Ober den EinfluR vOn Phosphatiden auf die

filer Redaktion zugegangen am 30. November 1918.)

Die von A. Schmidt zymoplastische Substanzen ge-
nannten alkoholléslichen Bestandteile Von Blut und Organen
sind in der letzten Zeit bei Untersuchungen Uber 'die Gerin-
nung des Blutes wieder in den Vordergrund gebracht.

In der Sitzung des Physiologenkongresses in Wien (1910)
teilte Freund mit, dafl Lecithin bei Anwesenheit von CaCL
und ebenso das Kalks&z AroR 85018IAG% cerinphosphorsaure als
zymoplastische Substanz wirkt und in fermentarmem Plasma
Gerinnung hervorruft. Zakl) fand, dal eine Emulsion von mit
Aceton aus dem Petroleumatherextrakt von Gehirnsubstanz ge-
fallten Phosphatiden die Gerinnung von Citratplasma, nach
Zusatz von Kalksalz, fordert und daR mit Petroleuméather ex-
trahiertes Citrat- oder Oxalatplasma mit CaClg nicht mehr
gerinnt, wihl aber wenn aulRerdem einige Tropfen einer Emul-
sion von Phosphatiden zugesetzt werden. Zak schlief3t hieraus,
daR die Annahme einer Kinase nach Morawitz uberflissig
erscheint, oder aber, dall die Phosphatide die Rolle einer
Kinase spielen.

Bald darauf bemerkten Bordet und Delange, dal} sie
die Etoile der Lipoide bei der Gerinnung schon ganz genau
angegeben hatten.8) «Wir haben», so driicken diese Autoren
sich aus, «erwiesen, dall man diese Lipoide eigentlich als
die Unter dem Namen von Thrombokinase oder Cytozym be-
zeichnete Vorstufe des Fibrinferments betrachten muB.»  Sie

*) Archiv f. exp. Path, und Pharm.. Bd. 70. S. 27.
«) lbidem. Bd 71. S. 293.
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verweisen nach einer Mitteilung, *) in welcher sie beschrieben
haben, dal} durch Ausziehen von sorgfaltig mit Kochsalz aus-
gewaschenen Blutplattchen mit Alkohol eine in Toluol, Petro-
leuméther, Chloroform l6sliche, in Aceton aber sehr wenig
I6sliche Substanz erhalten wird, Welche, bei Anwesenheit von
I6slichen Kalksalzen, die Gerinnung von Oxalatplasma stark
fordert. Diese Substanz nennen sie Cytozym. Den Sachverhalt
bei der Bildung des Fibrinferments beschreiben sie in diesen
Worten. ;1 Agent de la coagulation, le fibrin fermént ou throm-
bine, est considéré actuellement comme résultant de la réaction
de deux substances meres, | une existant en abondance dans
de nombreuses cellules, l'autre provenant selon toute vrai-
semblance du plasma sanguin lui-méme et que l'on retrouve
dans le sérum. La premiére c'est le cytozyme; la seconde
c’est le thrombogéne. ou suivant notre terminologie, le séro-
zyme.*

Auch aus Muskeln und aus Fleischpepton erhielten Bordet
und Belange, durch Extraktion mit Alkohol, Stoffe; welche
in derselben Weise wie das Cylozyiri aus Blutplattchen auf
die Gerinnung wirkten. Sie nehmen also an, dal} diese Stoffe
die von Morawitz der Thrombokinase zugewiesene Bolle
spielen, obgleich es einen wichtigen Unterschied gibt, in dieser
Hinsicht, daR die mit Wasser bereiteten Gewebsextrakte ihre
Fahigkeit, die Gerinnung zu fordern, durch Erhitzen verlieren,
wahrend die Lipoide, in Wasser suspendiert und gekocht ihre
Wirksamkeit behalten.

Gegen die Gleichstellung von Thrombokmase mit Lipoiden
hat Rumpf Einspruch erhoben.*) Er vermischte Oxalatplasma
einerseits mit aus Gehirn bereiteten, in Kochsalz aufgenommenen
Phosphatiden, anderseits mit mittels Kochsalzlosung bereitetem
Leberextrakt und setzte dann CaCl* hinzu In unter sich gut
vergleichbaren Versuchen fand er die Wirkung der Thrombo-
kinase viel kraftiger als diejenige der Phosphatide. Auch wenn
eine reine Fibrinogenlésung mit Serum vermischt wurde, fand

") Annales et Bulletin de la Soc. Royale d. Sc. méd. et natur. de
Bruxelles, 70e Année, p. 404.
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 55, S. 101.
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er nach Zusatz von Leberextrakt eine starke Forderung der
Gerinnung, wahrend Zusatz von Lipoiden zwar einigen, aber
doch nur einen sehr geringen EinfluR hatte. Ebenso wie Zak
fand Rumpf, daR Oxalatplasma die Fahigkeit, mit CaCl2 zu
gerinnen, durch Extraktion mit Petrolather einbofRt, dieselbe
aber wieder erhalt durch Zusatz von Lipoiden. Jetzt aber
blieb das Plasma nach Zusatz von Leberextrakt und CaCl*
flussig. Dennoch hat man, nach Rumpf, noch nicht das Recht,
daraus zu schlieRen, dal3 Lipoide fir die Thrombinbildung not-
wendig sind. Er bemerkt, daR bei einem so komplizierten
Gemenge, wie es das Plasma ist, entschieden auch an andere
Mdoglichkeiten gedacht werden mul.

Von der Richtigkeit dieser Bemerkung habe ich mich
Uberzeugen kodnnen. Es ist nicht die Entfernung von Lipoiden,
welche die Gerinnungsfahigkeit des mit Petrolather extrahierten
Plasmas ganz oder nahezu aufhebt.

In meinen Versuchen fand die Behandlung des Plasmas
mit Petrolather in der Weise statt, daR eine gut verschlossene
Flasche mit 50 ccm Oxalatplasma vom Pferd oder vom Rind
und 30 ccm Petroléather vertikal in einem Ring befestigt und
um eine horizontale Axe langsam gedreht wurde. Der Inhalt
der Flasche wurde so etwa 10 Stunden lang vorsichtig ge-
schittelt und dann in den Scheidetrichter gebracht. Das ab-
gelassene, ein wenig tribe gewordene Plasma gerann nach
Zusatz von CaCl2 entweder gar nicht oder sehr langsam und
unvollstandig, schnell und vollkommen aber, wenn auflerdem
auch noch einige Tropfen einer Emulsion von Phosphatiden
in 0,9°/oigem NaCl hinzugesetzt wurden. Als Phosphatide ver-
wendete ich aus Alkoholextrakt von Eidotter mittels Aceton
hergestelltes Lecithin, oder die Acetonféallung aus Chloroform-
extrakt von vorher mit wasserfreiem Natriumsulfat getrockneter
und zerriebener Rindsleber. In beiden Fallen war das Leci-
thin durch Auflésen in Petrolather und nochmalige Féllung
mit Aceton gereinigt worden. In der Wirkung der beiden
Praparate habe ich keinen Unterschied bemerken konnen.

Das Plasma konnte aber auch durch Chlorcalciumzusatz
zur Gerinnung gebracht werden ohne jede Mithilfe von Phos-
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phatiden, wenn n&mlich durch das Plasma wahrend einjger
Zeit Luft und dann wahrend einzelner MintUten Kohlensaure

hindurchgefuhrt wurde, Das Piasma war dann wieder ebenso
klar wie vor der Behandlung mil, Petrolither und gerann jetzt
schnell und vollkommen nach Chlorcalciunizusatz, wahrend
Zusatz von Phosphatiden keinen EinfluR melir zeigte.

Hier folgen em jxaar Beispdele.,:

Oxalatplasma Pferd, 10 Stunde:n mit Petrolatlier geschittelt.

Unverandertes Plasma CaCl, 1°/0  Lecithin Geronnen
"5 ccm 5 Tropfen in 5 Minuten
15 » 5 Tropfen . » 4 *
Petrol. Plasma CaCl, I°/0  Lecithin Geronnen

5 ccm 5 Tropfen nach 4 Std. sehr
. ) unvollstéandig
5 a 5 Tropfen b Minuten
Luftstrom 20 Stunden.
5 ccm 5 Tropfen . — langsam und
lmivOllataneis
5 » » [ v s 5 Tropfen desgl.
CO» 5 Miniitpfi
I 5 ccm 5 Tropfen 10 Minuten
sfrr 5 F 15 ; 3 Tropfen 10
Oxalatplasma Rind, 9 Stunden mit Petrolather.
Plasma | CaCL 1> | ecithin Geronnen
? cem 5 Tropfen gerinnt nicht
- S o 3 Tropfen - in 5 Minuten

Luftstrom hindurchgefiihrt 20 Stundlen.
Gerinnt nicht mit CaC  auch ni<cht nach Zusaltz von Lecithin.
! co8 hindurchgeleiitet 5 Minuten.

Plasma CaCl, 1> Lecithin Geronnen
+ 5 ccm 5 Tropfen in 6 Minuten
5, 3 Tropfen  » 6 »

Die Unfahigkei» des mit Petroldther geschuttelten Oxalat-
plasmas, auf Zusatz von CaCl2 allein zu gerinnen, ist also nicht,
wie Zak und Bordet und Delange ohne weiteres annehmen,
dem Verlust an Lipoiden zuzuschreiben. Beim anhaltenden
Schitteln mit Petrolather (beim ruhigen Stehen unter Petrol*
atber &andert sich die Gerinnungsfahigkeit des Plasma nicht)
wird ein Teil desselben als sehr feine Emulsion in das Plasma
aufgenommen. Die Verdnderung, welche dadurch im Plasma
hervorgerufen wird, kann wieder riickgéngig gemacht werden
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durch das Vertreiben des Athers mittels eines Luftstromes
Nur muf3 dann der damit eiohergehende Verlust an Kohlen-
saure wieder kompensiert werden. Man kdnnte zur Erklarung
der Wirkung von Phosphaliden auf das Petrolather enthaltende
Plasma Hypothesen aufstellen: ich glaube aber nicht, dafl man
einstweilen damit weiter kommen kann. Dazu ist die Kenntnis
des Blutplasmas, mit allen seinen colloiden und &nderen schlecht
oder gar nicht bekannten Bestandteilen, noch zu dirftig. Eben-
sowenig scheint es mir jetzt moglich, eine geniigende Erklarung
zu finden fir die Ofters beobachtete Forderung der Gerinnung
durch Zusatz von Lipoiden zu Plasma, das gar nicht mit Pe-
trolather in Berlhrung gekommen ist.

Ich habe aber nachzuforschen versucht, ob diejenigen
Bestandteile des Plasmas, welche nachgewiesenermalien bei der
Gerinnung eine Rolle spielen, durch Bertuhrung mit Petrolather
beeinfluf3t werden.

Eine reine Fibrinogenldsung, welche nach Zusatz von

s in 24 Stunden keine Spur von Fibrin ausschied, wurde,
in derselben Weise wie das Plasma, mit Petrolather geschiit-
telt. Ein betrachtlicher Teil des Fibrinogens setzte sich dabei
als eine gallertige Masse in dem Petrolather ab. Es blieb aber
in der untenstehenden Flussigkeit noch genug fur die weitere
Untersuchung gel6ést. Diese Flussigkeit gerann nach Zusatz
von nach Schmidt bereitetem Fibrinferment vollkommen, Zu-
satz von Phosphatidenemulsion hatte auf die Gerinnung nicht

den geringsten Einflul.
Bei der weiteren Arbeit bin ich von der schon vor mehr

als 20 Jahren von mir ausgefuhrten Auffassungl) ausgegangen,
welche darauf herauskommt, daR Nucleoproteide verschiedener
Herkunft durch Bertihrung mit l6slichen Kalksalzen derartig
veradndert werden, dal} sie die Wirkung des von A. Schmidt
entdeckten Fibrinferments austben koénnen. Bei dieser Auf-
fassung wird die Gerinnung des Blutes so erklart, dal3, wenn
z. B. das Blut in einer Schale aufgefangen wird, von den ge-
formten Elementen des Blptes, in erster Linie wohl von den

) Untersuchungen iber das Fibrinferment. Kon. Akad. v. wetensch.
Amsterdam. 2. Sectie, Deel !. Nr. 3, 1892.
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Blutplattchen, herstammende Nucleoproteide in Lésung kommen
und, mit Hilfe der im Blut vorhandenen Kalksalze, Fibrin-
ferment liefern. DalR die zwei von Morawitz gegen diese
Auffassung gemachten Einwande nicht unwiderleglich sind;
glaube ich friher schon nachgewiesen zu haben.*!)

Ich hatte mir also jetzt die Frage vorzulegen, ob, da
es sich herausgestellt hatte, daR das Fibrinogen von Petrol-
ather nicht gerinnungsunféhig gemacht wird, die Nucleoproteide
des Plasmas, wenn Petrolather in die LOsung, in welcher sie
sich befinden, in feiner Emulsion aufgenommen wird, in der
I*ermentbildung gehindert werden und ob vielleicht das schon ge-
bildete Ferment dadurch in seiner Wirksamkeit geschadigt wird.

Die Nucleoproteide wurden, in der friher von mir be-
schriebenen Weise, durch Ausfallen von verdiinntem Oxalat-
plasma mit Essigsaure bereitet. Der moglichst gut gereinigte
Niederschlag wurde teilweise in Wasser mit so wenig Natrium-
carbonat, dal} die Reaktion neutral wurde, gelost, teilweise
in I°/oiger Kochsalzlosung mit Kalkwasser und nachfolgender
Durchleitung erst von Kohlensdure, dann von atmospharischer
Luft. Die mit Kalkwasser hergestellte Losung («Ca-Nucleo-
proteid») wirkte genau wie Fibrinferment, die mit Soda her-
gestellte LoOsung («Na-Nucleoproteid») machte Fibrinogen nur
dann gerinnen, wenn zu gleicher Zeit Kalksalz in der Ldsung
vorhanden war.

Von solchen Lésungen wurden wieder je 50 ccm mit
30 ccm Petrolather 9 bis 10 Stunden lang vorsichtig: ge-
schuttelt. Dann wurde die Fahigkeit, Gerinnung hervorzurufen,
untersucht. Als Reagens verwendete ich Fibrinogenldsungen,
welche mit CaCl2 allein in 24 Stunden nicht die geringste
Gerinnung zeigten.

Es stellte sich heraus, dal3 die Wirkung des Petrolathers
auf das Na-Nucleoproteid von derselben Art war, wie diejenige
auf das Oxalatplasma.

Von einer mit Petrolather behandelten Na- Nudeoproteld-
I6sung wurden in 3 Roéhrchen, A, B und C, je 2 ccm gebracht.
An B wurden 4 Tropfen Lecithinemulsion zugesetzt, durch C

I) Biochem. Zeitschr., Bd. 11. S. 1 u. Diese Zeitschr, Bd. 85, S 3*



wurde wahrend 2 Minuten ein CO02-Strom, dann wahrend
5 Minuten ein Luftstrom hindurchgefihrt. SchlieBlich wurden
jedem Rohrchen 2 Tropfen lo/oige CaCl2- und 5 ccm Fibrinogen-
I6sung hinzugesetzt.

A fangt nach 1 Stunde zu gerinnen an und ist nach 75 Min ganz fest.
B ist in 2 Minuten vollstandig geronnen. .

In einem anderen Fall wurde gefunden:

*ibrinogen Na-Nucl.*Petr. CaGlj Lecithin Gerinnung
1 eon 3 ccm 3 Tropfen — gerinnt nicht
nox 3 3 « 4 Tropfen in 27 Minuten.

Eine halbe Stunde Luft hindurchgeleitet. Jetzt bei Mischung
in denselben Verhaltnissen, ohne Lecithin Gerinnung in 15, mit
Lecithin in 5 Minuten. '

Weiter wurden Versuche mit Nucleoproteiden aus der
Milz des Rindes angestellt. Das Wasserextrakt des Organs
wurde in derselben Weise behandelt wie das Blutplasma. Die
Nucleoproteide wurden mit Essigsdure gefallt, in sehr ver-
dinntem Alkali gelést, nochmals mit Essigsdure gefallt und
dann nach wiederholtem Auswaschen mit Wasser entweder
in Soda oder in Kochsalz und Kalkwasser geldst. In beiden
Fallen reagierte die L6sung neutral.

5 ccm Fibrinogen mit 1 ccm unverandertem Na-Nucleo-
proteid und 2 Tropfen I°/oiger CaCl2 gerinnt in 65 Minuten.
Nach Schitteln mit Petrolather in demselben Verhaltnis ge-
mischt, gerinnt nicht.

Durch die Losung 5 Minuten CO02, dann 15 Minuten Luft
geleitet. Dann in demselben Verhéltnis mit Fibrinogen und
CaCl2 vermischt, gerinnt in 60 Minuten.

In einem anderen Fall:

Na-Nudeopr. (Milz) Fibrinogen CaCl, Lecithin Gerinnt
4 ccm 4 ccm “ Tropfen - in 19 Minuten
4 .. 4 = . 4 Tropfen - 13

S C8Thaine gebululion

4 ccm 4 ccm 4 Tropfen — in 43 Minuten
4 . 4 4 * 4 Tropfen - 13 .
ey ‘ Luftstrom 5 Stunden.
4 ccm 4 ccm 4 Tropfen — in 7 Minuten

4 4 . 4 . 4 Tropfen 'i;, ™
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Anders ist es, wenn das Nucleoproteid schon vor dem
Schutteln mit Petrolather mit Kalk behandelt worden ist, wie
aus den folgenden Beispielen hervorgeht

In 4 Réhrchen wurden je 8 ccm Fibrinogenldsung ver-
mischt mit 1 ccm Losung von Ca-Nucleoproteid aus Plasma,

A unverandert, B mit Petrolather geschittelt, mit oder ohne
Lecithin.

A ohne Lecithin gerinnt in 15 Minuten
mit 4 Tropfen Lecithin » * 1»
N B ohne Lecithin , * 60 »
mit 4 Tropfen Lecithin . e . »60-~r1>» \V/

Nachdem durch die mit Petrolather geschuttelte Losung
wahrend 7 Stunden ein Luftstrom hindurchgefihrt worden war*
zeigte sich die Wirkung ein wenig kraftiger, Lecithin hatte
aber auch jetzt keinen EinfluR auf ,die Gerinnung. 1 ccm der
Losung mit 8 ccm Fibrinogen .

ohne Lecithin in 45 Minuten geronnen
mit 4 Tropfen Lecithin * 45 * »

In einem anderen Fall, beim Gebrauch einer sehr wirk-
samen Ca-Nucleoproteidlésung aus Plasma, wurde sogar die
Gerinnung unter dem EinfluR der mit Petrolather geschuttelten
Losung bei Lecithinzusatz ein wenig verzogert gefunden.

Ca-Nucleoproteid unverédndert  Fibrinogen Lecithin ¥ Gerinnt
0.5 ccm 4 ccm — > in 2 Minuten
05 » 4 » 4 Tropfen * 2 >
V; Mit Petrolather..
0,5 ccm 4 ccm — in 2 Minuten
05 » 4 » 4 Tropfen » 3 »

1st also das Nucleoproteid einmal der Kalkwirkung unter-
worfen gewesen, so Ubt Lecithinzusatz nicht den geringsten
fordernden EinfluR auf die Gerinnung einer reinen Fibrinogen-
I6sung mehr aus. Das tritt aber nicht hervor, wenn man als
Reagens, statt Fibrinogen, Plasma verwendet, in.welchem sich
so viele andere Bestandteile vorfinden.

Von derselben Ca-Nucleoproteidlosung, welche im letzt-
erwéahnten Versuch gebraucht wurde, je 2 ccm vermischt mit
dem Oxalatplasma (Pferd), welches teilweise fir die Bereitung
der Nucleoproteide gebraucht war.



*» A. Pekelharihg,

I Mit HcemPlasma.........cccoeeveenes .. *In5 Minuten geronnen
y 30 » und 4 Tropfen Lecithin »3 > »
IV x> 9 .y >
*oan ) Und 4 Tropfen Lecithin  »~ >

Oie Bestandteile des Plasmas, deren gerinnungshemmende
Wirkung durch Leeithinzusatz neutralisiert wird, sind mittels
Dialyse nicht, oder wenigstens nicht leicht, zu beseitigen.

EinTeil desselben Oxalatplasmas wurde wahrend 20 Stunden
gegen eine reichliche Menge kalkfreier, 0,9 °/oiger Kochsalzldsung
dialysiert. Das Uberschiissige Oxalat war jetzt entfernt. 5ccm
des dialysierten Plasmas war, nach Zusatz von 1 Tropfen
I°/oiger Chlorcalciumlésung, in 4 Minuten fest geronnen. Das
Ca-Nudeoproteid, welches, mit reinem Fibrinogen als Réagens,
mit Lecithin gar nicht kraftiger wirkte als ohne dasselbe,
machte auch dieses Plasma schneller gerinnen, wenn ein wenig
Lecithin zugesetzt wurde. 1 ccm mit 4 ccm dialysiertem
Plasma gerann in 7 Minuten, nach Zusatz von i Tropfen
Lecithin dagegen in 3 Minuten.

Solchen Plasmabestandteilen wird es auch wohl zuzu-
sehreiben sein, dalR das mit Natriumcarbonat bereitete und
mit Petrolather geschuttelte Nucleoproteid nach der Durch-
Iuftung noch einigen EinfluB von Lecithin auf die Gerinnung
nachweisen laBRt. Es ist ndmlich nicht wohl mdglich, das mit
Soda gel6ste so gut wie das mit Hilfe von Kalkwasser geloste
Nucleoproteid zu reinigen. Meistens ist das Nucleoproteid,
auch nach zweimaliger Fallung mit Essigsdure, mit ein wenig
Fibrinogen verunreinigt. Infolgedessen bildet sich in der mit
Kochsalz und Kalkwasser und dann mit Kohlenséure behan-
delten Losung, beim Hindurchleiten von Luft, ein zwar kleines
Fibringerinnsel, das aber genugt, um allerhand in der Flissig-
keit schwebende — und auch wohl gel6ste kolloide und nicht-
kolloide Stolle einzuschlieBen. Schon im Jahre 1892 habe ich
darauf aufmerksam gemacht und zu gleicher Zeit nachgewiesen,
daR bei der Behandlung des verdinnten Plasmas mit Essig-
saure mit den Nucleoproteiden Stoffe geféllt werden, welche
die Gerinnung zu hemmen imstande sind.*)

M Unters, usw., S. 7.
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Auch in Organextrakten kommen, wie ich friher nach-
gewiesen habe,l) Stoffe vor, weiche die Gerinnung hindern
konnen. So stellte es sich jetzt auch heraus, dalR die Wirk-
samkeit von Nucleoproteiden aus der Milz, nicht nur wenn
sie mit Soda geltst waren und dann mit CaCl, und Fibrinogen
vermischt wurden, sondern auch, wenn die Lésung mittels
Kochsalz und Kalkwasser stattgefunden hatte, durch Lecithin*
zusatz verstarkt wird.

4 ccm Ca-Nucleoproteid aus Milz, vermischt mit 4 ccm
Fibrinogen, A ohne, B mit 4 Tropfen Lecithinemulsion. A wurde
erst am folgenden Morgen geronnen gefunden, wéhrend B nach
125 Minuten ganz fest war.

Die Nucleinproteide aus der Milz sind immer, auch nach
wiederholtem Fallen mit Essigsaure und Auswaschen mit Wasser,
stark mit Farbstoff und also auch wohl mit anderen Bestand-
teilen des Extraktes verunreinigt. Hier féllt aber die reinigende
Wirkung eines sich gallertig ausscheidercden Fibringerinnsels fort.

Aus diesen Befunden geht, wie ich glaube, aufs neue
hervor, wie groR die Gefahr ist fur Fehlschlisse, wenn man
bei der Bearbeitung der Gerinnungsfrage als Reagenzien haupt-
sachlich Flussigkeiten von so auferst verwickelter Zusammen-
setzung verwendet wie Plasma» Serum, PreBsafte und Organ-
extrakte, in welchen sich neben gerinnungserregénden auch
Stoffe vorfinden, welche die Gerinnung verzogern oder sogar
ganz verhindern kénnen. Wenn man beobachtet, dal} ein Serum
die Fahigkeit, Gerinnung hervorzurufen, in geringerem Mal be-
sitzt als einige Tage zuvor, so hat man noch nicht das Recht,
daraus mit Morawitz, mit Bordet und Delange zu schlief3en,
daR dieses Serum Thrombin verloren hat. Es kann auch sein,
daB im Serum Veranderungen stattgefunden haben, infolge deren
die Thrombinwirkung erschwert wird. Dal diese Moglichkeit
tatsachlich verwirklicht werden kann, habe ich in bezug auf
das sogenannte Aktivieren des Blutserums nachgewiesen.

Ganz unbegreiflich scheint es mir, dall Bordet und
Delange fur den Nachweis von Fibrinferment Oxalatplasma

) Biochem. Zeitschr., Bd. 11, S. 10.
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weit vorziehen Uber «la solution dite pure de fibrinogéne.»»)
«Il serait étonnant», sagen diese Forscher, «que le fibrinogene
ainsi (nach der Methode von Hammarsten) obtenu n’edt pas
entrainé avec lui certaines matiéres capables, en présence de
chaux, d’intervenir dans la coagulation.» Nun hat aber eine
reichliche Erfahrung gezeigt, dall es sehr gut moglich ist, Fi-
brinogenldsungen zu bereiten, welche, auch nachdem sie mit
Kalksalz vermischt sind, keine Spur von Gerinnung zeigen.

Bordet und Belange bemerken, dal es nicht immer
gelingt, solche Losungen zu erhalten. Man kann aber kaum
eine Bereitungsmethode verwerfen, weil sie nicht ausnahmslos
die gewinschten Ergebnisse liefert. Wenn man aber von durch
kréaftiges Zentrifugieren moglichst von geformten Elementen
befreitem Plasma ausgeht, kommt es wohl sehr selten vor, daB,
bei sorgfaltiger Ausfiihrung der Hammarstenschen Methode,
dreimal gefélltes Fibrinogen noch mit Kalksalz allein Gerinnung
zeigt. Was Bordet und Delange «étonnant» nennen, ist die
Regel, was sie wahrscheinlich achten, die Ausnahme. Diese
Autoren haben aber noch einen anderen Einwand. Auch wenn
eine Fibrinogenlosung mit Kalk allein nicht gerinnt, dann kann
dieselbe, ihrer Meinung nach, noch wohl mit etwas anderem
verunreinigt sein, das, mit Kalk und einem zweiten Stoff,
Thrombin bilden konnte. Deshalb erachten sie es «beaucoup
plus prudent, pour déceler uniquement une thrombine déja
toute formée, d'opérer en milieu décalcifié. Tout en satisfaisant
a cette condition, le plasma oxalaté, d”utre part, se rapproche
autant qu'il est possible, par sa composition, du liquide sanguin
normal.»

Dabei wird ganz aulier acht gelassen, daR eben eine
Hammarstensche Fibrinogenlosung der Forderung eines «mi-
lieu décalcifié» vorziglich genligt, und da man ohne Nachteil,
wenn man das winscht, ein wenig Oxalat daran hinzuflgen
kann. Weshalb es als ein Vorteil betrachtet wird, als Reagens
auf Thrombin eine Flussigkeit, welche dem normalen Blut-
plasma in Zusammensetzung moglichst gleich ist, zu verwenden,
geht aus den Mitteilungen von Bordet und Delange nicht

‘) Ann. d. I'Inst. Pasteur, Bd. 26, S. 658.



Uber den EinfluR von Phosphatiden auf die Blutgerinnung. 33

hervor. Hatten sie, statt Oxalatplasma, eine reine Fibrinogen-
Iosung als Reagens auf Thrombin gebraucht, so wirden sie
wohl nicht zu dem Schlul} gekommen sein, daR das alkohol-
I6sliche Cytozym fur die Thrombinbildung unentbehrlich ist.

Dall Phosphatide die Gerinnung fordern kénnen, ist nicht
zu bezweifeln. Es gibt aber keinen einzigen guten Grund fir
die Annahme, da dabei «la thrombine nait de la réaction du
sérozyme avec le cytozyme».1) Im Gegenteil, das Thrombin kann
ganz gut gebildet werden in einem, durch Extraktion mit Petrol-
ather; moglichst von Phosphatiden befreiten Plasma, wenn nur
dafiir gesorgt wird, daBl der Ather aus dem Plasma entfernt
und der dabei entstehende Kohlensaureverlust wieder aus-
geglichen wird.

Auf die Wirkung des einmal gebildeten Fibrinferments
haben die Phosphatide keinen EinfluR. Das ist aus den Be-
obachtungen hervorgegangen, in welchen reines Fibrinogen als
Reagens und moglichst gut gereinigte Nucleoproteide als Ferment-
quelle gebraucht wurden. Auch auf das aus Blutserum nach
Schmidt bereitete Ferment hat Lecithin keinen EinfluR.

6 ccm Schmidtches Ferment wurden gemischt mit 4 ccm
Fibrinogen. Das Gemisch wurde sogleich in zwei gleiche-Halften
verteilt. Dann wurden der einen Halfte 4 Tropfen Lecithin-
emulsion zugefugt. Beide Héalften waren zu gleicher Zeit, nach
90 Minuten, geronnen.

Das tritt aber, wie oben erwahnt worden ist, nicht klar
zutage, wenn als Reagens Plasma, oder als Ferment eine
unreine Losung von mit Kalk behandelten Nugcleoproteiden
gebraucht wird. Blutplasma, zumal wenn es einige Tage ge-
standen hat, und Organextrakte enthalten offenbar Stoffe, welche
der Bildung oder der Ausscheidung des Fibrins entgegenwirken
und durch Phosphatide unschadlich gemacht werden. Ob das
dieselben Stoffe sind, oder andere als diejenigen, welche die
Thrombinbildung unter dem EinfluR von Kalksalzen hindern,
ist augenblicklich gar nicht zu sagen.

Es kommt auch vor, da Lecithin die Gerinnung verzogert.

) Ann. et Bull, de la Soc. Royale, L c.
Hoppe-Seyler s Zeitschrift f. physiol. Chemie. [,XXXIX.
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Km deutliches Beispiel sah ich davon bei der Untersuchung von
Nucleoproteiden aus der Submaxillardruse des Rindes.

Das Organ wurde zerkleinert, erst zweimal mit Wasser,
dann einmal mit 0,05°/oigem Na2CO03, und darauf wiederholt
mit Wasser ausgezogen und ausgepref3t, bis die Flussigkeit den
schleimigen Charakter ganz verloren hatte. Jetzt wurde die
ausgeprefRte Substanz GUber Nacht mit 0,05°/oigem Na2CO, in
Bertuhrung gelassen. Obgleich durch die vorhergehende Be-
handlung schon ein betréchtlicher Teil der Nucleoproteide ent-
fernt worden war, lieferte dennoch das letzte Extrakt mit Essig-
saure einen reichlichen Niederschlag, welcher wenigstens
groftenteils aus Nucleoproteiden bestand. Eine klare Ldsung
desselben in 0,2°/oigem HCI wurde, nach Digestion mit Pepsin,
bald tribe und es bildete sich ein grof3es Sediment von Nuclein.
Diese in der Ublichen Weise gereinigten Nucleoproteide. mit
Hilfe von ein wenig Soda in Wasser gel6st, riefen allein keine
Gerinnung von Fibrinogen hervor, wohl aber mit Hilfe von
CaClj. Zusatz von Lecithin forderte die Gerinnung.

Die mit Kochsalz und Kalkwasser hergestellte und dann
mit COg und Luft behandelte Losung der Nucleoproteide wirkte
als FibrinfermenL jetzt aber verzoégerte Lecithin, in der ge-
wohnlichen Menge zugesetzt, die Gerinnung.

In 5 Roéhrchen wurden je 4 ccm dieser Ca-Nucleoproteid-
I6sung und 4 ccm Fibrinogenlésung gebracht.

1. ohne weiteres in 65 Minuten geronnen

H. mit 1 Tropfen 1lecithin V 60

L. > 2 », » 89 * > o

Iv. » 3 » ) > 161 - * 1.4;
>210 » i

Die hier gebrauchten Nucleoproteide waren wohl mit
mehr oder weniger verandertem, von der Essigsdure mitge-
falltem Mucin verunreinigt. Diese und auch wohl andere Bei-
mischungen waren wahrscheinlich die Ursache der ungewohn-
lichen Lecithinwirkung. Ob die sehr geringfiigige Vermehrung
der Gerinnungsgeschwindigkeit — von 65 bis auf 60 Minuten —
nach Zusatz von einem Tropfen der Lecithinemulsion der
Wirkung der Phosphatide oder zufalligen Verhaltnissen zuzu-
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schreiben sei, ware erst durch eine ausfihrliche darauf bezig-
liche Versuchsreihe zu entscheiden.

Neuerdings ist eine zweite Mitteilung von Zak erschienen; *)
in welcher die Rolle der Phosphatide bei der Gerinnung weiter
behandelt wird. Bekanntlich gerinnt Oxalatplasma, wenn es
durch Sedimentieren im Eisschrank oder durch Filtration durch
ein Berckefeld-Filter2) moglichst gut von geformten Elementen
befreit worden ist, nach Zusatz von Kalksalz sehr langsam
oder gar nicht. Zak fand nun, dal} so behandeltes Plasma
wieder sehr schnell nach CaCl8-Zusatz gerann, wenn es mit
ein wenig einer Emulsion von Gehirnphosphatiden versetzt
wurde. Daraus darf aber nicht gefolgert werden, dal3 die
Phosphatide als eine Thrombokinase, im Morawitzschen Sinne,
wirken. Infolge dar Entfernung der geformten Bestandteile
kommen ja weniger Nucleoproteide im Plasma in L&dsung.
Die, wie oben nachgewiesen, im Plasma vorhandenen Stoffe,
welche der Thrombinbildung und der Fibrinausscheidung ent-
gegenwirken, haben selbstverstandlich im nucleoproteidarmen
Plasma eine groRere Bedeutung als im normalen. Wird aber
der entgegenwirkende Einflul} durch Zusatz von Phosphatiden
aufgehoben, so kann die Thrombinbildung stattfinden, und ge-
rinnt das Plasma.

Weiter wies Zak nach, daR nicht alle lipoiden Substanzen,
sondern speziell die Phosphatide in der béschriébenen Weise
wirksam sein kénnen. Aus Erythrocyten erhielt er mit Petrol-
ather ein Extrakt, welches der Gerinnung von Oxalatplasma
entgegenwirkte. Die mit Petrolather ausgezogenen Blutkdrperchen
dagegen forderten die Gerinnung. Zak schreibt offenbar diese
fordernde Wirkung Phosphatiden zu, welche durch die Extrak-
tion nicht vollig entfernt sein wirden. Dabei wird aber auRer
Betracht gelassen, daf, wie ich friher betont habe,3) auch
aus den Erythrocyten mit Kalk Fibrinfenilent liefernde Nucleo-
proteide zu erhalten sind. Hieraus war es moglich zu erklaren,
dall zwar in Hirudinblut, nicht aber in gut von geformten Be-

* Archiv f. exp.*Path. und Pharm., Bd. 74, S. 1.
*) Cramer and Pringle, Quart. Journ. of exp. Physiol, Vol.6, p. I.
3) Untersuchungen usw., S. 24.
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standteilen befreitem Hirudinplasma durch Verdinnung mit
Wasser Gerinnung hervorgerufen wird, und daR Fluorblut nach
Zusatz einer sehr geringen Menge einer Iconzentrierten Chlor-
caleiuralésung nicht gerinnt, wohl aber wenn mit dem Kalk-
salz soviel Wasser zugesetzt wird, dal ein Anfang von Hamolyse
stattfindet. Die von Zak, nach Vermischung von Plasma mit
dem nach Ausziehen mit Petrolather und Entfernung desselben
bei 32° C. unter vermindertem Druck ubrig gebliebenen Rest
der BlutkOrperchen, beobachtete starke Forderung der Gerin-
nung darf, meiner Ansicht nach, in erster Linie der Anreicherung
des Plasmas an Nucleoproteiden zugeschrieben werden, durch
weiche die Gelegenheit zur Thrombinbildung aus Nucleoproteid
und dem von vornherein vorhandenen Kalk verbessert wurde.

Wahrend Morawitz seine Thrombokinase thermolabil
fand, betrachten Zak und Bordet und Delange Phosphatide,
welche, in Wasser suspendiert, gegen Kochen widerstandsféhig
sind, als Thrombokinase oder Cytozym.

Der Widerspruch rihrt davon her, dald verschiedene Wir-
kungen zusammengeworfen sind. Die Phosphatide wirken nur
insoweit, als sie imstande sind, Hindernisse gegen die Bildung
des Thrombins aus Nucleoproteiden und Kalksalzen und gegen
die Bildung oder die Ausscheidung des Fibrins fortzurdumen.
Sie sind also nicht als «Kinasen» im gelaufigen Sinn des Wortes
zu betrachten.

Morawitz gelangte zur Annahme einer Thrombokinase,
erstens weil die gerinnungserregende Wirkung von Blutserum,
welches schon Ferment enthélt, durch verschiedene Behand-
lungsweisen verstarkt werden kann. So kam er zu der Auf-
fassung, dafl Serum, aul’er Thrombin, noch eine oder mehrere
Muttersubstanzen davon enthalt, welche in anderer Weise als
durch Kalksalze in Thrombin umgesetzt werden kénnen, —
und zweitens, weil auch Organextrakte, auch bei Anwesenheit
von loslichen Kalksalzen, nicht immer Gerinnung von Fibrino-
genldésungen hervorrufen.

In beiden Fallen konnte aber nachgewiesen werden, daf
gerinnungswidrige Stoffe eine Rolle spielen. Wenn Serum nicht
von Kalksalzen, wohl aber durch Saure oder Alkali «aktiviert'



liber den EinfluB von Phosphatiden auf die Blutgerinnung. 37

werden kann, so ist die Ursache der verstarkten Wirkung
nicht in der Bildung von neuem Ferment zu suchen, sondern
in AuBer-Wirkung-stellen von Stoffen, welche das schon vor-
handene Ferment hindern. Organextrakte enthalten auch, neben
den Nucleoproteiden, gerinnungswidrige Stoffe. Werden die
Nucleoproteide, soweit als das mit den jetzigen Methoden
mdoglich ist, davon, in solcher Weise, dal sie nicht selbst
geschadigt werden, befreit, dann kann ausnahmslos festgestellt
werden, daB sie, mit Kalk, eine reine Fibrinogenlésung zur
Gerinnung bringen. Morawitz hat bemerkt, daR Organextrakte,
wélche mit Kalk reines Fibrinogen nicht festlegen, Gerinnung
von, in der von Delezenne angegebenen Weise, erhaltenem
Vogelplasma hervorrufen kénnen, und daR es also in diesem
Plasma etwas geben muR, das die Wirkung des Extraktes
ermoglicht und in der Fibrinogenlosung fehlt. Das ist voll-
kommen richtig. Das ist aber noch kein Grund zur Annahme
einer «Kinase». Im frischen Plasma kommen gerinnungswidrige
Stoffe wohl nicht, oder in sehr geringem Mal vor, wohl aber
Phosphatide, welche die gerinnungswidrigen Bestandteile des
Extraktes unschadlich machen konnen. Die Thrombokinase
von Morawitz ist thermolabil : sie besteht, ebenso wie sein
Thrombogen, aus Nucleoproteiden, welche unter dem Einflisse
von Kalksalzen Thrombin liefern.

Ich glaube deshalb an der friher von mir verteidigten
Auffassung festhalten zu durfen. Fur die Bildung des Fibrin-
ferments, des Thrombins, ist nicht mehr nétig als ein Nucleo-
proteid, gleichgultig ob es aus den Formelementen des Blutes
oder aus irgend einem Organ herstammt, und Kalk. Dal} dabeli
eine Kalkverbindung des Nucletproteids entsteht, scheint mir
nicht zu bezweifeln. Friher habe ich angenommen, dafl3 diese
Verbindung dem Fibrinogen, zur Bildung des Fibrins, Kalk
Ubertragen wirde, mich bei dieser Annahme allererst auf Be-
obachtungen stiitzend, aus welchen hervorging, da das Ferment
bei der Uberfihrung von Fibrinogen in Fibrin geschwacht
wurde, durch Zusatz von ein wenig Kalksalz aber regeneriert
werden konnte. Schon vor langer Zeit aber habe ich zuge-
geben, dal, nachdem Hammarsten nachgewiesen hat, dal}
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Fibrin keine KalkVerbindung ist, diese Meinung unhaltbar ge-
worden istl)

Hierdurch wird aber meine Auflassung beziiglich der
Bildung und der Natur des Fibrinfermentes nicht berihrt. Die
Vermehrung der Kenntnisse in bezug auf die Bedeutung von
Schmidts zymoplastischen Stoffen, welche die Untersuchungen
von Zak und von Bordet und Delange gebracht haben,
hat mich in meiner Auflassung nur befestigt.

*) Kon. Akad. v. Wetensch., Amsterdam, 24. Nov. 1900.



