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Die spektrale Untersuchung des Systems: Fibrinogen—
Thrombin—Hexamethylenglykol im mittleren Ultraviolett
ergibt eine Zusatzabsorption in jenen Bereichen, in welchen
die Fibrinogen-Fibrinumwandlung ihren Ausdruck findet; je-
doch ist der bei Gegenwart von Hexamethylenglykol beob-
achtete Effekt wesentlich geringer als der bei normaler Fibrin-
bildung auftretende. Die Wirkung des Hexamethylenglykols
wird auf Grund fritherer Befunde als Hemmung der Aus-
bildung von Wasserstoffbriicken zwischen C=0- und NH-
Gruppen gedeutet.

Die so zahlreichen Bemiihungen um ein Verstehen des Reaktions-
mechanismus der Blutgerinnung haben in jlingster Zeit einen wesent-
lichen Erfolg gebracht — die weitgehende Aufklirung des Reaktions-
ablaufes bei der Bildung von Fibrin aus Fibrinogen unter Einwirkung
von Thrombin. Nachdem schon frither vermutet worden war, daBl die
Wirkung des Thrombins der eines Ferments entspricht, das die Strukfur
des Fibrinogens so veridndert, daf letzteres imstande ist, zu einem Fibrin-
koagulum zu vernetzen!, konnten 1951 Bailey, Bethelheim, Lorand
und Middlebrook? und auch Laki® iber Versuchsergebnisse berichten,
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167, 233 (1951).

3 Koloman Laks, Arch. Biochem. Biophys. 82, 317 (1951); Nature (Paris)

114, 435 (1951).



78  F. Seelich, E. Schauenstein und M. Hochenegger: [Mh. Chemn., Bd. 34

die diese Annahme sehr wahrscheinlich machten. Seither wurden von
Lorand Beobachtungen verdffentlicht?, die geeignet erscheinen, die letzten
Zweifel beziiglich der Richtigkeit dieser Auffassung zu zerstreuen. Die
,»Denaturase”-Wirkung des Thrombing ist die Folge einer sehr spezifischen
und beschrinkten Aufspaltung von Glycyl-Peptidbindungen, wobei
eine geringe Menge eines Peptids freigesetzt wird, das in anscheinend
reinem Zustande isoliert werden konnte. Nach dieser Abspaltung sind
die Molekille des Fibrinogens bzw. des Profibrins, die allerdings noch
rund 16%, einer dem Lorandschen Peptid auffallend dhnlichen Komponente
enthalten’, imstande, intermolekulare Vernetzungsreaktionen einzugehen.
Wie man sich eine solche Vernetzung vorzustellen hat, ergibt sich aus
den theoretischen Uberlegungen von Wirtz® und aus den Arbeiten von
Schauenstein”, der auf Grund der UV-Absorption bei der fibrilliren
Denaturierung die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen C=0-
und = NH-Gruppen sehr wahrscheinlich machen konnte (siehe auch
8. 83/84).

Die Fibrinogendenaturierung ist nun nicht allein fiir die Aufklirung
der Bildung eines Fibringerinnsels bei der Blutgerinnung von Interesse,
sondern auch fiir die Kenntnis der Faserproteinbildung in lebendem
Gewebe. Histologische Beobachtungen fihrten zu der jetzt wohl ail-
gemeinen Auffassung, dafl die Faserproteinbildung, z. B. die von
kollagenen Fasern, auBerhalb der Zellen erfolgt — wenn auch unter
deren aktiver Beteiligung. Hs handelt sich hierbei sicher nicht allein
um eine fermentativ induzierte Strukturumwandlung geléster, ,,nativer®
EiweiBkorper, sondern um einen komplizierteren Vorgang unter Be-
teiligung weiterer Komponenten, wie etwa die fibrillire Denaturierung
durch gerichtete Adsorption an bereits bestehenden orientierten Faser-
partikeln®, oder durch mechanische Eingriffe, wie Zug und Druck?.
Insbesondere erscheinen auch héher molekulare Kohlehydrate an der
Bildung der Faserproteine beteiligt zu sein. Von den zahlreichen, dieses
Problem betreffenden Arbeiten konnen an dieser Stelle nur wenige
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erwiahnt werden, wie z. B. die von Groff und Mitarbeitern'®, denen wir
eine Analyse der Carbohydratkomponente des Kollagens verdanken.
Wir verweisen auch auf die Beobachtungen von Morrione!' und von
Randall und Mitarbeitern'?. Sacerdote de Lustig und Mancini'® berichten,
daB bei in vitro kultiviertem embryonalem Mesenchymgewebe Hoden-
hyaluronidase, die ein Gemisch verschiedener polysaccharidspaltender
Fermente darstellt, die Bildung von Kollagenfasern stort, ohne das
Zellwachstum zu beeinflussen.

Im Hinblick auf diese Probleme gewinnen jene Arbeiten an Inter-
esse, die ilber eine Beeinflussung der Eiweifidenaturierung bzw. der
Faserproteinbildung durch Kohlehydrate, durch Mucopolysaccharide oder
durch mehrwertige Alkohole berichten. Beobachtet wurde eine Hemmung
der Hitzekoagulation'* sowie auch der Fibrinbildung!s. Die Arbeits-
gruppe Shulman und Ferry'® verwendet unter anderem Hexamethylen-
glykol, welches, ohne das Thrombin oder die unmittelbare Vorstufe des
Fibrins irreversibel zu veriindern, eine Entstehung. von Fibrinfasern
verhindert. Nach diesen Autoren fihrt die Reaktion bei Gegenwart
ausreichender Mengen von Hexamethylenglykol zu einer Vorstufe des
Fibrins (F,), die sich erst nach Wegdialysieren des Hexamethylenglykols
spontan in Fibrin umwandelt:

Fibrinogen — ¥’ — F,, — Fibrin.

¥’ diirfte wohl mit dem unvernetzten Profibrin identisch sein, das auf
Grund der Befunde von Laki® und von Lorand?* als priméres Reaktions-
produkt der Fibrinogen-Thrombinreaktion anzusehen ist. F, repréasentiert
nach Shulman und Ferry ein nicht einheitliches Polymerisat kettenformig
aneinander gelagerter F’-Molekile, anscheinend hauptsédchlich aus
Dimeren dieser Vorstufe des Fibrins bestehend. Wir stellten uns nun
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zur Aufgabe, die UV-Absorption des Zwischenproduktes F, zu unter-
suchen, um auf diesem Wege zu Vorstellungen betreffend den Charakter
der Strukturumwandlung zu gelangen. :

Die spektrale Untersuchung des Systems: Fibrinogen—Thrombin—
Hexamethylenglykol erscheint auch im Hinblick auf vorangegangene
Arbeiten!® von Interesse, in denen gezeigt werden konnte, dall3 bei der
Aggregation von Eiweifipartikeln, besonders bei der fibrilliren Denatu-
rierung, eine neue Absorption im UV auftritt. Die bisherigen experimen-
tellen Befunde sprachen mit grofiter Wahrscheinlichkeit dafiir, dafBl diese
Zusatzabsorption” dem Peptidgeriist zuzuschreiben ist. Auf Grund
der Tatsache, daBl die normale Peptidgruppe im Gebiet der beobachteten
Zusatzabsorption praktisch durchldssig ist, und an Hand von entsprechen-
dem Vergleichsmaterial, ergab sich als plausibelste Deutung die Zu-
ordnung der neu auftretenden Banden zur Enolform der H-gebundenen
Peptidgruppe.

Da nun nach der Theorie von Wirtz® die Umlagerung in die Enol-
form nur auf Grund entsprechend ausgedehnter Systeme durch H-
Briicken vernetzter Peptidgruppen méoglich wird, 148t die Intensitdt der
Zusatzabsorption gewisse Aussagen iiber das Ausmal neu gebildeter
oder aufgesprengter Wasserstoffbriicken zu.

Experimentelles.

GemaB den Angaben von Shulman und Ferry'® wurde eine Fibrinogen-
16sung (1,2 bis 1,8 g/l) in 0,4 m NaCl und 0,05 m Phosphatpuffer (pH 6,25)
bereitet, die 0,4 m Hexamethylenglykol enthielt. Zu 30 bis 50 ccm dieser
Loésung wurden zirka 3 mg Thrombin gegeben, gut durchgemischt und die
Losung bei Zimmertemperatur unter Verschlull stehen gelassen. In be-
stimmten Zeitabstinden wurde ein Spektrum unter Gegenschaltung einer
bis auf den Fibrinogengehalt identischen Vergleichslésung aufgenommen.
{Wasserstofflampe als Lichtquelle, Methode mit zentrisch rotierender Sektor-
blende und Vergleichsspektren!?.) Insgesamt wurden drei Versuchsreihen
angesetzt.

Ergebnisse.

Die Kurve 2 der Abb. 1 gzibt die nach rund 40stiindiger Reaktion
gemessene Absorptionskurve wieder (Versuch I). Allgemein geht daraus
hervor, daB im Zuge der Polymerisation tatsichlich eine wenn auch
schwache, so doch eindeutige zusitzliche Absorption auftritt.

Um sich tiber das tatsidchliche AusmaB des Effektes zu orientieren,
ist es notwendig, die Intensitit der durch Streustrahlung vorgetiuschten
Lichtabsorption zu bestimmen. Dieser Anteil kann an sich in unserem

1 P. Csokdn und K. Laki, Z. physik. Chem., Abt. A 190, 278 (1942). —
M. Hochenegger, Dissertation Universitit Graz (1952).

" H.w». Halban, G. Kortiim wund B. Szighets, Z. Elektrochem. 42, 628
(1936).
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Falle nicht erheblich sein, da schon die T'yndall-Absorption des Mono-
meren im Verhidltnis zur Eigenabsorption praktisch vernachlissigbar
klein ist. Man erkennt dies am steil abfallenden Kurvenast 3300y’
sowie an der Koinzidenz zwischen speziellem Extinktionskoeffizienten
des Fibrinogens (Kurve 1) und einer entsprechend zusammengesetzten
Modellgsung von Tyrosin und
Tryptophan (Kurve la), die
ja bekanntlich in diesem Ge-
biet die praktisch einzigen ab-
sorbierenden Aminosduren
darstellen.  Abgesehen von
einer geringfiigigen Abwei-
chung von zirka 4200" an,
die auf die Absorption der
,,normalen’, das heiBt freien,
mesomeren. Peptidgruppe zuo-
riickgeht, sieht man somit,
daB das Fibrinogen als ,,quasi-
globularer“1®  Hiweilkorper
keine nennenswerten Zusatz-
banden aufweist.

Das besagt nun natiirlich
nicht, daB im Fibrinogenteil-
chen keine H-Briicken exi-
stieren, sondern laBt lediglich
den SchluB zu, daB ent- / hia
weder an sich sehr wenig H-

Briicken oder rdumlich nicht

geniigend ausgedehnte Sy- 0000 pmT ——s  HO0H
steme von H-Briicken im Abb. 1.
Sinne der Theorie von Wirfz  Fibrinogen...v.oovveivieneenn .. P N
: ModellOSUDEZ & v vt everne it rerssrannenaesonenns (1a)
Vorha.nden Slnfi' . i Fibrinogen mit Thrombin + Hexzamethylenglykol,
Dies scheint bei vielen nach 45", auf Tyndall Korrigiert ............ @)
lobul Protei - Fibrinfilm, ungedehnt ................. ... ... (3)
globularen rotemen, W€  piprinfitm, 150% gedehnb. . ... ..iiioiienn.... (4)
Serum albumln’ Insulin , Gra- Fibringel c oo v s {5y

micidin?®, der Fall zu sein.

Im Laufe der Bildung des von Ferry und Shulman mit F,, bezeichneten
Polymerisationsproduktes tritt nun eine. Erhéhung des Minimums bei
4000 »* sowie eine angedeutete Vorbande bei zirka 3000 »* auf, genaun in

18 quasi-globular bedeutet, daf Fibrinogen nicht die typischen Eigen-
schaften eines Faserproteins zeigt (Unléslichkeit, Bildung elastisch dehnbarer
Filme), sondern in seinen Eigenschaften cher den globularen Proteinen
zuzuordnen ist, trotz seiner hohen axialen Asymmetrie.

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 84/1. 8
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jenen Spektralbereichen, in denen auf Grund der bisherigen Untersuchun-
gen derartige Effekte erwartet werden miissen.

Eine Uberpriifung der MefBfehler unserer Methode ist leicht durch
die Ermittlung der Streuung der bei den drei Ansitzen ausgemessenen
Absorptionsmaxima gegeben, wobei sich folgende Werte ergeben:

Tabelle 1.
Mmax Mittel J Tehler in 1% m
Fibrinogen . ... .. 1,778 l{ 1,806 4+ 1,05
Nach 0 Stdn.... 1,778 !
s 1Std....| 1,905 | _E e
» 16 Stdn....| 1,778 =g =BT
5 24, 1,820 L, E ;
. 44, 1,779 | =57 =gl
Tabelle 2.
Versuch Fehler in m | Mittel
I + 1,05%  + 1,149 entsprechend -+ 0,004 log m
11 2,029,
111 0,349,

Demgegeniiber betragen die festgestellten Absorptionszunahmen:

Tabelle 3.
|
Adogm j A log m
Versuch bei 4000 | bei 3000
T | 44Stdn.  + 0,045 |
1T 44 + 0,080
X 39 -+ 0,066 -+ 0,4

Die gemessenen Effekte liegen somit eindeutig auflerhalb der Versuchs-
fehler und sind als reell anzusehen. Wesentlich ist nun, wie bereits
bemerkt, den durch Tyndall-Strahlung vorgetduschten Absorptions-
anteil zu ermitteln. Hierzu wére es nétig, bis ins praktisch absorptions-
freie langwellige Gebiet zu messen, was mit unseren festgelegten
Konzentrationen und Schichidicken nicht méglich war. Um zu einer
befriedigend genauen Abschitzung zu kommen, wurde folgende Uber-
legung angestellt: In den drei Versuchen wurde festgestellt, daB die
Hohe des Maximums innerhalb der MeBfehler véllig konstant blieb.
Der wiihrend dieser Zeit unter Umstinden angestiegene 7T'yndall-
Absorptionsanteil kann demnach bei 3600 »" hochstens 0,60 bis 2 in
log m betragen (Abb. 2). Legt man durch diesen Punkt eine Tyndall-
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Kurve mit dem Wellenlingenexponenten n = 2.5, der auf Grund der
Teilchenabmessungen hier zu erwarten ist, so kommt man bei 3950 »'
zu einem 7yndall-Absorptionswert von 0,70 bis 2 in log m. Zieht man

diesen von der Gesamt-
absorption ab, so resul-
tiert eine Senkung des
Minimums um maximal
0,015 in logm. Somit
verbleibt 1im  Durch-
schnitt ein Absorptions-
zuwachs von mindestens
0,04 bis 0,05 log m-Ein-
heiten bei 3950, der
als konsumptive Licht-
absorption zu werten ist.
Auflerdem erscheint, wie
erwihnt, im Endstadium
eine sich gleichfalls sicher
iber die Tyndall-Absorp-
tion erhebende Zusatz-
bande bei zirka 3000 ¢,
wie Abb. 1, Kurve 2,
zeigt.

Diskussion.

Die Diskussion der
festgestellten Effekte hat
von der Kurve des Fi-
brinogens bzw. des Fi-
brins auszugehen, wie sie
in Abb. 1, Kurven 1, 3,
4 und 5 dargestellt sind.
Man erkennt die Zusatz-
banden in den Gebieten

7

IGF N ——

NP4
Zpm

FO0T g7 —— 40000

Abb. 2.

Fibrinogen mit Thrombin + Hexamethylenglykol

mach 455 .. ..
Tyndall-korrigiert ... .. ... ..o
TyndaH-Absorption ...............oiuuiiiiiiiia,

von 3000 und 4000+, deren Intensitédten in der Reihenfolge: Fibrin-
ogen < Fibrin, ungedehnt < Fibrin, gedehnt < Fibrin—Gel liegen.

Bedenkt man, daf die drei ersten Stadien durch eine in gleichem
Sinne zunehmende dichtere Teilchenpackung bzw. Niherung polarer
Gruppen und Ausbildung zusétzlicher H-Briicken zu kennzeichnen sind,
so kénnen die Versuchsergebnisse kaum iiberraschen und ihre Deutung

erscheint nicht schwierig.

Das nach 44 Stdn. resultierende Spektrum bei den Versuchen mit
Hexamethylenglykol 146t nunmehr die Aussage zu, daB im ¥alle der

gk
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gehemmten Polymerisation grundsitzlich der gleiche Vorgang eintritt,
wie bei der Fibrinbildung, nidmlich die Ausbildung von Wasserstoff-
briicken zwischen C=0- und N—H-Gruppen. Das Ausmafl dieser
Reaktion ist jedoch, wie auch nicht anders zu erwarten war, ganz er-
heblich kleiner. Im Endstadium unserer Versuche mit Hexamethylen-
glykol ergaben sich in den beiden Absorptionsgebieten der Zusatzbanden
die in der folgenden Tabelle 4 und Ade,” angefiihrten Werte. Die unter
Agy’ genannten Zahlen entsprechen den Zusatzeffekten, die bei der
Umwandlung von Fibrinogen zum maximal gequollenen Fibringel un-
mittelbar in der Absorptionskiivette gemessen wurden'®.
Man entnimmt der Ta-
Tabelle 4. belle 4, daB beim Glykol-
versuch langwellige wund

bey Aey % .

o | ew , 0 kurzwellige Zusatzbanden
Bei 4000 v ... | 0,065 ] 3,199 2,04 praktisch gleich stark auf-
,» 320007 ...| 0,088 | 0,992 5,85 treten und daB ihre Inten-

sitdten im Mittel nur etwa
3% der Werte ausmachen, die beim Fibringel gemessen wurden. Im
Hinblick auf die wahrscheinliche Abspaltung eines Bruchstiickes aus
dem Fibrinogenmolekiil durch das Thrombin erscheint es wichtig fest-
zustellen, daf sich eine solche Spaltung mit der von uns verwendeten
photographischen Aufnahmemethodik auch in den allerersten Reaktions-
stadien spelktral nicht nachweisen lief3.

Auf Grund der letzten Ergebnisse von Ferry, Shulman und Foster
diirften bei unseren Versuchen nach 40stindiger Reaktion zum iiber-
wiegenden Teil Teilchen mit einer mittleren Liinge von etwa 1500 A
und einer Dicke von zirka 30 A vorhanden gewesen sein. Da aber beziig-
lich der effektiven Teilchengréflen und die Anteile der Teilfraktionen
nichts Sicheres bekannt ist, erscheint eine Zuordnung der festgestellten
geringfiigigen Zusatzbanden zu einer bestimmten Fraktion nicht maoglich.

Man kommt somit zu der Feststellung, daB auch die durch Hexa-
methylenglykol weitgehend gehemmte Polymerisation des proteolytisch
aktivierten Fibrinogens eindrucksvoll den Zusammenhang zwischen
Zusatzabsorption und Eiweilpolymerisation demonstriert. Die nach
Shulman und Ferry vorwiegend nur bis zum Dimeren verlaufende
Reaktion fithrt erwartungsgemif zu Zusatzbanden, deren Intensitit
nur einen Bruchteil der bei Fibrin gemessenen Werte ausmacht. Die
beobachtete Beeinflussung der zwischenmolekularen Vernetzung scheint
kein Sonderfall zu sein. Verschiedene Befunde lassen erwarten, dafB
hoher molekulare Stoffe, wie z. B. losliche Polysaccharide, bereits in
geringerer Konzentration die Faserbildung des Fibrins beeinflussen. Wir
erhoffen uns von der Untersuchung derartiger Systeme einige, fiir die
Aufklirung der Faserbildung in vivo wertvolle Ergebnisse.



