
Volumen XXXII, Fasciculus m (1949) - So. 94-95. 717 

riihrt. Nach dem Abnutschen und Nachwaschen mit verdiinntem Alkohol wurden die 
alkalischen Ausziige mit Salzsaure sauer gestellt, worauf das Hesperidin ausfiel (die 
letzten Mengen scheiden sich erst nach mehrtiigigem Stehen aus). Das so erhaltene Roh- 
hesperidin wurde in der Kalte in der 20-fachen Menge l-proz. waieserig-alkoholischer (1 : I ) 
Natronlauge gelost und aus der Losung durch Einleiten yon CO, das Hesperidin ausgo- 
fiillt. Der Schmelzpunkt des so erhaltenen, analysenreinen Hesperidins ist 251-252". 
Die aus absolutem Alkohol umkrystallisierte Substanz schmilzt bei 257-259O. 

Nebenstehende Tabelle orientiert iiber die erhaltenen Resultate. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Aus unreifen Pomeranzen (Fructus Aurantii immaturi) italieni- 
scher Herkunft wurde vie1 Hesperidin (aus kleinsten Fruchten bis 
28,5 %) neben wenig Neohesperidin isoliert ; unreife Pomeranzen spa- 
nischer Herkunft enthielten mehr Neohesperidin (kleinere Friichte 
bis gegen 10 yo) als Hesperidin. WBhrend des Wachstums der Friichte 
nimmt der relative Gehalt dieser Flavanonglykoside ab, der absolute 
Gehalt dagegen zu. Aus den Fruchtknoten und Narben eines Musters 
von Pomeranzen-Blutenknospen siidfranzosischer Herkunft wurden 
8,9 resp. 6,4 % Neohesperidin isoliert, aus den Fruchtknoten zudem 
noch 1,7 yo Hesperidin; das Vorkommen eines weiteren Flavonglyko- 
sides in den Fruchtknoten ist wahrscheinlich. 

Basel, Wissenschaftliche Laboratorien 
der P. Hoffmann-LaRoche & Gie., A.G. 

95. Der Einfluss von Faktor V a d  die Prothrombinbestimmung 
von F. Koller und P. Frick. 

(10. I. 49.) 

Nach Owrenl) ist fur das Zustandekommen der normalen Blut- 
gerinnung ausser den 4 obligaten Gerinnungsfaktoren (Prothrombin, 
Calcium, Thrombokinase, Fibrinogen) noch ein weiterer notwendig, 
der von ihm als Faktor V bezeichnet wurde. Owren konnte den Nach- 
weis erbringen, dass eine besondere Form von Blutungsneigung beim 
Menschen auf einem Mange1 an diesem Gerinnungsfaktor beruht. 
Derselbe ist wahrscheinlich identisch mit dem ,,labile Factor" von 
Quick2), sowie dem ,,Accelerator Factor" von PantZ und Name3) bzw. 

l )  P. A.  Owren, The coagulation of blood, Suppl. Act. Med. Scand. 1947. 
2, A .  J .  Quick, Lancet 2, 379 (1947).. 
3, P. Fantl und M .  H .  Nance, Nature 158, 708 (1946). 
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von Heegers, Wnse et al.1). I n  das klassisclie Gerinnungswhema lasst 
sich der neue Faktor am einfachsten fol~c.iiderinussCri rinfiigen : 

Prothrombin + Faktor V + Ca++ + Tlmmbokinase Thrombin 
Fibrinogen + Thrombin Fibrin 
Aus dem Schema geht ohne weiteres hrvor ,  (lass l h k t o r  V bei 

der Prothrombinbestimmung berucksichtigt m-erdm rniiw, iind zwar 
ganz besonders bei der Einphasen-, in geriligerem illasse a h r  auch 
bei der Zweiphasen-Methode (Owren). Die ,,One-step niethott" nach 
Quick2)  beruht auf der Annahme, dass bej Konst anthalten aller obli- 
gaten Gerinnungsfaktoren mit Ausnahnie des Prothromhins An- 
derungen in der Gerinnungszeit notwendigerweise auf Sdi-cvankungen 
dieses einzigen noch variablen Faktors zur iicligef rihrt wertlen konnen. 
In der Originalmethode von Quick werdthii jedoch ;bus praktischen 
Grunden nur 2 Gerinnungsfaktoren (Thronibokinase unt l  ( 'alcium) 
konstant gehalten. Unter diesen Umstandtln konnen &nderungen der 
Gerinnungszeit durch Schwankungen sou 0111 des Protlirombins als 
auch des Fibrinogens und des Faktors 1. hedingt sein. Wollen wir 
den Einfluss jedes einzelnen dieser drei Falitoren auf tlic Gerinnungs- 
zeit nach Quick bestimmen, so mussen nir den zii untrrsuc.henden 
Gerinnungsfaktor a l le in  variieren lassen. 

Fur das P r o t h r o m b i n  kann diesex I'ostulat datiurch erfullt 
werden, dass das Normalplasma sukzessiw mit Plasma mrdunnt 
wird, welches ein 8eitx-Filter ( f le i tx  EH k+hichtcn von 6 cni Durch- 
messer) passiert hat3). Das Heitx-Filter Idt  Prothroni1)in beinahe 
quantitativ zuruck, wahrend es Fibrinogen und Faktor V in praktiseh 
unveranderter Konzentration durchlasst. 'I'l irornbokinase wird aller- 
dings zuruckgehalten, was aber bei der \~ersuclis~inortlni~itg nach 
Quic7~ keine Rolle spielt, da dieser Geriniiungsfaktor ohnchin im 
Uberschuss zugesetzt wird. Prothrombinfi c+s Plasma kann aueh in 
vivo erhalten werden, entweder nachVerabi c~ic+hung >-on 3,3'-51 ethylen- 
di-(4-oxy-cumarin) oder wahrend eines 1aiigc.r dn uerritleri Verschluss- 
icterus. Bei Verdunnung des Norma1plasni:Li- mi t r,rothr.omhinfreiem 
Plasma erhalt man die wahre Prothroml )inkurve (xicIie piiitktierte 
Linie in Fig. l), welche die Beziehung ZTI isc*hen Beriririiirigszeit und 
Prothrombinkonzentration (bei Vcrsuchsa iiordnung nacli Qicick)  zum 
Ausdruck bringt. 

Dementsprechend kann die Beziehiiiig zwischeri F i b r i n o g e n -  
k o n z e n t r a t i o n  und Gerinnungszeit durch Tcrdunnung \-on Normal- 
plasma mit fibrinogenfreiem Plasma erha1tc.n wertlen (Fig. 2 ,  KurveA). 

l) W .  H .  Seegers, A .  G .  Ware et al., Science 106, 6 l h  (1947) und J. 13iol. ('hem. 172, 

2, A.  J. Quick, M .  Stanely-Brown und F .  W .  Hrrnooft ,  i2m. ,I. Med. Science 190, 

3, P. A .  Owren, The coagulation of blood, Suppl. Act. Med. Scand. 1947. 

699 (1948). 

150 (1935). 
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Letzteres wird am schonendsten fur die ubrigen Gerinnungsfaktoren 
dadurch erhalten, dass man zu Normalplasma gerade soviel gereinigtes 
Thrombin zusetzt, dass alles Fibrinogen als Fibrin ausfallt. Das uber- 
schussige Thrombin wird durch das normale Antithrombin inaktiviert. 

I I , 
10% z'O% 30% 40% i O %  6b% 7b% 8b% 9b% Ida% 

Konzentration Normalplasma 

Fig. 1. 
Beziehung zwischen Konzentration von Normalplasma und Gerinnungszeit nach Quick 

bei Verdunnung. 
R mit prothrombinfreiem Plasma, 
E mit physiologischer NaC1-Losung. 

Fur den F a k t o r  V liegen die Verhaltnisse insofern ungunstiger, 
sls es uns nicht gelungen ist, ein Faktor V-freies Plasma zu erhalten, 
das die ubrigen Gerinnungsfaktoren in normaler oder annahernd 
normaler Konzentration enthalt. Durch Stehenlassen von Plasma 
bei Zimmertemperatur unter aseptischen Kautelen erreicht man zwar 
einen raschen Abfall von Faktor V (Quick1),  Pantl) ; gleichzeitig 
nimmt aber auch die Prothrombin- und Pibrinogenaktivitat (wenn 
aueh in geringerem Masse) ab, und ausserdem beobachteten wir wah- 
rend der sterilen Lagerung das Auftreten eines gerinnungshemmenden 
Faktors. Der Einfluss von Faktor V auf die Quick'sche Gerinnungszeit 
liess sich dagegen indirekt feststellen : Verdunnen wir Normalplasma 

l) A .  J .  Quick, Lancet 2, 379 (1947). 
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mit einem Plasma, aus dem sowohl Fibrinogm wic Pro thromhin nach 
den oben erwiihnten Verfahren entfernt rvorden ist, so clrhdten wir 
Gerinnungszeiten (vgl. Kurve C in Fig. 2) ,  die immw 1ioc.h tleutlicli 
kiirzer sind als die durch Verdunnung von Normalplasma mit phy- 
siologischer NaC1-Lijsung erhaltenen. (KUY\Y E in Big. 2. )  

I 
,loyo 2;0% 310% 4;0% 510% 6 \ ) ” / , 7 b % O O %  

honzentration Normalplasma 

Fig. 2. 

dunnung desselben ni I t 
Beziehung zwischen Konzentration von Normalpla\ln,l und (:crinnii nyw~it  bei Ver- 

A - - - fibrinogenfreiem Plasma (reine l~ibrinogenknr~ e)?  
B -.-.-. prothrombinfreiem Plasma (reinc Prothrombinkui vt ). 
C - - - - - ~ - fibrinogen- und prothrombinfrcic in Plasma 

D 

E- physiologischer NaC1-Losung. 

(kombinierte Fibrinogen-Prothrc )in1 iin-Kurve), 
fibrinogen-, prothrombin- und $’A tor-V-freiem Plasma 
(kombinierte Fibrinogen-Prothror~ll,in-Faktor-v-h-ux vc) 

Das prothrombin- und fibrinogenfreici Plasma muss somit noch 
einen gerinnungsfordernden Faktor en1 hdten, der nach unsern 
heutigen Henntnissen nur Faktor V sein k m n .  Der Einm-antl, dass die 
gerinnungsfordernde Wirkung auf dem Eiwriss als solcheni und nicht 
auf einem spezifischen Gerinnungsfaktor her uheri konnte, wird durch 
folgenden Versuch entkraftet : Plasma, nelvhes das Beit:-Filter pas- 
siert hat und das ausserdem wahrend 30 Minuten auf 6 O 0  erwarmt 
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wurde, wird in steigenden Mengen rnit Normalplasma gemischt. Die 
Verdunnung desselben rnit diesem Prothrombin-, Fibrinogen- und Fak- 
tor V-freien Plasma ergibt praktisch dieselben Gerinnungszeiten wie 
Verdiinnung rnit physiologischer NaC1-Losung (Kurve D in Fig. 2). 

Es muss allerdings die Moglichkeit offengelassen werden, dass im 
Plasma ausser den heute bekannten Gerinnungsfaktoren noch andere 
vorhanden sind, die ebenfalls durch 30 Minuten langes Erhitzen auf 
GOO zerstort werden. 

Die erwahnten Tatsachen machen eine Erganzung der Pro- 
thrombinbestimmung nach der Einphasenmethode notwendig. Wenn 
nach der bisherigen Methode eine Verlangerung der Gerinnungszeit 
nachgewiesen wird, so muss zunachst festgestellt werden, durch 
welche der tlrei in Betracht fallenden Faktoren sie zustande gekommen 
ist. Als weitere Ursache der Gerinnungsverzogerung miissen gerin- 
nungshemmende Suhstanzen in Betraeht gezogen werden, die durch 
eine besondcre Methode leicht festgcstellt werden kOnnen (Thrombin- 
titrationl)). Erst wenn durch Zusatz von Volumen prothrombin- 
freien aber Faktor V- und Fibrinogenhaltigen Plasmas (gewonncn durch 
Ekitz-Filtration z. B.) die Gerinnungsverzogerung nicht behoben wird, 
tlarf eine Hypoprothrombinaemie angenommen werden. Der Grad der- 
selberi wurde bisher in Prozenten der Norm angegebcn, wobei man eine 
Standardkurve (Kurve E vgl. Fig. 1) benutzte, die durch Verdunnung 
von Normalplasma rnit physiologischer NaC1-Losnng erhalten worden 
war. Es ist jedoch klar, dass fur die Bestimmung tles Prothrombins 
nur die durcli Verdunnung von Normalplasma rnit prothrombinfreiem 
Plasma gewonnene Kurve massgebend sein kann. Dass die damit er- 
haltenen Werte richtiger sind, geht aus der Beobachtung hervor, dass 
hei Mischung gleicher Teile von Plasma rnit verschiedener Prothrom- 
binkonzentration eine Gerinnungszeit erhalten wird, die der errech- 
neten mittleren Prothrombinkonzentration entspricht. Bei Verwen- 
clung der fruheren Standardkurven entsprach die Gerinnungszeit des 
Mischplasmas nicht der errechneten Prothromhinkonzentrationz). 

Beisp ie l  : 
Mischung gleicher Teile VO'I Plasmaproben verschiedener Prothrombinkonzentration. 

a) Berechuung unter An\$ endung der reinen Prothrom binkurve. 
Plasma I 16,2 Sek. GZ. = 20% Prothrombin 
Plasma I1 43 Sek. GZ. ~ 3% Prothrombin 
Plasma I+II = 11,5;(, Prothrombin = 19 Sek. GZ thcoretisch 
Plasma I + I1 ergibt experimentell 19,4 Sek. GZ 

b) Berechnung unter Anwendung der Verdunnungsreihr mit NaCl. 
Plasma I 16,2 Sek. GZ = 40% ,,Prothrombin" 
Plasma I1 43 Sek. GZ = 10% ,,Prothrombin" 
Plasma I+II = 2376 ,,Prothrombin" = 28 Sek. GZ theoretisch 
Plasma I + I1 ergibt experimentell 19,4 Sek. GZ. 

l) A. J .  Quick, Am. J. Physiol. I 16, 535 (1936). 
2)  Vgl. auch P. Frick, Hclv. med. acta 15, Fasc. 6 (1918). 

46 
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Die Prothrombinkonzentration, unt erhalb welcher e~fahrungs- 
gemass Spontanblutungen auftreten, wircl als ,,kritischr" I'rothrom- 
binkonzentration bezeichnet, die bei dcr Behandlung niit Methylen- 
dioxycumarin nicht unterschritten wtArden tlarf. Diese Konzen- 
tration wurde bisher zu 26) 74 angegeben, tdxprechend einer Gerin- 
nungszeit von ca. 30 Sekunden. Nach obigcln Erg:el)nisst~n entspricht 
diese Gerinnungszeit jcdoch einer Prothroin binkonzenti 
5%, die somit als kritische Konzentratioii xu grltrn hat ( ~ g l .  E'ig. 1). 

Gegen die Einphasenmethode der Prot h roml)inbcstinirming sintl z. 
T. bcrechtigte Einwande erhoben worden ( I Y w i i t h l ) ,  Owwrr 2) .  Kieben3). 
Einige derselben werden durch die vorgtwhlagcwc. Erg:inmng hin- 
fallig. Die grosste praktische Schwierigkeit, tlieser ALcthod(. litigt in der 
Herstellung einer Thrombokinase von kcinstant ei* Alitil i t  at. Ver- 
gleichbare Werte konnen nur erhalteri I\ eyden, n'clnn (lie Aktivit&t 
der Thrombokinasepraparate genau b e h  111 i t  ist,. 

Bei der Zweiphasenmethode liegt (l it> Haul)tsc~lir~-it.i.ig.krit in tier 
Reschaffung eines prothrombinfreien I'ibrinogeiis 1-011 Iionstanter 
Wirkung. Variationen von Faktor Iin Irer! dagcgcrt (aussw hei 
rolligem Fchlen des Faktors) auf die Pro1 111 omhinl.)t~sti~riniu~lg- keinen 
dirckten Einfluss, da die erste Gerinnun2sl)hase T ollstaridic ablauft, 
unabhangig Ton der Schnelligkeit mit t i ~ i  tlieser Vorgarig sich a b  
spielt. Da jedoch bei starker Verminderiing ~ 0 1 1  F:ikloi* V tlic Uni- 
mandlung des Prothrombins in Throniltii: sehr 1;ulgs:im c>rfolgt, so 
kann unter diesen Umstiinden das norntalr Aiitithro 
kung kommen und damit indirekt dic I 'iwthmrnbinh 
einflussen. 

Zusammenf  ass t i  rig. 

Eine Verminderung v o ~ i  Gcrinnung4:tlitor 1- ( O w ,  f i )  liann Iwi 
Vcrwendung der Einphasenmethodc nacli ()?lick c4riti I<c~lulition tles 
Prothrombins vortauschen. Die erm-alrn te Brst imrililug~methotle 
muss daher (larch Zusatz Ton prothronIl,,nfrrieiii. ;tl)txr I'aktor Tr- 
haltigem Plasma erganzt werden. Dic ,i ngalrr c l w  l'rol lwomlriii- 
konzentration in Prozenten der Norm hec i a i  f ehe~ifa l l h  c1inc i .  IZevision 
unter Berncksichtigung der Wirkung \ 011 Fslctor i*. I ) i r  kritische 
Prothrombirikonzentration z. B., untciri:ilb ~ ~ - - c ~ l c l ~ n ~  Spontanhlu- 
tungen zu cru-arten sind, liegt nicht, wicl I)i -her ~ i r i g ( ' r i ( ~ i ~ i i i i t ~ i i ,  bei 20, 
sontlern bei 3 yo Prothrombin. 

Xedizinisehe 1 -niiversit a t  h l i l i i i i k ,  Zurich. 

1 )  If. P. Smith, Annual Review of Physiol. \.ol 10, 1948. 
2)  P. A. O w e n ,  The coagulation of blood, Supill. Act. Mcd. Scaiitl. 1047. 
3) Ifr. K .  Kieben, Heitrage znr Kenntnis der Hliitperirninrig, 13erit11) S'cl~\rabc., I%astsl 

(1947). 


