kohlensdure
gehitet. frotzdem bl ei ht das Plasma permanent flUs-i,.

rl 10<1,, ,n- Histonplasma werden mit "5 X.-Essigsaure genau ,.enlrali-ir.
Auel, diese Portion zeigt absolut keine tierimir,,,im-
tendenz.
* 150l,cln; Histonplasma werden mit 15 ebem. Bittersalzplasma >
setzt. Keine Gerinnung.
“° ehern. Histonplasma mit 10 ehern. Prritonealfflssigkeit ‘om,
Werde, Keine Gerinnung.

<) 1. 10 ehern. Histonplasma werden mit 20 ebem. einer — wi.-
zeigt — auf Fihriilogenlosungen und Salzplasma ausserord. i ), |.
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wirksamen, nach Schmidt bereiteten Fibrinfermcntlésnng ver-
setzt. Das Gemisch gerinnt absolut nicht.

v, Omtrollprobe: 10 ehern, derselben Fibrinfermentlésung mit léchern.
rt;in*r Fibrinogenlésung. Gerinnung nach 20 Minuten.

I 10 ehern. Histonplasma werden mit 10 ebem. einer neutralen Leuko-
nucleinlésung aus Thymus-Leukocytcn versetzt. Nach 5 Minuten

gerinnt das Gemisch zu einem festen Kuchen, so dass
man das Glas umkehren kann, ohne dass etwas herauslliesst.

Es braucht kaum wohl bemerkt zu werden, dass Histon-
plasma sielt von dem von Schmidt-Muhlheim und Fano
beschriebenen Peptonplasma vollkommen unterscheidet. Es
konnte auf den ersten Blick scheinen, dass, nachdem das
Histon trotz seiner Goagulirbarkeit in der Warme in alkalischer
Losung manche den Albumosen zukommende Eigenschaften,
also z. B. Biuretreaction in der Kalte, zeigt, die Einwirkung
dos Ilistons auf das kreisende Blut mit derjenigen der Peptone

identisch ist. Dass dem nicht so ist, erhellt aus folgenden
Tliatsachen: ’ *

1. Das Histon erhalt im Gegensatze zu dem pepton auch
ausserhalb der Gefasse zum Aderlassblut zugesetzt das-
selbe im permanent fllissigen Zustande.

2. Das Histon macht auch in’s kreisende Blut des
Kaninchens gespritzt das Blut ungerinnbar, wahrend
es nach den Beobachtungen genannter Forscher das
Pepton nicht macht.

Letzteres mOge folgender Versuch stitzen

Einem Kaninchen von 2000 gr. Kdrpergewicht werden ,0.0 gi\
Histonchlorhydrat aus Kalbsthymus in G cbCm. Wasser gelost

Das gleich nach der Einspritzung aus der Carotis gelassene
Blut bleibt tidssig und ist nur durch XucleTn zum'Genauen
zu bringen. *

\

0. Das. Histonplasma ist weder durch Kohlensdure noch
durch Neutralisation mit Essigsidure, noch durch Ver-
diinnen mit Wasser, noch durch Filtriren durch eine
Thonzelle zur Gerinnung zu bringen, wahrend genannte

Mittel im Peptonplasma Gerinnung erzeugen.
Zeitschrift fur physiologische Chemie. XX. 10
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4. Im Peplonblutc gehen die Leukocyten durch
schnell zu Grunde, wie aus den Untersuchungen v",
Samson-llimnielstjerna hervorgeht — im Hi
lonhlule dagegen bleiben die Leukocyten ausserl«*
des Thierhorpers tagelang am Lohen.

Wir kommen jetzt zu der wichtigen Frage, worauf d-,,
die germnungshemmende Einwirkung des Histons auf das int,-,,,
und exlravasculare Blut beruht? Nachdem das Histon einer* .
eine Substanz von ausgesprochenen basischen Eigenschaften M
und andererseits, wie ich friher gezeigt habe, mit alkalisei,
Lrden Verbindungen eingeht, so waren gleich in erster Linie
zwei Moglichkeiten zu discutiren: Entweder bindet das llisi,,,,
das zur Abspaltung des Thrombosins vom Fibrinogen not;,,
wendige Nuclein, oder es reisst das zur Ausfullung des Filmt -

oder Throinbosinkalks nothwendige Kalksalz an sich. Aml,
die Mdoglichkeit ware zu erwagen, dass, nachdem das [

die Leukocyten in wohl erhaltenem und lebendem Zustand
erhalt und so ihren Zerfall verhindert, ein Austritt der zur
Thrombosinbildung nothwendigen Nucleinsubstaiizen aus
Leukocyten nicht stattfindet.

Die zweite Mdglichkeit l8sst sich sehr leicht aussehalien
indem man sich sehr leicht davon berzeugen kann, dass
llistonplasma mit Kalksalzen nicht gerinnt. Ich habe Ilistoi,-
plasina mit mannigfaltig variirten Mengen von Calciumchlon.1
versetzt und habe, wenn das llistonplasma fur sich absolut
ungerinnbar, was von oben angegebenen Versuchsbedinguiigr u
abhangt, dadurch nie eine Gerinnung hervorrufeu
kOdnnen.

Es bleiben also nur die anderen zwei Madglichkeiten.
Nac hdem, wie oben gezeigt wurde, dass mit anderen Stoflrii
ungeiinnbare llistonplasma mit Nuclein unweigerlich Gerinnung
gibt, so muss ich mich fur eine dieser beiden Madglichkeit. n
entscheiden.

Welche von beiden es ist, d. ft. ob das Histon den Austritt
der Nucleinstoffe aus den Leukocyten verhindert, oder ob
geléste Nuclemkdrper an sich reisst, diese Frage habe ich nicht
experimentell zu entscheiden gesucht, weil beide Eventu;i-
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liiaton auf Eines herauskominen, d. h. die Lahmung

oder Verhinderung der Einwirkung der Nuelein-
,loffo auf das Fibrinogen.

Folgender Versuch, am Histonplasnia angestellt, sei —
»tines merkwirdigen Resultates halber — angefuhrt. Wenn
man einem Hunde Histon injicirt, so gelingt es'manchmal, ein
Plasma zu bekommen, welches weder mit dem gleichen Volumen
kalt gesattigter Kochsalzlésung, noch mit Essigsaure einen deut-
lichen Niederschlag gibt, — und zwar ist es gewohnlich Plasma
tines solchen Histonblutes, in welchem die Leukocyten und die

Plattchen am besten erhalten sind und die erstoren am langsten
amoeboide Bewegungen ausfuhren. Um die Sachlage aufzu-
klaren, stellte ich folgendes Experiment an :

Vyisurh. Einem Hunde von 25,000 gr. Korpergewicht werden 7.5gr,
Histon in ganz neutraler wasseriger 10proc. Lésung in die
Jugularis eingespritzt und in demselben Moment, wo der
Stempel der Spritze auf den Boden stdsst, eine Portion Blutes
aufgefangen. Nachher wird die Klemme au der Carotis ge-
schlossen, 15 Minuten gewartet und wieder Blut aufgefangen,
die Klemme wieder geschlossen, wieder 15 Minuten gewartet,
Blut gelassen und so fort 4 oder 5 Mal hintereinander.
Nachdem nun alle Blutportionen centrifugirt wurden, erhalt
man mehrere Plasmaportionen, welche sich sowohl in ihrer
Gerinnungstendenz als in ihrem Verhalten Beagentieu gegen-
Uber wesentlich von einander unterscheiden. Die erste,
zweite und manchmal auch dritte Portion gerinnen Uber-
liaupt nicht, die vierte nach Ablauf von 12- 24 Stunden,
die finfte schon nach 3—4—5 Stunden. Untersucht man
nun die erste Portion, so findet man, dass sie weder mit
gesattigter Kochsalzlésung, noch mit Essigséure einen deut-
lichen Niederschlag gibt, die zweite gibt mit Kochsalz eine
ziemlich geringe Trfibung, welche sich erst nach stunden-
langen! Stehen zu Fléckchen zusammenhallt, die dritte gibt
schon einen starkeren Niederschlag, die vierte einen der
Menge, Aussehen und Loslichkeit nach normalen Fibrinogen-
niederschlag, die finfte dagegen gibt mit dem gleichen Vo-
lumen einer gesattigten Kochsalzldsung eine gleichrnéssige
Gallerte, die sich in ganz verdinnter Salzsaure nur theil-
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wme lost und sehr an denjenigen Korper erinnert, welrh,,
Ham mars ten als l6sliches Fibrin bezeichnet. L'ntei |

man die funf Blutportionen reihenweise mikroskopisch, i,
man sich von jeder mehrere Praparate anfertigt, so Uu.i.

man, dass in der ersten alle Leukoeyteu, auf welche

im Gesichtsfelde stosst, vollstdndig gut erhalten sind und
lebhafte amoboide Bewegungen ausffihren. Die Blutplatfclj”,,
sind ebenfalls durchweg in ihrer urspringlichen Form u,ld
erhalten: rund, homogen und nicht Kklebrig. In der zweit.
Blutportion findet man die Zahl der Leukocyte,, ,mi ,,
Geringes vermindert und man sieht vereinzelte Lenke, vt,f
im Zerfall begriffen. In der dritten und vierten Blut,,,,Hin,
st d.e Zahl schon um ein Bedeutendes verringert, ehe,,,.,
und noch bedeutender in der fiinften Blutportion. Hin-
vergleichende Zahlung — deren Einzelheiten hier anziifulnvu
«eh unterlasse — ergab, dass die Zahl der Leukocyte», in
der ersten, zweiten, dritten und viert  Portion sich Verhol-
wV 10:tv:5:4:a5. Es fand also der Fihrinogenmeh”

Zunahme entsprechend ein Schwund um etwa 00  «b
farblosen Elemente des Blutes statt.

Die Deutung dieses Versuches ist nicht leicht. Auf den
eisten Blick hin kénnte man annehmen, dass das Fibrinogen'
ais ein im Plasma geloster Stoff im kreisenden Blute rosi.Jt«
Ihstonblute in merklichen Mengen nicht vorhanden ist — eine
Anschauung, welcher sich, von ganz anderen Gesichtspunkten
ausgehend, Al. Schmidt in seiner letzten Publication zundgl.
Es konnte aber auch sein, dass das Histon die Reactionen des
Fibrinogens beeinflusst. Ich will die Entscheidung dieser Fra-e
vorlaufig noch offen lassen und hoffe, ein ander Mal darauf

zurickkommen zu konnen.

Zum Schluss will ich noch einen sehr instructive!! Ver-
Midi anfuhren, welcher es gestattet, in sehr (berzeugender
Weise au einem Versuchsthier die sich entgegengesetzte
Wirkung der beiden Spaltungsproducte des Nucleohistons —
des Nucleins und Histons — zu demonstriren.

VersUeh. Ein 0700 gr. wiegender Hund wird durch eine suhcutui !
Morphininjection anaesthetiscli gemacht und immobilisai.
Linkerseits wird die Vena Jugularis, rechterseits die \
Jugulai'is und Arteria carot:s freigelegt. In alle drei Grié-e
weiden nach der Ublichen Methode Cantlen, welche mit
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Gummischlauchen versehen'“sind, eingebunden. Der Schlauch
der rechten Jugularis ist mit einer mit einer 5proc. XucleliH

I6sung. derjenige der linken Jugularis mH einer mit IOproc.
neutraler Histonlosung geflllten Spritze in Verbindung.
11 Uhr 15 Min. Es wird normales Blut entnommen. Ge-
rinnung nach 5 Minuten.

11 Uhr 20 Minuten werden iu die linke Jugularis 15 ehern,
der neutralen Histonlosung gespritzt und sofort nach der

Einspritzung wird aus der Carotis eine Blutprobe entnommen.
Das Blut bleibt permanent flussig.

Beinahe zu gleicher Zeit mit der Blutentnahme werden
in die rechte Jugularis 25 ebem. der 5prot\ Nucleinlftsung
eingespritzt. Eine Minute nach der Injection wird Blut ent-
nommen. Gerinnu ng nach 12 Minuten.

Es werden wieder 15 ebem. der Histonlosung eingespritzt

und Blut gelassen. Das Blut hat keine Gerinn 6ligs-
tendenz.

Bald nach der Blutentnahme verendet das Thier.

Dieser Versuch zeigt an einem und demselben Versuehs-
thier in sehr C(berzeugender Weise, dass die doppelsinnige
Einwirkung der Leukocyten und ihres Hauptbestandteiles des
Xucleohistons auf das kreisende Blut darauf beruht, dass die
beiden Spaltungscomponenten dieser Substanz, eine sich-ent-
gegengesetzte Einwirkung auf die Gerinnungstendenz des Blutes
ausuben. — An diesem Versuche sehen wir, dass das ein-
gespritzte Histon das Blut vollstandig ungerinnbar macht, das
aber dem Blute seine Gerinnungsfahigkeit durch eine Ein-
spritzung von Nuclein wieder gegeben werden kann. Die Ge-
rinnungsfahigkeit des Blutes kann durch eine nachtragliche
Histoneinspritzung wieder aufgehoben werden u. s. w.

Bevor ich nun meine chemische Theorie tier Blutgerinnung
aus den bisher beschriebenen Resultaten aufbaue, will ich, um
in der Theorie aAch die Herkunft der am Gerinnungsprocesse
betheiligten Substanzen préacise bertcksichtigen zu koénnen,
uber einige mikroskopische Versuche, die ich vor langerer Zeit
angestellt habe, referiren.



Mikrophysiologische Beobachtungen uber die Betheilieun,
des Zellkerns der Leukocyten an der Blutgerinnung. ?

Die vorausgegangenen Untersuchungen haben mit 1.
denkbar grossten Sicherheit die Bettieiligung des Zellkerns |
Leukocyten an der Blutgerinnung bewiesen und die von mir
gelieferten exacten chemischen Beweise machen eigentlich ]
bei weitem unsicherere und in der Deutung dieser Result t"
viel labilere Methode der mikroskopischen Untersuchung
Llutgerinnungserscheinungcn vollstandig entbehrlich. Die Th !

«iche, dass die Einwirkung der Nucleinsubstanzen auf ,|V
fibrinogen auf ihrem Gehall an Nucleinsduro, also dem Zeih

kernstoll par excellence berutit, hat die von mir vor ehe,
drei Jahren publicise Vernmthung, dass sich der Zellkern d..,
Leukocyten activ an der Fibrinbildung betheilige, in das H.-i.|,
der exacten Thatsachen erhoben. Wenn ich also in Folgenden,
uber meine diesbeziiglichen mikroskopischen Untersuchun-cn
berichte, so geschieht dies, weil diese Versuche zum gros",,
Tho.l als Orientirungsversuche, noch bevor ich die Rolle des
ncleohistons festgestdlt habe, ausgefihrt worden sind und
weil sie immerhin als Erhartung der chemischen Beweise nicht
allen Interesses entbehren.
Eine Reihe von Praparaten wurde von mir in folgender
eise angeferligt. Ich liess einen mit einem Deckglasclioii
aufgefangenen Blutstropfen durch verschiedene Zeitraume aut
einem Objecttrager gerinnen, wobei der Verdunstung durch
einen Wachsring vorgebeugt war. Nachher wusch ich dus
nunmehr entstandene Ranvier’sche Fibrinnetz mit einem
Wasserstrahl von den roll,en Blutkérperchen vollstandig frei,
ixirle es langere Zeit mit Herrmann’schcr Losung oder/
stniumsaure, tingirte, wusch den uberschtssigen Farbstoff mit
W asser aus, trocknete das Préaparat an der Luft und schloss
in Canada-Xylol ein. Als Farbstoffe benttzte ich : die Grie s-
bach'sehe Doppelfarbung mit Rhodamin und Methylgrin oder
die Flemming’'sehe Farbung mit Saffranin in Gentianavioldt
und nachheriger Extraction von Gentiana in Orange. Bei An-
wendung der ersten Farbungsmethode erscheinen die 'Zellkerne
der Leukocyten und die Nucleinplattchen intensiv grin oder
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Man, lias Cytoplasma und das Fibriunetz dagegen rotli resp.
vioMti'otli. Die auf diese Weise erhaltenen Bilder ergeben
in erster Linie, dass sich die Fibrinfliiden ausser, wie bekannt,
an den Plattchen, an den Zellkernen der Leukocyten
fes'l setzen. Man kann deutlich beobachten, wie die Fibrin-
ladin durch das Cytoplasma an den Kern heranreichen. Der
Einwand, den ich mir zu Anfang selbst machte, dass namlich
ilie Faden Uber den Kernen hinwegziehen, lasst sich leicht
durcli eine genaue Durchmusterung der Préparate stirzen.
Die Fibrinfaden werden im Gegensatze zu den griinen oder
[»lauen Kernen violettroth gefarbt; es mdisste also bei der
verhdltnissrnassig grossen Dunnheit der Praparate wenigstens
einmal ein Faden als rother Strich oder Linie im Zellkern
selbst sichtbar sein. Diese Erscheinung habe ich aber nie —
und ich habe Uber 100 Praparate angefertigt und. genau
untersucht - beobachten koénnen. Andererseits sieht man
beinahe immer die Fibrinfaden sich an einer Seite des Zell-
kerns ansetzen, Dirne dass sie, vermittelst einer geraden
Linie bis auf die andere Seite, verfolgbar waren. Sie setzen
sich auf der anderen Seite derart an, dass keine Beziehung
zwischen beiden Seiten aufzufinden ist und bei der ziemlich
drallen Spannung der Fibrinfaden mdussten sie, falls sie Gber

den Zellkern hinwegziehen sollten, sich in irgend einer, geraden
Linie verfolgen lassen.

Noch belehrender als die Centralisation der Fibrinfaden
in dem Zellkern ist die Thatsache, dass gleich im Anfang der
Gerinnung die Zellkerne der Leukocyten in der Kegel .eine
wandstandige Lagerung einnehmen. Dieser Befund
gewinnt an Bedeutung bei Heranziehung der bekannten bio-
logischen Thatsache, nach welcher Zellkerne, zur Zeit wo sie
an die Zellwand oder nach aussen Stoffe abgeben, aus der
Mitte der Zelle, nach der Wand hinwanden.

Wahrend der Gerinnung tritt auch folgende merkwtrdige
Fischeinung zu Tage: Sehr viele von den mit den Fibrin-

laden verknupften Kernen der Leukocyten treten vermittels
'lies von dem Cytoplasma gebildeten schlauchartigen Fort-

"i,zes aus dem Cytoplasma heraus. Ich habe diesen Vorgang



Kary os chise genannt. Man gewinnt den Eindruck, als «l,
die faserstoffladen die Kerne gewaltsam an die Wand und
aus dem Cytoplasma herausziehen, Im weiteren Verlaufe ,|J
Gerinnung zerfallt das Cytoplasma und man bekommt scbli,...
heb viele nackte Leukocytenkerne zu Gesicht. Die Karyoschi-.
erinnert lebhaft an die interessanten Beobachtungen Loewil >
weh lier im Krebsblute vor der Gerinnung einen Austritt von
Kugelchen und Koérnchen aus den Krebsblutzellen in 1.
Blutplasma sab. Loewil nennt diesen Vorgang Plasmostliw
weil er die Kigelchen als Zerfallsproducte oder Derivate ,lei
Zelbnleibs ansieht. Fasst man ins Auge, dass die Blutplattchen
wie ich vor langer Zeit bewiesen habe’), Nuclein enthalt,n
su lieterl der Befund, dass die Fibrinfadden einerseits an de,'
Leiikocytenkemen, andererseits an den Nucleinplattcben. ihr,.
liiMu tionsstellen linden, sowie die Thatsache der wandstandigen
-agerung der Kerne und die Karyoschise nicht uninteressant,
sinnfallige Bilder, wie sich der Zellkern der Leukocyten |,
der Gerinnung verhalt.

Herr Il. Griesbach®*) lut es unternommen, an den soeben
citirten Versuchen und Praparaten Kritik zu Uben. Er be-
hauptet, dass es wiinschenswertb gewesen ware, dass ici,
bevor ich meine Arbeiten publicirt habe, voilier seine Ver-
suche Uber die Plasmoeliise zu wiederholen héatte. Bis jetzt
kann ich noch nicht bedauern, dies nicht gethan zu haben,
umsomehr, da in den Versuchen von Herrn Griesbach wobt
schwerlich jemand irgend einen neuen Gesichtspunkt fir die
Klarung der Blutgerinnungsfrage finden wird. Dass eine
Plasmoschise stattfindet und dass dabei die contractile Zell-
substanz und deren Pseudopodien in erster Linie hochgradigen
" eidnderungen unterliegen, das will ich gar nicht bezweifeln, —
aber dass diese hochgradigen Veranderungen irgend etwas mit
der Blutgerinnung zu thun haben, das muss der Herr Grio-

*) Leon Lilienfeld: HamatolajrischeUut®suciiuii?en. Du Hin
*» ey in. Archiv, 1892.

J “>Uc !t Zur Frage nach der Blutgerinnung. (leiiit.-J
Mail flr die inedieinischen Wissenschaften, 1892. Seite 499.



llitch erst chemisch beweisen und das wird ihm wohl schwer-
lich gelingen. Eine Stlitze fir seine Kritik findet Herr Gries-
bach darin, dass sicli die Fibrinfaden ebenso tingiren wie die

'Irl'Ubstanz. Ich glaube, diese Schlussfolgerung widerlegt
ich von selbst.

Oder glaubt Herr Griesbach, dass sich das Nuclein
oder die Nucleinsuure blos deswegen, weil sie vom Fibrinogen
das Thrombosin abspaltet und so das Fundament fir die Ge-
rinnung liefert, ebenso wie das Fibrin farben wird? Wdurde
Herr Griesbach auch z. B. die Betheiligung der Schwefel-
siure an der Bildung von Aether, aus Alkohol blos deswegen
bezweifeln, weil die Schwefelsdure nicht so leicht fllchtig
bt, wie das Reactionsproduct der Aether? Uebrigens ist Herr
Griesbach selbst der Meinung, dass im Krebsblute durch
Plasmoschisej und Zerfall der amoéboiden Zellen kein Globulin,
Mindern eine «phosphorreiche nuclemfiihrende Substanz »-in
das Blutplasma gelangt. Er muss also erst beweisen, dass das
Cytoplasma der Krebsblutzellen phosphorreiche Nucleinsub-
stanzen enthélt, ehe er sie aus demselben heraustreten l&sst.

Die Thatsache, dass der Zellenleib wahrend der Blut-
gerinnung zu Grunde geht, wahrend der Kern intact zu bleiben
H-lieint, ist auch von L.oewitl) gegen meine Theorie ins
Feld gefihrt worden. Ich kann mich wohl auf die Entgegnung
beschrénken, welche seitens von A. Kossei, welcher meine
Theorie vertheidigt, Loewit zu Theil wurde. Kos sei*) sagt :

Ich kann diesen Einwand nicht anerkennen, denn es ist nicht
madglich, durch mikroskopische Beobachtungen zu entscheiden,
ob aus einem Kern, dessen Structur sichtbar bleibt, gewisse
|6sliche Bestandteile in das umgebende Plasma (bergehen
oder nicht. Das Verschwinden des Cytoplasmas scheint mir
<her fUr eine Betheiligung des Kerns als gegen dieselbe zu
sprechen. Denn erst nach dem Wegfall der Hulle, die dein

) Loewit, Studien zur Physiologie und Pathologie des Blutes
der Lymphe. Jena 189i. S. 100, 107.

1 A Kossel. Neuere Untersuchungen fiber die Blutgerinnung.
I'i*.ia*r klinische Wochenschrift 1x90, Nr. il. S. ¢ des Separat-Abzuges.



Lenkocytenkern von dom umgebenden Plasma trennt bl
Contact der Kernsubstanzen mit dem Blutplasma hergestolli
erst dann ist eine directe Einwirkung moglich».

leb babe die mikroskopische Untersuchung der Blutgerin-
mmg noch nach einer Methode verfolgt, welche schon von Ja'ru's!
lav Ulava'l im Jahre 1893 mit dem gleichen Erfolge bemfet
wurde. Ich habe blos die Farbungs- und Fmrungsmelhod,u
modifient Blut aus der Carotis wird in kleinen Glasschalen auf-
gelangeiumd mit feinen Faden geschlagen, und zwar durch |ii.
15, -*t, 25, 30 u. s. w. Sekunden. Die Faden werden in Herr-

mann scher Loésung oder Osmiumsaure fixirl, mit Ehrlicli-
lii ondi schein Triacidgemisch gefarbt und entweder in Was«*

oder Cauada-Xylol mikroskopisch untersucht. Diese Versuche
ergaben fast immer das gleiche Resultat. Nach 10-15 Sekunden
dauerndem Schlagen findet man am Faden gar keine Form-
elemente, nur manchmal 1 oder -1 gut erhaltene Leukocyten.
Nach 10—30 Sekunden sieht man, dass der Faden von eimi
leingekornten -Masse eingehdllt ist, in welcher ganz nackte
Leukocytenkerne liegen. Je mehr man sich vom Faden nach
mler Peripherie zu ndhert, umsomehr gut erhaltene Leukocyten
lindet man. Schlagt man das Blut 35 Sekunden, so sieht man,
dass die Leukocyten vollstandig zu einer granulirten Masse
und nackten Kernen zerfallen sind. Je langer man das Wut
schlagt, umsomehr nimmt die koérnige Masse zu, umsomehr
nimmt die Zahl der Kerne ab. Nach CO Sekunden, also einer
Minute, ist das Bild ganz frappant, indem die Mehrzahl ,ler
Kerne verschwunden ist. Die gekodrnte Masse hat sich stark
verdichtet und nach 05 Sekunden hat sich die granulirte Masse
in eine beinahe ganz homogene, hie und da kleine Kdrnchen
aufweisende verandert. Man kann also mit dieser Methode
den directeu Uebergang der Zellkerne der Leukocyten in
Fibrinsubstanz beobachten. Was dabei auch sofort aullalll,
ist der Umstand, auf welche auch schon H lava aulmerk-.im
macht, dass die Zellkerne mit dem Fortschreiten des ticrin-

> Hlava, pif» Beziehung der Blutplattchen Bizzozero’s zur Bm-
Kci innuiu; und Trombose. Ein Beitrag zur Histogenese des Fibrins. An ! A
I'ir fX]ieriiu* Mtcll* Bath'd, u. Bhaimakol., Bd. 17. S. SOi'ff.
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nuiigsprocesses ihre Tinctionsfahigkeit in erheblichem Maasse
verlieren. Nachdem es mir in meiner Arbeit Gber die Wahl-
verwandtschaft der Zellenelemente zu verschiedenen Farbstoffen
gelungen ist, zu zeigen, dass die Zellkerne ihr Farbungsvermogen
den in ihnen enthaltenen Nucleinsubstanzen verdanken, so isl i
diese Thatsache dahin zu deuten, dass der Verlust der Tinctiohs-
lahigkeit der Leukocytenkerne wéhrend der Gerinnung eine
Abgabe der Nucleoproteide an das umgebende Plasma bedeutet.

Zum Schluss dieses Kapitels muss ich, um ferneren
Polemik mit Herrn Griesbach und anderen vorzubeugen,
mich mit aller Entschiedenheit dagegen verwahren, dass ich
auf Grund der mikroskopischen Untersuchungen (»inen Schluss
auf die Betheiligung oder Nichtbetheiligung des Zellkerns
der Leukocyten an der Blutgerinnung ziehen will. Die
Resultate meiner chemischen Untersuchungen beweisen die
active Mitarbeiterschaft des Zellkerns an der Faserstoffbildung
derart sicher, dass daran gar keine mikroskopischen Unter-
suchungen ratteln kdnnen. Sie bedlrfen also gar keiner Unter-
stitzung durch mikroskopische Beobachtungen umsomehr, als
sich aus letzteren, insoferne sie nicht auf exacteil, mikro-
chemischen Methoden basiren, auf diesem Gebiete Resultate
ergeben, welche mehrfacher Deutung fahig sind.

Ueber die Plattchen und ihre Betheiligung am Gerinnungs-
process.

Bizzozerol), welchem das Verdienst zukommt, als der
Erste die Blutplattchen genau beschrieben Und im strdmenden
Blute der S&ugethiere gesehen zu haben, war auch der Erste,
welcher die Plattchen in, nahe Beziehung zur Fibringerinnung
und Thrombose brachte; allerdings mitdem grossen Fehler, dass
er zu gleicher Zeit die Betheiligung der Leukocyten an der Fibrin-
bildung vollstandig laugnet. « Die Hauptrolle bei der Blutgerin-
nung fallt den Blutplattchen und nicht den Leukocyten zu*)».

Die Thatsache, dass Bizzozero den Zusammenhangder
Easerstoffgerinnung mit einem massenhaften Zerfall der Letko-

') Bizzozero: Virchow’s Archiv, Bd. XI, S. %Xi.
) 1.¢c, s.m



cAten, also die Schmidt’sehe Theorie in Abrede stellt,
ihm mannigfache Gegner zu, unter denen Fano’) HevIC
Sfevogts), Feiertagd), Weigert)), HWVV) u. A. genau,T
sein maogen.

Einer sachlichen Kritik unterzog diese Streitfrage Ra,,.
scheribach ). Kir die Gerinnungsfrage ist es — nach
Rausch en buch — vollkommen gleichgiltig, ob die Plattchen
selbststandige Formelemente darstellen oder ob sie Leuko-
cytenabkonnnlinge sind. Die Hauptfrage ist, ob die Plattchen
Protoplasmalischt Gebilde sind. Bizzozero's Versuchen kann
Rauschenbach keine Beweiskraft zuerkennen — er he-

shvilet aber das coagulative Vermdgen der Blutplattchen vor-
laufig nicht, weil es sich immerhin heraussteilen kénnte dass

die Blutplattchen neben den Leukocyte.), denen Rauschen-

bach jedenfalls die Hauptrolle bei der Gerinnung vindi. irl
Trager von gerinnungserregenden Substanzen sind.

Eberth und Schimmelbuschg) sprechen den Plattchen

eine active Rolle bei der Faserstoflgerinnung ab; nach diesen
forschem scheidet sich das Fibrin aus dem Blutplasma in

form von krystallartigen Nadeln ab.

Von einer Einigung Uber die Beiheiligung der Plattchen
an der fibrinbildung ist demnach keine Rede.

In einer vor etwa 3 Jahren ausgefuihrten Untersuchung’)
habe ich den Beweis erbracht, dass die Plattchen neben

') Fano: Genfralld. f. <. med. Wiss. 188*2. S. 210.

) L. c.

i F*«l. Slevogt: Ueber die im Blute der Sdugethiere Vorkommen-
den Kornchen. Inaug.-Diss., Dorpat 1883.

4) F eiertag: Beobachtungen Uber die sog. Blutplattchen. Inani-
Diss., Dorpat 1NB83.

") Weigert: Die neueste* Arbeiten Uber die Blutgerinnung. F..rt-
schritte tier Medium. 1883.

*) L. e

7) L. c.

G.(I.hberthund G Scltiinmelbuseh: Die Thrombose nach

versuchen und Deichenbefunden. Stuttgart 1888.

) Leon Lilienfeld: Hamatologische Untersuchungen, Du Bo-iS
Archiv. 1802, S. 115tr.



Eiwt iss unzweifelhaft Nuclein enthalten. Es hat sich nédmlich
herausgestellt, dass die Plattchen bei ihrer Behandlung mit
Pepsin-Salzsaure zu Anfang sich in einen gekdrnten und einen
homogenen Antheil difl'erenziren: bei weiterer Einwirkung des
kinstlichen Magensaftes 10st sich der homogene! Antheil auf,
wahrend der gekdrnte ungel6st zurtickbleibt und sich sogar
nach instandiger Einwirkung von Pepsin-Salzsaure nicht aut-,
lost. Da nun dieser gekdrnte Antheil neben der Unléslichkeit
in klnstlichem Magensaft, noch alle anderen Reactionen von
Nuclei'nen — also Ldoslichkeit in verdinnten Alkalien, conc.
HCI, cone.HNO,, Quellbarkeit mit Kochsalzlésungen u. s. w. —
gab, habe ich den wohlberechtigten Schluss gezogen, dass der
gekornte Antheil der Plattchen aus Nuclejn, der homogene
aus Eiweiss bestehe.

In Gemeinschaft mit Herrn Dr. Monti’) habe ich eine
.Methode ausgearbeitet, vermittelst welcher man im Stande
i>t, in Geweben mikroskopisch Phosphor nachzuweisen. Wir
haben diese Methode auch auf die Blutplattchen angewendet,
wobei sich gezeigt hat — was ja schliesslich zu erwarten
war — dass die Blutplattchen Phosphor enthalten®).

") Diese Zeitschrift, Bd. 17, S. 110.

2) Trotz alledem vertheidigt. Loewit (Studien zur Physiologi*- und
Pathol, des Blutes und der Lymphe) seine Anschauung, welcher, zufolgt»
d»* Plattchen aus Globulin bestehen. Ich will midi mit Herrn Loewit
in keine Polemik einlassen, da solche in diesem Falle, wo es streng
chemisch bewiesen ist, dass die Plattchen Nuclein enthalten, gegenstands-
los ist. Ich will blos Folgendes kurz bemerken :

1. Ich habe Loewit — wie derselbe behauptet — nicht falsch
citirt. Ich hatte gar nicht die von Loewit gemeinte Stelle
im Sinne, sondern diejenige aut S. 85 seiner Abhandlung

Ich habe auch Plattchen in dem nach Loewit als einzig in
dieser Frage anwendbarem « fennentfreiem» Peptonblute, Salz*

+

blute und Histonblute untersucht und habe gefunden, dass sie .

darin ebenso wie in Aderlassblut alle mikrochemische Nuclem-
reactionen gehen. : ‘

>, Glohulinreactionen, welche auf Loslicbkeitsverhaltnissen .beruhen,
sagen flr Substanzen, welche im Blute befindlich sind, nichts
aus, da auch phosphorreiche Nucleoproteide (von *4.5°J ins
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Ich kehre jetzt zu der Frage nach der Beziehung der

llattchen zur faserstoffbildung zuriick. Diese Frace [Vt
sieh, wie ich glaube, nach allem bis jetzt Gesagten hreini”™,

orten entscheiden. Nachdem es einerseits von mir bewiese#
ist, dass die Nucleoproteide sich activ am Fibrinbihlufr-s
jirocesse betheiligen, indem sie aus Fibrinogen Thrombo'i,,
bild.-n, andererseits auch endgiltig bewiesen ist, dass die Blut-
lilatichen Nuclein enthalten, so hegt absolut kein Grumt vor
den Blutplattchen einen activen Antheil an der Faserstoff!
bildung abzusprechen. Selbstverstandlich ist die Ansicht von
Bizzozero, welcher zufolge die Blutplattchen die Hauptrolle
bei der Blutgerinnung spielen, nicht aufrecht zu erhallen.
Die Hauptrolle kommt unbedingt den Leukocyten zu. weit

sie in quantitativer Beziehung ihrem Nucleingehalte nach di*
Hliitplattclien. jedenfalls iibertrcfien.

Noch einmal die Fasorsta%erinnun”. Ich versuche in
tofeendvin an der Hand meiner Experimente ein einheitlich
Bild der exlravascularen Faserstoffgerinnung zu entwerten, und

mit Hille desselben die Widerspriiche in den Theorien anderer
Forscher zu erklaren. Das Blut fliessl aus der Ader und es erfolgt

ein Zerfallen der Leukocyten resp. eine Abgabe von Nueloin-
subslanzen an das umgebende Plasma. Die Niicleinsubstanzeii

Bim. ¢c l,ra. lil nach einigen Minuten alle <ilolmlineigeiisrlian.fi
annehmen.

I. b*r \ersuch Loewit's, welcher »las Gejfentheil meiner 1V-
traditungeii beweisen soll, in weichem Loewit einem mit

Mute,~extract behandelten Thier Nuclein ein”espritzt und k. itt
friheres \\ .edererschei.ien Mer Plattchen beobachtet, beruht auf

einer naiven Voraussetzung Sollte Herr Loewit wirkheb
ulauhen*. dass, wenn man einem Tliere ins kreisende Ml.ut
Hamoglobin mijicirt und keine Vermehrung der Zahl der mfli i,
niUtkldrzerehen stattfindet, dies ein Beweis ware, das> die rotl*n

IMntkorjierdien kein H&moglobin enthaltenV
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Ju-. ii sich in iieiu alkalisch n agirenden Plasma auf und- I»e-
-r.0tu hier dein gelOsten Fibrinogen. Es erfolgt'infolgedessen
(inr Spaltung des Fibrinogens in das Thrombosin und eine
wasserlosliche, die Biuretreaction in der Kalte gebende Eiweiss-
JiManz.

Jetzt ist der Fundamentalaet der Gerinnung fertig. Per
Sdilussact wird durch die im Plasma gel6sten Kalksalze herbel

geiiilirt, welche den Faserstoff als eine Thrombosinkalkver-
bindimg auslallen.

In erster Linie ware hier die Frage zu erwagen, warum
dis Ii wahrend des Lebens des Thieres. wo doch auch weisse
hitilkorperehen im Blute zu Grunde gehen mussen und auf
diese Weise Nucleoproteide in das Blut gelangen,, keine
Thrombosen in normalem Zustande entstehen? Diese Frage
>1 umsomehr plausibel, als, wie wir gesehen haben, Nucleo-
histon ins kreisende Blut eingespritzt, ausgedehnte Throm-
Iwhfii bildet, indem es das Blut in Nuclein und Piston
spaltet. Leider wissen wir Uber die Art des Zugrund»-
pliens der weissen Blutkdrperchen im lebenden thierischen
Organismus viel zu wenig, um eine spruchreife Antwort auf
Obige Frage zu ertheilen. Es konnte ja auch sein, dass die
Lukécyten wenigstens zum grossen Theile nicht im Blut,
seinlern im Parenchym der Organe zu Grunde gehen;'dann
konnten- allerdings die in ihnen enthaltenen Nucleoproteide
ii'lit ins Blut gelangen und demgemass auch keine Throm-
bu>i‘ii herbeifihren. Aber aucli im zweiten Falle, d. h. wenn
i Leukocyten im Blute selbst zu Grunde gehen sollten, so
kann man sich wohl denken, und das ist das Wahrschein-
lichste, dass sie successive in ganz kleinen Mengen zerfallen,
nicht aber massenhaft, wie wahrend der Faserstofigerinnung.
Ihese Annahme wird gestitzt durch die Thatskche, dass, wie
Mi» heisohn in Zuntz’s Laboratorium und N. M. J»-

pli ns Jitta gezeigt haben, nach Injectionen von Substanzen,
vo Icli»>  die  weissen Blutkdrperchen zerstoren, in das Blut,
Tagende Erscheinungen zu Tage treten. Injicirt man wenig
«r die Leukocyten zerstorenden Stoffe in das Kreislaufsystem,
«lass ein zwar betrachtlicher aber nicht massenhafter’Zerfall
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Aukocyten sfattfindet, so entstehen keine Thrombo”
Injieirten aber die genannten Autoren so grosse Mengen ,u
(b*struirenrlt»n Substanzen, dass ein massenhafter Zerfall «ler
Leukocyten eintrat, dann entstanden intravasculare
innigen.  Nachdem anzunehmen ist, dass es im Leben untiy
normalen Zustdnden wohl nie zu massenhaftem Leukocyf.},.
zerfall kommt, so bietet sich keine Schwierigkeit mehr! -ii,
ge«.teilte. Frage als erledigt zu betrachten.

Die Streitfrage, welche zwischen Ham marsten m,,|
der Dorpater Schule schwebt, ob das'Serumglobulin sich an
der Faserstoffbildung betheiligt, und welche von Schini»!t
‘ler norli immer auf seinem Standpunkte geblieben ist. ij
meiner neuesten Arbeit wieder berUhrt wird, trotzdem' die
meisterhaften Untersuchungen Hammarsten’s beinahe das
letzte Wort in der Angelegenheit gesprochen haben, ist durch
meine Untersuchungen zu Gunsten Hammarsten’s Tliéorie
elidgiltig entschieden.

Der Widerspruch, welcher durch die Wooldridge sch,
Auflassung in die Blutgerinnungslehre hereingetragen wiirde,
hisst sich an der Hand meiner experimentalen Thatsaelien
dmch einige Worte klaren. Wooldridge, welcher die k-
theiligung der Leukocyten an dem Blutgerinnungspro« esse
ableugnet, geht von der ganz falschen Voraussetzung aus* dass
die Stoffe aus den wasserigen Driisen - Extracten, mit denen
*r gearbeitet hat, also die Gewebsfibrinogene Bestandtheiie
des Intercellularsaftes sind. Ich habe gezeigt, dass sie Be-
standtheile der Leukocyten sind und somit fallt die Voraus-
setzung von Wooldridge zusammen.

Die Theorie von Holzmann und Dogiel, welcher
zufolge die Gerinnung eine Oxydation des Fibrinogens sein
soll, kann keine Erklarung fir die Gerinnungserscheinungen
liefern, weil wie bekannt — die Gerinnung des Blutes
auch bei Abwesenheit des atmospharischen Sauerstofles statt*
lindet. Es kommt nun noch in Betracht die Erklarung der
Einwirkung der Kalksalzc durch andere Forscher, In neuerer
Zeit hat Pekelharing eine Theorie aufgestellt, welcher zu-!
leige die Einwirkung der Kalksalze auf die Blutgerinnung -0
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[ deuten ist, dass die Kalksalze sieh mit dem Zymogen des
Kibriilforinentes zum Fibrinlerment vereinigen. Das Zymogen
| - Fibrinfermentes soll ein Xucleoalbumin sein. Die Wirkung
Y« Fibrinfermentes, also der Xucleoalbuminkalkverbindiing,
dl darin bestehen, dass die Letztere Kalk auf das Fibrinogen
fiorillagt und auf diese Weise Fibrin bildet. Die Unter-
suchungen von Pekelharing haben, indem sie die Fibiin-
g.-rinnung mit Nucleoproteiden in Beziehung setzen, fur mich
hu Werth einer schénen Bestatigung meiner vor Pekel-
haring publicirten Experimente. Pekel haring gebuhrt
auch das grosse Verdienst, zuerst gezeigt zu haben, dass Nucleo-
alhumin allein keine fibrinerzeugenden Eigenschaften* besitzt
und nur bei Gegenwart von Kalksalzen Fibrin zu ' bilden
V'Tiilag. Leider hat. Pekel haring in der Deutung seiner
Versuche einen Fehlgriff gemacht, welcher aber bis zur Ent-
deckung des Thrombosins sehr erklarlich war. Wir sind «re-
zwangen, die Einwirkung der Kalksalze und der Nucleoprpteide
tzt anders zu deuten. Das Nucleoproteid spaltet vermoge
s ines sauren Charakters das Thrombosin von Fibrinogen
ab und. erst dann vollziehen die Kalksalze den Schlussact

ilkr Gerinnung, indem sie das Thrombosin in Faserstoff
uberfuhren. o

Zum Schluss dieses Kapitels erubrigt noch, Uber das
Fibrinferment einige Worte zu sagen. Vorerst die chemische
Ueschaffenheit des Fibrinfermentes. Pekelharing gibt an.
dass nach der Schmidt’sehen oder Ham mars len-sehen
‘Methode bereitete Fibrinfermentlésungen von Pepsinsalzsaure
"Inter Abspaltung von Nuclein zersetzt werden. . Es ware Ja
selbstverstandlich fur mich von ausserordentlich erfreulicher
Bedeutung gewesen, wenn ich diese Angabe bestatigen konnte,
beim, falls das Fibrinferment aus einem Nucleoproteid be-
>tfinde, dann wirde seine Wirkungsweise auf das Fibrinogen
mit einem Male nach meiner Theorie erklart. Zu meinem
vrnssten Bedauern konnte ich mit Pepsinsalzsaure wieder aus
in nach Schmidt’scher noch nach der nach Hammarsten-

inr Methode bereiteten Fibrinfermentlésung, trotz vielfacher
U I riche, Nuclein bekommen.

/m ' hritt 1Gr physiologische Chemie. XX. 1]



Bekanntlich ist Halliburton in einer sehr sorgféltigen
und exact ausgefuihrten Untersuchung tber das Fibrinferment
zu dem Schluss gelangt, dass das Fibrinferment aus eiinr
Globulinsubstanz, welche bei 75° coagulirt, dem sogenannt.n
Zellglobulin besteht. Ich habe, nachdem ich das negativ.*
Resultat mit kinstlichem Magensaft erhielt, die Untersuchungen
von Hallibu rton nachgemacht, seine Resultate vollstandig
bestatigt, und gefunden, dass das Fibrinferment thatsacliliib
aus einem Globulin und keinem Nucleoproteid besteht, Lh
habe nach Halliburton eine grdssere Menge von Blutserum
mit dem 15fachen Volumen starken Alkohol versetzt mit
damit d Monate stehen gelassen; dann wurde der Alkohol
abfiltrirt, der Niederschlag mit Alkohol ausgewaschen, (ih*r
11,80, getrocknet und pulverisirt. Das Pulver wurde mit
Wasser extrahirt und das auf Fibrinogenlésungen sehr wirk-
same Extract bei 40° im Vacuum concentrat. Die concentrai.
Flassigkeit wurde durch Sattigung mit Magnesiumsulfat gefallt,
der Niederschlag gesammelt und mit gesattigter Billersalz-
I6sung ausgewaschen und in Wasser aufgel6st, in welchem n
sich mittelst des anhaltenden Salzes l6st. Diese LOsung halt,
stark gerinnungserregende Eigenschaften, indem sie eine rein*
Fibrinogenlésung innerhalb 40 Minuten zum Gerinnen bracht..
Sie wurde mit dem gleichen Volumen Pepsinchlorwasserstotl-
sanre versetzt und in den Brutofen gestellt. Die Mischung
blieb klar und auch nach 14tagigem Stehen in dem Brut-
schrank entstand kein merklicher Niederschlag. Ein Th*
des Magnesiumsulfatniederschlages wurde mit Soda und Sal-
peter verascht und die salpetersaure Losung der Schmelze mit
Ammoniummolybdat auf Phosphor gepruft. Keine Phosphor-
reaction.

Infolgedessen muss ich mich ganz der Anschauung Halli-

burton’s anschliessen, wonach das Fibrinferment aus einem
Globulin bestent.

Dass sich aus dem Serum ein Stoff isoliren l&asst, welcher
die Eigenschaft besitzt, Fibrinogen in Fibrin Gberzufihien.
daridber kann gar kein Zweifel bestehen. Anders liegt <he
Frage, ob es das Fibrinferment ist, welches bei der normal* u
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Fibringerinnung aus dem Fibrinogen Faserstoff erzeugt. ![lIch
glaube Grund zu haben, diese Frage verneinen zu dirfen? Im
Aderlassblut kann man — wie Jakowicki gezeigt hat — keine
merklichen Fibrinfermentmengen nachweisen. Im Histonblut
habe ich, trotz sehr sorgfaltig ausgefiihrter Versuche, ebenfalls
kein Fibrinferment nachweisen koénnen. Die reine Fibrinogen-
l6sung, welche mit sicher fermentfreier Nucleinldsung TKrom-
bosin und dann mit Kalk Fibrin gibt, enthalt auch kein
Fibrinferment. In dem Serum aber, \Velches nach der
Fibrinbildung aus Thrombosin und Kalk erhalten wird, ist
Fibrinferment vorhanden. Daraus ist wohl der Schluss zu
ziehen, dass das Fibrinferment unter normalen Zustdnden kein
(ierinmingsvorlaufer, sondern ein Gerinnungsproduct ist. Jeden*
falls kann man sich aber denken, dass, wenn man durch
Séuren das Thrombosin vom Fibrinogen abspalten kann, das-
selbe auch auf fermentativem Wege gelingen kann. Dass das
Fihrinleritient aus Fibrinogen gleich Fibrin erzeugt., beruht
wohl darauf, dass die nach den bekannten Methoden erhaltenen
Fibrinfermentlésungen immer geltste Kalksalze enthalten. Es
niibste in dieser Richtung folgender Versuch angestellt werden.
Ihi? Fibrinferment wird von den Kalksalzen befreit (z. B. durch
U\al>aimi Salze) und dann zur Fibrinogenlésung zugesetzt.
Wenn meine Annahme richtig, mdusste keine Gerinnung ent-

gehen, welche erst durch Zusatz eines Kalksalzes hervor-
gebracht wird.

Ueber die zymuplastischen Substanzen.

In seinem Buche unter dem Titel «Zur Blutlehre» zeigt
Alexander Schmidt, dass sich aus z6lligen Gebilden mittels
Extraction durch Alkohol ein Gemenge von Substanzen ge-
winnen lasst, welche die Fahigkeit besitzen, Blutserum, das
shuch Stehen an der Luft oder Dialyse unwirksam gemacht
worden ist, wieder wirksam zu machen. Er nennt diese
Korper «zymoplastische Substanzen». Schmidt stellt sich
vor, dass nach der Zerstérung des Fibrinferments in dem
Blutserum noch ein Stoff zurtickbleibt, das «Prothrombin»,
welcher die Muttersubstanz des Fibrinferments darstellt und'
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'lurch die zymoplastischen Substanzen in «las Fibrinferm«.x
nbergefiihrt wird. Bei meiner chemischen Untersuchung «|.r
Leukocyten habe ich mir die beilaufige Aufgabe gestellt, di,
wiiksame Substanz aus dem Gemenge zu isoliren. Im Alkohol
extract der Leukocyten findet sich nun eine ganze Reihe v«m
St'illen.  Es ist mir gelungen, neben Fetten Lecithin u,,,|
Gliolestcrin in demselben Protagon und einen kephalinartimn
Korper nachzuweisen. Ausserdem fand ich im Alkoholextm, t
carbaminsaures Ammon, Amidovaleriansaure, Inosit und .Mono-
kaliumphosphat. Letzteres nach folgender Methode: das hoi,.
Alkoholexlract der Leukocyten wird kalt gestellt, worauf
Protagon auskrystallisirt. Der nach dem Abfiltriren «l.
Prolagons bleibende Alkohol wird nun auf ein kleines Volume,
abdeslillirt und «lann auf dem Wasserbade bis zur syrupo”,,
Gonsistenz eingeengt, der Syrup in heisses Wasser gegoss,,,,.
l,,“,bei geht eine grosse Menge «ler Bestandteile in Losen-
Wmm man nun die wasserige Losung, nachdem sie von de,
schleimigen ungeldsten Bestandteilen abliltrirt worden ist, ein-
«lunstet, so bekommt man schliesslich einen Syrup, der beim
Erkalten zu einer festen Krystallniasse erstarrt. Kocht man
fliese mit absolutem Alkohol aus, fillrirt ab und I&sst den
Alkohol erkalten, so krystallisirl aus demselben in atlasgléanzi n-
«len Blattchen Amidovaleriansdure aus. Der in Alkohol un-
geléste Rickstand wird mit wasserigem Alkohol ausgekocht
und fillrirt; aus dem Filtrat scheidet sich beim Erkalten in
prismatischen Spiessen .Monokaliumphosphat ab.
Es stellte sich nun heraus, dass dem Monokaliurophasplr.il
~nannten zymoplastischen Eigenschaften anhaften. Bringt
man eine Spur davon in vollstdndig unwirksames Pferdcblul-
SiTtim, so erlangt letzteres schon nach 10 bis 15 Minuten
seine \\ irksamkeil auf Fibrinogenlésungen wieder. Merk-
wurdiger Weise ist es mir nicht gelungen, dasselbe Resultat
mit Mononatriumphosphat zu erzielen. Es ist nattrlich gleieli-
giltig, ob «las Monokaliumphosphat aus den Zellen stammt
oder synthetisch dargestellt wird.

Da bei der Gerinnung immer Leukocyten zu Gram!:
gehen, so mussen auch kleine Mengen von Monokaliumpliosph.il
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in das alkalische Plasma gelangen. Ich kann den Gedanken
nicht zurtckweisen, dass vielleicht diese. Thatsache eine Er-
klarung fur die von Zuntz aufgefundene interessante Er-
»dieinung liefern konnte, welcher zufolge die naturliche al-
kalische Reaction des Blutes wahrend des Gerinnungsprocesses
abnimmt. Das aus den Leukoeyten in das Plasma gelangende
KHjPOt muss sich naturgemdass mit den darin gel6sten Car-
bonaten zu einem Dialfcaliphosphat und Bicarbonat unisetzen,

nach der Gleichung: o

KH,PO} + Na,CO, = KNaHPO, + NallCO,,

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Albrecht
Kussel, sage ich fur die mir in reichem Maasse zu Theil
gewordenen Rathschlage und die Bereitwilligkeit, mit der er
mich hei meinen Untersuchungen unterstutzt hat, meinen
innigsten Dank.



