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Immunolop, ische Ei~,enschaften der 
menschlichen mit Heparin prfizipitierten 

Plasrnafraktion 

A r b e i t e n  de r  l e t z t e n  J a h r e  b e t o n t e n  die Rol le  des  F ibr i -  
nogens in  de r  P a t h o g e n e s e  des F ib r ino ids ,  welches  n a c h  
i m m u n o c h e m i s c h e n  A r b e i t e n  ~,* n e b e n  a n d e r e n  K o m p o -  
n e n t e n  a u c h  F i b r i n  e n t h ~ l t .  THOMAS et al. 3 b e o b a e h t e t e n  
bei de r  e x p e r i m e n t e l l e n  S h w a r t z m a n s c h e n  R e a k t i o n  n a e h  
H e p a r i n z u s a t z  u n d  A b k t i h l u n g  des  K a n i n c h e n b l u t e s  die 
E n t s t e h u n g  e ines  b e s o n d e r e n  P r~z ip i t a t s ,  e ine r  P l a s m a -  
f rak t ion  ( H P F ) ,  die a u c h  bei  m a n c h e n  e n t z i i n d l i c h e n  u n d  
nek ro t i s i e r enden  Prozessen  b e o b a c h t e t  w u r d e  4,5. Sie i s t  
in 16slicher F o r m  im deka lz i f i z i e r t en  P l a s m a  v o r h a n d e n .  
Nach  Z u g a b e  e ine r  gewissen H e p a r i n m e n g e  sowie ~hn -  
l icher S u b s t a n z e n  k o m m t  es zur  H e r a b s e t z u n g  ih re r  
IRislichkeit,  diese wi rd  ebenfa l l s  bee in f luss t  d u r e h  T e m p e -  
ra tur ,  ionale  Verh~ l tn i s se  u n d  p H  4. P a p i e r e l e k t r o p h o r e -  
t i sch zeigt  die z u m  Tei l  m i t  T h r o m b i n  g e r i n n b a r e  F r a k -  
t ion  dieselbe W a n d e r u n g s g e s e h w i n d i g k e i t  wie das  F ib r i -  
nogen.  I n  e in igen  E i g e n s c h a f t e n  is t  sie d e m  Mor r i sonschen  
. , K o n t r a k t i n o g e n ,  ~, d e m  , F i b r i n o g e n  B,~ 7 u n d  d e m  
,Kryofibi-inogen,~ s ve rg te i chba r .  THOMAS et al. s wiesen 
auf e ine m6gl iche  F u n k t i o n  de r  H P F  als F i b r i n o i d -  
p r eku r so r  h in .  

Die vor l i egende  A r b e i t  u n t e r s u c h t  die i m m u n o l o -  
gischen E i g e n s c h a f t e n  de r  H P F .  

Method ik :  H e r s t e l l u n g  de r  H P F :  P l a s m a  y o n  6 K r a n -  
ken (mi t  L y m p h o g r a n u l o m a t o s e ,  m a l i g n e r  Re t iku lose ,  
P h l e b o t h r o m b o s e ) ,  m i t  500 H e p a r i n e i n h e i t e n  p ro  5 ml  
Blut ,  w u r d e  au f  3 -4°C abgek t ih l t .  De r  so e n t s t a n d e n e  
Niederschlag  w u r d e  m e h r f a c h  m i t  k a l t e m  0,15 M NaCI 
und  0,05 M P h o s p h a t p u f f e r  yon  p H  7,4 gewaschen .  

Die P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  wurde  in V e r o n a l p u f f e r  y o n  
pH 8,6 ( Ionens t / i rke  0,05) durchgef f ih r t .  

Die A n t i s e r e n :  Das  spezif ische A n t i s e r u m  wurde  d u r c h  
obl igate  i n t r a v e n 6 s e  I m m u n i s i e r u n g  de r  K a n i n c h e n  m i t  
H P F  ( G e s a m t m e n g e  y o n  ca. 270 m g  des  g e r i n n b a r e n  
Antei ls  de r  H P F )  herges te l l t .  E l f  Tage  n a c h  de r  l e t z t en  
In j ek t i on  w u r d e  da s  K a n i n c h e n b l u t  in  3 ,8% T r i n a t r i u m -  
z i t ra t  (1:10)  a u f g e n o m m e n .  Das  so g e w o n n e n e  P l a s m a  
wurde  d u r c h  Z u g a b e  d e r  m i n i m a l e n  Menge  yon  gereinig-  
tern T h r o m b i n  def ib r in ie r t .  

Immuno log i sche  Methoden  : Die R ingp r / i z ip i t a t i ons -  
methode ,  die O u d i n s c h e  A g a r - G e l - D i f f u s i o n s m e t h o d e  9 
und  die" D o p p e l d i f f u s i o n s m e t h o d e  n a c h  OUCHTERLONY 10 
wurden  b e n u t z t .  Si~mtliche Aga rbasen ,  die M e r t h i o l a t  im  
VerhAltnis  yon  1 :10-*  en th i e l t en ,  w u r d e n  m i t  Ve rona l -  
puffer  y o n  p H  7,4 v e r d t i n n t .  A n t i s e r e n  u n d  A n t i g e n e  
w u r d e n  in  0,05 M NaC1 u n d  3 ,8%ige r  T r i n a t r i u m z i t r a t -  
16sung v e r d i i n n t .  

Ergebnisse:  S/ imt l iche  16sbaren H P F  ze ig ten  bei  de r  
Pap ie re ]ek t rophorese  dieselbe W a n d e r u n g s g e s c h w i n d i g -  
kei t  wie da s  F i b r i n o g e n  (Abb.  1). Bei  de r  Ringpr~izipi-  
t a t i on  w u r d e  m i t  den  a b s o r b i e r t e n  A n t i - H P F - S e r e n  u n d  
dem h o m o l o g e n  A n t i g e n  eine pos i t i ve  P rAz ip i t a t ion  bis  
z u r  V e r d i i n n u n g  yon  1 : 128 u n d  m i t  d e m  F i b r i n o g e n  de r  
Cohnsehen  F r a k t i o n  I i m  Verh / i l tn i s  yon  1 :32  bis  1 :64  
erzielt.  A u c h  die a n d e r e n  i so l ie r ten  H P F  ze ig ten  eine posi-  
t ive  Pr~izipi ta t ion.  Bei  de r  e in fachen  Agar -Gel -Di f fus ion  
b e o b a c h t e t e n  wir  die E n t s t e h u n g  v o n  m i n d e s t e n s  8 Pr/ i-  
z ip i ta t ions l in ien ,  falls gere in ig te  H P F  u n d  n i c h t  absor -  
b ier tes  A n t i s e r u m  b e n u t z t  wurden .  N a c h  de r  A b s o r p t i o n  
des A n t i s e r u m s  e n t s t a n d e n  jeweils  e ine s t / i rkere  u n d  2 
schw/ichere  Zonen.  Die  Di f fus ion  bei  n iedr ige r  T e m p e r a t u r  
(3-4°C) liess u n t e r  V e r w e n d u n g  desse lben  A n t i s e r u m s  u n d  
der  h o m o l o g e n  H P F  n u r  2 L i n i e n  e r k e n n e n .  Bei  de r  Dop-  

pe ld i f fus ion  w u r d e  die E n t s t e h u n g  w m  m i n d e s t e n s  3 Zo- 
n e n  b e o b a c h t e t  (Abb.  2). E ine  de r  Z o n e n  w a r  m i t  d e r  
Linie  des m i t  T h r o m b i n  prS~zipitierten Ante i l s  de r  Cohn-  
s c h e n  F r a k t i o n  I u n d  des  ge re in ig t en  F i b r i n o g e n s  d e r  
C o h n s c h e n  F r a k t i o n  I iden t i sch .  N a c h  Zugabe  y o n  T h r o m -  
b i n  zu r  ge t6s ten  H P F  t r a t  sic n a c h  Bese i t i gung  des  Nie-  
dersch lags  n i c h t  m e h r  in  E r s c h e i n u n g .  Die Zone,  welche  
d e m  F i b r i n o g e n  e n t s p r a c h n , ~ 2  feh l te  a u c h  n a c h  E r h i t z e n  

Abb. 1: Elfo; oben: Zitratplasma ohne Zusatz yon H PF 
unten: Zitratplasma nach Zusatz yon HI'l: 
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Abb. 2: H: Die mit Heparin pr~zipitierte Plasmafraktion 
F: Fraktion I nach COHN A: Anti-HI'F-Serum 

1 R. MELLORS und L. ORTEGA, Amer. J. Path. 32, 455 (1956). 
2 D. GITLIN, J. CRAm und C. JANEWAY, Amer. J. clin. Path. 33, 

55 (1957). 
3 L.  THOMAS, R .  SMITH rind R . v .  KORFF, Proc. Soe. exp. Biol. 

Med., N. Y. 86, 811/ (1954). 
4 R.  NI~IITH u n d  R.  v .  NORFF, J .  elin. Invest. a6, 596 (1958). 
5 G. SlCCA und N. DEL BONO, Arch. Maragliano 13, 1189 (11157). 

J. MORRISON, Amer. J. reed. Sci. 211, 325 (19-16). 
7 B. LYONS, Nature 1.5,L 633 (1945). 
8 D. KORST und C. KRATOCIIVlL, Blood 10, 9-15 (1955). 
9 j .  OUD1N, Ann. hist. Past. 75, 309 (1948). 
10 O. OUCHTERLONY, Ark. Kemi Miner. Geol. [B] 26, 14 (1948). 
11 M. S~LIC.MAN, B. GOUOE,~tAND, A. JANIN, J. BERNARD und 

P. GRASAR, Rex'. Hdmatol. 12, 302 (1957). 
's J. SALMON und Y. BOUNAMEAUX, Thromb. Diat. Haem. 2, 2 

(1958). 



202 Brbves communications - Brevi comuuicazioni [ExPERIENTIA VoL.XVI/5] 

der H P F  wAhrend 3 min auf 56°C. Die zweite Linie, wel- 
che stets bei den Diffusionsversuchen mit H P F  vorhanden 
war und welche nach S~ttigung des Antiserums mit  
y-Globulin verschwand, war mit  der Linie des zu Ver- 
gleichszwecken zugesetzten y-Globulins identisch. Beim 
Vergleich der einzelnen H P F  in Kreuzversuchen konnten 
wir keine besondere abweichende Komponente nach- 
weisen (Abb. 3). Das Ant i -HPF-Serum tibte keinen Ein- 
fluss auf die Konversion des plasmatischen Prothrombins 
aus. Nach seinem Zusatz zur gel6sten H P F  und in An- 
wesenheit des Thrombins t rat  eine faserige Masse in Er- 
scheinung, die sich unter gleichen Bedingungen yon dem 
gelatin6sen PrAzipitat bei Benutzung der Cohnschen 
Fraktion I unterschied. 
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mit y-Globulin verschwand, enth~lt. In den Kreuzver- 
suchen mit  Ant i -HPF-Seren und homologen und hetero- 
logen H P F  ist in keinem Fall das Ents tehen einer aty- 
pischen Pr~zipitationslinie, deren Gegenwart auf die in- 
dividuelle Spezifit~t der H P F  und dadurch auf den Para- 
proteincharakter  der H P F  im strengen Sinne des Wortes 
hinweisen wiirde, beobachtet  worden. Dies wird auch 
durch dell Umstand bekr~ftigt, dass bei den elektro- 
phoretischen Untersuchungen der Seren der untersuchten 
Patienten keine einem Paraprotein ~hnliche Komponente 
aufgefunden werden konnte. 

K. BARTA und A. BARTOVA 

I.  Medizinische Kl in ik  der Palacky Universitiit, Olomouc 
(Yschechoslowakei), t 7. Augus t  t 959. 

S u m m a r y  

The plasmatic fraction, which is precipitated by cooling 
human heparin plasma, has been found to contain the 
consti tuent identical with y-globulin and also another 
component with the fibrinogen of Cohns' fraction I im- 
munologically identical. With the help of the agar-getose' 
diffusion method, no quali tat ive immunological differ- 
ences have been found with regard to the antigenous 
composition of the plasmatic fraction isolated in cases of 
various system diseases. 

*a K. BJ, RTA, Acta univ. Palack (ira Druck). 

Abb. 3: HR-HPF eines Kranken mit maligner Retikulose 
HL-HPF eines Kranken mit Lymfogranulomatose 

AR-Anti-HPFR-Serum 

Diskussion: Die gewonnenen plasmatischen Kryopr~zi- 
pirate waren alle bei 37°C in 0,15 M NaCI gut 16sbar. Sie 
waren alle teilweise mit Thrombin gerinnbar. Der un- 
gerinnbare Anteil konnte durch intensive Waschung nicht 
mehr weiter herabgesetzt werden. Die nach Zugabe yon 
Thrombin und Ca"  gewonnenen Polymeren zeigten einen 
best immten gegenseitigen Unterschied ihrer L6sungs- 
fAhigkeit in verdtinnter SchwefelsAufe und 30%igem 
Harnstoff 13. Die bereits frfiher erwfihnten Eigenschaften 
(Ahnliche elektrophoretische Wanderungsgeschwindig- 
keiten wie das Fibrinogen, teilweise Gerinnbarkeit  mit  
Thrombin), ferner der Umstand, dass das H P F  nach Ab- 
kiihlung yon Heparinptasma und nicht nach Abktihlung 
des Serums mit  oder ohne Heparinzusatz entsteht,  weisen 
auf die Verwandtschaft  mit Fibrinogen hin. Die durch 
Immunisation der Kaninchen mit  plasmatischen Kryo- 
pr~zipitaten gewonnenen Antiseren gaben PrAzipitations- 
linien sowohl mit  der H P F  als auch mit  dem Fibrinogen 
der Cohnschen Fraktion I. Eine der PrXzipitationslinien 
war bei Verwendung der Doppeldiffusionsmethode nach 
OUCHTERLONY mit  der Linie des gereinigten Fibrinogens 
der Cohnschen Frakt ion I identisch. Sie t rat  jedoch nach 
Erhitzen des Antigens (HPF) (3 min auf 56°C), nach 
F/illung der H P F  mit  Thrombin und auch nach Abs~tti- 
gung des Antiserums mit  dem Fibrinogen nicht mehr in 
Erscheinung. Daraus wird geschlossen, dass die H P F  eine 
mit  dem Fibrinogen immunologisch identische Kompo- 
nente neben einer y-Globulin-Komponente, deren Pr~zi- 
pitationslinie nach v611iger Abs~ttigung des Antiserums 

Studies  on  B i o s y n t h e s i s  of Sucrose  

The authors have already reported 1 the presence of 
sucrose phosphorylase in sugar cane juice. The sucrose 
phosphorylase isolated by the authors is similar to that  
isolated by HASSlD and DOODOROFF ~ only in so far as it 
is not inhibited by NaF.  I t  has not  been reported as yet  how 
the sucrose phosphorylase from the cane juice differs from 
the enzymes reported earlier in Pseudomonas saccharo- 
philia 2, wheat germ extract  3,*, and pea extract  5. In this 
communication, a s tudy of the kinetics of the enzyme has 
been incorporated to indicate that  the sucrose phosphor- 
ylase isolated from cane juice differs markedly from the 
enzyme reported earlier. 

I t  has been found that  the enzyme is stable towards 
dialysis against citrate, veronal acetate and phosphate 
buffers at pH 6.6 and 5°C. Dialysis towards distilled or 
tap water  up to 72 h at  5°C did not reduce the enzyme 
act ivi ty to any appreciable extent. This is in contrast  to 
the enzyme from Pseudomonas ~ anci pea extract  s. 

Repeated precipitation with ammonium sulphate and 
dialysis against tap or distilled water did not injure the 
enzyme activity,  proving thereby tha t  no other coenzyme 
is associated with sucrose phosphorylase to carry out the 
sucrose synthesis reaction in the sugarcane plant. No 

I j .  p. SHUKLA and K. A. PRABHU, Naturwissenschaften, in press. 
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5 j .  F. TURNER, Nature 172, 1149 (1953). 


