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W poprzednich doniesieniach wykazano, ze w krzepngcej
samoistnie krwi i osoczu szczawianowym po rekalcynacji oraz
w krzepngcym roztworze euglobulin osocza réznogatunkowego
pochodzenia, zadanym solg wapnia, zachodzi przyrost azotu nie-
biatkowego. Zjawisko to interpretowano jako proteolize zwig-
zang z mechanizmem krzepniecia.

Obecnie donosimy, ze proteaza przez nas badana pojawia
sie w ukladach zlozonych z oczyszczonych preparatéw protrom-
biny i fibrynogenu, zanieczyszczonych lub zadanych tromboki-
nazg osoczowy; uklady te krzepng za dodatkiem soli wapnia
1 rownoczesnie pojawiajg sie w nich substancje azotowe niebial-
kowe, swiadczgce o procesie proteolitycznym, uruchomionym
w czasie krzepniecia. Interpretujemy te doswiadczenia jako ak-
tywacje ,,profibrynolizyny‘ stale obecnej w osoczach réznoga-
tunkowego pochodzenia. Aktywacja ta zachodzi w tych samych
warunkach, w jakich aktywuje sie protrombina w trombine;
nei udalo sie dotagd obu procesdéw od siebie oddzielié.

Preparaty uzyte do doswiadczen:

1) Doswiadczenia dokonano na trzech preparatach fibry-
nogenu, ktore okreslamy jako: 1) surowy, 2) bezprotrombinowy,
3) wysoko oczyszczony.
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Preparat fibrynogenu ,,surowego* by1 to strat fibrynogenu,
otrzymany z osocza przez wymrazanie, zawierajacy okoto 30%
bialek niekrzepngcych. Krzept on po dodaniu soli wapnia, zawie-
ral zatem protrombine i kinaze osoczowa.

Preparat fibrynogenu ,,bezprotrombinowego‘ sporzgdzano
Z osocza, pozbawionego protombiny przez adsorbcje na wegla-
nie baru. Preparat ten z reguly nie krzep! pod wplywem soli
wapnia, chociaz w niektérych doswiadczeniach po uptywie diuz-
szego czasu pojawialy sie w nim nitki widknika.

Preparat fibrynogenu ,,wysoko oczyszczonego‘ otrzymy-
wano z osocza, pozbawionego protrombiny, z ktorego usunieto
cze$¢ globulin przez dialize. Strat fibrynogenu z tego osocza.
uzyskany przez wymrazanie, byl dwukrotnie uwalniany od za-
nieczyszczen przez wytrgcanie alkoholem. Zawieral on Srednio
okoto 6% zanieczyszczen bialtkowych, niekrzepnacych. Preparat
ten nie krzep! za dodatkiem soli wapnia; za dodatkiem protrom-
biny i soli wapnia pojawialy sie w nim po diuzszym czasie Slady
nitek wiéknika, jako znak, ze preparaty te nie byly calkowicie
wolne od trombokinazy osoczowej.

2) Uzyte w doswiadczeniach preparaty protrombiny pocho-
dzily z osocza bydlecego i uzyskane byly w kilkustopniowym
postepowaniu wedlug przepisu W. H. Seegersa, E. C. Loomisa,
J. N. Vandenbelta (1945). Preparaty te byly w znacznym stopniu
wolne od akceleratora globulinowego, moc ich okre$lona w jed-
nostkach wroctawskich wynosita w uktadach badanych przeciet-
nie 30 j.wr. (j.wr. = jednostka wroctawska). System jednostko-
wania oparty jest na oznaczaniu mocy trombiny. Jednostke mocy
ma preparat trombiny powodujgcy krzepniecie réwnej objeto$ci
osocza szczawianowego ludzkiego w czasie 30 sekund w temp.
37" C)).

3) Preparaty trombiny ,,samorodnej‘ uzyte w doswiadcze-
niach sg pochodzenia czysto osoczowego, bez dodatku trombo-
plastyny tkankowej. Ich moc wynosila w ukladach badanych
przecietnie okolo 3 j.wr.

4) Preparat ,,fibrynolizyny* z osocza krwi psa, byl izolowa-
ny metodg K. N. v. Kaulli (1949). Preparat ten tworzy mleczny
roztwor w fizjologicznym roztworze soli kuchennej z dodatkiem
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0,25% boraksu. Roztwér fibrynolizyny w ostatecznym stezeniu
*/3%0 uplynnia skrzep rekalcynacyjny szczawianowego osocza
ludzkiego rozcienczonego 18 razy w czasie mniej wiecej 30 mi-
nut. Fibrynolizyna nie powoduje w obecnosci soli wapnia kon-
wersji protrombiny w trombine w preparatach oczyszczonych,
jest zatem wolna od trombokinazy; fibrynolizyna nie przyS$pie-
sza konwersji protrombiny w trombine w obecnoéci trombopla-
styny moézgowej i soli wapnia, nie zawiera zatem akceleratora
globulinowego, opisanego przez A. G. Ware’a, M. M. Guesta
i W. H. Seegersa (1947). Wreszcie uzyty w tej pracy preparat
fibrynolizyny nie zawiera, w przeciwienstwie do preparatéw
Rocha e Silva (1948), trombiny.

5) Preparat trombokinazy osoczowej uzyskano w drodze
modyfikacji przepisu Milstone’a (1948) z osocza szczawianowego
ludzkiego lub bydlecego po usunieciu wigkszosci fibrynogenu
przez kryolize i po adsorbcji protrombiny przy pomocy wegla-
nu baru. Globuliny wytracone za pomoca dwutlenku wegla do-
kladnie oddzielono przez wirowanie i rozpuszczono w fizjolo-
gicznym roztworze soli kuchennej z dodatkiem 0.25% boraksu
i 0,001 mol szczawianu potasu. Preparat zawiera slady fibry-
nogenu; z dodatkiem soli wapnia nie krzepnie i nie wytwarza
trombiny. Roztwor reaguje wolno z protrombing w obecnosci
soli wapnia, dajac trombine i fibrynolizyne.

Wszystkie preparaty byly rozpuszczane i rozcienczane
w roztworze fizjologicznym soli kuchennej z dodatkiem 0,001
mol szezawianu potasu. Roztwoér chlorku wapnia byt 0,025 mol;
dodawano go stale po 2 em® do ukladéw krzepnacych o prze-
cietnej objetosci 10 cm®. Do$wiadczenia przeprowadzano w azni
wodnej albo w temp. 37°C przez 15’ albo w temp. 20°C
przez 1 godz.

Zastosowano technike badan azotu niebialkowego iden-
tyczna z opisem w doniesieniu H. Kowarzyka i M. Szerchy
(1949).

Wyniki badan:

Zwiazek krzepniecia krwi z proteoliza wynika z serii do-
$wiadczen, przedstawionych w Tabl. I.:
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Tablica I.
Fibrynogen | cun. | los¢ Spos6b A RN/100 mg
crenie | POIIATOW | aktywacji(20°C-14) | fibrynogenu w mg
I
Surowy I. | 6 1 Cat™t | 0,150
- (0,096 -0,226)
Bez-protrombino- | Ila. l 6 | Cat™t | 0,018
WY, SUrOWY | (—0,008—--0,052)
| |
|
b. | 4 Protrombina 0,011
wolna od Tromb. | (—0,029—--0,041)
c. | 15 Protrombina | 0,160
| +Catt ~(0,046—0,378)
Bez-protrombino- | IIIa. 6 Protrombina 0,043
wy, wysokiej ‘1 ' zanieczyszczona | (—0,005——-0,095)
czystosci i - Sladem Trombiny ‘]
b. 6 Trombina 0,191
samorodna |  (0,104—0,300)
(37°C—15")

W doswiadczeniu I. zmierzono przyrost azotu niebialtko-
wego, ktory zachodzi w rekalcynowanym roztworze bydlecego
fibrynogenu ,surowego‘, zawierajacego wystarczajgce do
skrzepniecia iloSci protrombiny i trombinazy osoczowej.

W doswiadczeniu II. zmierzono przyrost azotu niebialtko-
wego, zachodzgcy w takim samym surowym preparacie fibry-
nogonu, pozbawionym jednak zupelnie lub prawie zupelnie
protrombiny. Roztwor taki nie krzep?! lub krzep?! tylko w sladzie,
po dodaniu soli wapnia. Przecietnie tez dat przyrost azotu nie-
biatlkowego okolo 9 razy mniejszy od krzepnacego fibrynogenu,
zawierajgcego protrombine (do$w. Ila.), bezprotrombinowy {fi-
brynogen nie krzep! tez po zadaniu czystym preparatem pro-
trombiny w nieobecnosci jonnu wapnie i w tych warunkach nie
dawal przyrostu azotu niebialtkowego (dosw. IIb), natomiast za-
dany rownocze$nie protrombing i chlorkiem wapnia krzept
calkowicie i dal przyrost azotu niebiatkowego ( do$w. Ilc), po-
dobnych rozmiarow jak w dosw. I.

W doswiadczeniu III uzyto wreszcie bardzo czystych roz-
tworéw fibrynogenu, nie zawierajacych protrombiny a tylko
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$lad trombokinazy. Roztwory te nie krzeply, lub krzepty tylko
niezupemie po zadaniu chlorkiem wapnia i protrombing. (Dosw.
I11a). Przecietny przyrost azotu niebiatkowego byl w tych wa-
runkach bardzo niski, okolo 4 razy nizszy od przyrostu w roz-
tworach fibrynogenu mniej oczyszczonych (dosw. I i Ilc). Pre-
paraty fibrynogenu wysokiej czysto$ci nie byly zdenaturowane,
gdyz zadane roztworem trombiny krzepty samoistnie z normal-
nym przyrostem azotu niebialkowego (do$w. IIIb).

Z opisanych do$§wiadczen wynika, ze przyrost azotu nie-
bialkowego wystepuje $ci§le w tych samych warunkach, w kto-
rych powstawala trombina w ukladach badanych, a nie wyste-
puje lub wystepuje tylko w malym stopniu w warunkach,
w ktérych uklad nie byl trombinotwoérezy, lub w uktadzie, kto-
ry wytwarzal bardzo male ilo$ci trombiny.

W drugiej serii doswiadczen badano wptyw fibrynolizyny
i preparatu ,trombokinazy osoczowej“ na mechanizm krzep-
niecia. Typowy przebieg doswiadczen byl nastepujacy:

Dodatek réwnej objetoSci preparatu trombokinazy do
ludzkiego osocza skracal czas krzepniecia po rekalcynacji z 4 mi-
nut na 2 minuty. Jezeli trombokinaza osoczowa byla uprzednio
inkubowana w temperaturze 37 stopni z chlorkiem wapnia, do-
datek jej do osocza nie powodowal dalszego skrécenia czasu
krzepniecia.

Preparat fibrynolizyny nie powodowal krzepnigcia rekal-
cynowanego osocza pozbawionego protrombiny, ani tez nie przy-
$pieszal przemiany protrombiny oczyszczonej w trombine;
w ukladzie zawierajacym tromboplastyne z mézgu krolika i s61
wapnia. Preparat fibrynolizyny uzyskany metodg Kaulli nie za-
wiera ani trombiny, ani trombokinazy lub protrombiny, ani
wreszcie czynnikéw przyspieszajacych konwersje protrombiny
opisanych pod nazwa ,,frombotropina* przez Andrejenke (1948),
lub ,,akcelerator globulinowy* przez Ware’a, Guesta i Seeger-

sa (1947).

W dalszym ciggu do$wiadczen sporzadzono dwa uktady
trombinotwércze A i B i zbadano je w sposéb ktory wynika
z tablicy IIL
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Tablica II.

Jkiad A: 1 vol. preparatu protrombiny + 1 vol. preparatu
trombokinazy + 1 vol. (NaCl 0,9% + Na,B,0, 0,25%) + 1 vol.
CaCl,

Uklad B: 1 vol. preparatu protrombiny + 1 vol. preparatu
trombokinazy + 1 vol. preparatu fibrynolizyny -+ 1 vol. CaCl,.

Oba ukiady umieszczono w lazni wodnej 37°C

| |

l ' ‘
1 }
{
|

Na czas: 2' 3 5 13" | 20" 40

-3
©

13’

0,5 ml ukiadu A i B przenoszono do 0,5 ml osocza bezprotrom-
binowego

| % ! ? } l !
Czas krzepnie- A| - | ~7T0 ~50 0 <3 54" 46" | 277 | 137
cia osocza bez- ; ? i ! i ! '
protrombino- i j ' ' ! | ' 1
wego B : ~10) 2" 75" { 45" : 22" 17" 17" | 13"

Z Tabl. Il wynika, ze czas konwersji protrombiny w trom-
bine w obecnosci preparatu trombokinazy i soli wapnia (uklad
A) znacznie sie skraca za dodatkiem fibrynolizyny (ukiad B).
Fibrynolizyna przyspiesza wytwarzanie trombiny tylko w obec-
nosci preparatu trombokinazy osoczowej; tlumaczymy to spo-
strzezenie obecnoscia w tych preparatach nieczynnej formy
trombokinazy, tzn. ,protrombokinazy“. Jednak definitywna
moc trombiny jest w ukladzie A i B mniej wiecej jednakowa
na dowod ze cala protrombokinaza ulegla takze bez dodatku fi-
brynolizyny przeksztalceniu w czynng trombokinaze.

W ukladzie A obok trombiny pojawia sie réwnoczesnie
proteaza; ukiad A dodany do roztworu fibrynogenu powoduje
jego skrzepniecie i przyrost azotu niebialkowego tak, jak trom-
bina samorodna w do$wiadczeniu IIIb. na tablicy I. Preparaty
trombiny, uzyskane zatem z oczyszczonej protrombiny, skon-
wertowane]j za pomocg trombokinazy osoczowej, zawierajg pro-
teaze. podobnie jak preparaty trombiny samorodnej.

Z doswiadczen opisanych wynika nastepujgca interpre-
tacja procesu krzepniecia: w pierwszej fazie krzepniecia ,,pro-
fibrynolizyna*“ w blizej nieokre$lony sposéb aktywuje sie
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w fibrynolizyne, fibrynolizyna z protombokinazg daje trom-
bokinaze osoczowa,ktéra reagujac z protrombing daje trombine.
Nie wyjasnione jest w jaki sposéb w czasie krzepnigcia pow-
staje z profibrynolizyny fibrynolizyna oraz czy obecno$¢ akce-
leratora globulinowego jest potrzebna do reakcji protrombiny
z trombokinazg osoczowa.

Spostrzezenia nasze dotyczace fibrynolizyny potwierdzaja
i uzupelniajg doniesienie J. H. Fergusona i wspoétpracownikow
(1947) o tromboplastycznym dzialaniu proteazy osoczowe]j w me-
chanizmie krzepniecia.
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H. KOWARZYK, K. BULUK & J. OLEARCZYK

BLOOD PROTEASE AND CLOTTING MECHANISM

(Departament of general & experimental Pathology. Medical Academy
in Wroclaw).

It was reported in a series of earlier papers, that during
the clotting of native blood (as well as that of recalcinated oxa-
late plasma and of calcinated eu-globulin solution) an increase
of Non-Protein-Nitrogen (NPN) was noted. The proteins were
precipitated by the Pincussen-reagent (trichloracetic acid and
Na,WQ,).

In the present work we have demonstrated, that the pro-
tease causing this increase of NPN is activated under strictly
the same conditions, as are essential for the conversion of pro-
thrombin to thrombin. Both reactions, the prothrombin conver-
sion and the activation of protease take place in purified clot-
forming systems.

Three preparations of fibrinogen were used in the follo-
wing experiments.

One of them, described bzlow as ,,crude fibrinogen‘ clot-
ted spontanecusly if calcium salt was added; so it contained all

the factors taking part in the clotting mechanism except the
Ca-ions.

A second preparation was obtained in the same way as
the ,crude fibrinogen except that the plasma was first adsor-
bed by Ba C O,;. The solution did not form clots immediately
after addition of Ca — salt, but scanty fibrin threads were for-
med after standing some 15 minutes at 37° C. This preparation
is described below as ,,Prothrombin — free fibrinogen*.
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The third preparation described as ,purified fibrinogen*
did not clot with Ca- ions and gave only incomplete and scanty
clots, if Ca — salt was added together with a purified prothrom-
bin solution prepared by the method of Seegers, Loomis and
Vandenbelt. Some of the prothrombin preparations were enti-
rely fres of thrombin, some of them slowly produced traces of
thrombin.

Table I
o ‘ mgs of NPN-increase
F1br1nog.en Numb.er '_Of 1 Addde 'per 100 mg fibrinogen
preparation determmatlons‘ | Average & range
,,Crude” 6 ! + + | 0,15
Ca (010023
- | 0.02
6 | e . (—0,01—+005
.,Prothrombin- | . - 0,01
free” 4 | prothrombin | g 93__ | 0,04)
prothrombin ‘ 0,16
15 —I—Ca+ + (0,05 —0,38)
prothrombin 0.04
6 (traces of = T
,,Purified” thrombin) = Sl
. 0,19
6 crude thrombmj 0.10 . 0,30)

It is evident from the table I that with varying specimens
of fibrinogen the amount of NPN increase is varying. The in-
crease of NPN is distincly connected with the formation of
thrombin in the different fibrinogen preparations. It falls below
the error of the method, if no thrombin, or eventually traces of
thrombin only are formed under the conditions enumerated
in the table.

The procedure of purification does not denaturate the
fibrinogen; our highly purified preparations gave the usual
increase of NPN, well known from our earlier observations,
after addition of a crude, thrombin preparation, containing the
active blood protease.
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A fibrinolysin preparation obtained according to the me-
thod of Kaulla does not contain thrombin, thrombokinase, pro-
thrombin or the globulin-accelerator. Nevertheless it speeds up
the formation of clot in the solution of plasma eu-globulins.
This statement being in accord with similar observation of Fer-

guson, Travis & Gerheim is interpreted, as an activation of the
following reaction:

pro-thrombokinase + fibrinolysin -~ thrombokinase

The activation of plasma-protease and the thrombin for-
mation seem to be closely linked in time and probably one ha-
ving mutual influence on the other.



