Uber das Vorkommen eines Antiheparinfaktors in
Thrombozyten und Geweben

II. Mitteilung: Antiheparinaktivitit von Hirnextrakten®)

Aus dem Zentralen Gerinnungslaboratorium der I. Med. Univ.-Klinik, Wien
(Vorstand: Prof. Dr. E. Lauda)

E. Deutsch, F. Wawersich und G. Franke

Seit den grundlegenden Untersuchungen von Quick findet ein wafiriger
Extrakt aus aceton-getrockneter grauer Hirnsubstanz als Thrombokinase Ver-
wendung. Dieser Extrakt hat auch eine gewisse gegen Heparin gerichtete Aktivi-
tit. Csefko, Gerendas und Udvardy konnten zeigen, dafl sich eine
durch Heparin metachromatisch violett gefirbte Toluidinblaulésung wieder blau
firbt, wenn Thrombokinase zugesetzt wird. Es soll sich zwischen Thrombo-
kinase, Heparin und Toluidinblau ein Gleichgewicht ausbilden. D e v tsch wies
bei der Untersuchung eines rohen Rinderhirnextraktes (Thrombokinase-Schoch)
eine deutliche Antiheparinwirkung nach und fithrte diesen Befund geradezu als
ein Argument fiir den Thrombokinasecharakter des untersuchten Priparates an.

Wir haben bereits vor einiger Zeit auf Analogien der Gerinnungsaktivitit
von Thrombozyten- und Hirnextrakten hingewiesen. So konnten wir unter
entsprechenden Bedingungen in beiden eine fibrinoplastische, thrombokinase-
artige und eine Antiheparin-Aktivitit nachweisen, wihrend eine dem Plasma-
faktor V entsprechende Aktivitit in Hirnextrakten nicht gefunden werden
konnte. Diese Aktivitit der Thrombozyten erwies sich aber spiter als nicht
autochthon, sondern nur als adsorbiert, wie Untersuchungen mit parahimophilen
Thrombozyten zeigten (Deutsch u. a.). Wir haben vorgeschlagen, die ent-
sprechenden Aktivititen der Hirnextrakte in Analogie zu den Aktivititen der
Thrombozyten als Hirnfaktor 2, 3 und 4 zu bezeichnen, wihrend eine Hirn-
faktor-1-Aktivitit fehlt. Uber die Abtrennung von Hirnfaktor 4 und sein
Verhalten wird im folgenden berichtet.

Material und Methoden

1. Gewinnung des Hirnmaterials: Menschliches Hirn wurde nach den Angaben von Quick
zunichst blutfrei gewaschen, von den Hirnhduten befreit und die graue Substanz abpripariert.
Diese wurde mehrmals mit Aceton digeriert, bis ein feines Pulver entstand, welches im Vakuum

*) Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Blood Research Foundation, Washing-
ton, fortgesetzt,
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schnell trocknete. Dieses Pulver hat volle Gewebethrombokinase-Aktivitdt und kann zur Be-
stimmung des Quick - Testes verwendet werden.

2. Herstellung eines Hirnfaktor-4-Robpriparates: Acetongetrocknetes Hirnmaterial wurde
3mal 30 Min. bei Zimmertemperatur auf der Schiittelmaschine mit 96%eigem Alkohol extrabiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde das unlésliche Material im Vakuum getrocknet. 185 g desselben
wurden bei Zimmertemperatur mit je 600 ml physiologischer Kochsalzlosung 2mal auf der
Schiittelmaschine bei Zimmertemperatur 30 Min. lang cxtrahiert. Die Extrakte wurden ver-
einigt und lyophilisiere. Man erhielt 25 g Trockenmaterial. Dieses 18ste sich ziemlich gut in
0,05%sigem Ammonkarbonat und diente als Ausgangsmaterial fiir die weiteren Untersuchungen.
Das DPriparat wurde bei — 25° gelagert und besitzt auch jetzt nach 2 Jahren noch volle
Aktivitdt,

3. Die Bestimmung der Aktivitit von Hirnfaktor 3 und 4 erfolgte unter Verwendung der-
selben Methoden wie die Bestimmung der entsprechenden Thrombozytenfaktoren in der voran-
gegangenen Mitteilung.

Ergebnisse

1. Nachweis einer Antibeparinwirkung in der gramen Substanz mensdhlicher
Cerebra: 300 mg Aceton-dehydratisierte graue Substanz wurden in 5 ml physio-
Jogischer Kochsalzlosung suspendiert und 30 Min. geschiittelt, wobei es gleich-
giiltig war, ob die Extraktion bei Zimmertemperatur oder bei 37° erfolgte. Die
Extrakte zeigten eine deutliche Wirkung, die jedoch erst nach einer Inkubation
von 15 Min. nachweisbar wurde. In gleicher Weise wurden 1,2 g alkoholextra-
hiertes Hirnpulver mit 7 ml physiologischer Kochsalzlosung extrahiert und die
festen Partikel durch Zentrifugieren entfernt. Auch dieser Extrakt erwies sich als
wirksam (Tab. 1). Der Alkoholextrakt wurde im Vakuum im Stickstoffstrom
getrocknet, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, das Chloroform im
Vakuum entfernt (Priparat 17 C) und der Riickstand in physiologischer Koch-
salzldsung fein suspendiert. Diese Suspension zeigte keine Faktor-4-Aktivitit.
Hingegen enthielt sie eine grofe Faktor-3-Aktiviti, wiahrend das alkohol-
extrahierte Hirnpulver keine Faktor-3-Aktivitdt mehr aufwies.

Tab. 1: Antiheparinaktivitit von Hirnpulver und von alkoholextrahiertem Hirnpulver

Gerinnungszeit in Sek.
Material ohne Inkub. 15 Min.
inkubiert
Kontrolle 1 (ohne Heparin) 16,2¢
Kontrolle 2 (mit Heparin) 73¢
Hirnpulver bei 37° extrahiert 59« 30¢
Hirnpulver bei Zimmertemperatur extrahiert 55¢ 30¢
Alkoholextrahiertes Hirnpulver 60 30¢
alkoholextrahierter Hirnextrakt 17 C 10 mg/ml y 90¢ y 90%
i mg/ml 43¢ 45¢
Kontrolle 2 (mit Heparin) 43¢
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2. Einflufl der Inkubation: Die Hirnextrakte unterscheiden sich insoferne
von den in gleicher Weise hergestellten Thrombozytenextrakten, dafl die Anti-
heparinwirkung nicht sofort nachweisbar war, sondern erst nach einer Inkubation
von etwa 15 Min. Es war hierbei gleichgiiltig, ob die Heparinldsung mit dem
Hirnextrakt in Gegenwart des Testplasmas inkubiert wurde oder nicht, so dafl
angenommen werden kann, daf§ es sich um eine Reaktion zwischen Hirnextrakt
und Heparin handelt, zu der keine weiteren Faktoren erforderlich sind
(Tab. 2). Nach Alkoholfillung (s. v.) erwiesen sich die Hirnextrakte als sofort
wirksam.

Tab. 2: Inkubationseffekt

Material ‘ Gerinnungszeit (Sek.)
Kontrolle 1 (ohne Heparin) 16,2¢
Kontrolle 2 (mit Heparin) 73«

0,3 ml defibriniertes Plasma +
+ 0,1 ml Heparin
+ 0,1 ml Hirnextrakt 15 Min. inkubiert

dann mit Fibrinogen und Thrombin versetzt 27¢

0,1 ml Heparin + 0,1 ml Hirnextrakt, 15 Min. inkubiert, dann

+ 0,3 ml defibriniertes Plasma ~+ Fibrinogen 4 Thrombin 25¢

3. Verhalten von Hirnfaktor 4 gegen Einwirkung von Temperatur und
Lagerung: Aceton-dehydratisiertes, alkohol-extrahiertes Hirnpulver wurde mit
physiologischer Kochsalzlsung extrahiert. Die Extrakte wurden verschieden
lange Zeit auf 50°, 60° und 80° erhitzt. Die Aktivitit wurde bei 50° bereits nach
30 Min. zerstort (Tab. 3). Hingegen blieb das Faktor-4-Rohpriparat bei — 25°
gelagert, iiber 2 Jahre voll aktiv.

Tab. 3: Temperaturdenaturierung von Hirnfaktor 4

. Gerinnungszeit nach
Dauer und Art der Temperatureinwirkung 15 Min. ?nkubation
Kontrolle 1 (ohne Heparin) 14,8
Kontrolle 2 (mit Heparin) 47,5¢
Kontrolle 3 (mit Heparin' + und Hirnextrakt) 27,4¢
5 Min. 50° 28,5%
30 Min. 50° 55¢
5 Min. 60° 53¢
5 Min. 80° 55¢

4. Sdurefraktionierung: 200 mg Hirnfaktor-4-Rohpriparat wurden in 5 ml
dest. Wasser suspendiert und vom Ungel6sten abzentrifugiert. Die Losung hatte
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ein pH von 6,5. Nun wurde das pH mit 1%iger Essigsdure auf 5,5 und nach
Abtrennen des Niederschlages (30 Min., + 2°, 5000 rpm) auf pH 4,85 gebracht.
Jede Fillung blieb 12 Stunden bei + 4° stehen. Die Niederschlige wurden in
2 ml Veronalpuffer pH 7,3 suspendiert, das Ungeloste durch Zentrifugieren
entfernt. Im Vergleich zu den in gleicher Weise aufgearbeiteten Thrombozyten-
extrakten waren die Niederschlige der Hirnextrakte viel schiechter 16slich. Am
besten bewihrten sich leicht alkalische Losungsmittel (m/20 Natriumtetraborat,
0,1%iges Ammonkarbonat). Uber die Aktivitdt unterrichtet Tab. 4.

Tab. 4: Sdurefraktionierung von Hirnfaktor-4-Rohpriparat

Material Gerinnungszeit in Sek.
ateria nach 15 Min: Inkubation
Kontrolle 1 (ohne Heparin) 17¢
Kontrolle 2 (mit Heparin) 80
Ausgangslosung pH 6,5 33«
Niederschlag bei pH 5,5 84
Uberstehende Losung bei pH 5,5 29
Niederschlag bei pH 4,85 42¢
Uberstehende Lésung bei pH 4,85 80

5. Alkoholfraktionierung: 4 g des Hirnfaktor-4-Rohpriparates wurden in
400 ml dest. Wasser unter Zusatz von 2 ml 10%iger Ammonkarbonatldsung
suspendiert und das Unldsliche durch Zentrifugieren entfernt. Diese stark ver-
diinnte Losung zeigte keine Aktivitit. Die Losung wurde mit Azetatpuffer auf
pH 7,2 gebracht, auf 0 Grad abgekithlt und tropfenweise mit 53,3%igem
Alkohol bei — 1° versetzt, bis die Konzentration 890 betrug. Die Mischung
blieb bei — 1° mehrere Stunden stehen und wurde dann bei derselben Tempe-
ratur zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 10 ml 0,05%igem Ammon-
karbonat geldst; die iiberstehende Losung wurde mit 53,3%oigem Alkohol bei
gleichem pH bis zu einer Konzentration von 15%0 versetzt, wobei die Tempe-
ratur allmihlich auf — 4° gesenkt wurde. Die Fillung blieb wieder mehrere
Stunden bei — 4° stehen und wurde schliefilich bei derselben Temperatur zentri-
fugiert, der Niederschlag wie oben geldst, die iberstehende Losung mit 96%sigem
Alkohol auf eine Konzentration von 40% gebracht, wobei die Temperatur auf
— 7° gesenkt wurde. Mit dem Niederschlag wurde in gleicher Weise wie oben
verfahren. Es zeigte sich, dafl die bei 8- und 15%iger Sittigung erhaltenen
Niederschlige (Tab. 5) aktiv waren, wihrend der Niederschlag bei 40%oiger
Sittigung keine Aktivitit aufwies. Die Tyrosinkonzentration in der bei 8%/oiger
Sittigung erhaltenen Losung war bei groflerer Aktivitit geringer als in der bei
15%iger Sittigung erhaltenen. Es ist daher anzunehmen, dafl die Flaknon, die
bei 8%/0 ausgefallen war, reiner ist.
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Tab. 5: Alkoholfraktionierung von Hirnfaktor-4-Rohpriparat

Gerinnungszeit in Sek.

. h . Tyrosin

Material ohne mit mg®o
Inkubation

Kontrolle 1t 17
Kontrolle 2 78«
Ausgangslsung — 71¢
Fraktion bei 8% Alkohol gefille 21 19¢ 12
Fraktion bei 18%0 Alkohol gefillt 19¢ 18¢ 58,5
Fraktion bei 40%0 Alkohol gefillt 42,5 35,5¢ —

6. Fillung mit Ammonsulfat: Eine bei 15%oiger Konzentration mit Alkohol
erhaltene Fraktion wurde mit Ammonsulfat bis zu einer Konzentration von
509 gesattigt. Nach mehrstiindigem Stehen bei + 4° wurde in der Kilte zentri-
fugiert und der Niederschlag in 1 ml 0,05%igem Ammonkarbonat geldst. Beide
Fraktionen (der aufgeloste Niederschlag und die iiberstehende Losung) wurden
in der Kilte gegen flieflendes Wasser dialysiert, das dialysierte Material im
Vakuum getrocknet und der Riickstand in je 1 ml 0,05%siger Ammonkarbonat-
l6sung geldst. Die iiberstehende Losung erwies sich als aktiv (Tab. 6).

Tab. 6: Ammonsulfatfraktionierung und Adsorptionsversuch

Material Gerinnungszeit in Sek.
Mareria ohne Inkubation
Kontrolle 1 (ohne Heparin) 17«
Kontrolle 2 (mit Heparin) 55¢
Ausgangsldsung 57,5¢
Fraktion mit 15% Alkohol gefallt 28
diese mit 50 mg BaSOs adsorbiert 28“

mit 50 mg Al2Os adsorbiert 31,5¢

mit 50 mg Kaolin adsorbiert 30,5¢
Fillung bei 50 Ammonsulfat 45
Uberstehende Losung bei 50% Ammonsulfat 25¢

7. Eine Adsorption der Faktor-4-Aktivitdt aus einer mit 15%iger Sattigung
mit Ammonsulfat erhaltenen Losung an BaSO4, Al2Os oder Kaolin gelang nicht
(Tab. 6). Durch dreistiindiges Zentrifugieren bei 25000 g und + 2° gelang es,
die Aktivitit im Sediment etwas anzureichern.

8. Papierelektrophoretisch erwiesen sich die Fraktionen nicht als einheitlich,
doch gelang bisher noch keine befriedigende Auftrennung, da ein Grofiteil des
Materials an der Auftragungsstelle liegen blieb, und auch sonst die Trennung
nur unvollstindig war.
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Besprechung der Ergebnisse

Es ist moglich, auch in Hirnextrakten eine Antiheparinaktivitit nachzu-
weisen und diese von der Thrombokinase-Aktivitat der Extrakte zu trennen.
Die Antiheparinaktivitit, die in Analogie zu der entsprechenden Aktivitit in
den Thrombozyten als Hirnfaktor 4 bezeichnet wird, findet sich in wifirigen
Extrakten, nicht aber in solchen, die mit Lipoidlosungsmitteln erhalten werden.
Sie ist thermolabil und wird schon bei 50° innerhalb von 30 Min. vollkommen
zerstort, ist aber bei — 25° auflerordentlich lagerungsstabil, so dafl Rohpriparate
auch noch nach 2 Jahren voll wirksam waren. Die Aktivitac bleibt bei 50%oiger
Sittigung mit Ammonsulfat in Ldsung, wird isoelektrisch zwischen pH 5,1
und 5,5 gefillt und findet sich bei Alkoholfraktionierung in den Fraktionen,
die bei 8%iger und bei 15%siger Sittigung ausfallen. Wird nur bei 15%siger
Sittigung mit Alkohol gefills, so enthilt diese Fraktion zwar die gesamte Akrti-
vitdt, ist aber weniger rein, als die bei 8°/oiger Sittigung erhaltene Fraktion.

Es gelingt nicht, die Aktivitit an BaSOs, Al:Os oder Kaolin zu adsorbieren.
Die rohen Hirnextrakte entfalten ihre volle Wirkung nicht sofort, sondern
bediirfen einer Inkubationszeit von etwa 15 Min., wobei es gleichgiiltig ist, ob
die Inkubation von Hirnextrakt und Heparinldsung in Gegenwart des defibri-
nierten Plasmas erfolgt oder nicht. Die durch Alkoholfraktionierung erhaltenen
Priparate sind jedoch sofort voll wirksam.

Vergleicht man die Eigenschaften der Antiheparinaktivitit der Hirnextrakte
mit der der Thrombozytenextrakte, so findet man eine sehr weitgehende Uber-
einstimmung: beide sind thermolabil, aber bei niederen Temperaturen nach
Lyophilisierung lagerungsstabil, beide werden durch 50%ige Sittigung mit
Ammonsulfat nicht gefillt, fallen aber bei einem pH zwischen 5,5 und 5,1 aus.
Die Loslichkeit der teilweise gereinigten Priaparate des Hirnfaktor 4 scheint
schlechter zu sein als die von Thrombozytenfakior 4. Es scheint allerdings
iberhaupt moglich zu sein, dafy die Akcivitdt nicht in echter Losung vorliegt,
sondern in Form einer relativ stabilen Suspension. Dies konnte die Schwierig-
keiten bei der papierelektrophoretischen Untersuchung sowie die recht schlecht
reproduzierbaren Ergebnisse, die bei Versuchen, die Aktivitit zu sedimentieren,
erhalten wurden, erkldaren. Fin Unterschied scheint darin zu bestehen, dafl die
Thrombozytenaktivitit immer ohne Inkubation voll wirksam ist, wihrend die
Aktivitit der Hirnextrakte erst nach einer Inkubationszeit von 15 Min. voll
nachweisbar wird. Nach Alkoholfillung sind aber auch die Hirnpriparate sofort
voll wirksam. Ein weiterer Unterschied wurde im Verhalten gegeniiber Adsor-
bentien gefunden. Ob dieser Unterschied wirklich besteht, erscheint jedoch zwei-
felhaft, weil die Adsorptionsversuche mit Priaparaten stark unterschiedlichen
Reinheitsgrades durchgefithrt wurden.
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Zusammenfassung

Auch in wiflrigen Hirnextrakten konnte eine Antiheparinaktivitit nach-
gewiesen werden, die von der Thrombokinase-Aktivitit abgetrennt werden kann.
Es wird vorgeschlagen, in Analogie zum Thrombozytenfaktor 4 von einer Hirn-
faktor-4-Aktivitit zu sprechen. Beide zeigen eine weitgehende Ubereinstimmung
ihrer Eigenschaften beziiglich Thermolabilitit, Lagerungsstabilitit, Loslichkeit
und Fillbarkeit. Die Wirkung der Hirnextrakte bedarf jedoch zu ihrer vollen
Entwicklung einer Inkubation, die bei den Thrombozytenextrakten nicht erfor-
derlich ist. Allerdings verschwindet dieser Unterschied nach Alkoholfraktio-
nierung der Hirnextrakte.

Summary

Aqueous extracts of acetone-dehydrated brains display an antiheparin
activity which may easily be separated from thromboplastic activity. It is
proposed to call this activity “brain factor 4-activity“ in analogy to platelet
factor 4-activity. Both factors are similar in their properties as to heat and
storage stability, solubility and precipitability. The brain extracts are fully
active only after a certain time of incubation, where as platelet extracts have
full activity at once. This difference disappears, however after alcohol fraction-
ation of brain extracts.

Résumé

Un extrait d’eau du cerveau a une activité antihéparine qui peut étre facile-
ment séparée par l'activité thromboplastinique. Analogiquement aux facteurs
plaquettaires on peut parler d’un facteur du cerveau a activité 4. Les deux
facteurs (plaquettaire et du cerveau) montrent la méme stabilité, la méme
solubilité et la méme précipitabilité. Le facteur du cerveau est actif aprés un
temps d’incubation, tandis que le facteur plaquettaire Pest immédiatement.
Apres séparation par alcool le facteur est actif immédiatement.
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