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Einleitung

Unsere gegenwirtigen Auffassungen iiber den Mechanismus der Blutgerin-
nung haben das Skelett der klassischen Theorie beibehalten. Die Herkunft der
Thrombokinase, die man um die Jahrhundertwende bereits mit den Thrombo-
zyten glaubte in Zusammenhang bringen zu miissen, blieb jedoch bis heute ein
umstrittenes Problem. Abgesehen davon, dafl die Gerinnung in geeigneten Fil-
len durch verunreinigenden Gewebesaft bzw. Gewebsthrombokinase eingeleitet
werden kann, ist unabhingig von dieser an dem Entstehen einer groflen Gerin-
nungsaktivitit in extravasiertem Blut oder Plasma nicht zu zweifeln. Die Bildung
derselben wurde in eine der bekannten 1. Phase der Blutgerinnung voraus-
gehende komplizierte Vorphase verlegt, an der neben Calcium und Kontakt-
wirkungen eine Reihe mehr oder weniger bekannter Faktoren teilnehmen. Es
sind dies F VIII (antihimophiles Globulin, AHG, [Patek-Taylor],
AHF [Brinkhous], Thromboplastinogen [ Quick ], platelet cofactor I
[Seegers]), FIX (Christmasfaktor [Biggs], PTC[Aggeler], plate-
let cofactor I [Seegers]), der Thrombozytenfaktor 2 (T 3, platelet fac-
tor 3 [Seegers]), FV (labile Faktor [ Quick ], Proakzelerin [Owren].
Plasma Acceleratorglobulin: Ac. glob. [ Seegers]), F VII (stabile Kompo-
nent [Stefanini], Prokonvertin [Owren], Co-Thromboplastin [Mann]),
F XI (PTA [Rosenthal]), F XIT (PTF-D [Aggeler]) und Kol-
lers F X.

Da die Prognose einer chemischen Untersuchung eiweififreier Komponenten
glinstiger ist, wurde zunichst der T 3 in der durch Paulssen (22) beschrie-
benen Form niher studiert. Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dafl der von
Seegers und seiner Schule postulierte ,platelet factor 3 eine eiweiffhaltige
Substanz ist, die den eben genannten T 3 als lipoide Komponente zu besitzen
scheint. Die charakteristische Aktivitit des T 3 innerhalb eines weiten Konzen-
trationsbereiches gegeniiber Hithner- und menschlichem Plasma, die R p-Werte
seiner Ninhydrin-positiven Reaktion bel der papierchromatographischen Unter-
suchung mit Phenol-Wasser als Lauffliissigkeit, sein Verhalten im Rahmen der
spater zu besprechenden Sphingosinreaktionen stimmten mit den Eigenschaften
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des lipoiden Aktivators aus Schweinehirn auffallend iiberein. Ein prinzipieller
Unterschied war hingegen, daf der lipoide Aktivator nicht das Heparin-neutrali-
sierende Vermogen des T 3 zeigte. Das suggerierte trotz des analogen Ver-
haltens beider Substanzen im Thrombokinasebildungstest nach Biggs und
Douglas (1), daf die Antiheparinwirkung eventuell einem verunreinigenden
Bestandteil des T 3 zugeschrieben werden mufl (15). Diese Annahme erfuhr
durch die Untersuchung von Deutsch, Johnson und Seegers (3), die
von dem T 3 das Heparin neutralisierende Prinzip als T 4 abtrennten, ihre
Bestitigung. Eine spitere Studie, wobei die lipoiden Aktivatoren aus Hirn von
Mensch, Rind, Pferd, Schwein, Kaninchen und Taube eingehend untersucht wur-
den, zeigte, dafl es sich bei diesen mit grofiter Wahrscheinlichkeit um identische
Substanzen handelt (16). Damit wurde das Studium des eiweififreien ,T 3 zu
einem des lipoiden Aktivators.

Howell (20) hielt den mit Lipoidldsungsmitteln extrahierbaren thermo-
stabilen Aktivator fiir Kephalin. Derselbe K&rper sei jedoch auch der essen-
tielle Bestandteil der Thrombokinasen. Die Thermolabilitit der letzteren sei
lediglich durch die Bindung des Kephalins an Eiweifl vorgetduscht, da beide
dann bei Erhitzen zusammen ausfallen. Die Identitit der lipoiden Aktivatoren
an sich, auch mit den wenigstens aus Hirngewebe erhaltenen diirfte zutreffen,
nicht jedoch deren Identitit mit dem Kephalin klassischer Prigung. Friihere
Untersuchungen wiesen aus, dafl kein Zusammenhang zwischen der analytischen
Reinheit priparativ aus physiologischem Material erhaltener Kephaline und
deren Gerinnungsaktivitit besteht (4, 19, 6). Auflerdem konnen die freien
Aminogruppen azetyliert oder nach v. Slijke ohne nennenswerten Verlust der
Aktivitit dieser Verbindungen desaminiert werden (19, 6). Das klassische, durch
seine frele Aminogruppe charakterisierte Kephalin diirfte demnach das aktive
Prinzip nicht sein. Chromatographisch erhaltene Fraktionen aus aktiven ,Ke-
phalinen®, die keine positiven Ninhydrinreaktionen gaben, erwiesen sich gleich-
falls als aktiv. Da diese jedoch nach Hydrolyse papierchromatographisch die
gleichen ninhydrinpositiven Reaktionen zeigten wie die gewdhnlichen aktiven
»Kephaline“, besteht die Mdglichkeit, dafl sich unter diesen der lipoide Akti-
vator befindet. Wir konnten die Spaltungsprodukte, welche die Ninhydrin-
positiven Reaktionen geben mit Colamin, Serin, Glutaminsdure und Sphingosin
identifizieren (7) und halten aus diesen und anderen Griinden die Existenz und
Anwesenheit ketten- und ringférmig aneinander gebundener Kephaline fiir mog-
lich (17). Die chemische Natur des lipoiden Aktivators blieb uns jedoch eine
terra incognita.

Die in den letzten Jahren allerorts ausgefiihrten Kephalinsynthesen veranlafl-
ten uns, eine Reihe freundlicherweise zur Verfiigung gestellter Priparate zu
studieren (Abschnitt III).

Weiter wurde der Aufbau einer thrombokinaseartigen Wirkung in Hihner-
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plasma mit Hilfe eines auch in menschlichem Gewebe und Blut vorkommenden
Inhibitors untersucht. Derselbe wurde 1951 als Bestandteil des lipoiden Akti-
vators entdeckt (7, 8) und mit Sphingosin identifiziert. Der Aminoalkohol
Sphingosin kommt gebunden in Cerebrosiden und Sphingomyelinen vor, beglei-
tet letztere aber auch in freiem Zustand und verursacht so die gerinnungs-
hemmende Wirkung der Sphingomyeline. Die Tatsache, dafl Sphingomyeline nur
dann eine gerinnungshemmende Wirkung zeigten, falls sie, was auf Grund ihrer
chemischen Formel ganz unerwartet war, eine positive Ninhydrinreaktion gaben
und dafl sie nach mehrfachem Umkristallisieren mit dem Verlust derselben
beziiglich der Gerinnung indifferent wurden, gab den Anstofl zur Entdeckung
des Sphingosins. Einen weiteren Beitrag hierzu lieferte die Beobachtung, dafl die
papierchromatographisch mit Sphingomyelinen erhaltene Ninhydrinreaktion
nach Hydrolyse mit Schwefelsdure verschwand. Von den 4 ninhydrinpositiven
Reaktionen, die physiologische, gerinnungsaktive ,Kephaline“ vor Hydrolyse
geben, verschwand nach Hydrolyse mit Schwefelsiure eine derselben, und zwar
diejenige, die sich an gleicher Stelle befand wie die mit unreinen Sphingo-
myelinen erhaltene. Nach Behandlung der Hydrolyseriickstinde mit NaOH
konnte eine dtherldsliche Substanz extrahiert werden, die wiederum eine positive
Ninhydrinreaktion an der gleichen bekannten Stelle gab. Hiermit wurde unser
Verdacht auf Sphingosin gelenkt, das sich als unlésliches Sulfat dem Nachweis
mit Ninhydrin entzog. Unsere Annahme erwies sich auf Grund einer verglei-
chenden, mit 5 verschiedenen Lauffliissigkeiten ausgefiihrten papierchromato-
graphischen Untersuchung mit priparativ aus Cerebron und Sphingomyelin her-
gestelltem Sphingosin als richtig (19, 8, 9).

Sphingosin, dessen freies physiologisches Vorkommen und dessen Biosynthese
Zabinund Mead (27) studierten, ist auch Bestandteil des lipoiden Aktivators
und diirfte so dessen gerinnungshemmende Wirkung in hohen Konzentrationen
erkldren (14). Zudem scheint Sphingosin das essentielle Prinzip von Tocantins
Antithromboplastin (26) zu sein (10), das in himophilem Blut in abnormal
hohen Konzentrationen vorkommen soll. Sehr interessant ist in diesem Zusam-
menhang der Befund, daf} in normalem Blut nach Zugabe von Tocantins Inhibi-
tor oder von Sphingosin das antihimophile Globulin, das bei der klassischen
Himophilie fehlen soll, gleichfalls nicht mehr nachweisbar ist (21, 23).

Uns interessieren hier besonders die in vitro studierten Reaktionen des
Sphingosins (11). Die Verzogerung der Gerinnung von Hithnerplasma auf
40 Stunden und mehr wird durch Zugabe von lipoidem Material aus Blutplitt-
chen (T 3) oder von lipoiden Aktivatoren aus Hirn, gleichgiiltig welcher Her-
kunft (16), aufgehoben. Meist werden dabei Gerinnungszeiten erhalten, die
sogar kirzer sind als die mit gleichen Mengen des lipoiden Aktivators allein
(,,Sphingosin-Kompensation®). Wird Hithnerplasma mit Sphingosin jedoch wor
Zufiigen des lipoiden Aktivators wihrend einer Stunde bei 39° C inkubiert, so
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ergeben sich wesentlich kiirzere Gerinnungszeiten; sie betragen meist /s bis /s
der Zeiten, die mit dem lipoiden Aktivator allein erreicht werden konnen
(»Inkubationseffekt*). Dieselben kurzen Gerinnungszeiten sind aber auch ohne
Inkubation zu erreichen falls dem Hiihnerplasma neben Sphingosin und lipoidem
Aktivator gleichzeitig sehr verdiinnte, an sich kaum aktive Thrombokinase
zugefiigt wird (12, 13). Die Zugabe der letzteren ersetzt demnach direkt eine am
Thrombokinaseaufbau beteiligte Reaktion, die sich sonst wihrend der beschrie-
benen Inkubation vollzieht.

Die im Rahmen der Sphingosinreaktionen erhiltlichen Gerinnungszeiten
sind in hohem Maf von der geeigneten Wahl der Konzentrationen des Sphingo-
sins und des lipoiden Aktivators abhingig. Da die Zugabe von einer wihrend
einer Stunde inkubierten Mischung von Sphingosin und lipoidem Aktivator zu
Plasma keine kiirzeren Werte als die der Sphingosinkompensation gibt, ist an
dem Inkubationseffekt mindestens ein Bestandteil des Plasmas mitbeteiligt (11).

In Zusammenarbeit mit Shapiro (18) wurden diese Reaktionen mit syntheti-
schem Sphingosin nebst Derivaten, Isomeren und Homologen desselben studiert.
Die Resultate sind in Abschnitt IV wiedergegeben.

Methodik

a) Bestimmung der Gerinnungszeiten
mit Hilfe der 1939 (5) beschriebenen Apparatur. Weitere Einzelheiten jeweils bei den
Versuchen.
Hiibnerplasma wird nach Blutentnahme aus der vena: carotis (Technik nach Carrel)
gewonnen (2), in paraffinierten Rohrchen im Kihlschrank bewahrt und vor Gebrauch zur
Hilfte mit physiologischer Kochsalzldsung verdiinnt. Bestimmungen bei 39° C.

Menschliches Zitratplasma: 9 ml Blut mit 1 ml Natriumzitrat (3,8 der 5 Kristall-
wasser enthaltenden Verbindung) werden im silikonisierten Zentrifugierrohr 10 Min. bei
2500 Touren zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Gerinnungseinleitung durch Zugabe

einer dem verwendeten Plasmavolumen gleichen Menge 1%1 CaCle-Lssung (1,12 g der wasser-
freien Verbindung in 100 ml Wasser).

b) Bestimmung der Sphingosinkompensation und des Inkubationseffektes.
Ausfiihrliche Beschreibung (11) und am entsprechenden Ort.

¢) Ausfiibrung des Thrombokinasebildungstestes.
Einzelheiten und Bereitung der Reagentia siehe Hecht (16).

d) Papierchromatographische Untersuchungen.
Ausfiihrung entsprechend den Angaben von Hecht und Mink (17).

e) Herstellung des lipoiden Aktivators ans Schweinebirn.
Zur Darstellung grofierer Mengen nach Fischer und Hecht (4), kleinere im Prinzip
nach den Angaben von Quick (siehe 16).

f) Bereitung des Sphingosins.
Priparativ aus Schweinehirn mit Sphingomyelin oder Cerebron als Zwischenprodukt (11)
oder dic synthetisch erhaltene DL-Verbindung aus Myristinsdure nach Shapiro und
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Segal (25). Weiter wurden untersucht die von Shapiro und Mitarbeitern (24) syntheti-
sierten Praparate:

Triacetylsphingosin,

erythro- und threo-Dihydrosphingosin,

Benzoyl-dihydrosphingosin, sowie die Oxalate und freien

Basen von Threoninol und Allothreoninol.

g) Synthetische Kephaline*)
Ki: DL-dipalmitoyl-kephalin
Ks: DL-lysopalmitoyl-kephalin
Ks: L-a-dimyristinoyl-kephalin
Ka: 1, 3 dipalmitoyl-2-phosphatidylithanolamin
Ks: 1 palmitoyl-3 linoleoyl- 2 phosphatidylithanolamin.

Usntersuchung synthetischer Kephaline

Um Wiederholungen zu vermeiden sei erwihnt, dafl in Abschnitt I bereits
cuf die sehr wahrscheinliche Identitit des eiweififreien Thrombozytenfaktors 3
(»T 3°) mit dem lipoiden Aktivator hingewiesen wurde. Gleichfalls wurde die
dypothese Howells von der Identitic des lipoiden Aktivators und des aktiven
Prinzips der Thrombokinase mic dem klassischen iephalin besprochen. Nachdem
unsere Untersuchungsmethoden wesentlich erweitert und eine Reihe chemisch
einwandfreier, auf synthetischem Weg bereiteter Kephaline zur Verfiigung stan-
den, wurde die Kephalinfrage neuerdings bearbeitet. Es wurde untersucht:

1. Der Einflufl der synthetischen Verbindungen K: bis Ks in verschiedenen Konzentrationen
auf die Gerinnung von Hithner- und menschlichem Plasma.

2. Das Sphingosin-Kompensationsvermbgen dieser Verbindungen und deren Rolle im Rah-
men des Inkubationseffektes.

3. Das Vermdgen der synthetischen Kephaline die Rolle der Thrombozyten und des eiweifi-
freten T 3 bzw. der lipoiden Aktivatoren im Thrombokinasebildungstest zu ersetzen und

4. die nach Papierchromatographie mit Phenol-Wasser als Lauffliissigkeit erhaltenen Nin-

hydrin-positiven Reaktionen zum Vergleich mit denen der lipoiden Aktivatoren.

Bei allen Untersuchungen mit synthetischen Priparaten ist deren geringe
Loslichkeit und Emulgierbarkeit ein erschwerender Umstand. Die in Abschnitt 11
unter g) genannten 5 Verbindungen sind, von dem gut loslichen K2 abgesehen,
in der Kilte in Wasser bzw. physiologischer Kochsalzlosung praktisch unldslich,
etwas besser nach Erwidrmen. Nach Abkiihlen fallen die Verbindungen jedoch
grofitenteils wieder aus. Zusatz einer geringen Menge Alkohol, die nachgewiese-
nermaflen das Resultat der Gerinnungsversuche nicht beeinfluflt, brachte eine nur
geringe Verbesserung der Loslichkeitsverhilnisse. Das etwas bessere Aufldsungs-

*) Fir die Uberlassung der Priparate Ki und Kz mochte ich den Herren Dr. Bev an und
Dr. Malkin, Bristol, fir Ks Herrn Professor Dr. Baer, Toronto, und fir d’e Substanzen
K4 und Ks Herrn Dr. Rose, Albany, auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank
bezeugen.
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vermégen in Ather und Petrolither und das vorziigliche in Chloroform und
Pyridin konnte unseren Versuchen nicht nutzbar gemacht werden.

1. EinfluP anf die Gerinnung von Hiibnerplasma

In dem Gerinnungsmilieu (vgl. I1a) der gleichzeitig nebeneinander ausgefiihr-
ten Doppelbestimmungen befanden sich 120, 60 bzw. 30 mm? des zu unter-
suchenden Priparates (3 mg/1 ml), die beiden letzten Ansitze mit physiol. Koch-
salzlosung auf 120 mm3 erginzt. Die gleichzeitig ausgefiihrten Kontrollen ent-
hielten 120 mm?® NaCl. Alle Rohrchen erhielten anschlieflend mit einer kali-
brierten Pasteurpipette 150 mm? Plasma (5 Tropfen a 30 mm?).

Die erhaltenen Werte eriibrigen die Wiedergabe in Form einer Tabelle. Zu-
sammenfassend sei mitgeteilt, dafl Ki und Ka sicher inaktiv sind und Kz mit
zunehmender Konzentration die Gerinnung hemmt. Ks verkiirzte in der hoch-
sten Konzentration die Selbstgerinnungszeit des Plasmas von 41°50” auf 22°55”.
Da nach Abzentrifugieren oder Filtrieren durch eine diinne Lage Glaswolle keine
gerinnungsférdernde Wirkung mehr auftrat, mochten wir die beobachtete Aktivi-
tit jedoch ausschlieflich auf die vor Filtrieren vorhandenen suspendierten Teil-
chen zuriickfiihren. Beziiglich einer Emulsion von Ks in H20 oder NaCl miissen
wir erwihnen, dafl wir gelegentlich eine geringe Aktivitit feststellten.

Einfluf anf die Gerinnung von menschlichem Zitratplasma. Das Gerinnungs-
milieu der gleichzeitig nebeneinander ausgefithrten Bestimmungen enthielt je-
weils 0,1 ml des zu untersuchenden Kephalinpriparates (3 mg und 1,5 mg/1 ml
NaCl), die Kontrolle 0,1 ml NaCl. Nach Zugabe von 0,1 ml Zitratplasma
wurde die Gerinnung mit 0,1 ml CaClz-Losung eingeleitet (siehe IIa).

Das Resultat war noch eindeutiger als das der Versuche mit Hiihnerplasma.
Keinem der 5 Kephalinpriparate kam eine auch nur spurenhafte Aktivitdt zu,

2. Sphingosinreaktionen

Zur Untersuchung des Inkubationseffektes wurden je 30 mm? Wasser, NaCl
und Sphingosin (5 mg/1 ml H2O) mit 150 mm? Hihnerplasma (zur Hilfte mit
physiol. NaCl-Losung verdiinnt) 1 Stunde bei 39° C inkubiert und anschlieflend
30 mm?® der Kephalinpriparate (3 mg/1 ml NaCl, suspendierte Teilchen enthal-
tend) zugefiigt. ‘

Die Priparate K1 bis Ka brachten innerhalb einer Stunde keine Gerinnung
zustande, gaben also keinen Inkubationseffekt, wihrend mit den lipoiden Akti-
vatoren verschiedenster Herkunft Gerinnungszeiten von ungefdhr einer Minute
und kiirzer erzielt wurden. Wie zu erwarten, zeigten die synthetischen Kephaline
auch keine ,Sphingosin-Kompensation“. Ein gegeniiber Hithnerplasma spuren-
haft aktives Ks-Priparat gab bei obiger Versuchsanordnung einen ebenfalls
spurenhaften Inkubationseffekt.
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Gerinnungszeiten des Plasmas Gerinnungszeiten
| | Zugabe lip. Akti~
Zugabe lip. Akti- | vator (30 mm?)
vator (30mm?®) | nach Inkubation

Substanzen der Sphingosingruppe mit N mit Subsr. v, dirckt zu Subst.| der Subst. v.
allein 30 mm’ . v. Spalte 1 + Spalte 1 mit
lip. Ak- Spalte 1 Plasma Plasma
trvator (1 h 39° C)

Nr.

30 mm®* | 60 mm?*

30 mm?® i()O mm?® | 30 mm? ‘ 60 mm?

11 Sphingosin (physiologisch)

5 mg/1 ml 16" 05" 6 10" | >41h | >41h | 3" 40" 3° 00" 43" 65"
2 | DL-Sphingosin (synthetisch)

1,25 mg/1 ml 16' 05" 600" [>41h |>41h| 3 50" 2" 53" 42" 61"
3 | Triacethylsphingosin (synthetisch) Besti

Vg g ' aqe e B s qgu estimmung

3 mg/t ml 25" 25 6' 15" | 22 40 | 22 55 6' 15 6" 15 unméglich

4| erythyro-Dibydrosphingosin
(synthetisch)
3 mg/t mi 44" 25" 5' 40" 4%h >22h | 4 00" 7' 35" 49" 4' 30"

5| threo~Dibydrosphingosin
(synthetisch)

3 mg/l ml 40" 15" 7°35" [ >2h >2h{ 5 25" 5" 40" 61" 122"

6 | N-benzoyldibydrosphingosin

. Cacw P . gen izu PP s gae Bestimmun
(synthetisch) 3 mg/1 ml 1245 5° 15" | 12° 45" | 13 15* | 5' 05 5' 10 unmaghchg

7 | Threoninol (synthetisch)

Cee C e Cqgw s gmu © ant e Bestimmung
3 mg/1 ml 15" 50 6" 40 15' 15 16" 45 5' 00 4' 50 unmbglich

8 | Allothreoninol (synthetisch)

s apu s qgw capn Ty Capa L epa Bestimmung
3 mg/1 ml 15' 30 6' 15 15 30 17 50 4' 40 4' 50 unmbglich
9 | Threoninoloxalat (synthetisch)
3 mg/t ml 16" 05" 400" 1 17' 00" | > 41 h 1 4 08" 4' 05" — 3h
10 | Allothreoninoloxalat (synthetisch)
3 mg/1 ml 13' 30" 3°30" | 1450 | > 41 h 3’ 55" 4 00" — 3h

3. Thrombokinasebildungstest

Beziiglich der von uns geiibten, auch klinisch erprobten Ausfihrung des
Thrombokinasebildungstestes mufl auf eine anderweitig bereits erfolgte Beschrei-
bung desselben verwiesen werden (16). Die verwendeten Konzentrationen der
Kephalinpriparate betrugen 3 mg/1 ml NaClL

Die Abbildung zeigt neben der Kontrolle mit physiologischer Kochsalzlosung
die Inaktivitit der Kephalinpriparate K1 bis K5 in NaCl-Lésung. Ko zeigt
auch hier, analog seiner gerinnungshemmenden Wirkung gegeniiber Hiihner-
plasma eine den Thrombokinaseaufbau stérende Wirkung. Die mit Blutplittchen
iblicherweise erhaltene Aktivititskurve wurde zum Vergleich in die Abbildung
mit aufgenommen.

Die unter 1, 2 und 3 genannten negativen Befunde erachten wir als weitere
Argumente gegen die Auffassung von der Kephalinnatur des lipoiden Aktivators
und damit auch des eiweififreien T 3.
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)2 Al 8 12 24 Inkub. Minuten
O O Ki: DL-dipalmitoyl-kephalin
O— - - — = —0O K:: DL-lysopalmitoyl-kephalin
O -mmmmmmee - O Ks: L-a-dimyristinoyl-kephalin
O—.—cw.—-—0O Ki: 1,3 dipalmitoyl-2-phosphatidylithanolamin
O—- = = O Ks: 1 palmitoyl-3 linoleoyl-2 phosphatidylithanolamin
Q——————===0 Thrombozyten
Q= === O NaCl-Kontrolle

Thrombokinasebildungstest mit synthetischen Kephalinen
4. Papierchromatographische Untersuchungen

Das Verhalten des lipoiden Aktivators anlifllich der papierchromatographi-
schen Untersuchung wurde frither bereits mitgeteilt (17), ebenso das gleiche des
T 3 (15). Zum Unterschied mit den stets erhaltenen 4 Ninhydrin-positiven
Reaktionen zeigen die 5 Kephalinpriparate bei analoger Untersuchung mit der
steigenden und fallenden Methode und Phenol-Wasser als Lauffliissigkeit ledig-
lich eine und zwar fiir alle Praparate gleiche Reaktion mit sehr hohem Ryp-Wert.

Untersuchung synthetischer Sphingosine, nebst Derivaten und Homologen

Beziiglich Entdeckung, Identifizierung und Reaktionen des physiologischen
Inhibitors Sphingosin wurde in Abschnitt 1 referiert. Es war naheliegend, die
Richtigkeit unserer Erhebungen mit Hilfe eines synthetisch bereiteten Sphingo-
sins, dessen Aufbau aus Myristinsiure Shapiro und Segal (25) gelungen
war, zu beweisen. Es zeigte sich, dafl das synthetische Priparat bereits mit nied-
rigeren Konzentrationen, mit einer 1,25 mg/1 ml enthaltenden wisserigen Emul-
sion, gleich intensive Reaktionen gab wie eine 5 mg/1 ml physiologisches Sphin-
gosin enthaltende. Die synthetische Verbindung ist in Wasser schwieriger 18slich,
gibt aber papierchromatographisch untersucht, die Ninhydrin-positive Reaktion
an gleicher Stelle.

In Zusammenarbeit mit Shapiro (18), der den synthetischen Teil dieser
Untersuchung iibernahm (Shapiround Segal (25) und Shapiro, Flo-
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wersund Hecht (24), konnte mit Hilfe verschiedener Derivate des Sphingo-
sins und homologer Verbindungen ein Einblick beziiglich der konstitutionellen
Erfordernisse fiir den positiven Ausfall der Sphingosinreaktionen gewonnen
werden.

Zum Versuch gelangten folgende synthetische Verbindungen:

H H
1. DL-Sphingosin:  CH3(CHa)i2CH=CH—C — :C-—CH20H
O’H NH?
2. Triacetylverbindung von 1.:
H H
CHs(CHz)mCH:CH—6+C~CH2~OCOCH3

| !
O—COCHs NH-—COCHas

H H
3. erythro-Dihydrosphingosin: CHs(CH2)14—é — C—CH:=0H
\

[
OH NH:

OH H
4. threo-Dihydrosphingosin: CHa(CHz)m——é — (‘Z—CHzOH
H NH:
H H
5. N-benzoyldihydrosphingosin: CH:;(CH2)14~¢ — C—CH:0H
Oh N‘H-—COCGH.‘s

HoOH
6. Allo-threoninol: CH3—C — C—CH:0H
OH NH:
OH H
7. Threoninol: CH3;—C — C!—CHzOH
HoONH:

8. und 9. Die den Threoninolen 6 und 7 entsprechenden Oxalate:
CH: OH
~on
COOH—NH:—CH—CH—CHj
COOH*NHz—CH—CH—CHs
 OH
Chz OH
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Die Formeln dieser Verbindungen weisen ohne weiteres darauf hin, welche
Aufschliisse von einer Untersuchung dieser Substanzen erwartet werden diirfen.
Nachdem bereits die gleichwertige Leistung des physiologischen und syntheti-
schen Produktes (Nr. 1) feststand, sollten die Studien mit Substanz Nr. 2 iiber
den Wert der beiden freien OH- und der NHz-Gruppe, Nr. 3 und 4 sowohl
iiber den der Doppelbindung als auch der Erythro- und T hreo-Konfiguration
Aufschiufl geben. Substanz Nr. 5 verfiigt noch iiber die beiden freien OH-Grup-
pen, wihrend die Doppelbindung aufgehoben und die NH:-Gruppe durch den
Benzoylrest blodkiert ist. Die sich nach Einkiirzung der Kohlenstoffkette zeigende
Verwandtschaft des Spingosins mit der essentiellen Aminosdure Threonin ver-
anlafite auferdem die Untersuchung des niedrigsten Homologen, des Threoninols
in beiden Konfigurationen (Nr. 6 und 7) nebst dessen Oxalaten (Nr. 8 und 9).

Die Tabelle gibt die erhaltenen Resultate wieder. Erginzend sel mitgeteilt,
dafl die Intensitit der Sphingosinkompensation (Spalte 5) und die dabei meist
schon erreichte Verkiirzung der dem lipoiden Aktivator bereits allein eigenen
Gerinnungszeit (Spalte 3) von einigen uns bis jetzt bekannt gewordenen Fak-
toren abhingt. Das gleiche trifft auch fiir den Inkubationseffekt (Spalte 6) zu.
Durch Variieren der Konzentrationen des lipoiden Aktivators und des Sphin-
gosins konnen die Resultate stark beeinflufit werden. Die bis jetzt bei dem
Inkubationseffekt beobachtete kiirzeste Gerinnungszeit betrug 18 Sekunden.

Die Aktivitit des lipoiden Aktivators gegeniiber Hithnerplasma, aber auch
die Selbstgerinnungszeit des letzteren lifit keinerlei prognostische Schliisse be-
ziiglich des Ausfalls der Sphingosinreaktionen zu. So konnten wir zum Beispiel
mit einem lipoiden Aktivator, der in optimaler Konzentration Hiithnerplasma
erst nach 11° 557 zur Gerinnung brachte, fiir die Sphingosinkompensation und
den Inkubationseffekt Gerinnungszeiten von 4’ 10”7 und 557 erhalten. Mit
demselben Plasma und einem anderen, Hithnerplasma gegeniiber wirksameren
lipoiden Aktivator gleicher Herkunft betrugen die entsprechenden Werte 4’ 507,
5> 00” und 1> 08”.

Zur Ausfiihrung der Versuche dienen folgende Angaben:

Dic Gerinnungsrohrchen erhielten zur Feststellung der Selbstgerinnungszeit des Plasmas
(Spalte 2) mit unserer Technik und jeweils verrichteten Doppelbestimmungen je 60 mm? H20
und NaCl und 150 mm?® zur Hilfte mit physiologischer NaCl-Lésung verdiinntes Hithner-
plasma. Zur Ermittlung der Aktivitit des lipoiden Aktivators (6 mg/l ml NaCl) wurden ledig-
lich 30 der 60 mm3 NaCl durch diesen ersetzt (Spalte 3). Bei Untersuchung des Einflusses der
in Spalte 1 genannten Substanzen in wisseriger Losung, die mit Ausnahme von Nr. 2 alle
3 mg/l ml enthielten, wurden anstelle der 60 mm?® H:0 des Ansatzes zur Bestimmung der
Plasmagerinnungszeit 30 bzw. 60 mm? der zu untersuchenden Substanzen verwendet (Spalte 4).
Zur Feststellung des Kompensationseffektes (Spalte 5) wurden von den 60 mm?® H20 30 bzw.
60 mm?® durch die Substanzen der 1. Rubrik ersetzt, von den 60 mm?® NaCl 30 durch den
lipoiden Aktivator (6 mg/l ml NaCl) und anschlieBend direkt 150 mm? Plasma zugegeben. Zum

Studium des Inkubationseffektes (Spalte 6) wurden die 60 mm? H:O durch 30 bzw. 60 mm?
der Substanzen von Spalte 1 ersetzt, 150 mm? Plasma zugefiigt und anschliefend erst wihrend
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einer Stunde bei 39° C inkubiert. Nach dieser Vorbehandlung erhielten die Réhrchen 30 mm?
NaCl und die gleiche Menge lipoiden Aktivator. Die Réhrchen wurden bei den Versuchen
der Spalte 6 zur Ermittlung der Gerinnungszeit alle 5 Sekunden im Apparat bewegt, bei den
Versuchen der iibrigen Spalten alle 10 Sekunden.

Die Versuche zeigten qualitativ die vollige Gleichwertigkeit des physiologi-
schen und synthetischen Sphingosins (Substanzen Nr. 1 und 2). Die von beiden
hervorgerufene starke Verlingerung der Gerinnungszeit des Plasmas wird in
gleichem Mafl von dem lipoiden Aktivator aufgehoben und beide Substanzen
geben einen starken Inkubationseffekt. Von dem synthetischen Priparat werden
hierzu geringere Mengen benétigt.

Bei Blockierung beider OH-Gruppen und der NHe-Gruppe (Subst. Nr. 3),
dem Triacetylsphingosin, geht trotz Erhaltung der Doppelbindung die Aktivitit
vollig verloren. Triacetylsphingosin beeinfluffit weder die Gerinnungszeit des
Plasmas, noch die Gerinnungsaktivitit des lipoiden Aktivators, weshalb sich
die Durchfiihrung des Inkubationsversuches eriibrigte.

Das Verhalten der beiden Isomere Erythro- und Threo- Dibydro-
sphingosin ist schwierig einwandfrei zu beurteilen. Nach Authebung der Doppel-
bindung werden weniger deutliche Sphingosinreaktionen erhalten. Sie scheinen
unseren Beobachtungen zufolge in htherem Maf} von individuellen Eigenschaften
des Plasmas abzuhingen. Beide Dihydrosphingosine verlingern die Gerinnungs-
zeit des Plasmas vermutlich infolge der geringeren Léoslichkeit dieser Verbin-
dungen sehr verschieden und unregelmifig. Wird zur Erhéhung der Loslichkeit
der Verbindungen stark erhitzt, dann kénnen Resultate, wie in der Tabelle
unter 4 und 5 angegeben, erhalten werden. Fiir starke Sphingosinreaktionen
scheint die Anwesenheit der Doppelbindung notwendig zu sein.

Es ist nicht erstaunlich, dafl bei der zudem auch noch blockierten NHa2-Gruppe

des N-benzoylbydrosphingosins keine Spur einer Aktivitit mehr zu beob-
achten ist.

Die beiden Threoninole zeigen keine Aktivitit. Um so merkwiirdiger ist
jedoch das Verhalten der beiden Threoninoloxalate. Letztere verldngern in
hoher Konzentration die Gerinnungszeit des Plasmas sehr stark. Wihrend diese
Verldngerung im Kompensationsversuch (Spalte 5) spielend aufgehoben wird,
gelingt dies nach einstiindiger Inkubation des Plasmas mit der gleichen Konzen-
tration der Threoninoloxalate nicht mehr. Auf Grund dieses mehrfach beob-
achteten Tatbestandes glauben wir fiir die gerinnungsverzogernde Wirkung der
Threoninoloxalate nicht einfach eine Oxalatwirkung annehmen zu diirfen.

In Kiirze sei noch erwihnt, daf obige Sphingosinderivate einer gleichzeitig
nebeneinander ausgefiihrten papierchromatographischen Untersuchung mit
Phenol-Wasser als Lauffliissigkeit unterworfen wurden. Die Rp-Werte der
ninhydrinpositiven Reaktionen waren mit einer gewissen Abhingigkeit von den
zur Chromatographie gelangten Konzentrationen fiir die beiden Sphingosine
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und die Dihydrosphingosine iibereinstimmend (85—90). Dasselbe gilt auch fir
die beiden niedrigere Ry-Werte zeigenden Threoninole (65—69) und Threo-
ninoloxalate (51—57). Triacethylsphingosin und N-benzoyldihydrosphingosin
reagierten nicht mit Ninhydrin.

Diskussion

Mit Riicksicht auf den verfiigbaren Raum und zur Vermeidung von Wieder-
holungen sei auf die ausfiihrliche Einleitung zu dieser Arbeit verwiesen.

Es wurde getrachtet den Nachweis fiir die Identitit einiger gerinnungs-
physiologisch bedeutsamer Substanzen zu erbringen. Auflerdem konnte der als
Sphingosin erkannte physiologische Hemmstoff zum Beweis der Richtigkeit
seiner Identifizierung vollwertig durch synthetisches Sphingosin ersetzt und mit
Hilfe verschiedener synthetischer Derivate desselben ein Einblick beziiglich der
konstitutionellen Erfordernisse der Inhibitorwirkung des Sphingosins gewonnen
werden. Bei dem stets weiter zunehmenden Reichtum der Literatur an mehr
oder weniger gerinnungswichtigen Substanzen erscheint uns im Augenblick
jede kleinste, chemisch fundierte Vereinfachung wichtiger als die Postulate von
laufend auftauchenden, chemisch nicht oder nur mangelhaft definierten
Neuheiten.

Es war naheliegend, sich zu diesem Zweck den chemisch leichter zuganglichen
lipoiden Korpern zuzuwenden. Einen, unseres Wissens ersten Versuch in dieser
Richtung unternahm Howell mit seiner Annahme, dafl der thermostabile
lipoide Aktivator Kephalin sei und dafl eben dieses Kephalin auch das essen-
tielle Prinzip der Thrombokinase darstelle. Die Thermolabilitdt der letzteren
sei lediglich eine Folge des Eiweifigehaltes derselben mit dem zusammen bei
Erhitzen das an sich thermostabile Kephalin niederschlage. Es ertibrigt sich, die
frither bereits beigebrachten Beweise gegen die Kephalinnatur des lipoiden Akti-
vators neuerdings anzufithren (6). Wir halten Howells Ansicht von der
Identitit des essentiellen Prinzipes der Thrombokinasen — soweit es sich wenig-
stens um Priparate aus Hirngewebe handelt — fiir richtig, nicht hingegen die
Identitit desselben mit dem Kephalin klassischer Prigung. Wir unternahmen es
in der vorliegenden Arbeit alle erreichbaren synthetischen Kephalinpriparate
(siche Abschnitt II., 9) einer vergleichenden Untersuchung zu unterziehen. Die
studierten 5 Priparate besitzen dem Huflerst empfindlichen Indikator Hiihner-
plasma gegeniiber keine Aktivitit. Es soll nicht geleugnet werden, dafl das
ungesittigte  1-Palmitoyl-3-linoleoyl-2-phosphatidyldthanolamin  gelegentlich
eine geringe Wirksamkeit zeigte. Gegeniiber menschlichem Plasma war nie eine
Spur von Aktivitit festzustellen.

Bei dem Versuch die verschiedenen Kephaline im Rahmen des Thrombo-
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kinasebildungstestes anstelle der Thrombozyten zu verwenden, konnten wir
gleichfalls keine Aktivitdt beobachten. Die Rolle der Thrombozyten kann hin-
gegen durch einen Lipoidextrakt aus denselben (dem T 3 nach Paulssen),
alle lipoiden Aktivatoren und einer Reihe anderer Stoffe vollwertig iibernommen
werden. Wir halten auch den genannten lipoiden T 3 fiir identisch mit dem
lipoiden Aktivator. Die 5 untersuchten Kephaline geben auch die fiir die lipoiden
Aktivatoren und den Lipoidextrakt aus den Blutplittchen typischen Sphingosin-
reaktionen nicht. Eines der studierten Kephaline (K 2) zeigte im Gegenteil
eine ausgesprochene Hemmung. Auch die nach Papierchromatographie erhaltenen
ninhydrinpositiven Reaktionen der synthetischen Kephaline zeigten im Ver-
gleich mit denen der lipoiden Aktivatoren ein vollig abweichendes Bild. Wir
sehen in diesen Befunden und insbesondere in dem ginzlichen Versagen der
synthetischen Kephaline im Rahmen des so anspruchslosen Thrombokinasebil-
dungstestes neuerdings gewichtige Argumente gegen die Auffassung von der
Kephalinnatur des lipoiden aktiven Prinzips.

In der Einleitung wurde weiterhin der physiologische Inhibitor Sphingosin
und dessen Beitrag zum Aufbau einer thrombokinaseartigen Aktivitit ausfiihr-
lich besprochen. Wir konnten bei unseren Experimenten das physiologische
Sphingosin durch niedrigere Konzentrationen des synthetisch erhaltenen Pro-
duktes vollwertig ersetzen. Weiter untersuchten wir eine Reihe synthetisch
erhaltener Derivate des Sphingosins, bei denen beide OH- und die NHz-Gruppe
durch Essigsdurereste ersetzt waren, andere mit durch Hydrierung aufgehobener
Doppelbindung (Erythro- und Threo-Form des Dihydrosphingosins), das am
N substituierte Benzoylderivat und auflerdem 2 Isomere des niedrigsten Homo-
logen des Sphingosins, die der essentiellen Aminosiure Threonin nahestehenden
Threoninole nebst deren Oxalaten. Dabei wurde festgestellt, dafl mit Beseitigung
der Doppelbindung sich die Sphingosinaktivitit vermindert. Bei zudem erfolgter
Einfihrung des Benzoylrestes in die NHz-Gruppe geht dieselbe ebenso ver-
loren wie bei dem die Doppelbindung noch besitzenden Sphingosin nach Blok-
kierung der beiden OH-Gruppen und der NHz2-Gruppe mit Azetylresten.

Auch die beiden Threoninole sind inaktiv. Die Oxalate derselben zeigen
merkwiirdigerweise eine sphingosinartige Kompensation, jedoch keinen Inku-
bationseffekt mit lipoidem Aktivator. Einzelheiten hieriiber miissen in Ab-
schnitt I1I nachgelesen werden.

Zusammenfassung

1. Mit Hilfe einer ausfiihrlichen Einleitung wurde versucht, die Grundlage
zum miheloseren Verstindnis der vorliegenden Untersuchung zu schaffen.

2. Die Resultate einer Studie mir fiinf verschiedenen synthetischen Kephalinen
waren:
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a) Die synthetischen Kephaline sind im Gegensatz zu den lipoiden Akti-
vatoren und dem von Paulssen untersuchten Lipoidextrakt aus den
Blutplittchen gegeniiber Hiihnerplasma und menschlichem Plasma inaktiv.

b) Ebensowenig kénnen die Kephaline die Rolle der sub a) genannten Sub-
stanzen im Rahmen der Sphingosinreaktionen tibernehmen.

c) Die Kephaline sind nicht imstand im Thrombokinasebildungstest die
Funktion der Thrombozyten zu erfiillen, wozu die Lipoidextrakte aus
denselben und ebenso die lipoiden Aktivatoren befihigt sind.

d) Alle synthetischen Kephaline geben anlifilich ihrer papierchromatographi-
schen Untersuchung andere Ninhydrin-positive Reaktionen wie Lipoid-
extrakte aus den Blutplittchen und die lipoiden Aktivatoren.

Die sub 2 genannten Befunde werden als weitere Argumente gegen die Auf-
fassung von der Identitit des lipoiden Aktivators mit dem Kephalin klas-
sischer Priagung gedeutet.

. Die typischen Reaktionen des aus physiologischem Material isolierten Inhi-

bitors Sphingosin werden in noch stirkerem Mafl von der synthetisch berei-
teten Verbindung gegeben.

. Die Untersuchung von 8 synthetischen Derivaten, Isomeren und Homologen

des Sphingosins zeigte, daff zum Erhalt der maximalen Sphingosinreaktionen
sowohl die Doppelbindung als auch die freien OH- und NHz-Gruppen
erforderlich sind.

Summary

1. An extensive introduction is meant to facilitate the understanding of

this study.

2. The investigation of 5 different synthetic cephalins yielded the following

results:

a) Synthetic cephalins, in contrast to the lipoid activators and to the lipoid

extract of platelets as described by Paulssen, are inactive towards chicken
and human plasma.

b) Neither can the cephalins replace the substances mentioned under a) in

sphingosine reactions.

c) The cephalins are incapable to replace the function of platelets in the

thromboplastin generation test, as lipoid extracts from platelets as well as lipoid
activators are able to.
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d) All synthetic cephalins yield ninhydrin-positive reactions differing from
those of platelet lipoid extracts and of lipoid activators, as shown by paper
chromatography.

3. The results mentioned under 2. are considered further arguments against
the concept of the identity of the lipoid activator and the classically defined
cephalin.

4. The reactions typical for the inhibitor sphingosine isolated from physio-
logic material, are even emphasized if the synthetically prepared compound
is used.

5. The study of 8 synthetic derivatives, isomeres, and homologous of
sphingosine revealed that in order to obtain optimal sphingosine reactions the
double bond as well as free OH- and NHz groups are essential.

Résumé

1) Une introduction détaillée tente d’apporter les conaissances fondamentales
permettant de suivre sans peine les recherches publiées dans ce travail.

2) Voici les résultats de I’étude se rapportant & 5 ,,céphalines® synthétiques:

a) les céphalines synthétiques sont inactives en présence de plasma humain
ou de poule, contrairement aux activateurs lipoidiques et aux extraits lipoidiques
de plaquettes, étudiées par Paulssen, N.

b) Les céphalines ne peuvent pas davantage remplacer les substances men-
tionnés sous a) dans le cadre des réactions & la sphingosine.

¢) Dans le test de formation de Ja thrombokinase, les céphalines ne sont pas
capables de remplir les fonctions des thrombocytes, ce dont s’acquittent fort
bien, tant les extraits lipoidiques de plaquettes que les activateurs lipoidiques.

d) Toutes les céphalines synthétiques donnent, 3 la chromatographie sur
papier, des réactions positives 4 la ninhydrine différentes de celles observées
avec les extraits lipoidiques de plaquettes et les activateurs lipidiques.

3) Les résultats mentionnées sous chiffre 2 sont donc des arguments supplé-
mentaires permettant de nier ’identité des activateurs lipoidiques avec la
céphaline classique. '

4) Les réactions typiques de l'inhibiteur sphingosine, isolé de substances
physiologiques, se produisent avec un degré encore plus marqué lorsqu’on utilise
la substance synthétique.
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5) L’¢tude de 8 dérivés synthétiques, isomeres ou homologues de la sphingo-
sine, démontra la nécessité de la double liaison et de la présence de groupes OH-
et NHz libres, afin de conserver au maximum les réactions a la sphingosine.
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