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mkthyle prkparke iL partir de 2,75 gr. de m6tal. Aprks une nuit B la temperature du labora- 
toire, le produit a 6th hydrolysk et le terpinkol a ktk is016 et rectifie par distillation: 

= 720; dto = 0,9346; nio = 1,47808; n g  = 1,48175; n: = 1,48870; (nF- nc)x 
lo4 = 98,2; 6 = 104,9; RM, = 47,OO (calculke = 47,23); [a]; = - 28,60°; F. = 36,V 1). 

Ce’tones des essences de bois de rose. - 100 gr. d‘une fraction d’essence de bois de 
rose du Brksil, titrant 17% en cktones (poids molkculaire 152) par oximation, correspon- 
dant B 85 kg d’essence brute, ont kt6 traitks au moyen du reactif P de Girard et San- 
dulesco de la manikre habituelle. I1 a k tk  obtenu 10,3 gr. d‘un melange de cbtones, uD = 
- 20,08O, qui a 6t6 converti en semicarbazones. Par recristallisations dans l’alcool mk- 
thylique, il a kt6 is016 1,l gr. de semicarbazone de p-methyl-acktophknone F. 208-2090, 
identifike par l’essai de mklange, et 6,5 gr. de semicarbazone de 1-tktrahydro-A,-p-mkthyl- 
scktophknone, F. 157-157,5O, identifike de la mbme manikre et dont la solution acktique 
avait un pouvoir rotatoire [a]: = - 21,98O (c = 4). 

RI~suMI~ .  
L’huile essentielle de cabreuva (essence des bois de Myrocarpus 

frolzdosus et de M .  fastigiatus Allem.) renferme, en faibles propor- 
tions, de l’aldbhyde tktrahydro-A,-p-toluique, de la p-mBthyl-ac6to- 
phBnone et de la 1-tdtrahydro-A,-p-methyl-acBtoph6none. Ces deux 
cBtones ont BtB identifides en proportions tr&s faibles dans 17essence 
de bois de rose du BrBsil (Alziba rosaedora var. amaxonica Ducke) 
et se trouvent vraieemblablement dans l’essence de bois de rose de 
Cayenne. 

Laboratoires de Recherches de L. G i v a d a n  & Cie, B.A., 
Vernier- GenBve. 

11. Gerinnungsstudien auf Grund der Messung 
der Sol/Gel Umwandlungszeit 

von Ch. Wunderly. 
(1. XII. 47.) 

Die eingehenden Untersuchungen der Teilreaktionen, welche der 
endgiiltigen Gerinnung des Blutplasma vorausgehen, haben gezeigt, 
dass hier ein komplexes Nebeneinander besteht von enzymatischen 
Prozessen, chemischen Umsetzungen und physikalisch-chemischen 
Wechselwirkungen. Eine rationelle Bearbeitung dieser Probleme 
konnte erst einsetzen, nachdem die priiparative Forschung Methoden 
zur Reindarstellung der einzelnen Gerinnungsfaktoren entvcickelt 
hatte. Damit war die Moglichkeit geschaffen, sich in vitro Ge- 
rinnungssysteme zusammenzustellen, die so vereinfacht sind, dass 
der Messvorgang die erstrebenswerte Eindeutigkeit besitzt. 

l) La valeur d y  = 0,9475 indiquke par Fuller et Kenyon (SOC. 125, 2304 (1924)) est 
anormalement forte. 
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Als Basis unserer Untersuchungen wiihlten wir die sog. 2. Stufe 
der Gerinnung, d. h. die Koagulation von Fibrinogen zu Fibrin unter 
der Wirkung von Thrombin. Wenn die beiden Gerinnungafaktorsn 
Fibrinogen und Thrombin in hinreichender Reinheit vorliegen, so ist 
die Reaktion bei genau definierten, physikalisch-chemischen Gegeben- 
heiten gut reproduzierbar. Sind Prothrombin oder Thrombokinase 
am Vorgang beteiligt, so ist dies nicht in gleichem Umfange gewiihr- 
leistet. Alsbald wurde das Mengenverhiiltnis der beiden Komponenten 
variiert, die Temperaturabhhgigkeit dieses Vorganges gepriift, dann 
der Einfluss von Ca++, von diversen Puffersystemen, von lyotropen 
und hydrotropen Substanzen, sowie einigen Azofarbstoffen gemessen. 
Die Versuche waren so angeordnet, dass der Einfluss der zugesetzten 
Substanzen auf Fibrinogen und auf Thrombin gesondert bestimmt 
wurde. Auf diese Weise wurden einer absichtlich einfach gewiihlten 
Grundreaktion komplizierende Faktoren uberlagert. 

Die Messtechnik. 
Als Messvorgang dient die Umwandlungszeit, innert welcher der Gerinnungs- 

ansatz zum Gel erstarrt. Wie wir zeigen konnten (Wunderly)'), ist die so gemessene Zeit- 
periode mindestens fiinfmal ldnger wie bei den Bestimmungen, welche die Bildung des ersten 
Fibrinfadens als Endpunkt der Zeitmessung wahlen; da es sich um einen raschen Vorgang 
handelt, wird die Messgenauigkeit durch die Verlangerung der Messdauer gesteigert und 
subjektive Momente praktisch ausgeschaltet. Ein weiterer Vorteil der von uns geschaffenen 
Apparatur besteht darin, dass sie bis zu 5 Parallelreaktionen gleichzeitig zu messen 
gestattet. Dadurch sind Resultate stets der Durchschnitt einer Messreihe. Fiir die 
Messung wird aus einer Pipette das Fibrinogensol in den Schenkel a des gegabelten 
Rohrchens (Fig. 1) und anschliessend die frischbereitete Thrombinlosung in den Schenkel 
b fliessen gelassen. Beide Komponenten nehmen nun die Temperatur des Wasserther- 
mostaten an, dessen Niveau bis zur gestrichelten Linie reicht. Der Umwiilzthermostat 
mit einer Leistung von 6 1/Min. halt die Badtemperatur von 30° C mit einer Regelgenauig- 
keit von i 0,02O C konstant. Nach 3 Min. wird das Rohrchen so um die Achse c gekippt, 
dass der Inhalt von b nach a hinuberfliesst, wodurch die beiden Komponenten sich zum Ge- 
rinnungsansatz vereinigen (8. Abbildung der kompletten Vorrichtung2). Da der Gerin- 
nungsansatz die Glaswand wenig benetzt, ist es notwendig, gleich nach der Beschickung 
mit Fibrinogensol den Schenkel a durch Drehen und Schwenken (unter Vermeidung von 
Schaumbildung) mit dem Sol gleichmitssig und luckenlos zu benetzen. Es i s t  dies die 
Voraussetzung dafiir, dass spa te r  die Fliessbewegung des  kompletten Ge- 
rinnungsansatzes fehlerlos verfolgt werden kann. Um die Zeit zu messen, 

Fig. 1. 

1) Ch. Wunderly, Experientia 111,257 (1947). 
2, Ch. Wunderly, Helv. physiol. pharmacol. acta 5, C 38 (1947). 
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welche zur Sol/Gel-Umwandlung erforderlich ist (S.G.Z.), wird die Stoppuhr stilndig in 
Gang behalten; fur  das Einkippen wartet man den Zeitpunkt ab, wo die Stoppuhr auf 0 
einspielt; auf diese Weise hat  man die Hande frei, um durch Drehen der Achse die einge- 
spannten Rohrchen stilndig in langsamer Bewegung zu halten. Obwohl die Rohrchen 
grosstenteils vom Wasser des Thermostat iiberspult sind, liisst sich der Zeitpunkt der 
Erstarrung zum Gel sehr genau festlegen. Wenn die Messdauer innerhalb einer Minute 
liegt, dann sollen die Erstarrungzeiten des Inhaltes von 3 parallel gefuhrten Rohrchen 
auf 2 Sekunden ubereinstimmen. Absichtlich wurde in der vorliegenden Arbeit die Throm- 
binkonzentration so gewahlt, dass die Sol/Gel-Umwandlung (S. G. Z.) in weniger als einer 
Minute stattfindet. Die Reprodnzierbarkeit von Versuchsreihen liegt unter solchen Ver- 
haltnissen bei & 0,5 Sekunden. 

Der  Messvorgang. 
Betrachten wir die beiden Komponenten, deren Reaktion den 

Messvorgang abgeben, namlich Fibrinogen und Thrombin, dann ist 
die Dispersion des Fibrinogensols im Zeitpunkt des Reaktionsbeginnes 
schwer zu definieren. Denn in gereinigten Fibrinogensolen haben die 
Fadenmolekule, welche durchschnittlich 700 A Lange besitzen 
(Oncley, Scatchard und Brown1), stets das Bestreben zur spontanen 
Denaturation. J e  geringer die Globulinreste sind, welche dem Fibrino- 
genpraparat anhaften, und je salzkmer die Losung, desto kleiner 
ist die Stabilittit solcher Sole. Somit miissen wir voraussetzen, dass 
schon vor Reaktionsbeginn im submikroskopischen Grossenbereich 
Molekdordnungsvorgange einsetzen, welche ahnlich einer Sammel- 
krystallisation verlaufen. Die Priifung der Stromungsdoppelbrechung 
und Viskositat erlaubt diesen Vorgang etwas zu charakterisieren 
(vgl. Boehm und Bigner2), WohZisch und G2amul~.n~), wahrend Depolari- 
sationsmessungen nicht zum Ziele fiihrten ( W0hZisch4). Die Langs- 
ausrichtung der Hauptvalenzketten fuhrt zu der Bildung einer 
kolloiden Vorstufe des denaturierten Fibrinogens, nach Apitx5) 
Profibrin genannt. Es gelingt durch unvollstandige Hitzedenatura- 
t,ion Teile des Fibrinogen in Profibrin iiberzufuhren. Wir mochten 
annehmen, dass diese Umwandlung langsam auch in der Halte 
verlauft und damit die Voraussetzung schafft zur spontanen De- 
naturation. Im nativen Blutplasma wird die Bildung dieser Vor- 
stufe durch die iibrigen Proteine Bhnlich gehemmt, wie Thrombin 
durch Anteile des Albumin inaktiviert wird. Hierzu ist xu bemerken, 
dass die Bezeichnung Profibrin in diesem Zusammenhang ungenau ist, 
slls es die Vorstufe zum denaturierten Fibrinogen benennen will, wah- 
rend der Ausdruck Fibrin fur das Endprodukt der zweiten Phase der 
Gerinnung des Blutplasma reserviert bleiben sollte. Nachdem es mit 
chemisch-analytischen Methoden bisher nicht gelingen wollte, charak- 

l) J .  L .  Oncley, G. Scatchard und A. Brown, J. Phys. a. Coll. Chem. 51, 184 (1947). 
2, G. Boehm und R. Signer, Klin. Wschr. 1932, 599. 
3, E. Wohlisch und H. G. Clamann, Z. Biol. 92, 462 (1932). 
4, E. Wohlisch, Koll. Z. 85, 185 (1938). 
5 ,  K .  Apitz,  Z. exp. Med. 101, 552 (1937); 102, 202 (1937); 105, 89 (1939). 
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teristische Unterschiede zwischen denaturiertem Fibrinogen und 
Fibrin herauszuarbeiten, darf man von der begonnenen ‘Untersuchung 
mit Roentgenstrahlen eine Differenz der Struktur erwarten (vgl. 
Astbury, 1944l)). Fur unsere Betrachtung des Messvorganges bleibt 
wichtig, dass der Losungszustand des Fibrinogens eine labile Grosse 
darstellt und dadurch die Definition der Startreaktion erschwert. 

Mit dem Zusetzen von Thrombin wird die spontane Denaturation 
des Fibrinogens stark beschleunigt. Die Keimbildung verliiuft als 
bimolekulare, homogene Reaktion vorerst langsam und ohne sicht- 
bare Veranderung des Reaktionsgemisches. Das anschliessende Ketten- 
wachstum, das nach Oster2) als lineare Kondensations-Polymerisation 
aufzufassen ist, geht vie1 rascher vor sich. Der Zeitpunkt, wo das 
Kettenwachstum der Pibrinfiiden die Grossenordnung von > 0,l mm 
erreicht und damit von Auge sichtbar wird, dient der von Quiek3) 
angegebenen Einstufenmethode als Messwert. Die Durchdringungs- 
struktur der Fibrinfaden wird rasch stetig dichter, bis die ver- 
bleibenden Fliissigkeitsreste in kleinsten Kapillarraumen festgehalten 
werden. Im Zeitpunkt ihrer Immobilisation hort die Fliessfahigkeit 
auf und die Sol/Gel-Umwandlung ist vollendet. D a s E in  t r e t en d e s 
ga l l e r t a r t i gen  Zus tandes  b i lde t  den  Messwert  der  von  uns  
en twicke l ten  Methode. Es ist anzunehmen, dass der endgultige 
Kettenabbruch erst etwas spiiter stattfindet und somit das Ketten- 
wachstum den Zeitpunkt der Gelbildung uberdauert. Diese End- 
phase der Koagulation ist von einer, allerdings kleinen, Triibungs- 
zunahme begleitet, welche tyndallmetrisch erfasst werden kann. 
Jedoch ist nach Bertrand und Quiwy (1946)4) fur die Trubung der 
Endphase in erster Linie der Fibrinogengehalt massgeblich und nur 
in zweiter Linie Anderungen der Fibrinstruktur. Diese Uberlagerung 
verunmoglicht eine genaue Charakterisierung mit optischen Methoden 
(vgl. P. Meunier und A .  D r e y f ~ s s ) ~ ) .  

D i e  D a r s t e l l u n g  v o n  Fibr inogen .  
Als Gerinnungsferment wurde Thrombin-Roche6) verwendet, wiihrend das Fi- 

brinogen aus Oxalat-Plasma von Pferd und Rind nach der Methode von Astrup und 
Bar2ing7) hergestellt wurde. D a m  wird das Oxalatplasma 30 Stunden nach der Blut- 
entnahme zweimal unter Druck durch ein Seitz-FiIter gepresst, darauf mit einer frisch- 
hergestellten und sorgfaltig neutralisierten Mischung von Calciumchlorid und Trinatrium- 
~ ___- 

I )  W .  T .  Astbury, Proteins, in Colloid Chemistry; J. Alexander 5, 529, New York 
1944. 

2, G. Oster, J. Colloid Sci. 2, 291 (1947). 
3, A .  J .  Quick, The Hemorrhagie Diseascs, Springfield, U.S.A. 1942, S. 312. 
4, I .  Bertrand und D. Quivy, Rcv. d’H6matol I, 275 (1946); C. R. Soc. Biol. 138, 

5 ,  P. Meunier und A. Dreyfuss, Bull. Soc. Chim. Biol. 22, 529 (1940). 
B,  1 g des Praparates entsprechen 100000 Thrombin-Einheiten nach Melhnby ; das 

Praparat wurde von der Firma F .  Hoffmann-La Roche & Go., Basel, in verdankenswerter 
Weise zur Verfugung gestellt. 

212 (1944); 137, 582 (1943). 

3’. Astrup und 8. Darling, Acta Physiol. Scand. 4, 45 (1942). 
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phosphat behandelt. An dieser Suspension bleibt das restliche Prothrombin adsorbiert, 
ein Vorgang, den bereits Bordet 1920 beschrieben hat. Das sog. Bordet-Plasma wird nun 
abzentrifugiert; 1 Teil davon mit 1,5 Teilen Wasser entsprechend verdunnt und die 
Mischung auf 2O C abgekuhlt. Alsbald wird unter Ruhren 1 Teil vorgekiihltes, gesiittigtes 
Ammoniumsulfat allmiihlich bei 2O C zufliessen gelassen. Nach 15 Minuten wird das aus- 
geflockte Protein abzentrifugiert, in '/2 Teil NaCl physiol. peptisiert und aus einem Cello- 
phansack bei 20 C gegen eine Losung von 2% NaCl und O, l% Na-Oxalat dialysiert. Unter 
diesen Bedingungen veriindert sich das Fibrinogensol, wenigstens iiusserlich gesehen, 
wiihrend 1@-12 Tagen nicht; Owreal) nimmt an, dass durch die erhohte Salzkonzentration 
das gebildete Profibrin in Losung gehalten wird. Er zeigte, wie sich wiihrend den ersten 
Tagen nach der Herstellung von Fibrinogen (bei 20 C) allmilhlich Profibrin bildet und 
dieses durch Adsorption an 5% Kaolin oder 2% Al,O, entfernt werden kann. Das von uns 
hergestellte Fibrinogensol zeigte auch nach 10 Tagen keine Gerinnung, wenn man es mit 
Thrombokinase und CaCI, zusammenbrachte ; dagegen mussten wir feststellen, dass das 
Sol schon naoh 30 Stunden bei der Benetzung trockener Glasfliichen denaturiert wird. 
Es zeigt sich dies besonders auffiillig bei Messungen im Ostmld-Viskosimeter, welche des- 
halb nur innert 20 Stunden nach Herstellung der Losungen vorgenommen werden 
konnten. Immer erfolgte die Denaturation zuerst in der Kapillare, so dass wir annehmen, 
dass sich wiihrend der langsamen Stromung von der Glasoberfliiche aus Richtkriifte auf 
die Proteinstrnktur auswirken. Aus den angefiihrten Griinden legten wir unseren Mes- 
sungen mit Fibrinogen einen genauen Stundenplan zu Grnnde. Die Darstellung aus 
Bmdet-Plasma erfolgte am Morgen, iiber die Mittagspause wurde das Fibrinogensol 
dialysiert und der Nachmittag diente den Messungen. Schon am darauffolgenden Tag 
zeigt die S. G.Z. bei sonst gleichen Bedingungen abweichende Werte. Wird hingegen 
das Fibrinogen nach Melhnby durch Fiillung mit Essigsiiure bei pH 6,2 bereitet, 
erhiilt man stabilere Praparate; jedoch zeigte uns die Electqophorese a l s  Kontroll-  
ana-lyse (WunderZy)l), dass das Protein nur zu 71% aus Fibrinogen besteht. Die iibrigen 
mitgefiillten Proteine bestehen zu 2/3 aus y-Globulin und 1/3 aus /3-Globulin. Offensichtlich 
stabilisieren diese Begleitproteine das Fibrinogensol. Wird Fibrinogen rnit 8-10 Vo1.- %en 
Athanol bei - 3 O  und pH 7 gefiillt, so ist die Ausbeute bei Binderplasma 75-80% ( E d s ~ l l ) ~ )  ; 
durch Abkiihlen der ungereinigten Fibrinogenlosung auf Oo bei pH 6 werden die Begleit- 
proteine unloslich, so dass man ein Fibrinogen von 98% Reinheit herstellen kann. 

Bordet-Plasma 
Pferd Rind 

Fibrinogen 

Fig. 2. 
Electrophoresediagramme. 

Fur die Electrophorese wurden die Tier-Plasma, die aus ihnen gewonnenen Bordet- 
Plasma, sowie das Fibrinogensol gegen iMiehaelis-Puffer mit den Werten pH = 7,9 und 
p = 0,l bei + 2 O  dialysiert und anschliessend mit 2,5 T. der Pufferlosung verdunnt. Urn 

l) Paul Owren, The Coagulation of Blood (Oslo 1947), S. 103 und 133. 
2, Ch. WunderZy, Mbdecine et Biologie (LiBge et Paris 1947), S. 181. - Vgl. F.  Wuhr- 

3, J .  T. Edsall, Adv. Protein Chem. 111, 446 (1947). 
mann und Ch. Wunderly, Verhl. Schw. Naturf. Ges., Zurich 1946. 
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eine eusreichende Konzentration zu erlangen, wurde beim Fibrinogensol auf eine Ver- 
diinnung verzichtet, dafiir das Fibrinogen mit dem Puffer peptisiert. Zur Abbildung 
gelangen wie iiblich die ,,Descending boundaries" mit der Wanderungsrichtung von rechts 
nach links. 

Tabelle 1. 
Au s wer t u ng von E le c t r o p h o r e s e - Diagram men. 

Globulin . . 

Fibrinogen e, . . I 

Pferd  ! Rind  

Blutplasma Plasma Plasma 

5 8 0 3 5,5 0,3 1 6:s ~ 0:5 1 6,9 I 0,5 
112 08 1 O" 1 ' 1 ' 

Obige Gehaltsangaben zeigen, wieviel grosser der Fibrinogen- 
gehalt der Tierplasma ist, als derjenige des menschlichen Plasma, 
wo er nur 0,Z-0,4 gyo erreicht. Deshalb ergeben Tierplasma eine 
viel bessere Ausbeute an Fibrinogen. Aus Tabelle 1 geht ferner hervor, 
dass zufolge der Adsorption beim Pferdeplasma die a-Globuline um 
13,4y0 und die ,&Globuline um 4,5% abgenommen haben; beim 
Rinderplasma ist die Abnahme 11,6 und 5,l yo, wobei die Angaben 
Prozente der relativen Gehalte des Oxalat-Plasmas sind. Vergleiehen 
wir damit die Adsorption, wie wir sie ebenfalls mit Ca,(PO&- 
Suspension an einem Proteingerni~ch~,,~ aus Pferdeserum beob- 
achteten ( WwnderZyl), so erweist sich dieselbe Zunahme der Adsorp- 
tion in der Reihenfolge PI < ccl < az, jedoch sind die adsorbierten 
Mengen beim Proteingemi~ch~,,~ viel grosser, niimlich von al 17,6 %, 
von a2 18,3y0 und von P1 14,3%. Wir sehen darin eine Folge des ver- 
minderten Albumingehaltes, der im betreffenden Proteingemis~h~,~~ 
nur 17,9 rel. % ausmacht, und infolgedessen seine schutzende und zu- 
gleich stabilieierende Funktion nur unvollstiindig ausiiben kann. 
Denn mehr noch als das native Plasma mussen wir das Protein- 
gemis~h~,,~ nls polydisperses Mehrkomponentensystem auffassen. 
Ver m o g e H cli n er E ig en s c h sf t P r o  t ein - As s o z i a t e z u b il den,  
forder t  Albumin im Plasma die Tendenz zum mono- 

l) Ch. Wunderly, Helv. 30, 574 (1947). 
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dispersen System. bie Auswertung des Fibrinogen-Diagrammes 
ergab einen Gehalt an Fibrinogen von 97% und eine Wanderungs- 
geschwindigkeit ZG = 3,Ol (cm/Sek x Volt) x lo5. 
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Messungen.  
Die Beziehung zwischen Thrombinkonzentrat ion 

und Sol /Gel-Umwandlungszei t .  
Die bisherigen Untersuchungen der Beziehung zwischen Throm- 

binkonzentration und (Thrombin)- Gerinnungszeit (siehe Zusammen- 
stellung und Diskussion bei LegZer, 1943) l) haben erkennen lessen, 
dass dieser 2 .  Phase der Blutgerinnung folgende Formulierung zu 
Grunde liegt : 

wo t, die Thrombingerinnungszeit, c, die Thrombinkonzentration, k 
und a Konstanten sind. Es war nun zu prufen, ob die Messwerte, 
wie sie mit der Sol/Gel-Umwandlung bestimmt werden, ebenfalls 
diesem Gesetz der Reaktionskinetik gehorchen. 

tl; = k . c t - a ,  

Dazu wurden 10 mg Thrombin in 20 om3 NaCl phys. gelost; somit waren in 
0, l  cm3 der Losung 50 Mellanby-Einheiten enthalten. Durch Verdunnen dieser Stamm- 
Iosung wurden ferner Thrombinlosungen mit 30, 20 und 10 ME in 0,l cm3 bereitgestellt. 
In den Schenkel a der Rohrchen gelangte fur die Messreihe 1 je 0,2 om3 Fibrinogensol 
und 0,2 cm3 Ringer-Losung, fur Messreihe 2 je 0,2 cm3 Fibrinogensol nnd 0,2 om3 25-proz. 
Serumalbumin eines salzarmen Priiparatesa), dessen Reinheit wir mittels der Electro- 
phorese zu 96% ermittelten (8. Wunderly und Wuhrmnn, 1947)9); in den Schenkel 6 ge- 
langte je 0,l om3 der verdunnten Thrombinlosungen. Die Kurven der Messreihe l (Rin- 
ger-Losung) sind in Fig. 3 ausgezogen, diejenigen der Messreihe 2 (Albumin) gestrichelt. 
Jede Kurve ist durch vier Messpunkte gestutzt; fur jeden Messpunkt wurden 4 Bestim- 
mungen der S. G. Z. ausgefuhrt. Die Reproduktionsgenauigkeit ist bei S. G. Z. yon uber 
60 Sekunden etwas erniedrigt, was durch den grosseren Radius der Kreise angedeutet 
wird. Um die Beziehung zwischen S. G. Z. und Temperatur kennenzulernen, wurden die 
Messreihen bei 100, 200, 30° und 40° durchgefuhrt. 

Die Darstellung auf dem logarithmischen Koordinatennetz der 
Fig. 3 zeigt deutlich, dass dem Messvorgang das oben verzeichnete Zeit- 
gesetz zu Grunde liegt. Betrachten wir die 4 ausgezogenen Kurven, so 
besitzen diejenigen bei 100,200 und 30° gleiehe Exponentialbonstanten 
a,  denn die 3 Kurven sind ja parallel; erst die Kurve bei 40° weicht 
betriichtlich davon ab, indem ihr Neigungswinkel zur x-Achse 
wesentlich grijsser geworden ist. Nun zeigen die Versuchsergebnisse 
von KugeZmass 4 ) ,  welcher die Wirkung von Thrombin auf Fibrinogen 
im Temperaturbereich von 40-35O gemessen hat, wie die Gerinnungs- 
zeit um 30° herum am kurzesten ist und bei ca. 33-35O sich wiederum 
verlangsamt. Unsere Kurve (ausgezogen, Pig. 3) besagt, da13 der un- 

R. Legler, Helv. 26, 1512, 1673 (1943). 
2, Der Cutter Laboratories (Berkely, Calif., USA.). 
3, Ch. Wunderly und F .  Wuhmmnn, Brit. J. Exp. Path. 28, 286 (1947). 
4, H .  Kugelmass, Arch. int. Physiol. 21, 139 (1923); vgl. R. Legler, Helv. 26, 1686 

(1943). 
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verdiinnte Gerinnungsansatz mit 50 ME eine S.G.Z. besitzt, die 
um 0,5 Sekunden kiirzer ist wie der entsprechende Wert bei 30°. 
Degegen ist die S.G.Z. bei den Thrombinverdunnungen bei 40° 
verlgngert, und zwer um so mehr, als die Verdunnung zunimmt. 

120 

log i 

I 
60' 

30' 

15' 

t5' ro ME 2OME 3OME JUME 

Fig. 3. 
- hy r, 

Die  Abhiingigkei t  d e r  S o l / G e l - U m w a n d l u n g s z e i t  v o n  d e r  T h r o m b i n -  
v e r d u n n u n g ,  sowie d e r  T e m p e r a t u r .  

Ausgezogene Kurven: Fibrinogen gelost in Ringer-Losung. 
Gestrichelte Kiirven: Fibrinogen gelost in 25% Albuminsol. 

Diese Verlangsamung der Sol/Gel-Transformation wird besonders 
augenfallig, wenn wir die Temperaturkoeffizienten Qlo berechnen. 
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Temperatur- 
interval1 

100-200 
200-300 
3O04OO 

- 
Thrombin-Verdunnung auf 

3o ME 

?tt Qlo 

37 Sek. 2,09 45,O Sek. 2,09 74,O Sek. 2,11 
18 Sek. 1,80 21,5 Sek. 1,60 35,O Sek. 1,75 
10 Sek. 0,87 13,5 Sek. 0,85 20,l Sek. 0,61 
11 Sek. 16,O Sek. 33,O Sek. 

Im Temperaturintervall von 30-40° werden die Q,,-Werte 
kleiner wie 1, d. h. negativ. Bei einer Verdunnung des Thrombins 
auf 30 ME betragt der Ruckgang des Q,,-Wertes von eins, 0,13 Ein- 
heiten; bei einer Verdunnung auf 10 ME jedoch schon 0,39 Ein- 
heiten. 

Bei den Gerinnungsansatzen, welche 10 g yo Albumin enthalten, 
ist der Reaktionsverlauf im ganzen Temperaturintervall verlangsamt. 
Es ist anzunehmen, dass dies die Folge der erheblich erhohten Vis- 
kositat ist. Auch hier ist der 40O-Wert die kurzeste S.G.Z., jedoch 
nehmen die 30°- und 40O-Kurven einen parallelen Verlauf. Man 
erkennt daraus den stabil isierenden Einfluss des Albumins 
auf den Reaktionsablauf.  Noch deutlicher zeigt er sich, wenn 
wir die Temperaturkoeffizienten vergleichen. 

2,23 
1,62 
1,07 

Temperatur 
I intervall 

~. 
~ 

I 
100-200 
20'-30' 
30°-400 

- 

46 Sek. 
24Sek. 
13 Sek. 
11 Sek. 

Tabelle 3. 

Versuchsreihe mit : 

Ringer-Losung 1 25-yroz. Albuminsol ____ 
t(t) 

~~ 

29 Sek. 
13 Sek. 
8 Sek. 
7,5 Sek. 

Qio 

1,91 
1,84 
1.18 

~~ ~ 

Wghrend der Temperaturkoeffizient im Intervall von 1Oo-3O0 
in den Versuchen mit Ringer-Losung einehderung von 0,61 Q,,-Ein- 
heiten zeigt, bleibt die Anderung beim Albuminversuch auf 0,07 
Q,,-Einheiten beschrankt. Es lbs t  sich denken, dass in diesem 
Temperaturbereich das Albumin auf das Thrombin eine schutzende 
Funktion ausubt (vgl. Scatchard et. al. 1944)l), ahnlich wie es Bayliss 
und 8tarMnger2) bei Trypsin durch hitzedenaturiertes Ovalbumin 
oder Pepton beobachteten, und Kleirtmunn und Stern3) bei Kathepsin 

l) G. Scatchard, et. al., J. Clin. Invest. 83, 445 (1944). 
2,  W .  &y~iss und E .  XturEing, J. Physiol. 30, 601 (1904). 
3, H .  Kleinmunn und K .  G. Stern, Biooh. Z. 222, 31, 84 (1930). 
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durch das in den Organextrakten mitgefuhrte Eigeneiweiss des Ur- 
sprungsgewebes. Nschdem unsere Q,,-Werte fur die Albuminreihe 
unter 2 liegen, befinden sie sich eher im GroBenbereich der enzyma- 
tischen als der chemischen Reaktionen (vgl. BaZdwi.n)l); so hat B g e 2 )  
f i r  den peptischen Abbau von Edestin Q,,-Werte von 2,O bei 
1Oo-2O0, 1,8 bei 20°-30, und 1,6 bei 30,-40° gefunden. 

Die Wirkung verschiedener Puffersysteme auf die 
Sol/ Gel-Umwandlungszeit. 

Beegers und Smith3) haben als optimalen p,-Bereich fur die 
2. Stufe der Blutplasmagerknung die Werte 7,2-7,5 angegeben. Sie 
benutzten als Puffer Imidazol/n./lO HC1, der nach H e r b e r t 4 )  fur pH 7,25 
die folgende Zusammensetzung hat: 1,72 g Imidaeol + 90 em3 n./10 
HCl mit Wasser eu 100 em3 aufgefullt. Die Pufferlosung ist isoto- 
nisch mit Blut. Da uns Imidazol nicht zuganglich war, haben wir 
die f olgenden Puffersysteme durchgemessen : 

1. 0 , l - n .  Essigs&ure/O,l-n.  N a t r i u m a c e t a t ,  welches zwar den Nachteil 
besitzt, nur bis pH 7 verwendbar zu sein, dagegen noch in 20-facher Verdunnung uber 
cine gute, gleichmassig starke Pufferwirkung verfugt. I m  Gerinnungsansata waren 
Essigsiiure und Natriumacetat 0,Ol-n. 

2. Veronal /Aceta t  P u f f e r  n a c h  Michaeliss). Es ist demPuffer so vielNaCl 
zugemischt, dass er die Ionenstarke einer fur Blut isotonischen Salzlosung besitzt. Die 
Pufferwirkung ist um pa 8 gut, dagegen im pH-Bereich 7-5,5 nur mittelmlssig. 

3. 0, l  mol.Citronensiiure/0,2mol. D i n a t r i u m p h o s p h a t  nach Mc Ilvainee). 
Der Puffer enthalt Phosphationen und einen verhiiltnismiissig hohen Salzgehalt. I m  
Gerinnungsansatz ist die Citronensaure 0,025 mol. und das Dinatriumphosphat 0,05 mol. 

4. 1/15 mol. KH,PO,/l/,, mol. Na,HPO, .2H,O. Die Variation der Kompo- 
nenten ist bei Kolthoff7) beschrieben; ihre Konzentration im Gerinnungsansatz ist 1/60 mol. 
Die pH-Werte wurden mit hochohmiger Glaselektrode kontrolliert. Der Gerinnungsansatz 
setzte sich zusammen aus 0,2 om3 0,2-proz. Fibrinogensol und 0,l om3 Pufferlosung im 
Schenkel a des gegabelten Rohrchens, sowie 0,l cm3 Thrombinlosung im Schenkel €I, ent- 
haltend 50 Mellanby-Einheiten. Ein Leerversuch bei neutraler Reaktion mit NaCl statt 
Puffer, hatte die S. G.Z. von 17 Sekunden. 

Bus nachstehender Zusammenstellung ergibt sich die bedeutende 
Verzogerung der S.G.Z. als Folge der Salzwirkung von Phosphationen. 
Die Gelbildung war hier nicht schlagartig, vielmehr erfolgte die Ab- 
nahme der Fliessfiihigkeit allmiihlich wahrend 6-8 Sekunden und 
war von Auge gut zu verfolgen. Die allmahlich gewordene Fibrin- 
struktur war weitmaschig und bildete weiche Koagula (vgl. P e r r y  

l) E. Baldwin, Dynamic aspects of Biochemistry, S. 22 (Cambridge 1947). 
2, R. Ege, Z. physiol. Chem. 143, 159 (1925). 

,) F.  K. Herbert, Biochem. J. 34, 1554 (1940). 
6,  L. Michaelis, J. Biol. Chem. 87, 33 (1930); Bioch. Z. 234, 139 (1931). 
6 ,  H .  Mcllvaine, J. Biol. Chem. 49, 183 (1921). 
7, Kolthoff 1. M., Saure-Rasen-Indikatoren (Berlin 1932). 

W .  Seegers und H .  P. Smith, Amer. J. Physiol. 137, 348 (1942). 
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Tabelle 4. 
~ 

Bad- 
temperatur 

30O 

PH 

59 

~ 

Puffersystem : 
1 2 3 4 

KIf,PO,/ Citronen- 

phosphat Hzo 

Na,HPO,. Essigs&ure/ Veronal/ saurel 
Na-Acetat Acetat Dinatrium- 

-~ 
Sol/Gel-Umwandlungs-Zeiten (S.G.Z.) : 

5,3 1 20 Sek. 4 Min. 
5,6 
6A 18 Sek. , 
6,6 
6,7 17 Sek. 22 Sek. 
7,0 17 Sek. 18 Sek. 
7,2 17 Sek. 
794 18 Sek. 
7,6 21 Sek. 

19 Sek. 1 1,31 Sek. 
52 Min. 
39Min. 

1,3 Sek. 

47 Sek. 
47 Sek. 

52 Sek. 

47 Min. 

55 Sek. 

41 Sek. 

44 Sek. 
53 Sek. 

und Mitarb.)l). Beim Schutteln liessen dieselben mit Leichtigkeit 
Flussigkeit austreten und zogen sich zu kleinen Fibrinklumpchen zu- 
sammen. Infolgedessen wurde fur die spateren Messungen der Veronal/ 
Acetat-Puffer beibehalten. Dabei ist es fur die Routineausfuhrung 
wichtig, dass die Messdauer der  Sol/Gel-Umwandlung im 
pH-Bereich 7,O-7,5 als kons tan t  angesehen werden kann. 
Die Verlangerung der S.G.Z. im sauren Gebiet wird damit erkliirt, 
dass Thrombin bei pH 4,3 sein Flockungsmaximum besitzt, sowie bei 
pH 3,5 irreversibel inaktiviert wird, was im alkalischen Gebiet erst 
bei pH 11 stattfindet ( Ghargaff)2). 

Der Einfluss von Calciumion auf die 
Sol/ Gel-Umwandlungszeit. 

Wahrend die Notwendigkeit von Calciumion fur das Zustande- 
kommen der ersten Phase der Plasmagerinnung unbestritten ist, wird 
die Rolle der Calciumionen bei der zweiten Phase verschieden be- 
urteilt. Um hier einen moglichst guten Einblick zu gewinnen, haben 
wir erst aliquote Mengen von Fibrinogensol mit abgestuften Ver- 
dunnungen von CaCl, in NaCl wahrend 15 Minuten bei 18O gehalten 
(Versuchsreihe 1) und fur eine weitere Versuchsreihe 2 ,  ebenso 
Thrombin fur 15 Minuten bei 37O. 

Fur die Versucheunter 1 wurden im Schenkel a 0,2 cm3 0,S-proz. Fibrinogensol mit 
0,2 cm3 der CaCl,/NaCI-Verdiinnungen gemischt; fur die Versuche unter 2 im Schenkel b 
des Gerinnungsrohrchens 0,l em3 Thrombinlosung (enthaltend 50 Melhnb y-Einheiten) 

l) J .  D. Perry und P .  R. Morrison, Am. SOC. 69,400 (1947); J .  D. Ferry, M .  Singer, 
P .  R.  Morrison, J .  D. Porsche und R. L. Kutz, Am. SOC. 69, 409 (1947); I .  R. Morrison, 
Am. J .  Med. Sci. 21 I, 325 (1946). 

,) E .  Chargaff, Adv. Enzymology 5, 43 (1945). 
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mit 0,2 cm3 der CaCl,/NaCl-Verdiinnungen gemischt und wiihrend 15 Minuten auf 370 er- 
wiirmt. Nach dem Einkippen hatten die vollstiindigen Gerinnungsansiitze jeweils fol- 
gende Zusammensetzung : 0,2 om3 0,lB-proz. Fibrinogensol (Pferd)/O,2 cm3 CaC12/NaC1- 
Verdunnungen/-0,1 cm3 Thrombinlosung. Der Leerversuch mit NaCl statt CaCl, hatte 
eine S. G. Z. von 41 Sekunden ergeben. Badtemperatur : 30°. 

Tabelle 6. 

. _ _ _ _ _ _ _ . . ~  

18 Sek. 
24 Sek. 
28 Sek. 
33 Sek. 
37 Sek. 

Molaritiit 
der zugesetzten 
CaC1,-Losung 

12 Sek. 
12 Sek. 
13 Sek. 
18 Sek. 
30 Sek. 

Leerversuch . 

_ _ ~ . .  

'iZ6 mol. Na-Phenolsulfonat . 
1/25 mol. Na-Salicylat . . . . 
'lZ5 mol. C,H,(SO,Na) . . . 
1/25 mol. C,H,(SO,Na), . . . 
1/25 mol. C,H,(SO,Na), . . . 
Leerversuch mit NaCl . . . 

- 

CaCl, im 
Gerinnungs- 

ansatz 
mi%% 

112 
37 
22,4 
16,8 
11,2 

~~- - 

2 Min. 52 Sek. 1 Min. 44 Sek. 
43 Sek. 1 Min. 14 Sek. 
16 Sek. 4 Sek. 
50 Sek. 28 Sek. 

47 Sek. 

17 Sek. 17 Sek. 

1 Min. 33 Sek. 

- I 41 Sek. 1 41 Sek. 
~ ~~ ~~ ~- ~ 

Damit ist gezeigt, dass die zweite Phase der Gerinnung zwar 
nicht absolut, aber in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit doch wesent- 
lich vom Calciumgehalt des Ansatzes abhQngig ist. D er  Einf lus s 
des Calcium auf das  Thrombin i s t  grosser a l s  auf das  
Fibrinogen. 

Die Beeinflussung der  Sol/ Gel-Umwandlungszeit  durch 
hydro t rope  und lyot rope  Substanzen. 

Nachdem bereits DemoW), PZscher2) u. a. die Wichtigkeit von 
-SO,H- Gruppen fiir die Verzogerung der Blutgerinnung dargelegt 
hatten, konnten wir zeigen, dass schon einfach gebaute Substanzen 
wie C6H6S03Nal, C,H,( SO,Na), und C,H,( SO,Na), geeignet sind, die 
S.G.Z. von menschlichem Plasma merklich zuverliingern ( Wund~rZy)~). 
Wir pruften deshalb getrennt den Einfluss obiger Substanzen, sowie 
von Na-Phenolsulfonst und Na- Salicvlat. auf Thrombin und 
Fibrinogen. 

Tabelle 6. 

l) V .  Demole und M .  Reinert, Arch. exp. Path. Pharm. 158, 211 (1930). 
2, A.Fischer, Biochem. Z. 240, 364 (1931). 

Ch. Wunderly, Nature 160, 228 (1947). 
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Der Gerinnungsansatz hatte die Zusammensetzung : 0,2 cm3 0,2 % Fibrinogensol + 
0,2 om3 mo1.-Losung an hydrotroper Substanzf 0,l cm3 Thrombinlosung (= 50 ME) ; 
in Versuchsreihe 1 war das Fibrinogen wahrend 15 Minuten bei 18O mit den hydrotropen 
Losungen in Kontakt, in Reihe 2 das Thrombin wahrend 15 Minuten bei 37"; Badtempe- 
ratur 30°. 

Die Wirkung der gepruften Substanzen ist auf Fibrinogen und 
Thrombin eine rech t unterschiedliche. Auf Fibrinogen wirken alle Sub- 
stanzen - mit Ausnahme des Monosulfonates - verzogernd, aur" 
Thrombin ebenso, jedoch wirkt hier das Monosulfonat sogar be- 
schleunigend. Interessanterweise ist die verzogernde Wirkung des 
Monosulfonates auch bei der Gerinnung des Blutplasmas am gering- 
sten. Dort wurde eine verzogernde Wirkung in folgender Reihe zu- 
nehmend gefunden : Monosulfonat < Selicylat < Disulfonat < Trisul- 
fonat. Somit ist die Verzogerung durch Phenolsulfonat und Salicylat 
wesentlich grosser, wenn diese Substanzen unmittelbar auf Fibrinogen 
oder Thrombin, statt auf Oxalatplasma einwirken konnen. Dagegen 
bleibt die Reihenfolge in der verzogernden Wirksamkeit von Mono-, 
Di- und Trisulfonat dieselbe bei Fibrinogen, Thrombin und Plasma. 

Wenn wir die Anionen betrachten, wie sie in einer Hofmeister'schen 
Ionenreihe zusammengestellt sind, so finden wir an dem einen Ende 
der Reihe Anionen wie SO,--, P-und 10,- mit kleinen Ionenradien 
und entsprechend grossen Wasserhullen ; sie werden von gleichnamig 
geladenen, hydrophilen Proteinen schwach adsorbiert und wirken 
dehydrierend. Am anderen Ende der Reihe finden sich Anionen wie 
CNS-, I- und NO3-, wo die Wasserdipole nur schwach angezogen 
werden, weil der Abstand des Ionenschwerpunktes von der Ionenober- 
flaohe gross ist j ihre Affinitat zu Proteinen ist bedeutend und sie uben 
auf dieselben eine verfliissigende Wirkung aus. Auf Grund der quantita- 
tiven Messung ihrer aussalzenden Wirkung konnten Voet und Buch- 
nerl) eine Reihe aufstellen, wo jedem Anion, entsprechend seiner 
lyotropen Nummer, ein Platz zukommt. 

Um den Einfluss auf die S. G.Z. kennen zu lernen, wurde fiir die Messreihe 1 zu 
2,5 cm3 0,a-proz. Fibrinogensol, 0,5 om3 mol. der Kaliumsalze folgender Anionen SO4", 
IO,, H,PO,-, C1-, Br-, I- und CNS- fiir 15 Minuten bei 200 einwirken gelassen. Nach 
dieser Zeit wurden Viskositat (OstzuaZd-Viskosimeter, 1 8 O )  und die Trubung (Stufenphoto- 
meter von Zeiss) gemessen. Zum Gerinnungsansatz wurden je 0,2 om3 dieser Sole mit 
0,2 em3 NaCl und 0,l om3 Thrombinlosung (= 50 ME) in ublicher Weise kombiniert. In 
Fig. 4 sind die Messpunkte durch ausgezogene Linien verbunden. Fur die Messreihe 2 wird 
erst 1 Teil Thrombinlosung mit 1 Teil der l/lo mol. Kaliumsalze wahrend 15 Minuten bei 37" 
erwarmt. Der Gerinnungsansatz lautete alsbald: 0,17 om3 0,Z-proz. Fibrinogensol/0,13 cm3 
R'aC1/0,2 om3 der Mischung von Thrombin und Kaliumsalzen. Diese Zusammensetzung 
schafft in beiden Messreihen gleiche Konzentrationen an Fibrinogen und Thrombin. 

Der Leerversuch ohne lyotrope Substanz besitzt die absichtlich 
kurz gewahlte S.G.Z. von 13,5 Sekunden; damit wird erreicht, dass 

l) A. Voet und E .  H .  Buchner, Chem. Reviews 20, 169 (1937); A .  Voet, Trans. 
Faraday Society 32, 1301 (1936). 
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in Messreihe 1 die Einwirkung von lyotroper Substanz auf Thrombin, 
und ebenso die Messreihe 2 auf Fibrinogen, bescheiden bleibt. Der 
Verlauf der Triibungskurve (von links nach rechts zu lesen) in Fig. 4 

Fig. 4. 
Beeinf lussung de r  S. G.Z. d u r c h  l y o t r o p e  Anionen .  

Fibrinogen-Beeinflussung. ----- Thrombin-Beeinflussung . 
- . - . - . - Trubung, abs. bei 18O. -+-+- Viskmitat, ?elrel. bei 18O. 

zeigt die gleichmassige Zunahme der Dispersion des Fibrinogensols, 
wobei einzig C10,‘ etwas aus der Reihe fallt. Weniger einheitlich sind 
die Ergebnisse der Viskositatsmessung j in Anbetracht der verdiinnten 
Losungen bleiben die hderungen der Viskositat ohnehin in be- 
scheidenen Grenzen. Immerhin ist festzustellen, dass zumeist, wenn 
die Viskositat ansteigt, die entsprechenden S. G.Z. (Fig. 4, ausgezogene 
Kurve) erniedrigt sind (vgl. 103’-, ClO,’- Br’- und 1’-Werte). Wenn man 
die Steigerung der Strukturviskositat einer vergrosserten Forman- 
isotropie der Fibrinogenteilchen zuschreibt, d a m  haben die ge- 
nannten Anionen die Eigenschaft, die durchschnittliche Lange der 
Fadenmolekide zu erhohen. Den Beweis dafiir, dass es sich urn eine 
Langenausdehnung der Teilchen handelt und nicht nur um eine 
Anderung ihrer Hydratation, sehen wir in der gleichzeitigen Ab- 
nahme der Trubung; d. h. die Teilchenzahl nimmt zwar ab, aber der 
Zuwachs des Einzelteilchens erfolgt anisometrisch und nicht allseitig. 
Ware das Teilchenwachstum allseitig, so hatte es eine Zunahme des 
gestreuten Lichtes our Folge, dagegen kaum eine Viskositatserhohung, 
da das Achsenverhaltnis nicht geandert wiirde. Die beobachtete Er- 
niedrigung der S. G.Z. weist darauf hin, dass das anisometrische 
Teilchenwachstum eine kolloide Vorstufe der endgdtigen Umfor- 
mung zum Fibrinnetz unter der Wirkung des Thrombins ist. Da-8 
letztere wird durch die Salze der Anionenreihe noch starker beein- 
flusst wie Fibrinogen (s. Fig. 4, gestrichelte Kurve). Wahrend H,PO,‘ 
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zufolge der Blockierung von Ca*- die S.G.Z. im Fibrinogenversuch 
auf 41 Minuten verliingert (Leerversuch 13,5 Sekunden), wird das 
Thrombin so gehemmt, dass uberhaupt keine Gerinnung zustande 
kommt. Darin liegt eine Bestatigung unserer vorerwahnten Versuche 
mit variierter Calciumkonzentration, wo ebenfalls die Wirkung auf 
Thrombin grosser gefunden wurde wie auf Fibrinogen. a n l i c h  ver- 
halt es sich mit CNS‘; dort ist die S.G.Z. im Fibrinogenversuch 
18 Sekunden, im Thrombinversuch dagegen 3 Minuten 10 Sekunden. 

Die erwtihnten gerinnungsspezifischen Anomalien 
machen es unmoglich, die gemessenen F a k t o r e n  i n  eine 
einfache Korrelat ion zu bringen, selbst wenn die Ab- 
s tande  der  Ordinaten nach Massgabe der  lyotropen 
Eigenschaften der  Anionen gestaffelt  sind. 

Die Wirkung diverser Farbstoffe  auf die 
Sol/Gel-Umwandlungszeit .  

Xach den Untersuchungen von Hugettl) konnen Azofarbstoffe beide Phasen der 
Plasmagerinnung verzogern. Er benutzte fur seine Versuohe Chlorazol fast pink und 
Chlorazol sky blue. Da der erstgenannte Farbstoff im Tierversuch nur wenig toxisch ist, 
benutzen ihn Kahlson und Landby2) (1937), sowie ModelP) (1939) zu Gerinnungsstudien 
in vivo. Neuerdings hat Quivy‘) die mathematische Formulierung fur die gerinnungs- 
verzogernde Wirkung von Chlorazol fast pink, Toluidinblau und Trypanblau gegeben. 
Wir haben als weitere Farbstoffe Trypanrot, Benzoblau, Brillantkresylblau und Evans 
Blue in den Kreis der Betrachtung gezogen. Wir taten es in der Absicht, den moglichen 
Zusammenhang zwischen verzogernder Wirkung und Molekulargewicht, Teilchen- 
grosse und Anzahl der Sulfogruppen zu prufen. Mit Evans Blue haben Gregersen und 
Gibson5) (1937) eine Technik z u r  Messung des Blutvolumens entwickelt. Ruwsona) zeigte 
dann, dass sich Evans Blue insbesondere an Albumin bindet und dies wesentlich starker 
wie Niagara Sky Blue und Trypanblau. 1 Mol. Albumin bindet etwa 8-14 Molekule 
Evans Blue. Dasselbe ist ein Azofarbstoff der mehrere aromatische Sulfogruppen ent- 
halt (s. Robinson und Hogden?), Kings) et al., sowie Wulters et al.g). Von den erwahnten 
Farbstoffen stellten wir wasserige Losungen von 100 mg% Gehalt her. Diese Losungen 
wurden jeweils fur 48 Stunden beiseite gestellt, um eine anniihernd gleichmassige Teil- 
chendispersion zu erhalten. Nach dieser Zeit wurden die Losungen 1 :lo mit NaCl physiol. 
verdiinnt, so dass ihr Gehalt noch 10 mg% betragt. Wie die Messungen der Mikrodiffusion 
durch Benoist et al.lO), Hunut et a1.l1), Nistlerla), ergeben haben, kann man annehmen, 
dass die Farbstoffteilchen im Toluidinblau (Oxazinfarbstoff) einen mittleren Radius von 

l )  St. G. Hugett, J. Physiol. 80, 82 (1933); Quart. J. Pharm. 7, 372 (1934). 
z ,  c f .  Kahlson und E .  Lundby, Skand. Arch. Physiol. 77, 301 (1937). 
3, W .  Modell, Science 89, 349 (1939). 
4, D. @ivy, Evaluation de 1’Hbparine (Paris 1945). 
5 ,  M .  I. Gregersen und J .  G. Gibson, Amer. J. Physiol. 120, 494 (1937). 
6 ,  R .  A. Rawson, Amer. J. Physiol. 138, 708 (1943). 
7, H. PV. Robinson und C.  G. Hogden, J. Biol. Chem. 137, 239 (1941). 

g, J .  H .  Wulters, R .  J .  Rossiter und H .  Lehmann, Lancet 252, 244 (1947). 
B. King, K .  Cole und E .  Oppenheimer, Amer. J. Physiol. 138, 636 (1942). 

lo) H .  Benoist, V .  Golblin und W .  Kopaczewsky, Protoplasma (Berl.) 3, 345 (1928); 

11) Gh. Hunut und J .  8. Puutrez, Protoplasma 23, 93 (1935). 
12) A. Nistler, Protoplasma 13 (1931). 

5, 14; 5, 481 (1929). 
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0,65 mp besitzen, im Brillantkresylblau (Oxazinfarbstoff) von 0,55 mp und im Trypan- 
blau (Tolidinfarbstoff) von 0,66 mp. Demnach erreichen die Teilchendurchmesser dieser 
bekannten Vitalfarbstoffe bereits die untere Grenze der kolloiden Dispersion (1 mp), 
jedoch ist die Teilchengrosse betrachtlich abhangig von der Konzentration, der Tempe- 
ratur und dem Losungsmittel. Die Farbstoffe unserer 0,Ol-proz. Farbstofflosungen wurden 
von Papierrundfiltern (Schleicher und Schiill 602 extra hart), Cellophan-Sackchen und 
den Diffusionshiilsen obiger Firma restlos zuriickgehalten, was mit der Regel uberein- 
stimmt, wonach Molekiile mit 55-70 Atomen schlecht dialysieren und solche mit iiber 
70 Atomen iiberhaupt nicht (vgl. Hober, 1946) l). 

Die Zusammensetzung des Gerinnungsansatzes war die folgende : 0,2 om3 0,a-proz. 
Fibrinogensol/O,OS om3 Veronal/Acetatpuffer vom pH 7,2, 0,2 em3 0,Ol -proz. Farbstoff- 
losung/O,l em3 Thrombinlosung, enthaltend 50 ME. Im Leerversuch, wo statt Farbstoff- 
losung NaCl zugefiigt wurde, war die S.G.Z. 17 Sekunden. Fur die Versuchsreihe 2 
wurden die Farbstoffe erst an Albumin gebunden, dessen bedeutende Bindefahigkeit von 
KZotz und Mitarb. 2, fur  Methylorange und Azosulfathiazol spektrophotometrisch er- 
mittelt wurde. Dazu wurden 0,8 em3 O,O4-proz. Farbstofflosung mit 1 em3 10-proz. Albu- 
min und 0,2 cm3 Veronal/Acetat-Puffer Tom pH 5,7 fur  1 Stunde bei 37O gehalten. Als- 
bald wurde 1,2 em3 Puffer vom pE 7,2 zugefiigt; damit wurde die Losung O,Ol%-ig an 
Farbstoff. I m  Gerinnungsansatz waren 0,2 em3 von dieser Albumin/Farbstoff losung/0,2cm" 
0,2-proz. Fibrinogenlosung/O,05 em3 Veronal/Acetat-Puffer, pH 7,2/0,1 em3 Thrombin- 
losung mit 50ME. 

Tabelle 7. 

101.-Gew. I Badtemperatur 30°, pH 7,2 Anzahl 
Atome 

Toluidinblau, bas. . . . . . 
Brillantkresylblau, bas. . . . 
Trypanrot, sauer, 5-S03H . 
Trypanblau, sauer, 4-S03H . 
Benzoblau, sauer, 2-S03H.  . 
Evans Blue, sauer . . . . . 
Leerversuch mit NaCl . . . - 1 17 Sek. ~ 17 Sek. 

1- 
*) Die S. G. Z. war nicht zu bestimmen, da keine Gelbildung, , sondern nur kleiner flockiger Niederschlag. 

23 Sek. 
17 Sek. 
30 Sek. 
18 Sek. 
20 Sek. 

__ 

22 Sek. 
17 Sek. 
31 Sek. 
19 Sek. 
20 Sek. 

305 
289 
980 
936 
908 

36 
36 
82 
78 
86 

I n  der gewahlten Konzentration zeigen nur vier Parbstoffe eine 
verzogernde Wirkung auf die Fibrinogen/Thrombin- Gerinnung, und 
zwar zunehmend in folgender Reihe: Benzoblau < Evans Blue < To- 
luidinblau < Trypanrot. Dieses letztere besitzt bezeichnenderweise 
funf Sulfogruppen oder einen Schwefelgehalt von 16,3 % (Na- Salz 
des Heparins 13,6% S). Die vorgangige Bindung an Albumin war 
wirkungslos, ebenso kann aus der Grosse des Mo1.-Gew. kein ein- 
deutiger Schluss gezogen werden. 

R. Hober, Physical Chemistry of Cclls and Tissues (London 1946), S. 263-265. 
2, I .  M. Klotz, F .  M .  Walker und R. B. Pivan, Am. SOC. 68, 1486 (1946); I .  M .  

Klotz, Am. SOC. 68, 2299 (1946); I .  M .  Klotz und E. M .  Walker, J. Physical Coll. Chem. 
51, 666 (1947). 
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Z us ammenf a ssung. 
Es wird der Einfluss von verschiedenen Faktoren auf die Gerin- 

nung von Fibrinogen durch Thrombin bestimmt ; so die Abhangigkeit 
von Thrombinverdunnung und Temperatur, die Wirkung verschie- 
dener Puffersysteme, von Calciumion, von hydrotropen und lyo- 
tropen Substanzen, ferner von kolloiden Farbstoffsolen. 

Als Messwert dient die Bestimmung der Sol/Gel-Umwandlungs- 
zeit. Die Versuchsanordnung gestattet die getrennte Messung des Ein- 
flusses obiger Faktoren auf Fibrinogen und Thrombin. Es werden die 
Elektrophorese-Diagramme von Bordet-Plasma (Pferd und Rind), 
sowie von hochgereinigtem Fibrinogen gezeigt. 

Medizinische Universitiitsklinik, Ziirich. 

12. Beitrage zum Problem der Ahnliehkeit in der Chemie I1 
von E. Sorkin, W. Krahenbllhl und H. Erlenmeyer. 

(3. XII. 47.) 

Im Zusammenhang mit der in der vorangegangenen Mitteilungl) 
gegebenen Formulierung des Vitamin-Antivitamin-Problems wird 
im folgenden uber Synthesen berichtet, die unternommen wurden, 
um neben der durch Isosterie bedingten Verwandtschaft noch zwei 
weitere Typen von Ahnlichkeitsbeziehungen zur Untersuchung xu 
bringen. 

In beiden Fallen wurden durch die Synthesen Verbindungen ge- 
wonnen, die eine strukturchemisch begrundete hnlichkeit mit dem 
Thiazolanteil des Vitamin B, aufweisen. 

Das erste Beispiel ist aus der Ahnlichkeit, die zwischen einer Ring- 
und der entsprechenden Pseudoringverbindung besteht, hergeleitet. 
Belegt ist eine solche Verwandtschaftsbeziehung z. B. zwischen dem 
Verbindungspaar : Benzylrnethylather und Hydrinden. A .  W .  Stewart 
und 0. L. WiZson2) bemerken zur Deutung der Sihnlichen Eigen- 
schaften dieser beiden Verbindungen : ,,If the stereochemical views 
on the configuration of carbon chains be taken into account, it is 
possible to see marked general resemblance between the two sub- 
stances as the following formula I and I1 will show." 

CH, 

v- 
fVC% A v  \CH, 

I 1 1 1  dHz II CH, 

I I1 
v 

_ _ -  
1) Erste Mitteilung siehe H.ErZenmeyer, D .  Waldi und E .  Sorkin, Helv. 31,32 (1948). 
2) Recent Advances in Physical and Inorganic Chemistry, 7. Aufl., 1944, 5.472. 

Siehe auch Russell und Stewart, SOC. 1929, 2401. 
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