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1. Es wird eine Methode beschrieben, mit deren Hilfe es 
gelingt, die proteo]ytische Wirkung des Thrombins ~uf andere 
Substrata Ms Fibrinogen qualitativ und quantitativ zu verfolgen. 

2. tIeparin hemmt die proteolytisehe Aktivit~t des Throm- 
bins. 

3. Dutch Serum wird Thrombin erst, wie das :Ferment der 
Leukozyten, in h6heren Konzentrationen gehemmt. 

Die Wirkung des Thrombins  bei der Umwandlung  yon  Fibrinogen 
in Fibr in  war lange Zeit ungeMart .  Die Annahme,  dag Thrombin  als 
proteolytisehes Ferment  die Umwandlung  herbeiifihrt, wurde sehon 1908 
yon  M e l l a n b y  1 ge~uBert. Es konnte  jedoeh kein exakter  Naehweis ffir 
die 10roteolytische Wirkung erbracht  werden a und  in den folgenden 
Jahren  wurden die verschiedensten Theorien fiber die Wirkung  des 
Thrombins  entwicke]t, die jedoch nieht  experimentell  erh~trtet werden 
konnten.  Noch  1938 berichtet  J a q u e s  a in einer Arbeit,  dab der gesamte 
in Fibrinogen best immbare  Stickstoff in dem Fibrin wiedergefunden 
werden k~nn und  ha t  daraus den SehlnB gezogen, dab eine proteolytiscl~e 
Wirkung  des Thrombins  bei dem Fibr inogen-Fibr in-System auszuschlieBen 
sei. 
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Dutch Anwendung der Aminos/~uren-Endgruppenbestimmung naeh 
Sanger  konnten erstmals yon Bai l y ,  Bettelheim, Lorand  und Middlebroo]c 4 

neue Beweise fiir die proteolytisehe Wirkung des Thrombins bei der 
Fibrinogen-Fibrin-Umwandlung erbraeht werden. In sp~tteren Arbeiten 5, 6 
wurde das als Fibrinopeptid bezeiehnete Spaltprodnk~ ngher untersueht, 
papierelektrophoretiseh in 2 Komponenten getrennt und darin der Gehalt 
an einzelnen Aminos~iuren bestimmt. Diese Untersuehungen der proteo- 
lytisehen Aktivit~%t des Thrombins besehranken sieh auf Fibrinogen als 
Substrat, da mit tIilfe dieser 3Iethode an anderen Substraten (Myosin, 
Ovalbumin) eh~e solehe Wirkung nieht naehgewiesen werden konnte. 
Man zog daraus den Sehlug, dab Thrombin eine ausgeprggte Substrat- 
spezifit~tt besitze. 

Der Naehweis der proteolytisehen Wirkung yon bekannten Fermenten 
ist, wenn versehiedene Eiweigkfrper als Substrat verwendet werden, 
grogen Sehwierigkeiten unterworfen, da die Trenmmg des nich~angegriffe- 
hen Eiweiges yon seinen Spaltprodukten sehr diffizil ist. Diese Sehwierig- 
keit wird bei der Untersuehung yon nicht ngher bekannten, proteolytiseh 
wirksamen Fermenten besonders grog, da man fiber die BruehsCfieke 
und deren Abtrennungsm6gliehkei~en a priori niehts auss~gen kann. 
Unsere Versuehe, die proteolytisehe ~u des Thrombins ~uf C~sein, 
Ovalbumin, Edesgin, Serumalbumin mit tIilfe der fibliehen Methoden 
(Fitllung mit 8% TCE, Bestimmung des Stiekstoffes naeh K]etdahl, B e .  

sthnnmng des Tyrosins, Tryptophans mit UV-Spektrophotometrie bzw. 
mit dem Fol in sehen  Reagens) naehzuweisen, waren alle erfo]glos. Mit 
Hilfe der quantitativen Bestimmung der Konzentration yon Eiweig 
dutch Elektrophorese an mfgliehs~ einheitliehen Eiweigkfrpern gelang 
es uns zmn Ziel zu kommen. 

V e r s u c h s m e t h o d i k  

Zur Verwendm~g kamen elektrophoretiseh mSglichst einheitliehe Eiweig- 
korper. DaB c~-Casein wurde aus handelsfibliehem ,,Casein naeh Hammars ten"  
naeh der Methode yon Hipp ,  Groves, Custer und McMeek in  7 darges~ellt. 
Es bestand aus 86% c~-Casein und wurde unter ToluoI in feuehtem Zustand 
am Eis aufbewahrt, fi-Laktogtobulin wurde in kristallisiertem Zustand naeh 
der Methode yon Sorensen und Palmer s dargestellt. Es zeigte dieselben 
Eigensehaften, wie yon den Autoren angegeben, bestand aber, wie bereits 
Jacobsen 9 zeigte, elektrophoretiseh aus 2 Komponenten. Eine genaue Ein- 
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wage der Substrate war nieht  mSglieh, so dab der Gehalt an EiweiB mit  
der Biuretmethode bes t immt werden mugte.  I m  allgemeinen betrug die 
Endkonzen~ration an Eiweil3 im Versuehsansatz 0,5%. Als Puffer verwendeten 
wir Phosphatpuffer  mi t  p H  7,2 und einer Ionenst~rke yon 0,1 bzw. 0,2. 
Die Elektrophoresen warden zum Teil in einem Antweiler- (Dauer 20 Min., 
45 Volt, 2,5 mA) mad in einem Perlcin-Elmer-Tiselius-Apparat durehgefiihrt.  
Bei den ersten Versuehen warde der Ansatz naeh der Bebri i tung gegen 
den Puffer diMysiert, SlO/~ter unterlieBen wir die Dialyse, da kein Untersehied 
gegentiber den dialysierten Versuehsans/itzen festzustellen war. Als Ferment  
wurde Topostasin ~~ der F i rma  Koffmann-Lu l~oehe verwendet.  Die Einw~ge 
wurde in Phosphatpuffer  pI-I 7,2 und /~ = 0,2 gel6st und der Substrat-  
10sung zugesetzt. Die ThrombinISsung wurde in silikonisierten Gef/igen am 
Eis aufbewahrt  und behielt  so ihre proteolytisehe Akt iv i tg t  dutch mehrere 
Tage. 

V e r s u e h s e r g e b n i s s e  

I n  der  Abb .  I geben wit  eine typ i sehe  t~eihe yon  Elek t rophorese -  
d i ag rammen ,  wie m a n  sie bei  der  E inwi rkung  yon  Thrombin  auf ~-Casein 

Abb. 1 

775"r 26D'/yn. 

erhgl t ,  wieder.  Es  k o m m t  zu einer Verr ingerung der  ~ a u p t k o m p o n e n t e ,  
wobei  S p a l t p r o d u k t e  mi t  anderen  e lek t rophore t i sehen  Eigenseh~f ten  im 
D i a g r a m m  s ieh tbar  werden.  

D a  unsere Subs t ra te ,  wie aus obiger  Abb.  1 ersiehtl ieh,  e lekt rophoret iSeh 
n ieh t  e inhei t l ieh waren,  beziehen wi t  uns bei  der  q u a n t i t a t i v e n  Aus- 
wer tung  der  D i a g r a m m e  nur  auf die I - Iauptkomponente .  Aus  Abb,  2 
k a n n  m a n  den A b b a u  in P rozen ten  be i  gegebener Th rombinkonzen t r~ t i on  
zu versehiedenen Zei ten  en tnehmen.  

Besonders  bemerkenswer t  e rseheint  uns, dab  der  GesamteiweiBgehal t  
v o r u n d  naeh der  Bebrf i tung gleieh ist,  W i t  l inden  da r in  unsere  A n n a h m e  
bes tg t ig t ,  dab  bei  der  Thrombine inwi rkung  auf c~-Casein u n d  ~-Laeto-  
globul in n u t  Bruehs t i ieke  mi t  r e la t iv  hohem lV[olekulargewieht en ts tehen,  
die be i  der  no rma len  EnteiweiBung mi t  TCE ausgefgll t  werden.  ~Vie aus 
an  dem gleiehen Ansa tz  durehgef i ihr ten  AnMysen  hervorgeht ,  ka rm m a n  
aueh mi t  t I i l fe  der  sehr empf indl iehen  UV-spek t ropho tome t r i s ehen  
Methode,  obwohl,  wie z. B. der  17 -S tdn . -Wer t  zeigt, bere i ts  44~o des 

10 Fi i r  die Uberlassung des Topostasins sind wir der F i rma  Hoffmann- 
La ~oehe  zu Dank verpfliehtet .  
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urspriinglieh vorhandenen Eiweil3es eine Vergnderung erfahren haben, 
im enteiweiBten Filtrat  Tyrosin und Tryp~ophan nieht naehweisen. 
N i t s c h m a n n  und B o h r e n  ~ haben eine Methode ansgearbeitet, mit der 
sie die Primgrreaktion der Labgerinnung verfolgten. Dabei konnten sie 
die Beobaehtung yon A l a i s  nnd N i t a rb )  e bestgtigen, dab bei Verwendung 
yon kleineren TCE-Konzentrationen zur Fgllung der gelabten Ans~itze 
wesentlieh mehr NPN in L6sung bleibt, als bei Enteiweil3ung mit h6heren 
TCE-Konzentrationen. Aus diesem Grunde haben wir versaeht, zu Mgren, 
ob dureh Variation der zur Verwendung gelangenden TCE-Konzentration 
im Filtrat Bruehstiieke gefundell werden kSnnen. Wit enteiweiBten, 
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Abb. 2. Abh~ngigkeit des Abbaues voa ~-Casein 
durch Thrombin (159 ~'/ccm) yon der Zeit der Be- 

briitung 
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Abb. 3. Konzentratioasabh~ngigkeit des Ab- 
baues yon a-Casein dutch Thrombin (Be- 

brfitungsdauer 17 Stdn.) 

bezogen auf die Endkonzentration mit 1, 2, 4, 8, 12% TCE, konnten 
aber im FiRrat keine Spaltprodukte nachweisen. In Abb. 3 geben wir 
den Abbau yon C-Casein in Abhgngigkeit yon der Thrombinkonzentration 
bei einer BebriRungsdauer yon 17 Stdn. wieder. Die Gerade schneider 
die X-Aehse nieht im Nullpunkt. Wir erklgmen das mit der bereits von 
N i t s c h m a n n  and B o h r e n  n gefundenen Tatsache, dab ~-Casein-Pr~para- 
tionen immer mit mileheigenem proteolytischen Ferment verunreinigt 
sind. 

Bei Verwendung yon fi-Laetoglobulin Ms Substrat konnten ~vir eben- 
falls die proteolytische Wirkung des Thrombins naehweisen, die jedoeh 
geringer war als bei ~-Casein. 

IYemmung  de r  p r o t e o l y t i s c h e n  W i r k u n g  des  T h r o m b i n s  

Bekanntlich wird Ms die Hauptwirkung des Heparins bei der Blut- 
gerimmng die I-Iemmung des Thrombins angesehen. Danebea werden 
dem Heparin noch andere Wirkungen zugeschrieben, die fiir unsere 

11 H s .  N i t s c h m a n n  und H .  U. B o h r e n ,  I-telv. Chim. Aeta 88, 1953 (1955). 
19 A .  A l a i s  and MRarb., I-Ielv. Chim. Aeta 36, 1955 (1953). 
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Fragestellung nicht wesentlieh sind. Auf Grund der Antithrombin- 
wirkung wurde mehrfaeh behauptet 13, daft tIeparin nieht nur Thrombin, 
sondern aueh andere proteolytisehe Fermente zu hemmen imstande sei. 
Aus zahllosen ergebnislosen Versuehen 14 mugten wit jedoeh feststellen, 
d~g dem I-Ieparin keine Wirkung auf bekannte proteolytisehe Enzyme 
(untersucht wurden: Pepsin, Trypsin, Kathepsin, Papain) zukommt. 
Es ersehien uns deshalb wiehtig, zu untersuchen, ob mit unserer Versuchs- 
anordnung der Naehweis der l~emmung der proteolytisehen Aktivit~it 
des Thrombins zu erbringen war. Wie aus untenstehender Tabelle I 
ersichtlieh, wird die proteolytische Wirkung des Thrombins bei An- 
wesenheit yon Heparin vollkommen ~ufgehoben, so dab mSglicherweise 
die Wirkung des ]-Ieparins auf das Thrombin in einer Hemmung der 

Tabel le  1 

Bebriitungszeit GesamteiweiB- cr Abbau des Serum- tteparinkouz, y 
i n  Stunden konz. in % Anteil in % ~-Casein in % verdiinnung pro ecm Ansatz 

0 
23 

0 
23 
0 

18 
0 

18 

0,80 
0,82 
0,79 
0,81 
0,42 
0,40 
0,49 
0,50 

73,2 
46,8 
73,3 
64,2 
73,4 
58,2 
72,0 
71,4 

0 
37,5 
0 1 : lO0 

12,2 1 : lO0 
0 

20,6 , - -  
0 

i 
0 i 

833 
833 

proteolytisehen Aktivit~t besteht. Vermutlich diirfte es sich mn eine 
kompetitive I temmung handeln, da man weift, daft die hemmende Wirkung 
des tIeparins auf die Blutgerinnung dureh stark basische EiweiftkSrper 
aufgehoben werden kann (Versuche, diese Frage zu kl~ren, sind im 
G~nge). 

Da das Thrombin seine Wirkung bei der Blutgerinnung aueh bei 
Anwesenheit yon Plasma ausiibt, untersuehten wir die Hemmwirkung 
yon Serum auf Thrombin. In  friiheren Untersuehungen 15 konnten wir 
zeigen, daft Trypsin dureh Normalserum bis zu einer Konzentration 
yon 1 : 1200 pro Kubikzentimeter Ansatz deutlieh gehemmt wird. Das 
proteolytisehe Ferment der Leukozyten 16, das ein iihnliehes pI-I-Optimum 
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385 (1940); J. Biol. Chem. 156, 427 (1944). - -  M .  R o e h a  e S i l v a  und S. C. 
A n d r a d e ,  Science 102, 670 (1945). - -  J . A .  We l l s  und Mitarb., Proe. Soe. 
Exp. Biol. Med. 58, 57 (1945). - -  T .  A s t r u p  und N .  A lk]aers ig ,  Nature 169, 
314 (1952). 
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besitzt wie das Trypsin, zeigte noeh bei einer Serumverdiinnung yon 
1:90 seine voile proteolytisehe Aktivitgt. 1)as Thrombh~ wird, wie aus 
Tabelle 1 hervorgeht., bei ghnliehen Serumkonzentrationen, wie das 
Leukozytenferment, gehemmt. Ob es sieh urn den gleiehen I-Iemm- 
kSrper handel,, sollen spgtere Untersuehungen ergeben. 


