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Blutgerinnung und Fibrinolyse 

Von Norbert Heimburger und Heiner Trobischl*l 

Die moderne Proteinchemie fuhrt zunehmend zu der Erkenntnis, daB die Gerinnung 
des Blutes iiber mehrere Reaktionsstufen ablauft, die den Charakter von Enzym-Sub- 
strat-Reaktionen haben und durch Phospholipide katalysiert werden. Das gilt auch fur 
das kompensatorische System, die Fibrinolyse. Die in den beiden Systemen wirksamen 
Faktoren einschlieBlich der das Gleichgewicht regulierenden Inhibitoren haben sich als 
Proteine mit einem zum Teil hohen Gehalt an Kohlenhydraten erwiesen. Diese Erkennt- 
nisse bilden die Grundlage fur die moderne Diagnostik und Therapie. 

1. Einleitung 

Eine der physiologisch wichtigsten Eigenschaften des 
Blutes ist, daB es gerinnen, ja vollig erstarren und sich 
auch wieder verflussigen kann. Beide Phanomene sind 
im Prinzip auf die enzymatische Umsetzung eines Plas- 
maproteins, des Fibrinogens, zuruckzufuhren. So ist der 
Vorgang der Blutgerinnung dadurch gekennzeichnet, 
daB das losliche Fibrinogen, das in einer Konzentration 
von 0.2-0.4 g% im Humanplasma vorliegt, zu einem 
unloslichen, gut polymerisationsfahigen Derivat, dem 
Fibrin, abgewandelt wird. Die Fibrinolyse ist durch die 
Auflosung des vernetzten Fibrins charakterisiert. Unter 
physiologischen Bedingungen laufen Gerinnung und Fi- 
brinolyse nacheinander ab. Ihr Zusammenspiel gewahr- 
leistet, daB sich zur Blutstillung Fibrin bildet und daB 
es bei der Wundheilung wieder abgebaut wird, wenn es 
seine biologische Funktion erfullt hat. Daher kann man 
die Fibrinolyse auch als weitere Phase der Blutgerinnung 
betrachten. 

Gerinnung und Fibrinolyse werden enzymatisch regu- 
liert. So katalysiert Thrombin die Umwandlung von Fi- 
brinogen in Fibrin und Plasmin die Hydrolyse des Fi- 
brins. Beide Enzyme, die zu den Endopeptidasen 
gehoren, sind nicht streng substratspezifisch. DaB sie 
unter physiologischen Bedingungen nicht in der 
aktivierten Form, sondern als Proenzyme im Blut 
zirkulieren, ist als Sicherungsmahahme des Organismus 
zu werten. Auch die Aktivierung der Proenzyme wird 
enzymatisch reguliert. Dazu gehort, daB die Enzymak- 
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tivatoren zum Teil nur als Vorstufen im Blutstrom krei- 
sen und zur Umwandlung einer Induktion bedurfen. Die 
dafur bestimmten Faktoren sind vielfach durch eine Zell- 
oder eine Gewebebarriere vom Blutstrom getrennt. Das 
gilt auch fur die Aktivatoren. So ist gewahrleistet, daB 
sie erst bei Verletzungen des Gewebes oder Verande- 
rungen der Zell- und speziell der GefiiBoberflache ge- 
bildet und freigesetzt werden. Diese Folge von Vorgan- 
gen garantiert, daB Thrombin und Plasmin wirklich nur 
auf den physiologischen Bedarf hin entstehen, und zwar 
weitgehend lokal begrenzt. 
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Schema 1. Blutgerinnung und Fibrinolyse. 

Wie Schema 1 zeigt, sind an Blutgerinnung und Fibri- 
nolyse trotz entgegengesetzter Wirkungen sehr ahnliche 
Reaktionen beteiligt. Die biologische Aktivitat ist je- 
weils an ein proteolytisches Enzym gebunden, n h l i c h  
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Thrombin bzw. Plasmin. Beide Enzyme liegen im Blut 
als inaktive Proenzyme vor und werden durch Aktiva- 
toren, die sowohl im Blut als auch im Gewebe lokalisiert 
sind, aktiviert. Im gesunden Organismus besteht ein dy- 
namisches Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibri- 
nolyse. Ein Uberschieflen der Enzymreaktionen in der 
einen oder auch anderen Richtung kann fatale Folgen 
haben. Die biologische Konsequenz konnen Blutungen, 
Thrombosen und Gefaflerkrankungen sein; auch die Ar- 
teriosklerose diirfte die Folge eines gestorten dynami- 
schen Gleichgewichts sein “1. 

Die Gerinnungsforschung hat heute den Stand erreicht, 
Storungen im hamostatischen Gleichgewicht diagnosti- 
zieren und entsprechend behandeln zu konnen. Das be- 
deutet, dafl man die Faktoren kennt und messen kann, 
die den Gerinnungs- und Fibrinolysestatus bestimmcn. 

2. Blutgerinnung 

Am Gerinnungsvorgang, der uber mehrere Reaktions- 
schrittc abliuft, kbnncn his 7u Twolf plasmatische Fak- 
toren und zusatzlich Thrombocyten- oder Zellelemente 
beteiligt sein. Die Plasmafaktoren sind vorwiegend Pro- 
teine, die z.T. Enzymcharakter haben und in Form 
inaktiver Vorstufen im Blut zirkulieren; sie lassen sich 
mit den in der Proteinchemie gebrauchlichen Metho- 
den charakterisieren, wurden aber bisher nur vereinzelt 

Endogenes System 

Vor2hase 

Startreahti3n F W + F W a - P I - F  XI 

Oildung des 
F X - Aktivators 

Der Vorgang der Blutgerinnung kann auf zwei 
unterschiedlichen Reaktionswegen eingeleitet werden, 
die beide zur Aktivierung des Faktors X und damit zur 
Bildung des Prothrombinaktivators fiihren (Schema 
2) [7.R1. Die Reaktionsfolge richtet sich nach dem Reizort. 
Man unterscheidet danach zwischen einem exogenen 1’1 
und einem endogenen Weg13]. Das endogene System ist 
das kompliziertere; es lauft uber mehrere Reaktionsstu- 
fen, ist mit vielen Sicherungen ausgestattet und arbeitet 
nicht zuletzt deswegen relativ trage. Im Gegensatz dazu 
reagiert das exogene System spontan. Es kann also im 
Notfall die Blutvolumenkonstanz gewahrleisten; das 
diirfte seine wichtigste Funktion sein. Aktiv unterstiitzt 
wird das Gerinnungssystem dabei durch die Blutplatt- 
chen und GefaBe, die sich wechselseitig beeinflussen: 
Arterien kontrahieren bei traumatischer Reizung; sie 
sind zur Regulierung des GefaBtonus mit einer ringfor- 
migen Muskelschicht ausgestattet, deren Spannung uber 
vasoaktive Peptide und biogene Amine reguliert wird. 
Diese Wirkstoffe, die eine Kontraktion oder Dilatation 
der GefaBe bewirken, entstehen in einer Art Neben- 
reaktion bei der Gerinnung und der Fibrinolyse. 

Das verletzte Gefafl mit seiner fur den Kreislauf fremden 
Oberflache aktiviert das endogene Gerinnungssystem. 
Das gilt besonders fur das Kollagen, das Stutzgewebe 
der GefaBe, denn die Blutplattchen bleiben an den Kol- 
lagenfasern hangen, verformen sich an der unphysiolo- 
gischen Oberflache und verschmelzen zu einem viskosen, 
weiflen Pfropfen, einem ersten mechanischen Wundver- 
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Schema 2. Der Verlauf der Gerinnung (schematisch; siehe dam Tabelle I ) .  PI. = Phospholipid. 

in biologisch aktivem Zustand rein isoliert. Die gerin- 
nungsaktiven Zellfaktoren gehoren zur Klasse der Phos- 
pholipide, die als Bestandteil der Zellwande weit ver- 
breitet sind. Diese Lipide haben sich als Katalysatoren 

Gerinnung erwiesen. Diese Tatsache konnte erklaren, 

schaff t. 

s ~ h l u f l 1 ~ ~ ~ 1 .  Die Plattchen-Aggregation wird durch A D P  
katalysiert, das von den Thrombocyten selbst gebildet 
wird und direkt an der Plattchenmembran angreift 16]. 

~ 

wichtiger Enzym-Aktivierungsschritte beim Ablauf der [I] w. S m b  u. F. Duckerr. l k m b o s .  Diathes. Haemorrh. 5, 402 
(I96 1’). 

[3] G. H. Miiler, Thrombos. Diathes. Haemorrh. 14, 417 (1965). 
[4] S. Karparkin u. R. M. Langer, J .  Clin. Invest. 47, 2158 (1968). 
[5] M Corn, Kature 212, 508 (1966). 

Jeder Zellzerfall cine Hyperkoagulabilitat 

-~ 

[ I ]  T,  Asrrup. Lancet 271, 565 (1956) 
[6] H. Holmsen, H. 1. Dayu. H. Sfornoken, Scand. J .  Haematol.,Suppl. 
Nr. 8 (1969). 
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Wahrend der viskosen Metamorphose werden gerin- 
nungsaktive Inhaltsstoffe frei. Die wichtigsten sind der 
Plittchenfaktor 3, ein Phospholipid, und das Antihepa- 
rin, der Plattchenfaktor 4r61. 

produkte des Prothrombins ( F  11). Die endgiiltige KIa- 
rung dieser Frage ist bis jetzt an der bcsonderen Labi- 
litat der Gerinnungsfaktoren gescheitert, die auch bei 
Anwendung der modernsten Isolierungsmethoden Ver- 

Tabelle I .  A m  GerinnungsprozeO beteiligte Faktoren. Sie wurden auf BeschluD des Internationalen Nomenklaturkomitees nach der Reihenfolge ihrer 
Entdeckung mit  romischen Zahlen gekennzeichnet. F IV ist Ca'*, F VI ist kein selbstandiger Faktor, sondern wahrscheinlich rnit F V identisch. Aktivierte 
Faktoren sind am ,,a" zu erkennen 

Fakto 

I 

II 

I l a  
III 

V 

VII 

Vl la 
V l l l  

I X  

IXa 

X 

Xa 
XI  

XI1 

X l la  
X l l l  

X l l la  

Synonyma 

Fibrinogen 

Prothrombin 

Thrombin 
rhromboplastin. 
Thrombokinase 

Accelerin. 
Accelerator 
Globulin, 
Labiler F 

Proconvertin 

Convertin 
Antihamophiles 
Globulin A 
AHG-A 

Christmas-F, 
Antihamophiles 
Globulin R 

Stuart- 
Prower-F. 

Plasma- 
Thrombo- 
plastin, 
Antecedent 
Hageman-F.. 
Kontakt-F., 
113. 141 

Fibrin-stabi- 
lisierender F.. 
Fibrinase 

Plasmatrans- 
glutaminase 

dargestellt aus 

Humanplasma 

llumanplasma 

menschlichen 
und tierischen 
Organen. bevoriugl 
Lunge und Hirn 
Rinderplasma 1541 

Rinderplasma 1311 

Humanplasma 
Rinderplasma 
Schweineplasma 
Kaninchenplasma 
Humanplasma 
Rinderplasma 

Rinderplasma 1321 

noch nicht 

Rinderplasma 1161 

Humanplasma 

[a] RES = Reticuloendotheliales System. 

elektrophoretische Bewcg- 
Iichkzit/Molckulargewicht 

D,-Globulin 360000 
! ~ - G l p f c ! l l  

,t,-Globulin 52000 

34000 1551 
bis 3 x lo6 

B-Globulin unbekannt 

13-Globulin 63000 
1311 

480001311 . .  
lI?-Globulin unbekannl 
1231 

Il,-Globulin unbekannt 

unbekannt 

Globul in 50000 

34000 1321 
IJ,-Globulin unbekannt 

B,-Globulin 
1161 

ca 24OlXX)[14-16 
r3,-Globulin 290000 

unbekannt 

Die am Gerinnungsvorgang beteiligten ,,Faktoren" sind 
rnit ihren wichtigsten Eigenschaften in Tabelle 1 zusam- 
mengestellt. Mehrere der Faktoren sind Enzyme. 
Thrombin (F IIa) und die aktivierten Faktoren X und 
XI1 (Xa bzw. XIIa) sind F\lerasen, dcr aktivierte Fak- 
tor XI11 (F XIIIa) ist eine Transamidase[*]. Die bio- 
chemische Natur der meisten Faktoren ist allerdings 
noch nicht geklart. Es  gibt Hinweise dafiir, daB die 
Faktoren 11, VII, IX und X miteinander verwandt sind. 
Nach Seegers191 existieren sie gar nicht als Einzelpro- 
teine, sondern als Dissoziations- und Anlagerungs- 
- .- 

[7] F. Jobin u. M. P. Esnouf, Biochemistry J. 102. 666 (1967). 
[S] W. H. Seegers, Annu. Rev. Physiol. 31, 269 (1969). 
[Y] W. H Seegers: Blood Clotting Enzymology. Academic Press, New 
York 1967, S. 129. 

Funktion und bes. Eigcnschaften 

B,-Glykoprotein. das durch F I l a  an 
zwei spezitischen Arginylsequenzen 
zu Fibrinmonomeren gespalren wird 
Proesterase. die durch 1.' Xa xu einer 
Endopeptidase aktiviert wird. die 
relauv fihrinogen-spezifisch is1 [321 

Gewebefaktor. wird zusammen mi l  
Phospholipiden bei Verletiungen 
freigesctir (29,301 

Sehr empfindliches Protein. das durct 
Ca" ctabilisiert wird Katalysicrt 
iusammen m i l  Phospholipiden und 
Ca" die Prothrombinaktivierung 
durch F Xa [42,43. 541 
ProenLyni. Aktivierung durch Kon- 
t a h t  mit  %ellTragmenten Cofaktor 
von ~ I I 1 , m i t d e m c r d e n A k t i v a t o r  
von F X bildct 1311 

Enzymcharakter nicht bewicsen. 
wird durch Ca" stahilisiert. Substrat 
von F IXa 1241 

F IXa bildet im Komplex m i l  F VI I I .  
Ca" und Phospholipiden den 
Aktivator von F X 1211 
Proesterase. die durch endogen oder 
exogcn gebildete Aktivatoren zur 
Arginin-Esterase wird 19.32) 

Substrat von F Xlla; mil Phospho- 
lipiden bilden beide einen Komplex, 
der die Aktivierung von F I X  
katalytiert 
Proesterase. Aktivierung durch 
Fremdoberllachen Iu r  Arginin- 
Esterase (F XIla) 1161 

Transglutaminase, die durch 
Thrombin aktiviert wird. Verkniipft 
die Fibrinmonomerenuber Peptid- 
bindungen zu einem festen Netz 

'lasma- 
onien t ration 

DO-400 mg/ 
30 mi 

1-15 mg/100 mi 

ormalerweise 
icht im  
l a m a  vorhandc 

nbekannt 

nbekannt 

nbekannt 

nbekannt 

3 mg/100 mi 

nbekannt 

mg/100ml 

-2 mg/l(X) ml 

(ildungsort 

Leber 

Leber. Vit.-K- 
abhangig 
135, 361 

Zellen 

Leber? 

Leber. Vit.-K- 
abhangig 1311 

Milz/RES [a] 

Leber. Vit -K- 
abhangig 

Leber. Vit -K-  
dbhangig 

RF.S" [a] 

RES? [a] 

Leber 

anderungen erfahren, die bis zu Denaturierung und 
lnaktivierung reichen. Diese ausgepragte Empfindlich- 
keit der gerinnungsaktiven Proteine ist funktionsbedingt 
(siehe Abschnitt 2.1.1). 

2.1. Das endogene System 

2.1.1. Vorphase 

In der Startreaktion wird der Gerinnungsvorgang durch 
den Kontakt des Blutes rnit unphysiologischen Oberfla- 
chen wie Haut, Zellfragmenten, Kollagenfasern und ar- 
teriosklerotischen Beeten ausgelost. Dabei wandelt sich 
der Hageman-Faktor ( F  XII), eine Proesterase, in die 
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aktive Arginin-Esterase um Im Blut wird der Ha- 
geman-Faktor offenbar durch andere Proteine rnit 
Schutzkolloidwirkung vor zufalliger Aktivierung be- 
wahrt. Die hohe Affinitat des Proenzyms zu Fremdober- 
flachen wird fur seine Anreicherung und Isolierung 
g e n ~ t z t l ' ~ ] .  Allerdings erhalt man so den aktivierten 
Hageman-Faktor (XIIa), der nur begrenzt stabil ist["]; 
wohl deshalb ist der Hageman-Faktor physikalisch-che- 
misch noch nicht exakt charakterisiert. F XII-Mange1 
ist aber offenbar kein Blutungsubel, wie die Kranken- 
geschichte des ersten Patienten mit erblichem F XII- 
Mangel, eines Herrn Hageman, gelehrt hat[22]. Die Ak- 
tivierung von F XI1 intra vitam fiihrt zu einer ungezu- 
gelten intravaskularen Entgleisung der Gerinnung rnit 
fatalen Folgen. D a  der Hageman-Faktor auch die Um- 
wandlung von Kallikreinogen in Kallikrein katalysiert, 
wird gleichzeitig mit dem endogenen Gerinnungssystem 
auch das Kallikrein-Kinin-System und dadurch wieder- 
um indirekt die Fibrinolyse (Schema 4) aktiviert [19.201. 

Der aktivierte F XI1 (F  XIIa) bildet in Gegenwart von 
Phospholipiden rnit F XI einen Enzym-Substrat-Kom- 
plex. Die Entstehung dieses Komplexes . kennzeichnet 
die Startreaktion. E r  katalysiert die Aktivierung des Fak- 
tors IX, der wichtigsten Komponente des endogenen 
F X-AktivatorsystemsI2'I. 
Proteinchemisch ist der F XI so gut wie unbekannt: seine 
Isolierung ist bis jetzt nicht gelungen. Seine Existenz ist 
jedoch durch eine Mangel- oder auch Defektprotein- 
amie belegt, die eine relativ seltene Blutungskrankheit 
bedingt. 

Die Bildung des F X-Aktivators ist dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der aktivierte F I X  (F  IXa) rnit einem wei- 
teren Plasmaprotein, dem F VIII, reagiert und mit die- 
sem und Phospholipiden in Gegenwart von Calcium- 
ionen zu einem Komplex zusammentritt, der den F X 
aktiviert. Dieser Reaktionsschritt ist enzymchemisch 
noch nicht belegt, da  der F I X  bisher weder isoliert noch 
naher charakterisiert werden konnte, 

Der F IX scheint weder Protease- noch Esterase-Eigen- 
schaften zu haben: seine Wirkung wird durch Diisopro- 
pylfluorophosphat nicht beeinflufit, wie das fur die Este- 
rasen rnit Serin im aktiven Zentrum charakteristisch 
ist. Die Aktivierung von F IX wird durch Calciumionen 
-~ 

[ lo]  0. D. Harnoff in E. B. Brown u. C. V. Moore: Progress in Hema- 
tology. Grune and Stratton, New York 1966, S. 204. 
[ I l l  H. L. Nossel, Proe. SOC. Exp. Biol. Med. 122, 16 (1966). 
[ 121 S. .Viewiarowski, E. Bankowski u. J. Rogowicka, Thrombos. Dia- 
thes. Haemonh. 14, 387 (1965). 
[13] 0. D. Ramoff, J. Lab. Clin. Med. 44. 915 (1954). 
[14] 0. D. Ramoff. E. W. Davie u. D. L. Mallet, J .  Clin. Invest. 40, 
803 (1961). 
[15] C. Haanen u. I .  G. G. Schoenmakers, Thrombos. Diathes. Hae- 
morrh. 9. 557 (1963). 
[ 161 I. G. G. Schoenmakers, R .  Maru, C. Hannenu. F. Zilliken, Biochim. 
Biophys. Acta 93, 433 (1964). 
[17] H. Temme, R.  Jahrreis, E. Habermann u. F. Zilliken, Hoppe-Sey- 
lers Z. Physiol. Chem. 350. 519 (1969). 
[ 181 1. G. G. Schoenmakers, R .  M. Kurstjens, C. Haanen u. F. Zilliken, 
Thrombos. Diathes. Haemorrh. 9, 546 (1963). 
[19] S. C;. Jafridis u. J .  H. Ferguson, Thrombos. Diathes. Haemorrh. 
6, 411 (1961). 
[20] R.  W. Colman, Biochem. Biophys. Res. Commun. 35,273 (1969). 
[21] 0. D. Rarnoff u. E. W. Cavie, Biochemistry I ,  677 (1962). 

katalysiert und durch Heparin blockiert. Der F IX wird 
in der Leber gebildet; seine Synthese ist Vitamin-K-ab- 
hangig. Mangel an F IX, der vererbt wird, kennzeichnet 
die Hamophilie 9, die zweithaufigste angeborene Blu- 
tungserkrankung. 

Der F VIII, das antihamophile Globulin A (AHG-A),  
ist einer der bekanntesten Gerinnungsfaktoren. Fehlen 
und Mangel dieses Faktors, die vererbt werden, sind die 
Ursache der haufigsten angeborenen Blutungserkran- 
kungen: der Hamophilie A,  die nur durch Substitution 
von AHG-A behandelt werden kann. Daraus leitet sich 
auch der Terminus ,,antihamophiles Globulin" ab. Syn- 
theseort dieses Globulins ist unter anderem die Milz. 
Das AHG-A gehort zu den P,-Globulinen des Plasmas 
und ist relativ ho~hmolekular I*~~ *"I. 

Auch die Reindarstellung von AHG-A ist problema- 
tisch. Die Grunde dafur sind in der ausgepragten Labili- 
tat des AHG-A zu suchen. Calciumionen-Entzug durch 
Komplexbildner fuhrt zu einer irreversiblen Inaktivie- 
rung. Entweder stabilisieren die Calciumionen das 
AHG-A, oder aber der F VIII ist ein Komplex aus meh- 
reren Proteinindividuen oder Untereinheiten. Bisher 
gibt es jedoch keinen Beweis fur die eine oder andere 
Theorie. Fur die Herstellung therapeutisch wirksamer 
Konzentrate hat sich das einfachste Verfahren als das 
brauchbarste erwiesen: die Kryoprazipitation, das Aus- 
frierverfahren, das auf der abgestuften Loslichkeit der 
Plasmaproteine nach Einfrieren und Auftauen beruht. 

Die F X-Aktivierung ist der erste Reaktionsschritt inner- 
halb des kaskadenartigen Gerinnungsablaufs, der dem 
endogenen und exogenen System gemeinsam ist, aber 
noch von unterschiedlich aufgebauten Aktivatoren ka- 
talysiert wird (Schema 2 ) .  Die Umwandlung von F X  wird 
enzymatisch katalysiert: dabei entsteht eine Arginin- 
Esterase (F Xa), die eine hohe Affinitat fur Calcium- 
ionen offenbar eine wichtige Voraussetzung fur 
die Bildung des Prothrombinaktivators aus F Xa, CaZ+, 
Phospholipiden und dem Plasmafaktor V. 

Auf der Stufe der Bildung des Prothrombinaktivators 
vereinigen sich endogenes und exogenes System; Einzel- 
heiten der Reaktion werden daher dort besprochen, weil 
sie fur das Verstandnis der sich daran anschlieBenden 
Prothrom binaktivierung w ichtig sind. 

2.2. Das exogene System 

2.2.1. Vorphase 

Bei Gewebslasionen im Bereich des Kapillarbettes 
stromt Blut aus den verletzten GefaRen ins Gewebe. 

[22] 0. D. Rarnoffu. A. G. Steinberg, J.Lab. Clin.Med. 59,980 (1962). 
[23] S. van Crefeld et al., Thrombos. Diathes. Haemorrh. 17, 188 
(1967). 

[24] E. J. Hershgold. L. Silverman, A. M. Davison u. M. E. Janszen, 
Selecta 9, Nr. 35, S. 2384 (1967). 
[25] H. C. Hemker, A. C. W. Swart u. R.  G. Macfarlane. Nature 215, 
248 (1967). 
[26] F. Jobin u. M. P. E. Esnouf, Biochem. J .  102, 666 (1967). 
[27] M. P. E. Esnod, Biochem. J .  115, P 1 (1969). 
[28] M. P. E. Ejnouf: Proc. 10. Congr. intern. SOC. Blood Transf. Stock- 
holm 1964. Karger, Basel 1965, S. 1337. 
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Gleichzeitig werden aus den zertriimmerten Zellen In- 
haltsstoffe unterschiedlichen chemischen Charakters mit 
gerinnungsfordernder Aktivitat ausgeschwemmt, die 
z. T. noch an Zellbestandteile gebunden sind. Besonders 
reich an Substanzen, die das exogene System aktivieren, 
sind die Mikrosomen. Diese Zellfragmentfraktion wird 
als Gewebsthromboplastin oder F 111 b e z e i ~ h n e t [ ~ ~ . ~ ~ ] ;  
seine Freisetzung ist als Startreaktion anzusehen. 

Die Bildung des F X-Aktivators verlauft iiber die Wech- 
selwirkung des Gewebefaktors 111 mit einem plasmati- 
schen Cofaktor, dem Proconvertin ( F  VII), das mit dem 
Blut in die Wunde gelangt. Die Aktivierung von F VII 
zu F VIIa, die beim Kontakt erfolgt, ist mit einer Ver- 
ringerung des Molekulargewichts ~ e r b u n d e n [ ~ l l ,  wie Un- 
tersuchungen an den isolierten Faktoren aus Plasma und 
Serum vom Rind ergabenL3'1. Der Unterschied in den 
Molekulargewichten zwischen der inaktiven und akti- 
vierten Form von F VII konnte fur eine enzymatische 
Aktivierung charakteristisch sein. Bisher gibt es jedoch 
keinen Beweis dafiir[33,34]. 
Bei der Aktivierung von F X entsteht ein Enzym (F Xa), 
das die Hydrolyse N-substituierter Argininester kataly- 
siert[z5-271. Die Freisetzung aus der Proesterase erfolgt 
enzymatisch; sie kann in vitro durch Trypsin und das 
Gift der Russel-Viper katalysiert werden. In  vivo wird 
die Aktivierung in vergleichbarer Weise durch die en- 
dogen oder exogen aufgebauten Aktivatoren kataly- 
siert 1'1. 

Der F X konnte erstmals aus Rinderplasma rnit hoher 
Reinheit gewonnen ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Die Isolierung gelingt 
iiber die Adsorption an BaSO, oder Ca,(PO,),, frak- 
tionierende Elution von den Adsorbentien, Chromato- 
graphie der Eluate an Cellulose-Ionenaustauschern und 
anschlieaende Molekularsiebtrennung. Ein einheitliches 
Praparat erhalt man unter diesen Bedingungen jedoch 
nur bei Zusatz von Diisopropylfluorophosphat zu den 
P~ffern[ '~] .  Dieser Hemmstoff verhindert eine enzyma- 
tische Zersetzung und Inaktivierung wahrend der Auf- 
arbeitung. Die Aktivierung bewirkt eine Verkleinerung 
des Molekulargewichts und eine Anderung der elektro- 
phoretischen Beweglichkeit:3?l. Der F Xa ist die enzy- 
matische und wichtigste Komponente im Prothrom- 
binaktivator-Komplex. 

Der Prothrombinaktivator katalysiert die Umwandlung 
von Prothrombin ( F  11) in Thrombin (F IIa). An dieser 
Reaktion sind mehrere Komponenten beteiligt, die man 
als Prothrombinaktivator zusammenfaRt: F Xa, F V, ein 
bisher nicht naher charakterisiertes Plasmaglobulin, 
Phospholipide und Calciumionen. Dabei bilden die 
Phospholipide die Reaktionsoberflache, auf der die en- 
zymatische Umsetzungdes Prothrombins durch F Xa ab- 
Iauft. Die Geschwindigkeit der Reaktion wird durch F V 

[29] H. C. Hemker u. C. Haanen, Tijdschr. Geneeskunde 113, Nr. 5 ,  
S. 203 (1969). 
I301 A. D. Bangham, Nature 174, 791 (1954). 
[31] H. Prydz, Scand. J.  Clin. Lab. Invest. 17, Suppl 84, 78 (1965). 
[32] C. M. Jackson u. D. J .  Hanahan, Biochemistry 7, 4492, 4506 
(1968). 

[33] Y. Nemerson, Biochemistry 5, 601 (1966). 
(341 W. J. Williams u. D. G. Norris. J. Biol. Chem. 241, 1847 (1966). 

bestimmt, der daher a b  Accelerator-Globulin bezeich- 
net wird. Man nimmt an, daR die Faktoren V und Xa 
in den Lipidmicellen so fixiert sind, daR bcide in engen 
Kontakt rnit dem Prothrombinmolekiil k ~ m m e n [ " - ~ ~ ]  
und damit eine wesentliche Voraussetzung fur die Ak- 
tivierung, eine partielle Hydrolyse, schaffen. 

2.2.2. Die Prothrombinaktivierung 

Das Prothrombin (F  11) gehort zu den Spurenproteinen 
im menschlichen Plasma. Man kann es jedoch mit den 
modernen Methoden .der Elektrophorese als Substanz 
und auch biologisch im Plasma nachweisen. 

So findet man nach der  elektrophoretischen Auftrennung von 
Humanplasma auf einer fibrinogenhaltigen Agaroseplatte eine 
Triihung im az-Globulinbcreich, wenn man von einer parallel 
zur Trennungsrichtung liegenden Rille Gewebsthromboplastin 
(F 111) und Calciumionen eindiffundieren IaBt. Die Triibung bil- 
det sich in der elektrophoretischen Position des Prothrombins, 
weil dort, ausgelost durch das eindiffundierende Gewebsthrom- 
boplastin, Thrombin entstanden ist, erkennbar an der Triibung 
der Platte durch die Bildung von Fibrin. Der biologische Nach- 
weis laBt sich auch mit dem immunologischen verkniipfen. Al- 
lerdings gelingt das nicht rnit einem polyvalenten Antihuman- 
serum, sondern n u  mit einem spezifischen Antiserum gegen 
Prothrombin. Auf diese Weise kann man auch den Gehalt des 
Plasmas an Prothrombin quantitativ bestimmen. Mit 
10-15 mg/100 ml liegt er in der GroOenordnung des Human- 
pla~minogengehalts[~'1. 

Prothrombin (F  11) wird in der Leber Vitamin-K-abhan- 
gig zusammen mit den Faktoren VII, IX und X syn- 
t h e t i ~ i e r t [ ~ ~ ~ ~ ~ ] .  Diese vier Proteine werden als Fak- 
toren des Prothrombinkomplexes zusammengefaRt. Bei 
schweren Lebererkrankungen ist ihre Synthese gestort. 
Das gilt auch fur Vitamin-K-Mangelzustande, bedingt 
durch Schadigung oder Absterben der Darmflora, z. B. 
bei Diarrhoe, nach Behandlung rnit nicht resorbierbaren 
Antibiotika oder beim VerschluBikterus, bei dem die 
Fettresorption gestort und damit die Aufnahme von 
Vitamin K unterbunden ist. 

Die Vitamin-K-Abhangigkeit der Synthese der Faktoren 
des Prothrombinkomplexes ist von groRer pharmako- 
logischer Bedeutung. Dicumarole und Indandione wir- 
ken namlich als Vitamin-K-Antagonisten, die rnit gutem 
Erfolg therapeutisch eingesetzt werden konnen, z. B. bei 
der Thrombose-Prophylaxe und der Behandlung des 
H e r z i n f a r k t e ~ [ ~ ~ ~ ~ ' ] .  Die neuesten Ergebnisse iiber die 
Wirkung dieser Langzeitantikoagulantien widerspre- 
chen der urspriinglichen Vorstellung einer totalen Syn- 
thesehemmung. Die Therapeutica beeinflussen weniger 
die Synthesegeschwindigkeit des Prothrombinkom- 
plexes als daR sie die Bildung eines biologisch nicht ver- 
wertbaren Prothrombinmolekiils induzieren, das zwar 
rnit dem Prothrombinaktivator reagiert, aber dabei kein 
Thrombin bildet [35-381. 

[35] H. C. Hemker, 1. Van der Meer, R. Hodge u. E. A. Loeliger in 
J. Van der Meer: Pharmacological Aspects of Vitamin K I .  Schattauer- 
Verlag, Stuttgart 1968. 
[36] E. F. Mammen, Internist I, 2 (1969). 
[37] P. 0. Ganrof u. J. E. Nilehn, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 21, 238 
(1968). 
[38] 1. E. Nilehn u. P. 0. Ganrot, Scand. J .  Clin. Lab. Invest. 22, 17 
(1 968). 
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Fur die Isolierung des Prothrombins verwendet man im 
Prinzip die gleichen Methoden wie fur die Gewinnung 
von F X. Beide Proteine haben so ahnliche Eigenschaf- 
ten, daB sie auch bei Verwendung der unterschiedlich- 
sten Fraktionierungsmethoden nur schwer voneinander 
zu trennen sind. Auch hier mu13 einer autokatalytischen 
Inaktivierung wahrend der Aufarbeitung vorgebeugt 
werden, und wohl deshalb ist es bisher noch nicht ge- 
lungen, ein nach allen Kriterien der Proteinchemie ein- 
heitliches Praparat zu g e w i n r ~ e n [ ~ ~ - ~ ' ] .  

Das ,Molekulargewicht von Prothrombin wurde zu 
52 000 bestimmt. Wahrend der Aktivierung zerfallt das 
Molekul in mindestens drei Komponenten, von denen 
eine mit Thrombin (MG = 34000) identisch ist[*' 271.  
Die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin wird 
durch den Prothrombinaktivator katalysiert, den wir be- 
reits als Komplex von Phospholipiden mit F Xa und F V 
sowie Calciumionen kennengelernt haben. Dabei han- 
delt es sich dem Prinzip nach um eine gezielte proteo- 
lytische Hydrolyse, die auch von Trypsin katalysiert wird 
und die in 25proz. Na-Citratlosung autokatalytisch ab- 
Iauft['I. Allerdings katalysiert der F Xa allein die Re- 
aktion nur ungeniigend, obwohl er Argininester spal- 
tet[72]. Im gereinigten System mit Prothrombin ist die Re- 
aktion nur sehr trage. Die Zugabe von F v, Phospholi- 
pidcn und Calciumionen erhoht die Reaktionsgeschwin- 
digkeit um den Faktor 1000, ohne daB gleichzeitig die 
esterolytische Wirkung ansteigt. Das Ergebnis zeigt, daB 
F V sehr spezifisch die Prothrombinaktivierung be- 
schleunigt, aber nur in phospholipid-haltigem Milieu. 
Aus diesem Grunde nimmt man an, da8 sich die Pro- 
thrombinaktivierung an der Oberflache der Lipidmicel- 
len abspielt [42-441. Diese Vorstellung wurde auch die 
Wirkung der Langzeitantikoagulantien erklaren: Das 
pathologisch abgewandelte Prothrombin blockiert kom- 
petitiv den F Xa-F V-Lipid-Komplex (Prothrombinakti- 
vator) und setzt dadurch die Umsatzgeschwindigkeit 
stark herab[35]. 

Das Thrombin ( F  Ha) ist eine sehr spezifische Protease. 
Seine wichtigste Funktion ist die Gerinnung von Fibri- 
nogen. Diese Eigenschaft verliert das Thrombin in zu- 
nehmendem MaR vom Augenblick seiner Bildung an, 
hingegen bleibt die esterolytische Aktivitat relativ lange 
konstantI' 181. Durch Acetylierung von Thrombin kann 
man ein Derivat herstellen, das nicht mehr die Gerin- 
nung katalysiert, synthetische Ester aber wie Thrombin 
spaltet (Thr0mbin-E)[~~1. 
Prothrombin und F X haben vie1 gemeinsam; das gilt 
fur den Bildungsort, die Isolierungsmethoden und die 
Eigenschaften, einschlieBlich der Enzymnatur. Somit 
konnte die Vorstellung gerechtfertigt sein, daB der F X 

eine Untereinheit von Prothrombin ist, die milieuabhan- 
gig neben Thrombin oder zusammen mit Thrombin aus 
dem Prothrombinmolekul gebildet wird['I. 

2.2.3. Die Entstehung und Vernetzung von Fibrin 

Diese letzte Gerinnungsphase ist durch die Umwandlung 
von Fibrinogen (F I) in Fibrin und die anschlieRende 
Vernetzung der entstandenen Fibrinmonomeren charak- 
terisiert; beide Reaktionen werden durch Enzyme kata- 
lysiert, namlich durch Thrombin (F  IIa) bzw. F XIIIa, 
eine Transglutaminase. 

Die Gerinnung beginnt damit, daB Thrombin von den 
Fibrinogenmolekulen zwei relativ saure Peptide, die Fi- 
brinopeptide A und B, abspaltet. Dabei entstehen die 
Fibrinmonomeren, die sich zu langen Polymerstrangen 
mit dem Durchmesser eines Fibrinogenmolekiils zusam- 
menlagern. Jeweils zwei Polymerstrange bilden Doppel- 
strange, aus denen durch seitliche Aggregation die Fi- 
brinfibrillen entstehen[46]. Frisch gebildetes Fibrin ist 
nicht kovalent vernetzt, sondern durch Wasserstoff- 
briicken und hydrophobe Krlfte stabilisiert. Es ist daher 
in denaturierenden Agentien noch Ioslich. Die kovalente 
Vernetzung kommt erst unter der Einwirkung der Plas- 
matransglutaminase ( F  XIIIa) zustande, die aus F XI11 
durch Thrombin in Gegenwart von Calciumionen frei- 
gesetzt wird (vgl. Schema 2 ) .  Die Vernetzung erfolgt 
uber Saureamidbindungen zwischen den E-Aminogrup- 
pen des Lysins und Glutaminylresten, vorwiegend 
zwischen Fibrinmonomeren eines Doppelstranges 
(Abb, 1) 147-49.5 11. 

-CO-NII -CII -CO-NH- - co- XI1 - ci1- co- TIT- 
I I 

S H, NII 
( 7 f 1 2 ) 4  (FH,), 

I 

Abb. 1. Wirkungsweise der Plasmatransglutaminase (F XIIla). 

Mit der kovalenten Vernetzung ist die Gerinnung 
abgeschlossen. In das Gerinnsel wandern Fibroblasten 
ein. deren Wachstum durch F XIIIa gefordert wirdl"']. 
Das von den Fibroblasten synthetisierte Kollagen ersetzt 
zunehmend das Fibrin, das nun nicht mehr notwendig 
ist und abgebaut wird. Damit ist die Wundheilunginihre 
Endphase getreten[5?~53]. 

[39] D. H e m e  in H. Schr&r: Biochemie und Aktivierung des Pro- 
thrombins. Schattauer-Verlag, Stuttgart 1968, s. 3. 
[40] G. F. Lanchantin u. J. A. Friedmann, Vox Sanguinis 9,228 (1964). 
[41] W. H. Seegers et al., Texas Rep. Biol. Med. 23, 675 (1965). 
[42] P. G. Barron u. D. J.  Hanahan, Nature 214, 923 (1967). 
[43] k? A. Owren: Coagulation of Blood, Investigation on a New Clot- 
ting Factor. 1. Chr. Gundersen, Oslo 1947. 
[44] M. P. Esnouf u. E Jobin. Biochem. J. 102. 660 (1967). 
[45] R. If. Landaburu u. W. H. Seegers, Can. J. Biochem. Physiol. 37, 
1361 (1959). 

[46] R. Gollwitzer, E. Karges, H. Hormann u. K. Kuhn: Biochim. Bio- 
phys. Acta 207, 445 (1970). 
[47] R. Kriel, A. G. Loewy, K. Dunarhau u. H. J.  Wolfinger, J. Biol. 
Chem. 236, 2625 (1961). 
[48] A. G. Loewy, S. Maracicu. H. 1. Darnell. Arch. Biochem. Biophys. 
113. 435 (1966). 
[49] B. Blomback in W. H. Seegers: Blood Clotting Enzymology. Aca- 
demic Press, New York 1967, S. 628. 
[SO] E. Beck. F. Duckerr. A. Vogelu. M. Ernsf, Z. Zellforsch. 57, 327 
(1962). 
[51] K. Laki u. G. Lorand: Science 108, 280 (1948). 
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3. Fibrinolyse 

Das fibrinolytische System ist einfacher und ubersicht- 
licher als das Gerinnungssystem: Die Aktivatoren des 
Plasminogens liegen bereits als solche vor und mussen 
nicht erst aus mehreren Plasmafaktoren unter Einbezie- 
hung zellularer Einschlusse aufgebaut werden. Alle an 
der Fibrinolyse beteiligten Faktoren sind Proteine, die 
sich mit den in der Proteinchemie gebrauchlichen Me- 
thoden charakterisieren lassen. 

3.1. Humanplasminogen (Proaktivator-Plasmino- 
genl'l) und Plasmin 

Das Humanplasminogen besitzt eine Eigenschaft, die 
dem Plasminogen vieler Tierarten fehlt: Unter der Ein- 
wirkung eines Stoffwechselproduktes P-hamolysieren- 
der Streptokokken, der Streptokinase, wandelt es sich 
in Plasmin um. Bei dieser Reaktion entsteht als Inter- 
mediarprodukt ein Komplex, der die gleiche biologische 
Wirkung wie die korpereigenen Aktivatoren hat (siehe 
Abschnitt 3.2). Im Hinblick auf diese doppelte Funktion 
benutzen wir fur Humanplasminogen auch den Terminus 
Proaktivator-Plasminogen (PP)[j61. 

Das Plasmin ist die wirksamste Protease, die im Blut als 
inaktive Vorstufe zirkuliert. Die Konzentration des 
Proenzyms im Humanplasma liegt bei 15-20 mg/ 
100 m1[571. Da Humanplasma 7-8 g Protein in 100 ml 
enthalt, setzt die Isolierung des Proenzyms, des Human- 
plasminogens, eine 350fache Anreicherung voraus. 
Die Isolierung aus Humanplasma gelingt dem Prinzip 
nach ausgehend von der Cohn-Fraktion 111, einem 
Prazipitat, das man uber eine stufenweise Alkohol- 
fullung erhalt, entweder durch Extraktion des Fallungs- 
riickstandes mit M i n e r a l ~ a u r e n [ ~ ~ I  oder mit lysin- und 
auch E-aminocapronsaurehaltigen P ~ f f e r n [ ~ ~ ]  und an- 
schlieRender Ionenaustauscherchromatographie, eben- 
falls unter Verwendung dieser Aminosauren als Ver- 
drangungsmittel[60]. 

Die Wirkung dieser basischen Aminosauren, die die 
Loslichkeit des Humanplasminogens verbessern, gleich- 
zeitig aber auch die Aktivierung hemmen, beruht auf 

['I Wir bevorzugen diesen funktionellen Terminus, da Humanplasmi- 
nogen mil Streptokinase, einem Stoffwechselprodukt P-hamolysierender 
Streptokokken, sowohl Aktivator als auch Plasmin bildet (s. Abschnitt 
3.2) und sich dadurch vorn Plasminogen der meisten Saugetiere unter- 
scheidet [56]. 
[ 5 2 ]  E. Beck, I? Duckerr u. M. Emsr, Thrombos. Diathes. Haemorrh. 
6, 485 (1961). 
(531 F. Duckerr, Thrombos. Diathes. Haemorrh. Suppl. 13. 115 (1963). 
[54] D. Papahadjopoulos, C. Houge u. D. Hanahan, Biochemistry 3, 
2 (1964). 
[ 5 5 ]  S. Magnusson, Arkiv Kemi 24, 367 (1965). 
1561 N. Heimburger u. H. G. Schw'ck, Thrombos. Diathes. Haemorrh. 
7, 444 (1962). 
[57] H. G. Schw'ck u. N .  Heimburger, Internat. Symposium u b e r  the- 
rapeut. u. experiment. Fibrinolyse. t i lm 1967, Schattauer-Verlag, Stutt- 
gar1 1969. 
[SS] D. L. Kline. J. Biol. Chem. 204, 949 (1953). 

[59] N. Alkjaersig, P. Fletcher u. S. Shemy, J. Biol. Chem. 234, 832 
(1959). 
1601 P. WaUen u. K. Bergsaom, Acta Chem. Scand. 13, 1464 (1959). 

einer Wechselwirkung mit dem Plasminogenmolekiil, 
wahrscheinlich auf Basis einer S a l z b i n d ~ n g [ ~ ~ I .  D a  viele 
Plasminogen-Praparationen bei physiologischen Bedin- 
gungen relativ schlecht loslich sind, haben sich Zusatze 
dieser Aminosauren zum Puffer oder auch zum Trager 
bei der Elektrophorese bewahrt. 

Hochgereinigtes Humanplasminogen sedimentiert im Schwere- 
feld der Ultrazentrifuge mit einer Sedimentationskonstanten 
von S20,w = 4.1. Aus der  Diffusionskonstanten = 3.96 
und dern partiellen spezifischen Volumen von 0.72 laBt sich ein 
Molekulargewicht von annahernd 90000 errechnen. Im elektri- 
schen Feld wandert das Hurnanplasminogen einheitlich mit der  
Beweglichkeit der P-Globuline des Humanplasmas. Durch Im- 
munoelektrophorese und Verwendung eines monospezifischen 
Antiserums gelingen der  Nachweis und auch die quantitative 
Bestimmung direkt im Plasma. 

In der  Polyacrylamidgel-Elektrophorese, bei Bedingungen also, 
unter denen die Proteine zusatzlich zu ihrer Ladung auch nach 
ihrer Molekiilform und GroBe getrennt werden, wandert das 
Humanplasminogen in mehreren Banden (Abb.  5).  Als Ursache 
kommen geringfiigige Unterschiede in der  Ladung oder in der  
MolekiilgroBe und Form in Betracht; diese waren darauf zu- 
ruckzufuhren, daB das Molekul bei pH-Verschiebungen seine 
Struktur andert. Uber  die Reaktion des Humanplasminogens 
mit Aktivatoren und dem homologen Antikorper IaBt sich be- 
weiscn, daB alle Banden die gleiche Spezifitat haben: Wenn man 
namlich ein ungefarbtes Pherogramm von Humanplasminogen 
mit einem diinncn Agarfilm iiberschichtct und gegen die vom 
Polyacrylamidgel in das Agar eindiffundierten Komponenten 
das Antiserum einwandern IaOt, so bildet sich ein Immun- 
prizipitat, das sich iiber den ganzen Bereich erstreckt, in demdie 
einzelnen Banden liegen. In der  gleichen elektrophoretischen 
Position wandert Humanplasminogen auch im Serumverband, 
wie man rnit derselben Technik demonstrieren kann. 

Das Humanplasminogen ist vorwiegend aus Aminosau- 
ren aufgebaut[hll; der Kohlenhydratgehalt betragt nur 
1.4%Ihal. Die Bausteine sind in einer Polypeptidkette 
angeordnet, die durch 22 Disulfidbriicken zusammenge- 
halten wird und Lysin als N- und Asparagin als C-ter- 
minale Aminosaure enthalt[63]. 

Das aktivierte Molekul, Plasmin, hat zwei zusatzliche 
Endgruppen: N-terminal Valin, C-terminal Arginin 
(Abb. 2). Der Aktivierungsvorgang ist also dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sich das Humanplasminogen in zwei 
Ketten auflost, die aber erst auseinanderfallen, wenn 
eine der 22 Disulfidbriicken reduziert wird. GroRere 
Peptidanteile werden wahrend der Aktivierung offenbar 
nicht abgespalten, wohl aber andert sich die Form des 
Molekuls: der Sedimentationskoeffizient wird groRer 
und der Reibungskoeffizient kleiner. Die Anderung die- 
ser physikalischen GroRen sowie das Auftreten von zwei 
zusatzlichen Endgruppen wahrend der Aktivierung ist 
weitgehend unabhangig vom Aktivierungsmodus. Be- 
wiesen ist sie fur autokatalytisch aktiviertes Plasmin SO- 
wie fur folgende Aktivatoren: Schweineherz-Aktivator, 
Urokinase, Streptokinase und T r y p ~ i n I ~ ~ l .  

(611 K. C. Robbins, L. Summaria, D. Elwyn u. G. H. Barlow, J. Biol. 
Chem. 240, 541 (1965). 
[62]  H. G. Schw'ck in: Verhandl. d. Dtsch. Arbeitsgemeinsch. f .  Blut- 
gerinnungsforsch., 9. Tagung, Freiburg 1965. Schattauer-Verlag. Stutt- 
gan 1967. 
[63] K.  C. Robbins, L. Summaria, B. Hsieh u. I. Shah, J. Biol. Chem. 
242, 2333 (1967). 
(64) L. Summaria, B. Hsieh u. K .  C. Robbins: J. Biol. Chem. 242.4279 
(1967). 
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Abb. 2. Aktivierung von Plasminogen (oben) durch Urokinase LU Plas- 
min (unten), schematisch. Es sind nur drei der insgesamt 22 Disulfid- 
b ~ c k e n  eingereichnet [63]. 

Das Plasmin ist eine Endopeptidase; daher zieht man 
zur Aktivitatsbestimmung die Hydrolysegeschwindigkeit 
von Fibrin und Casein oder auch von synthetischen Ly- 
sin- und Argininestern heran. Plasmin katalysiert aber 
nicht nur die Hydrolyse von Fibrin, sondern auch von 
anderen Plasmaproteinen. Dazu gehoren auch be- 
stimmte Gerinnungsfaktoren einschliealich des Fibrino- 
gens (Schema 4). Das ist von besonderem physiologi- 
schem Interesse, da dieser Gerinnungsstatus symptoma- 
tisch fur eine pathologisch gesteigerte Fibrinolyse ist. 

3.2. Aktivierung des fibrinolytischen Systems 

Das fibrinolytische System kann nach drei Prinzipien 
aktiviert werden: 

1. durch direkte Umwandlung des Proenzyms, wie sie 
physiologisch durch die korpereigenen Aktivatoren so- 
wie durch einige Proteasen katalysiert wird; 
2.  uber eine Zweiphasen-Reaktion, bei der als Inter- 
mediarprodukt ein Aktivator entsteht, der die gleichen 
biologischen Eigenschaften hat wie die korpereigenen 
Aktivatoren. Zu  den relativ seltenen Proteinen mit 
diesem Wirkungsprinzip gehort die Streptokinase; 

3. indirekt durch Verbindungen mit zum Teil sehr 
unterschiedlicher Struktur[621. 

3.2.1. Einphasen-Aktivierung 

Die naturlichen Aktivatoren sind im Organismus weit 
verbreitet. Enzymchemisch sind sie dadurch charakteri- 
siert, daR sie die Hydrolyse synthetischer Lysin- und Ar- 
gininester katalysieren, nicht aber die Hydrolyse hoch- 
molekularer Proteine einschliel3lich des 
Abgesehen davon, da8 die Aktivatoren keine hoch- 
molekularen Proteine spalten, haben sie offenbar eine 
ahnliche Substratspezifitat wie Trypsin, das selbst auch 
in katalytischen Mengen das Humanplasminogen akti- 
viert. Diese Tatsache steht im Einklangmit dem Befund, 
daR die Aktivierung des Proenzyms durch die Hydro- 
lyse einer Arginyl-Valin-Bindung charakterisiert ist 
(Abb. 2)[64]. 

Der Aktivatorgehalt der Gewebe ist recht unterschied- 
lich[66]. Aktivatorreich sind z. B. Uterus, Nebennieren, 

[65] P. Kok u. T. Astrup, Biochemistry 8, 79 (1969). 
[66] 0. K. Albrechfsen, Acta Endocrinol. 23, 207 (1956) 

Lunge und Prostata. Wenig Aktivator findet man in den 
Testis, der Milz und gar keinen in der Leber. Hohe Ak- 
tivatorkapazitaten gewahrleisten eine gute Liquiditat des 
Blutes in den betreffenden Organen. So ist auch das Flus- 
sigbleiben oder die Wiederverflussigung des Menstrual- 
blutes zu verstehcn. 

Die Reindarstellung von Gewebeaktivatoren ist relativ 
problematisch, da das Wirkungsprinzip vielfach an struk- 
turierte Elemente gebunden ist. Es laOt sich mit konzen- 
trierter Thiocyanatlosung herauslosen, fallt aber dann 
in physiologischer Kochsalzlosung wieder aus. Bisher 
konnten zwei Aktivatoren aus tierischem Gewebe iso- 
liert werden, der eine aus dem H e r z m u ~ k e l [ ~ ~ ] ,  der an- 
dere aus den Ovarien von S c h ~ e i n e n [ ~ ~ . ~ ~ ] ;  letzterer hat 
ein Molekulargewicht von 58000 und ahnliche protein- 
und enzymchemische Eigenschaften wie die aus mensch- 
lichem Urin gewonnene Urokinase. Beide Gewebeakti- 
vatoren sind in physiologischem Milieu nur begrenzt los- 
lich. 

Zu den zellularen Elementen des Blutes, in denen 
Aktivatoren nachgewiesen wurden, gehoren die Throm- 
bocyten und Erythrocyten; das aktive Prinzip der 
Erythrocyten, eine Erythrokinase, konnte bereits 
hochgereinigt ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Relativ reich an Aktivatoren 
sind bestimmte Korperfliissigkeiten und Sekrete, z. B. 
der Urin (Urokinase), das Fruchtwasser und die Mutter- 
milch, aber auch in der Tranenflussigkeit, im Speichel 
und Sperma findet man Aktivatoren. uberall dort also, 
wo Korperfliissigkeiten und Sekrete kapillare, ver- 
schluflgefahrdete Rohrensysteme durchflieRen, stellt der 
Organismus hohe Kapazitaten bereit. 

Einer dieser gut loslichen Aktivatoren ist die Urokinase, die 
mit analytischem Reinheitsgrad aus menschlichem Urin gewon- 
nen wurde. Aus 2300 Litern wurden 29 mg Substanz kristallin 
isoliert; die Ausbeute betrug 24%I7O]. Die Urokinase, die in 
den Nierenzellen gcbildet wird, hat ein Molekulargewicht von 
53000171]. Wie alle korpereigenen Aktivatoren ist sie eine Este- 
rase, die Fibrin nicht hydrolysiert. Das laRt  sich sehr anschaulich 
mit einer abgewandelten ImmunoeIektrophorese-Technik zei- 
gen, die einen fibrinhaltigen Agarfilm als Trager ~erwendet [~ ' ] .  
Dieser opaleszente Trager ist ein empfindlicher Enzymindika- 
tor: Nach der Elektrophorese von enzym- oder aktivatorhal- 
tigen Losungen hellt sich die Fibrinplatte jeweils in den elek- 
trophoretischen Bereichen auf, in denen Enzyme liegen oder 
gebildet werden. Urokinase und auch andere Aktivatoren ly- 
sieren den Fibrinfilm selbst nicht. LaRt man jedoch senkrecht 
zur Trennungsrichtung der Aktivatoren Humanserum oder 
Plasminogen in den Fibrinfilm eindiffundieren, so tritt im Be- 
reich, in dem die Aktivatoren liegen und bei der anschlieflendcn 
Diffusion auf das Proenzym stoRen und dieses aktivieren, eine 
bogenformige Lysiszone auf. Ein solches Pherogramm veran- 
schaulicht das ganzc Prinzip, nach dem das fibrinolytische Sy- 
stem organisiert ist: weder der Aktivator noch das Humanserum 
wirken spontan fibrinolytisch; die Bildung von Plasmin setzt 
die Freisetzung von Aktivatoren voraus (Abb. 3). 

[67] F. Bachmann, N. Hefcher, N .  Alkjaersigu. S. Sherry, Biochemistry 
3, 1578 (1964). 
[68] T. Astrup u. P. Kok, 'Ihrombos. Diathes. Haemorrh. 13, 587 
(1965). 
[69] A. J. Johnson, 10. Kongr. Int. Ges. f .  Haemat., Stockholm 1964. 

"701 A. k u k ,  L. Terminillo u. J. H. Traver, Science 147, 3660 (1965). 
[71] R. H. Painter in: Intern. Sympos. Anticoagulants and Fibrinolysis. 
Lea and Febiger, Philadelphia 1961, S. 351. 
[72] N. Heimburger u. G. Schwick, Thrombos. Diathes. Haemorrh. 7, 
432 (1962). 
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3.2.3. Die Wirkungsweise der Streptokinase 
a l  Urokinase 

bl Strepto- 
kinase 

cI Strepto- 
kinase 

.Isoo,! 

Abb. 3. Nachweis von Plasminogenaktivatoren rnit der Fibrinagar- 
Elektrophorese uher die Aktivierung dcs Humanplasrninogens irn Hu- 
rnanscrum (a 7 b) bei gleichzeitiger imrnunologischcr Darstellung (c). 

Da5 auch Trypsin die Aktivierung von Humanplasminogen ka- 
talysiert und sich dieses auch autokatalytisch in Plasmin um- 
~andel t1~~1,  sei des Aktivierungsprinzips wegen noch einmal 
erwahnt; biologisch diirfte es kaum von Interesse sein. 

3.2.2. Zweiphasen-Aktivierung 

Neben den korpereigenen Aktivatoren, die zu den 
Esterasen gehoren und Plasminogen direkt in Plasmin 
umwandeln, gibt es Katalysatoren biologischer Her- 
kunft, die aus Proaktivatoren erst Aktivatoren freiset- 
Zen, die dann in einer Sekundarreaktion die Bildung von 
Plasmin katalysieren. 

Die Streptokinase ist offenbar kein Enzym, weder eine 
Esterase wie die korpereigenen Aktivatoren noch eine 
Protease. Im Gegensatz zu diesen wird sie durch Um- 
setzung mit Diisopropylfluorophosphat nicht inakti- 
~ i e r t [ ~ ~ I .  Demnach wirkt sie anders als Urokinase oder 
andere korpereigene Aktivatoren. Damit in Einklang 
steht, daB tierisches Plasminogen, z. B. Rinderplasmi- 
nogen, nicht durch Streptokinase aktiviert wird, sondern 
weitgehend spezifisch nur Humanplasmin~gen[~~.~~l. Da- 
her ist die Hypothese gerechtfertigt, daO die Aktivierbar- 
keit durch Streptokinase eine bestimmte Aminosaure- 
sequenz und Konformation des Plasminogenmolekuls 
voraussetzt. Bei der Umsetzungvon Humanplasminogen 
rnit Streptokinase entsteht primar der Aktivator; in einer 
Sekundarreaktion bildet sich erst das Plasmin. Der  Akti- 
vator, der physikalisch-chemisch als Komplex aus Hu- 
manplasminogen und Streptokinase charakterisiert ist, 
katalysiert vergleichbar mit den naturlichen Aktivatoren 
die Umwandlung von menschlichem und tierischem Plas- 
m i n ~ g e n [ ~ ~ * ~ ’ ]  (Schema 3). Aus diesem Grund haben wir 
fur Humanplasminogen den Terminus Proaktivator- 
Plasminogen vorgeschlagen. 

Plasmin 

Streptohmase 

PP -SK-Komplex 
* IAk t i va to r l  

I------ Human- I -  
G e w e bea k t i vat o r, 
Urokinase oder p!asminogen 
Erythrokinase lPPl I 

tierisches 
Plasminogen 

Piasmin 

Schema 3. Aktivierung von tierischem und menschlichern Plasrninogen rnit korpereigenen AktivaIoren und 
rnit Streptokinase. 

Dieses Aktivierungsprinzip wird vom tierischen Organis- 
mus nur wenig venvendet und ist daher als Sonderfall 
der Plasminogen-Aktivierung zu betrachten, dem aber 
therapeutisch gro5es Interesse zukommt. Bisher wurde 
nur aus Asciteszellen eine Kinase mit diesen Eigenschaf- 
ten i~oIiert[’~I. Weit besser untersucht als die Wirkungs- 
weise dieser Lysokinase ist die der Streptokinase, die 
eines der vielen Stoffwechselprodukte fJ-hamolysieren- 
der Streptokokken ist. Streptokinase wird bereits seit 
mehreren Jahren nach den Verfahren der modernen Fer- 
mentertechnik im industriellen MaBstab fur die fibrino- 
lytische Therapie hergestellt. 

Die Streptokinase ist ein Protein und wurde rnit den gebrauch- 
lichen Methoden charakterisiert: Sie sedimentiert homogen in 
der Ultrazentrifuge und wandert wie ein a2-Globulin des Hu- 
manserums einheitlich in der freien Elektrophorese, in der Im- 
munoelektrophorese und im Polyacrylamidgel. Das Molekul 
(Molekulargewicht = 47000) besteht aus nur einer Peptid- 
kette, in der die Aminosauren mangels Cysteins ohne jede 
intramolekulare Stabilisierung durch Disulfidbriicken angeord- 
net sindfS7* 75, 761, 

Aktivator und auch Plasmin werden uber die Lysisgeschwindig- 
keit eines Fibringerinnsels bestimmt, das man durch Umsetzung 
einer Fibrinogenlosung mit Thrombin herstellt. Fur die ,Akti- 
vatorbestimmung verwendet man Gerinnsel aus Rinderfibrin, 
das im allgemeinen, d. h. wenn es mit den iiblichen Methoden 
gewonnen wurde, relativ groDe Mengen Rinderplasminogen 
adsorbiert enthalt. Wie bereits betont, wird es durch Aktivato- 
ren, nicht aber durch Streptokinase in Plasmin iiberfiihrt. Plas- 
min, das proteolytische Enzym, bestimmt man uber die Hydro- 
lyse von Casein oder Gerinnseln aus plasminogenfreiem Fibri- 
nogen. Ein Ma5 fur die Aktivator- bnv. Plasminaktivitat ist 
dabei die Verdiinnung, in der das Gerinnsel von der Testlosung 
in 15 min lysiert wird; sic geht als reziproker Wert in die Berech- 
nung ein. 

(731 L H .  Lewis u. 1. H. Ferguson, h e r .  J. Physiol. 170,636 (1952). 
[74] H. C. Kwaan, Thrornbos. Diathes. Haernorrh. Suppl. 1 ad 6, 75 
(1961). 
[75] N. Heimburger, Behringwerk-Mitt. 41, 84 (1962). 
[76] H. G. ScbwW Behringwerk-Mitt. 44, 103 (1964). 
[77] k: Bucku. E C.DeRenzo,Biochirn.Biophys.Acra89,348(1964). 
[78] S. Miillerrzu. M. Lassen, Roc. Soc. Exp. Biol. Med. 82,264 (1953). 
[79] S. MiiUertz, Biochern. J .  61, 424 (1955). 
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Das Verhaltnis, in dem Aktivator und Plasmin unter der 
katalytischen Enwirkung von Streptokinase aus Human- 
plasminogen gebildet werden, 1aBt sich gut veranschauli- 
chenlR"l. Abbildung 4 zeigt die graphische Auswertung 
einer Versuchsreihe, in der jeweils eine konstante Menge 
Humanplasminogen (PP) mit abgestuften Mengen 
Streptokinase (SK) umgesetzt und die Aktivierungsan- 
satze auf Aktivator- und Plasminaktivitat gepruft wur- 
den. Wie man sieht, genugt bereits eine relativ niedrige 

M 3 l v e r h a l i l i s  SK PP -+ 

- 1200 121.- - 7 - ---- 
C,' . 1 1  2 1  

- 10c 

Ahh. 4. Die Plasmin- und Aktivatorkapazitat einer konstanten Menge 
Humanplasminogen als Funktion der frir die Aktivierung venvendeten 
Einheiten Streptokinase, bestimmt an Gerinnseln aus reinem Rinderfi- 
brinagen (a, Plasmin) und plasminogenhalt~gem Rinderfibrinogen (b, 
Aktivator). E = Einheiten. 

Streptokinase-Dosis, um maximal die Bildung von Plas- 
min zu katalysieren. Von besonderer Bedeutung ist, daB 
in demselben MaB wie rnit hoheren Streptokinase-Kon- 
zentrationen der Plasmingehalt abfallt, die Aktivatorka- 
pazitat ansteigt. Die quantitative stochiometrische Aus- 
wertung der Versuche lehrt, daB bei einem Molverhaltnis 
von PP: SK wie 1: 0.1 optimal Plasmin gebildet wird, die 
maximale Aktivatorkapazitat aber erst bei aquimolaren 
Verhaltnissen erreicht wird. SchlieBlich bemerkt man, 
daB der Aktivator im Gegensatz zu Plasmin nur schwach 
proteolytisch wirksam ist. Damit in Einklang stehen die 
unter gleichen Bedingungen bei der Caseinolyse gemes- 
senen Werte[s"l. Aufgrund dieser Befunde entwickelten 
wir die Arbeitshypothese, daB der Aktivator ein an 
Streptokinase gebundenes Plasmin ist, das seine proteo- 
lytische Aktivitat verloren, seine esterolytische Aktivitat 
aber behalten hatls7.s11. 

Fur die Beweisfuhrung ist wesentlich, daB auch Plasmin 
mit Streptokinase einen Aktivatorkomplex bildet. Das 
laBt sich anschaulich mit der Technik der Fibrinagar- 
elektrophorese demonstrieren. Wenn man Streptokinase 
auf einer Fibrinagarplatte elektrophoretisch auftrennt 
und anschlieBend Plasmin - hergestellt aus Humanplas- 
minogen (PP) und Streptokinase (SK) im Molverhaltnis 
1 : 0.2 - von einer parallel zur Trennungsrichtung gezo- 
genen Rille in das Gel eindiffundieren laat, dann beob- 
achtet man im elektrophoretischen Wanderungsbereich 

[80] N. Heimburger in: Sympos. d. Dtsch. Gesellsch. f .  Angiologie, 
Munchen. Schattauer-Verlag, Stuttgart 1967, S. 7.  
[Xl] N. Heimburger, 16. Annual Sympos. on Blood. Detroit, Wayne 
State Univ., Januar 1968; Thrombos. Diathes. Haemorrh. 19, 598 
(1968). 

der Streptokinase eine Hemmung der fibrinolytischen 
Aktivitat des Plasmins. Tropft man innerhalb der 
Hemmzone Rinderserum auf die Platte, das mit Strep- 
tokinase nicht reagiert, so bildet sich ein Lysishof um 
den Auftragsort. Dieses Ergebnis ist nicht uberraschend, 
da im Bereich, in dem das Plasmin (Molverhaltnis 
PP: SK = 1 : 0.2) auf die Streptokinase stoBt, das Mol- 
verhaltnis PP : SK den Wert von l : l erreicht: Mithin 
liegen optimale Bedingungen fur die Bildung eines Ak- 
tivators vor. Bei diesem Molverhaltnis findet man auch 
an Casein und plasminogenfreiem Rinderfibrinogen als 
Substrat nur noch eine schwache proteolytische Rest- 
aktivitat (Abb. 4), die nicht rnit Sicherheit dem Aktivator 
selbst zuzuordnen ist, da dieser relativ labil ist und unter 
Freisetzung von Plasmin zerfallt. 

Plasmin und Aktivator, die bei der Wechselwirkungzwi- 
schen Humanplasminogen und Streptokinase entstehen, 
lassen sich proteinchemisch mit den gebrauchlichen Me- 
thoden charakterisieren. Besonders anschaulich gelingt 
das mit der Polyacrylamidgel-Elektrophorese, die eine 
hohe Trennleistung hat (Abb. 5). 

Akfivalor 
P:cait:valor- I 
Flasmlnogen Plasmin 

- m a b c d  e ' g  

Ahh. 5 .  Polyacrylamidgel-Elektrophorese. a) Humanplasminogen 
(Proaktivator-Plasminogen, PP); b) PP aktiviert mit Urokinase; c) PP 
aktiviert mit Streptokinase, Molverhdtnis 1 :0 .2 ;  d) PP aktiviert mit 
Streptokinase, Molverhaltnis 1 : 1; e )  Streptokinase; f) Humanserum: 
g) PP aktiviert mit Streptokinase, Molverhaltnis 1 : 1 ,  in X M  Harnstoff- 
losung. 

Die Beobachtung, daB Humanplasminogen in der Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese in mehreren Banden wan- 
dert, obwohl es in der Papier- und Immunoelektropho- 
rese und in der Ultrazentrifuge einheitlich ist, wurde 
bereits erwahnt. Im Gegensatz dazu wandert Plasmin, 
das durch Urokinase-Aktivierung von Humanplasmino- 
gen hergestellt wurde, nahezu homogen. Eine Kompo- 
nente mit der gleichen Beweglichkeit findet man im elek- 
trophoretischen Muster eines Aktivierungsansatzes aus 
Humanplasminogen und Streptokinase im Molverhdtnis 
1 : 0.2; zusatzlich tritt noch eine schnellere auf. D a  wir 
wissen, daB Urokinase lediglich die Bildung von Plasmin 
katalysiert, erscheint es logisch, die langsame Bande dem 
Plasmin und die schnellere dem Aktivator zuzuordnen, 
zumal der Aktivierungsansatz aus aquimolaren Mengen 
der Bestandteile nur durch diese Komponente charak- 
terisiert ist, die ziemlich genau zwischen Humanplasmi- 
nogen und Streptokinase wandert. Mit immunologischen 
Methoden kann man in dieser Bande sowohl Plasmino- 
gen als auch Streptokinase nachweisen. Der  Aktivator 
verhalt sich also wie ein Komplex aus den beiden Reak- 

[82] E. C. De Renzo, Thrombos. Diathes. Haemorrh.,Suppl. 1 ad 6,134 
(1961). 
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tandenlS6l. Aus der Sedimentationsanalyse des Akti- 
vators laRt sich ein Molekulargewicht errechnen, das 
der Summe der Molekulargewichte von Plasminogen 
(oder Plasmin; vgl. Abb. 2) und Streptokinase ent- 
spricht [ 8 2 1 .  

Der Aktivator ist ein relativ labiles Intermediarprodukt, 
offenbar deswegen, weil stets und unabhangig von der 
Zusammensetzung Spuren von Plasmin entstehen. So ist 
auch zu verstehen, daB der Komplex bei 0" C uber meh- 
rere Tage stabil bleibt, aber bei 37 C innerhalb weniger 
Stunden ~ e r f a l l t [ ~ ~ I .  Dabei entsteht progradient Plasmin, 
das uber die Hydrolyse der Streptokinase auch den Zer- 
fall des Aktivators katalysiert. 

Der Komplex wird nur durch physikalische Krafte zu- 
sammengehalten; e r  zerfallt in wasserstoffbrucken- 
sprengenden Medien, z. B. in hochkonzentrierten Harn- 
stofflosungen (Abb. 5). Bei dieser chemischen Dissozia- 
tion bildet sich innerhalb kurzer Zeit relativ vie1 Plasmin, 
das zu totaler Hydrolyse der Streptokinase unter Bildung 
zahlreicher Spaltprodukte fuhrt. 

Alle bisher vorliegenden Befunde rechtfertigen folgende 
Vorstellung von der Wirkungsweise der Streptokinase: 
Als Intermediarprodukt der Aktivierung von Human- 
plasminogen entsteht ein Komplex, der durch Wasser- 
stoffbrucken und hydrophobe Krafte zusammengehalten 
wird. Dieser Komplex ist hinsichtlich seiner Spezifitat 
mit den korpereigenen Aktivatoren zu vergleichen 
(Schema 3); er ist jedoch nicht stabil und zerfallt unter 
der katalytischen Einwirkung von Plasmin in einer tem- 
peraturabhangigen Reaktion. In der Kalte verbinden 
sich auch Plasmin und Streptokinase zu einem Aktivator. 
Ein mit Diisopropylfluorophosphat inaktiviertes Hu- 
manplasminogen bindet zwar Streptokinase, ist aber bio- 
logisch nicht mehr wirksam, d. h., sowohl das Plasmin 
als auch der Aktivator haben das gleiche aktive Zentrum, 
n h l i c h  einen reaktiven SerinrestIa41. Demzufolge er- 
weist sich der Aktivator als ein modifiziertes Plasmin, 
das durch die Anlagerung der Streptokinase seine breite 
proteolytische Wirkung verloren, aber gleichzeitig die 
Spezifitat korpereigener Aktivatoren gewonnen hat. Un- 
geklart ist noch, wie sich dieser Komplex aus dem Pro- 
enzym bilden kann, da die Streptokinase offenbar keine 
enzymatische Aktivitat besitzt. 

Fibrin (Adsorptionseffekl) 
Heparin-Cofaktor 
Progressiv-Antithrombin [a] 
Reaktionsprodukt aus der 
Prothrombin-Aktivierung 
Pathologisch erhohte Immunglobuline: 
Antikarper? , Fibrinogenspaltprodukte 

3.2.4. Indirekte Aktiderung 

Es gibt eine Fiille chemisch definierter Substanzen mit 
zum Teil sehr unterschiedlicher pharmakologischer 
Wirksamkeit, die auch die Fibrinolyse stimulieren. Dazu 
gehoren das Heparin und seine Abkommlinge, aber auch 
die unterschiedlichsten Derivate der Salicyl- und Nicotin- 
saure, Hormone einschlieBlich der anabolischen Formen 
und auch bestimmte Antidiabetika[62]. Ihre Wirkungs- 
weise ist noch weitgehend unbekannt. Da sie zum Teil 
in vitro unwirksam sind, rechnen wir diese Verbindungen 
zu den indirekten Fibrinolytika. Dazu zahlen auch das 
Heparin mit seinen Derivaten, das sowohl fur die Pro- 
phylaxe als auch fur die Therapie thrombo-embolischer 
Erkrankungen viel verwendet wird. Wie der fibrinoly- 
tische Effekt des Heparins zustande kommt, lie0 sich 

bisher nicht nachweisen. Die Nicotinsaurederivate wir- 
ken uber eine Mobilisierung endogener Faktoren. Zu  
den strukturell sehr unterschiedlichen Verbindungen mit 
auch in vitro mel3barer Aktivitat gehoren ganz beson- 
ders die Salicylsaurederivate, die zum Teil sowohl das 
Plasminogen aktivieren als auch die Antiplasmine 
b lo~kieren[~ ' .~~-~ '1 .  Die Wirkung der Hormone ein- 
schlieRlich der Anabolc und auch der Antidiabetika[R8-911 
durfte auf eine Anregung des Stoffwechsels und Ver- 
schiebung des Stoffwechselgleichgewichts zuriickzufuh- 
ren sein. 

4. Die Inhibitoren der Blutgerinnung und 
Fibrinolyse 

Blutgerinnung und Fibrinolyse werden von Inhibitoren 
gesteuert, die die Aktivierung auf verschiedenen Stufen 
blockieren konnen. 
Nach einer nicht mehr zeitgemaRen Einteilung enthalt 
das Humanserum sechs Antithrombine['l6I (Tabelle 2), 
die alle Proteincharakter haben. Als Thrombininhibi- 
toren im strengen Sinne sind jedoch nur zwei anzusehen. 
Aus der Nomenklatur der Antithrombine sind die funk- 
tionellen Beziehungen ersichtlich. 

Tabelle 2. Antithrombine des Humanserums. 

Antithrombin I Herkunft oder Wirkung 
- 

I 
11 
111 
IV 

V 

VI 

[a] Siehe auch Tabelle 3. 

So erhielt das Fibrin die Bezeichnung Antithrombin I, 
weil es verhaltnismaBig sehr viel Thrombin binden 
kannU9*1. Die Spaltprodukte, die das Plasmin aus Fibrin 
und Fibrinogen freisetzt und die bei einer pathologisch 
gesteigerten Fibrinolyse auch im Blut zirkulieren und 
daher fur die Diagnostik herangezogen werden, wurden 
als Antithrombin VI e i n g e ~ t u f t [ ~ ~ I .  Die Hydroiysepro- 
dukte wirken uber die Hemmung der Fibrin-Polymeri- 
sation. Die Tatsache, daR Plasmin aus Fibrin ein Spalt- 

[83] N. Heimburger, unveroffentlicht. 
1841 L. Summaria, B. Hsieh, W. R. Groskopfu. K .  C. Robbins, J. Biol. 
Chem. 242, 5046 (1967). 
[85] K. N. von Kaulla: Chemistry of Thrombolysis: Human Fibrinolytic 
Enzyms. C. Thomas Publ., Springfield (USA) (1963). 
(861 K.  N. von Kaulla, Armeimittelforsch. 15. 246 (1965). 
[87] K. N. w n  Kaulla, Federation Proc. 25, 57 (1966). 
[88]  G. R. Feardy, Brit. Med. Bull. 20, 185 (1964). 
[89] G. R. Fearnly, R. Chakrabarti u. C. T. Vincent, Lancet 11, Nr. 
7151, 622 (1960). 
[90] R. Chakrabarti, G. R. Fearnlyu. E. D. Hocking, Brit. Med. J .  534 
(1964). 
[91] R. Holemans, Amer. J. Physiol. 208, 511 (1965). 
(921 W. H. Seegers, M. Nieftu. E. C. Loomis. Science 201, 520(1945). 
(931 S. Niewiarowski, Z. Larallou. 1. Sfachurska, Rev. Haemat. 23,320 
(1958). 
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produkt mit Antithrombinwirkung freisetzen kann, ist 
von besonderem physiologischem Interesse, denn uber 
diese Reaktion sind Gerinnung und Fibrinolyse kompen- 
satorisch miteinander verknupft. Das Antithrombin IV 
wird wahrend der Prothrombinaktivierung freigelegt[94], 
und zwar offenbar in einer Konzentration, die in einer 
bestimmten Proportion zum entstandenen Thrombin 
steht. Dieses Prinzip der Thrombin-Neutralisation ent- 
spricht dem der Riickkoppelung. Das Antithrom- 
bin V["'1 ist ein pathologischer Faktor iind wahrschein- 
lich mit einem Antikorper gegen Thrombin identisch. 

Die potentesten Hemmkorper des Blutes sind das An- 
tithrombin und das a , -Makr~globul in[~~] ;  sie wir- 
ken als Thrombininhibitoren im strengen Sinne. Sie 
konnten erst in den letzten Jahren isoliert und als Gly- 
koproteine charakterisiert werden (Tabelle 3); in 

Tabelle 3. Konzentration und Eigenschaflen der Inhibitoren des Humanserums 

Inhibitoren 

al-Antitrypsin 
zl-Anlichymotrypsin 
I nkr-a-Trypsininhibitor 
A?tithrombin 111 
C I  -1naklivator 
al-.Uakroglobulin 

Konz. im llumanserum 
mgI100 rnl 

2900i 450 
48.7 I 6.5 
50.0 
29.0 + 2 9 
23.5 - 3.0 
260.0 + 70.0 

701.2 

I mol 

54.0 
7.0 
3.1 
4.5 
2.3 
3.3 

Molekular- 
gewicht 

54000 
69000 
160000 
65000 
I04000 
a2oooo 

wir zeigen konnten, daO Antithrombin I1 und 111 protein- 
chemisch identisch sindlY5]. 

Von den sechs Proteinaseinhibitoren des menschlichen 
Serums, diemin Tabelle 3 mit ihren physikalisch-chemi- 
schen Daten zusammengestellt sind, wirken als Antiplas- 
mine: das a,-Antitrypsin, das Antithrombin 111, der Cf- 
Inaktivator und das a,-Makroglobulin, so genannt nach 
ihren wichtigsten oder zuerst gefundenen biologischen 
Eigenschaften (Tabelle 4). 

Die a2-Globuline tragen ca. 10% der Antiplasminka- 
pazitat des menschlichen Serums. Das wichtigste Anti- 
plasmin ist also das a,-Antitrypsin, das Plasmin irrever- 
sibel nach Art eines Progressivinhibitors inaktiviert. Die 
Antiplasminkapazitat des menschlichen Serums ist ca. 
30mal groBer als die potentielle Plasminkapazitat. 

13.4 
34.1 

92 1 7.7 

Tabelle 2 werden sie noch als eine Substanz (Antithrom- 
bin I11 oder Progressiv-Antithrombin) ausgewiesen, da 
sie vorher nicht getrennt bestimmt werden konnten. 
Beide zusammen konnen die vier- bis fiinffache Menge 
des potentiellen Thrombins im Blut hemmen[97]. Wie 
schon erwahnt, gehoren diese Hemmkorper zum Typ 
der Progressivinhibitoren: Sie neutralisieren Thrombin 

Von besonderem physiologischem Interesse ist, da13 zwei 
der Plasmininhibitoren, das a,-Makroglobulin und das 
Antithrombin 111, auch Thrombinspezifitat haben. Dem- 
zufolge konnen diese beiden Proteine das Gleichgewicht 
zwischen Gerinnung und Fibrinolyse kompensatorisch 
regulieren: In dem MaO, wie sie z. B. bei einer gestei- 
gerten Thrombinfreisetzung verbraucht werden, sind sie 

Tabelle 3.  Die EnzymspezifitPt dcr Inhibitoren. 

Inhibitoren Inhibierte Enzyme 
Chymo- 

.Trypsin lrypsin Plasmin Thrombin Kallikrein Ci-Esterase 

a,-Antitryprin + + + - + - 
x,-Anlichymotryp,in - + - 
1nter~-Trypsininhibitor + schwach - 
A?tithrornbin 111 + - + + - - 
CI-lnaktivator schwach schwach + + + 
zl-Makroglobulin + + + t + - 

- - 
- - - 

- 

nicht sofort, sondern progressiv bei einer in den ersten 
Minuten konstanten Inaktivierungsgeschwindigkeit. Die 
Neutralisation von Thrombin durch Antithrombin wird 
jedoch durch Heparin ganz erheblich katalytisch be- 
schleunigt. Diese Wirkung ist in Tabelle 2 als Antithrom- 
bin I1 oder Heparin-Cofaktor bezeichnet; man hatte sie 
urspriinglich einem anderen Protein zugewiesen, bevor 

als Antiplasmine nicht mehr verfiigbar. Als biologische 
Konsequenz ergibt sich eine gesteigerte Fibrinolyse. 
Dieses Prinzip, das der Organismus auch fur die Regu- 
lation anderer proteolytisch gesteuerter Reaktionsab- 
Iaufe benutzt, basiert darauf, da13 die Proteinaseinhibi- 
toren des Blutes nicht streng spezifisch sind. Ihre 
Polyvalenz ist darauf zuruckzufuhren, daB die Proteina- 

1941 W. H.  Seegers, 1. F. Johnson u. C. Fell, h e r .  J .  Physiol. 176, 97 
(1954). 
[95 ]  A: Heimburger. I .  Internal. Symp. on Tissue Factors in the Ho- 
meostasis of the Coagulation-Fihrinolysls System. Rorenz 1967, 
s. 353. (1966). 
[96]  M. Sreinbuch, C. Blatrix u. F. Josso, Nature 216. 500 (1967). 

[97]  H. G. Schwick u. N. Heirnburger. 12. Tagung d .  Dtsch. Arbeits- 
gemeinschaft. f .  Blutgerinnungsforsch.. Deidesheim 1968. 
(981 H. G. Schwick, N .  Heimburger u. H. Haupt, Z .  inn. Med. 21, 1 

(991 D. E. Koshland, Science 142, 1533 (1963). 
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Gerinnungssystem Kallthrein-Kinin-System Fibrinolytisches System 

Oberflachenkontakt 

Plasma - Kallikreinogen 

' -. Ftbrinopeptide I 
I + a 

I Thrombin E I 
L _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  J 

Fibrinogen Fibrin Kintnogen - Kinin Fibrin 
0 0 0 0 0  ............ a 

Schema 4 Wechselwirkung phystologisch wichtiger Enzymsysteme tm Blut 

sen viele gleiche Aminosauresequenzen, einschlieBlich 
der im aktiven Zentrum, h a b e r ~ [ ~ ~ ] .  Das trifft z. B. fur  
Trypsin, Thrombin, Chymotrypsin und Elastase zu und 
ist offenbar ein Ausdruck ihrer phylogenetischen Ver- 
wandtschaft. Es erscheint daher nur logisch, daB die pro- 
teolytisch gesteuerten Reaktionssysteme im Blut auch 
uber die Enzyme verknupft sind. 

Es ist auch moglich, medikamentos in die beschriebenen 
Vorgange einzugreifen. So kann man mit den Vitamin- 
K-Antagonisten vom Dicurnarin-Typ die Prothrombin- 
synthese beeinflussen und mit Komplexbildnern die Ge- 
rinnung ganz unterbinden, weil Calciumionen ein essen- 
tieller Katalysator der wichtigsten Gerinnungsphasen 
sind. 

Wie Schema 4 zeigt, aktiviert der Hageman-Faktor 
(F  XII) nicht nur den Gerinnungsvorgang, sondern auch 
das fibrinolytische System['OO,loll und das Kallikrein- 
Kinin-System1102-'061. Auch Thrombin und Plasmin sind 
keine streng spezifischen Enzyme: Thrombin wandelt 
nicht nur Fibrinogen in Fibrin um,sondern lysiert in Form 
des Thrombins E auch Vom Plasmin wissen 
wir, daB es Fibrin und Fibrinogen hydrolysiert, und zwar 
unter Freisetzung des Antithrombins VI, das die Fibrin- 
polymerisation blockiert. SchlieBlich kann Plasmin die 
Freisetzung von Kininen aus dem Kininogen, einem a2- 
Globulin des Humanplasmas, kataly~ierenl'~']. Auch 
hier ist das Reaktionsprodukt ein biologisch hochwirk- 
samer Faktor, der eine Erweiterung der GefiiI3e bewirkt, 
aber auch die Kapillarpermeabilitat erhoht und die Leu- 
kocytenmigration Diese Ereignisse, die fur 
eine Entzundungsreaktion charakteristisch sind, zeigen, 
daB eine Vielzahl zum Teil komplizierter chemischer Re- 
aktionen Ausdruck eines eng umschriebenen biologi- 
schen Phanomens sind. Erwahnt sei noch, daB bei einem 
UberschieRen der Fibrinolyse die Gerinnungsfaktoren I ,  
V und VIII zuerst inaktiviert werden, wahrend ein u b e r -  
greifen des Plasmins auf andere Plasmaproteine oder 
biologische Faktoren durch die Antiplasmine verhindert 
wird. 
Die Inaktivierung, aber auch die Neuentstehung (Anti- 
thrombin VI) von Gerinnungsfaktoren sind als biologi- 
sche MaBnahmen zu betrachten, die eine Rethrombosie- 
rung verhindern. SchlieBlich sei noch einmal hervorge- 
hoben, daO alle diese Reaktionen Ausdruck der relativen 
Spezifitat der Proteinasen des Blutes sind. 

5. Biochemische Gesichtspunkte zur Thrombo- 
lyse-Therapie 

Konventionell werden Thrombosen mit Heparin behan- 
delt. Bezuglich der Wirkung des Heparins ist bekannt, 
daB es die Neutralisation von Thrombin durch Anti- 
thrombin I11 katalytisch beschleunigt und damit eine Re- 
thrombosierung verhindert. Zudem bewirkt die Injek- 
tion von Heparin die Freisetzung einer Lipoproteinli- 
pase, die ihrer Wirkung nach auch als ,,Clearing factor" 
bezeichnet ~ i r d [ ' ~ ~ - " ~ ] ] .  c b e r  die Wirkung von Heparin 
auf das fibrinolytische System weiR man bisher nichts 
Konkretes. 

[loo] V. Eisen, Brit. Med. Bull. 20, 205 (1964). 
[ 1011 R. W. Colman, Biochem. Biophys. Res. Comrnun. 35,273 (1969). 
[lo21 H. Kraut E. K .  Frey u. E. Werle, Hoppe-Seylers Z .  Physiol. 
Chem. 189, 99 (1930). 
[lo31 E. Wcbster u. J. hnerfield, Enzymol. Biol. Clin. 5, 129 (1965). 
[lo41 G. P. Lewis, J. Physiol. 140, 285 (1958). 
I1051 R.  W. Colman, L. Martlcr u. S. Sherry, J .  Clin. Invest. 48. 11 
(1969). 
[106] R. W. Colman, L. Marrler u. S. Sherry, J. Clin. Invest. 48, 23 
(1969). 
[lo71 G. P. Lewis. J. Physiol. 140. 258 (1958). 
(108) E. K. Frey, H.  Kraur u. E. Werle: Das Kallikrein-Kinin-System 
und seine Inhibitoren. Enke-Verlag, Stuttgart 1968. 
[ 1091 C. B. Anfinsen. E. Boyleu. R. K. Brown, Science 115.583 (1952). 
Ill01 E. D. Kom. Science 220. 399 (1954). 
[ 11 11 E, D. Korn, J. Biol. Chem. 215, 1 (1955). 
[ I 1 2 1  r D Kcrrn. J. Biol. Chem 226. 827 (1957). 
11131 E. D. Korn u. T. W. Uuigky, J. Biol. Chem. 226, 833 (1957). 

Angeu Chem 83 Jahrg I971 Nr 3 101 



Ausgehcnd vom Befund, daR der Thrombus ein GefaB- 
verschlua ist, der vorwiegend aus Fibrin besteht und da- 
her der proteolytischen Hydrolyse unterliegt, gibt es fol- 
gende therapeutische Moglichkeiten: die lokale enzyma- 
tische Thrombolyse; die Infusionstherapie mit Enzymen; 
die Infusionstherapie mit Aktivatorcn der Fibrinolysc. 

Die lokale Applikation setzt voraus, daR der Thrombus 
gut lokalisiert und zuganglich ist, damit die Aktivator- 
oder Enzymlosung untcr Ausschaltung der plasmati- 
5chen Inhibitoren per Katheter direkt an den Thrombus 
herangefuhrt werden kann. Aktivatoren allein sind des- 
wegen so wirksam, weil die Thromben relativ vie1 Plas- 
minogen adsorbiert an Fibrin enthalten. Fur die enzy- 
matische Hydrolyse kommt an erster Stelle das 
korpereigene Plasmin in Betracht, da artfremde Enzyme 
die Bildung von Antikorpern stimulieren. 

Die Infusion von Proteasen zur Behandlung von Throm- 
bosen am injektionsfernen Ort  ist nicht aussichtsreich: 
Der  Proteinaseinhibitorspiegel des Blutes ist zu hoch, 
und es ist biologisch nicht vertretbar, ihn zu uberspielen. 
Da die Proteinasen nicht spezifisch genug sind, kame 
es zu einer generalisierten Proteolyse. 

Klinisch gut eingefuhrt und auch bewahrt hat sich hin- 
gegen die Infusionstherapie mit Aktivatoren, also das 
Prinzip, wie wir es im Organismus haben. Naturlich hat 
man zuerst versucht, die korpereigene Urokinase fur die 
Therapie zu verwenden. Leider hat dann die Praxis ge- 
lehrt, daR man aus 400 Litern Urin nur eine Behand- 
lungsdosis gewinnen kann. Die Herstellung von Uroki- 
nase erfordert also die HandhabunggroOer Urinmengen, 
die aus Grunden der Stabilitat der Urokinase relativ 
schnell und mit komplizierten Methoden aufgearbeitet 
werden mussen. Abgesehen davon, daR die Urokinase 
durch diese M a h a h m e n  sehr teuer wird, ist sie bis heute 
nicht in der fur eine Therapie ausreichenden Menge zu- 
ganglich. Es war daher nur vorteilhaft, daB gleichzeitig 
auch die Entwicklung der Streptokinase vorangetrieben 
wurde. Nach zehnjahriger Entwicklungszeit liegen nun- 
mehr die fur die Therapie notwendigen experimentellen 
und klinischen Erfahrungen Man kennt Indika- 
tionen und Kontraindikationen; die Dosierung konnte 
mit Ausnahme einiger spezieller Indikationen weitge- 
hend standardisiert werden und gleichzeitig damit auch 
die uberwachung der Therapie. 

Nachdem sich akute Arterien- und Venenverschlusse 
schon fruhzeitig als sichere Indikation erwiesen hatten, 
gibt es nunmehr auch Hinwcise dafur, daR selbst mehrcre 
Monate alte, sogenannte chronische Arterienokklusio- 

nen der Thrombolyse zuganglich ~ i n d l ” ~ 1  (Abb. 6). Eine 
weitere wichtigc Indikation verspricht der frischc Herz- 
infarkt zu werden. 

LEE a b 

Abb. 6. Chronische Obliteration der A. iliaca communis und A. femo- 
ralis links, a) VOI, b) nach Behandlung mit streptokinase. (Aufnahme 
von Dr. M. Martin. Aggcrtalklinik in Engelskirchen.) 

Die Dosis der Streptokinase ist so gewahlt, da13 vorwie- 
gend Aktivator gebildet wird. Die Applikation erfolgt 
als Infusion im Dauertropf uber mehrere Tage. Diese 
Dosierung hat den Vorteil, daB das hamostatische 
Gleichgewicht weitgehend gewahrt bleibt: Nur zu Be- 
ginn der Therapie kommt es zu einer kurzen Phase der 
P lasminhie ,  bis namlich das aquimolare Verhaltnis von 
Plasminogen und Streptokinase erreicht ist. Daher be- 
obachtet man kurz nach Beginn der Thrombolyse eine 
Verlangerung der Plasmathrombinzeit, die auf die plas- 
minolytische Freisetzung des,Antithrombins VI aus Fi- 
brinogen zuruckzufuhren ist. Die Normalisierung der 
Thrombinzeit nach 4-6 Stunden 1aRt erkennen, daR die 
Fibrinolyse ordnungsgemaa ablauft. 

Die Tendenzen in der Fibrinolyse-Forschung weisen auf 
orale Thrombose-Prophylactica, die schlieBlich diese 
Entwicklung kronen wurden. 

Eingegangen am 8 Mai 1970 [A BOO] 
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