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Blutspendedienst des Schweizerischen Roten Kreuzes
Theodor-Kocher-Institut der Universitit Bern

Das menschliche Fibrinogen
Von E. F. Liischer

Bei der Gerinnung des Blutes bildet sich aus dem gelosten Fibrinogen
das unlésliche, faserige Fibrin. Dieser Vorgang ist dermallen auffillig,
daB wohl mit Recht vermutet werden kann, dal das Fibrinogen als
erstes funktionsmiBig definiertes Plasmaprotein erkannt worden ist.
Zwar stellt das Fibrinogen, mengenmiilig betrachtet, mit 34 g/l im
menschlichen Plasma nur eine bescheidene Fraktion dar; dagegen hat
seine relative Schwerloslichkeit schon bald eine weitgehende Anreiche-
rung gestattet, so dall a priori vermutet werden konnte, daB es heute
zu den bestbekannten Proteinen des Blutes zu zdhlen sei. Tatsidchlich
sind jedoch genauere Kenntnisse iiber physikalisch-chemische Eigen-
schaften und insbesondere iiber die Struktur des Fibrinogens erst in den
letzten Jahren erworben worden, und es mag als besonders charakte-
ristisch gelten, daBl heute noch diskutiert wird, ob im Plasma nur ein,
oder aber mehrere, wenn auch dhnliche «Fibrinogene» vorkommen.

In bezug auf die biologische Bedeutung des Fibrinogens herrscht eben-
falls noch eine recht unklare Situation. Zwar ist die Rolle des Fibrinogens
beim Blutgerinnungsprozell nach wie vor unbestritten, jedoch haben
sich in letzter Zeit v6llig neue Aspekte im Hinblick auf die Beziehungen
des Fibrinogens zu den Gefilwidnden und iiber seine Rolle bei der Blut-
stillung ergeben. Dieses altbekannte Protein wartet folglich immer noch
mit neuen Uberraschungen und Problemen auf, welche zu ihrer Losung
weiterhin der vereinigten Anstrengungen von Medizinern und Biochemi-
kern bediirfen.

Die Isolierung des Fibrinogens

Die ersten erfolgreichen Isolierungsversuche des Fibrinogens lassen
sich zuriickfiihren auf die klassisch gewordenen Arbeiten von Hammar-
sten [21], der zuerst die Ausfillung des Fibrinogens durch Halbsittigung
mit NaCl beschrieb. Seither sind mehrfach weitere Salzfallungsverfahren,
allerdings meist unter Verwendung von Ammonsulfat, beschrieben wor-
den [1, 35, 40]. Erschwerend wirkt sich bei all diesen Methoden die zum
Entfernen des Salziiberschusses notwendige Dialyse aus, und dies mag
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vor allem erkliren, wieso die Alkoholfraktionierung nach Cehn u. Mit-
arb. auch fir die Fibrinogengewinnung bald zur Methode der Wahl
wurde. Das Fibrinogen wird hier aus Plasma mit 89, Athanol bei —3°
und einem pH von 7,2 in der Fraktion I ausgefillt [12, 43]. Die Gerinn-
barkeit der so erhaltenen Fraktion betrigt ungefihr 60°; sie kann
durch weitere Fillungen bis gegen 1009, gesteigert werden [38, 39]. Die
Erfahrung hat gezeigt, dal} auch hochgereinigten Fibrinogenpriaparaten
oft hartnickig gewisse Spurenproteine, die fiir das Verhalten und die
Bestindigkeit der Pridparate entscheidend sein kénnen, anhaften. Es
betrifft dies vor allem Prothrombin und Plasminogen. Im Hinblick auf
die wirksame Entfernung dieser Begleitstoffe ist von Blembdck und
Blombdck [5] eine ebenfalls an das Cohnsche Alkoholverfahren ange-
lehnte Trennmethode entwickelt worden, die zu Préparaten fiihrt, die
eine sehr hohe Gerinnbarkeit aufweisen und die frei von Prothrombin
sind; dagegen enthalten auch diese Priaparate immer noch geringe Men-
gen Plasminogen. Von hoher praktischer Bedeutung im Hinblick auf
die therapeutische Verwendung von Fibrinogenpriparaten sind die ver-
einfachten Alkoholfraktionierverfahren von Strissle und Winterstein [57]
sowie von Nitschmann, Kistler und Joss [42], die wegen ihrer Anwend-
barkeit auf kleine Plasmamengen besonders im Hinblick auf die Uber-
tragung des Hepatitisvirus niitzlich erscheinen. Schlieflich sei erwihnt,
daB Kekwick [25] mittels Athylitherfraktionierung hochgereinigte Fibri-
nogenpriaparate gewinnt. Neuerdings haben Nitschmann und Rickli [44]
ein Verfahren der Plasmafraktionierung entwickelt, bei dem in einer ersten
Fraktion das Fibrinogen mit Hilfe von Polyphosphaten ausgefillt wird.

Neben den fiir die Fraktionierung im grofleren Malstab geeigneten
Fallungsverfahren kommt den Adsorptionsverfahren vorldufig mehr
wissenschaftliche Bedeutung zu. Fullererde oder AI(OH), [64] sowie
Bentonit [56] sind als Adsorbentien vorgeschlagen worden, die bei ge-
eigneter Handhabung Fibrinogen selektiv zu binden vermagen. In zu-
nehmendem Malle wird in neuester Zeit auch die Chromatographie in
den Dienst der Auftrennung der fibrinogenhaltigen Proteinfraktionen
gestellt. Wihrend Cellulose selbst [9] als Adsorptionsmittel ungeeignet
ist, lassen sich mit Ionenaustauschercellulosen oder mit Calciumphos-
phatkolonnen befriedigende Trenneffekte erzielen [19, 60, 61].

Die Loslichkeit des Fibrinogenmeolekiils wird bei tiefen Temperaturen
erheblich erniedrigt gefunden. Ware u. Mitarb. [65] haben auf dieser
Tatsache basierend ein Isolierungsverfahren vorgeschlagen, das hoch-
gereinigtes Fibrinogen herzustellen gestattet; die Ausbeuten sind jedoch
bei menschlichem Plasma geringer als bei Rinder- oder Schweineplasma.

Bei allen Fraktionierungsprozeduren ist der Tatsache Rechnung zu
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tragen, daB} das Fibrinogen ein sehr labiles Eiweill darstellt, das leicht
spontan denaturiert und bei der geringsten Maglichkeit einer Aktivie-
rung des Gerinnungssystems irreversibel verindert wird.

Eigenschaften des Fibrinogens

Die Labilitit des Fibrinogenmolekiils spiegelt sich wider in den wider-
sprechenden physikochemischen Daten, die sich in der Literatur vor-
finden. Wihrend Helmberg [23] im Jahre 1944 noch ein Molekular-
gewicht von 700 000 fand, hat dieser Wert seither mehrfache und er-
staunliche Anderungen erfahren [s. dazu 50], um sich schlieBSlich auf
einen Wert von 330 000-340 000 zu stabilisieren.

Die wichtigsten Konstanten fiir humanes Fibrinogen sind nachstehend

zusammengestellt.

Sedimentationskonstante (S,,, ) 7,63 [11]
Diffusionskonstante (cm?/sec - 107) 1.97 [11]
Viskositiitszahl 0,25 [45]
Partielles spezifisches Volumen 0,723 [36]
Rotationsdiffusionskonstante ®,sec™! 35 000 [13]
Molekulargewicht (UZ, Diff.) 341 000 [11]
Molekulargewicht Lichtstreuung 330 000 [15]
Isoelektrischer Punkt 5,5 [2]
Elektrophoretische Beweglichkeit (pH 7,0,

I'ly = 0,1) (em?sec/Volt - 1075) 2,1 [68]
Dimensionen des Molekiils 700+38 A [2]
Linge in getrocknetem Zustand 475+25 A [20]
Dicke in getrocknetem Zustand 50 - 70 A [20]

In sehr verdiinnten Fibrinogenlésungen finden sich Anzeichen fiir
eine Dissoziation des Molekiils in Untereinheiten von ungefihr dem
halben Molekulargewicht [2]. Diese Vorstellung des Molekiils als einem
aus zwei funktionellen Einheiten aufgebauten Gebilde wird gestiitzt
durch die Beobachtung, daBl bei Thrombineinwirkung zwei identische
Paare von Peptiden abgespalten werden [28]. Hinsichtlich der Form des
Fibrinogenmolekiils sind neuerdings von Hall und Slater sehr konkrete
Vorstellungen entwickelt worden [20]. Nach diesen Autoren besteht das
Molekiil aus drei hantelférmig verkniipften Kugeln. Die diinnen Zwischen-
glieder sollen Durchmesser von 0,8-1,5 my, die Kugeln von 5-7 myu auf-
weisen. Eine solche Struktur kinnte zwanglos die schon lange bekannte
periodische Querstreifung elektronenoptischer Fibrinpriparate erkliren.

Nur unvollstindige Angaben stehen heute noch zur Verfiigung in bezug
auf den chemischen Aufbau des humanen Fibrinogens [8]. Ungleich
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vollstindiger sind die Werte fiir Rinderfibrinogen, dessen Aminoséure-
zusammensetzung bekannt ist. Fibrinogen enthilt zudem ca. 2,59%,
Kohlenhydrate, darunter 19, Hexosen, 0,99, Acetylhexosamin und
0,6°%, Acetylneuraminsédure [50]. Dieser Kohlenhydratanteil des Fibrino-
genmolekiils ist fiir das Verhalten bei der Gerinnung vorldufig ohne
direkte erkennbare Bedeutung; er bleibt auch nach Angriff durch das
Thrombin am Molekiil verankert.

Nach den Angaben von Carter [10] enthiillt Fibrinogen keine freien
SH-Gruppen; dall solche Gruppen jedoch voriibergehend unter dem
EinfluB des «fibrinstabilisierenden Faktors» [29-31] im Laufe der Fibrin-
gerinnung gebildet werden konnen und so die Fibrinteilchen durch
S—S-Briicken verkniipfen, ist sehr wahrscheinlich: die Fibrinstabilisie-
rung wird durch SH-Gruppen blockierende Reagentien verunméglicht.

Metallionen und Fibrinogen: Wenn Fibrinogenlésungen mit EDTA
(Komplexon) versetzt werden, so wird eine eindeutige Labilisierung des
Molekiils auch nach Wegdialysieren des Komplexbildners feststellbar:
Fibrinogen denaturiert normalerweise bei 56°, unter den vorhin erwihn-
ten Bedingungen dagegen schon bei 47° [63]. Die Anwesenheit von EDTA
iibt dariiber hinaus einen beachtlichen Einflu auf die Fibrinbildung
unter Thrombineinwirkung aus: Es resultiert eine durch Erwirmung
(bis 40°) verstiirkte Verlingerung der Thrombinzeit, die bei Calcium-
zugabe reversibel ist [18]. Diese Beobachtungen weisen auf die Méglich-
keit hin, da} Metallionen fiir die Stabilitit des Fibrinogenmolekiils von
Bedeutung sein kénnten. An Rinderfibrinogen ist andererseits gefunden
worden, dafl besonders Cutt, Zn*+ und Sn*+-lonen die Aggregatbildung
in Fibrinogenlésungen auch bei vélliger Ausschaltung der Gerinnungs-
und Fibrinolysesysteme auszulésen vermagen [50].

Fibrinpeptide: Die Wirkung des Thrombins auf das Fibrinogenmolekiil
besteht in der selektiven Abspaltung von zwei Peptidfragmenten [2].
Diese Fragmente — als Fibrinpeptide A und B bezeichnet — sowie auch
der Mechanismus ihrer Freisetzung sind in neuester Zeit eingehend un-
tersucht worden [4, 16, 27, 28, 54]. Es ergeben sich fiir diese Spaltstiicke
folgende Aminosduresequenzen:

Peptid A (M = 1890) Glu - asp — gly — ser — asp — pro — pro — ser -
gly — asp — phe — leu — thr — glu - gly — gly -

gly — val — arg
(NH,) S0,
|
Peptid B (M = 2460) (Asp, — glu; — pro, — thr - gly - tyr — phe — arg -
lys) partiell geklirt

— val — gly - leu - gly — ala — arg
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Gespalten werden in beiden Fillen Arg-gly-Bindungen, und zwar nur
vier pro Molekiil [6]. Bemerkenswert ist der im Peptid B vorkommende,
mit Schwefelsiure veresterte Tyrosinrest.

Peptid B soll gefiBaktiv sein [28], jedoch ist diese Aktivitiat wahr-
scheinlich zu schwach, um von physiclogischer Bedeutung zu sein [66].
Durch die Abspaltung beider Peptide werden 10 Wasserstoffbindungen
pro Molekiil frei, die fiir die « Polymerisation» der Fibrinmonomeren zur
Faser verantwortlich zu machen sind [49].

Komplexbildungen des Fibrinogens

Mit einer Reihe von hochmolekularen Stoffen geht Fibrinogen die Bil-
dung unléslicher Komplexe ein. Derartige Substanzen sind unter an-
dern: Heparin [17], Protamin [67], Dextransulfat [48] und Dextran [51].
Es ist nicht ausgeschlossen, dal3 dieser Fahigkeit des Fibrinogens, sich
an andere organische Molekiile anzulagern, eine betrdchtliche physio-
logische Bedeutung zukommen kdnnte. So scheinen z. B. die Blutplatt-
chen normalerweise mit einem Fibrinogenfilm bedeckt zu sein [47, 62],
der vielleicht fiir ihre Funktion bei der Blutstillung und der Thrombose
von grofler Bedeutung ist [33].

Gibt es mehrere « Fibrinogene»?

Mehrfach sind unter verschiedenen Bezeichnungen Fibrinogenanaloge
im Plasma postuliert worden, denen zudem meist eine ganz bestimmte
Funktion oder Bedeutung zugeschrieben wurde, so z. B. Fibrinogen B
[34], «Contractinogen» [37], Kryofibrinogen [26] oder eine «fibrinogen-
like substancen, die sich durch ihre Fillbarkeit mit Heparin auszeichnen
soll [55, 58]. Schliefilich berichtete Brada [7] iiber Versuche, in deren
Verlauf ihm die chromatographische Auftrennung der Fibrinogenfrak-
tion in mehrere Komponenten gelungen sei. Wir konnten uns davon
iiberzeugen [19], dafl durch Chromatographie nur eine gerinnbare Frak-
tion aus sorgfiiltig zubereiteter Cohn-Fraktion I erhalten wird und daf}
das so erhaltene hochgereinigte Fibrinogen bei geeigneten Bedingungen
ebenfalls unlasliche Komplexe mit Heparin zu bilden vermag [17]. Der
Nachweis signifikanter Mengen von Fibrinogenanalogen im Plasma ist
daher unseres Erachtens nicht erbracht. Dagegen kann kaum ein Zweifel
dariiber bestehen, dafl in geringen Mengen Fibrinogenkomplexe im
Kreislauf vorliegen kénnen ; iiber deren Bedeutung herrscht noch Unklar-
heit. Eine derartige Substanz diirfte das «cold insoluble globunlin» sein,
das nach Edsall u. Mitarb. [14] ein nicht mehr gerinnbares Dimeres des
Fibrinogens sein kénnte. Auf die Maglichkeit, dall bei pathologischen
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Zustinden Fibrinogen-(oder Fibrin- ?)bruchstiicke auftauchen kénnen,
denen zum Teil spezifische Hemmwirkungen auf das Gerinnungssystem
zugeschrieben werden, ist mehrfach hingewiesen worden [41, 53, 59].

Vorkommen und Bedeutung des Fibrinogens

Nach Hammond und Verel [22] verfiigt der erwachsene Mensch iiber
ca. 50 g Fibrinogen; davon sind 42 g extravasculir eingelagert. Die Halb-
wertzeit des Fibrinogens wird von denselben Autoren mit 5,1 (4,1-6,0)
Tagen angegeben. Der Umsatz des Fibrinogens, auch ohne eine akute
Beanspruchung des Gerinnungssystems, ist demzufolge sehr erheblich.
Neben dem plasmatisch gelosten Fibrinogen lafit sich dieses Protein
auch in den Blutpldattchen nachweisen [24, 32, 47, 52]. Bezogen auf den
Gesamteiweillgehalt der Plattchen betrigt seine Menge ca. 49%;. Bei
Afibrinogenidmie fehlt das Fibrinogen auch in den Thrombocyten [46].
Im normalen Urin wird in kleinen Mengen regelmifig neben andern
Plasmaproteinen auch Fibrinogen ausgeschieden [3].

Jede Beurteilung der Bedeutung des Fibrinogens muf} in erster Linie
der Beobachtung Rechnung tragen, dafl die Afibrinogendmie eine be-
merkenswert milde Erkrankung ist. Es ist sicher verfriitht, daraus auf
die relative Unwichtigkeit des Fibrinogens und damit auch der Fibrin-
bildung zu schlieBen. Es scheint uns ungleich wahrscheinlicher, dall
geringe und geringste Mengen von Fibrinogen, wahrscheinlich lokalisiert
auf den Blutplittchen und als endo-endothelialer Belag an der Gefal3-
wand, noch eine absolut lebenswichtige Funktion ausiiben. Es ist zu
hoffen, daf} die Anwendung der heute verfiigharen, verfeinerten immuno-
logischen Nachweismethoden die Moglichkeit eines direkten Nachweises
dieser Funktion gestatten wird.

Zusammenfassung

Seiner Umwandlung in das ungeldste Fibrin wegen ist das Fibrinogen
schon lange bekannt, und auf Grund seiner Schwerldslichkeit ist es auch
bald angereichert worden, jedoch haben seine Assoziations- und Kom-
plexbildungstendenz die Isolierung wirklich reiner Praparate lange Zeit
erschwert,

Ein kurzer Uberblick iiber die gebriuchlichen Isolierungsverfahren
zur Herstellung therapeutisch verwendbarer und hochgereinigter Fibri-
nogenpriaparate wird gegeben. Physikalisch-chemische Daten sowie die
heutigen Vorstellungen iiber den rdumlichen Bau des Molekiils werden
erwihnt. Fibrinogen ist ein Glykoprotein; fiir das menschliche Fibrino-
gen fehlen heute noch genaue analytische Daten. Aufgeklart ist dagegen
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die Aminosidurenzusammensetzung der bei Thrombineinwirkung frei-
werdenden Fibrinpeptide.

Die Beziehungen des Fibrinogens zu gewissen Metallionen sowie seine
Komplexbildungstendenz mit anderen Makromolekiilen werden kurz
diskutiert.

Neben dem Blutplasma sind auch die Blutpldttchen eine Quelle von
Fibrinogen. Sein Vorkommen auf der Oberfliche der Plittchen einer-
seits und seine Beziehungen zu den Gefillwinden andererseits sind
wahrscheinlich von erheblicher physiologischer Bedeutung.

Résumé

Grice a sa transformation en fibrine insoluble, le fibrinogéne est connu
depuis longtemps et sa faible solubilité a permis trés tét d’en obtenir
des solutions concentrées. Cependant, la tendance prononcée de cette
substance a I’association et & la formation de complexe en a rendu diffi-
cile 'obtention de préparations vraiment pures,

I’auteur passe briévement en revue différentes méthodes usuelles
d’isolement pour la préparation de fibrinogéne pur ou de fractions plas-
matiques riches en fibrinogéne utilisables en thérapeutique. Il décrit
ensuite les caractéristiques physicochimiques du fibrinogéne ainsi que
les conceptions actuelles quant & la structure de sa molécule. Le fibrino-
géne est une glycoprotéine. Les données analytiques exactes du fibrino-
géne humain manquent encore. On connait toutefois la composition en
acides aminés des fibrinopeptides libérés par I’action de la thrombine.

Puis, I'auteur fait une courte discussion sur le comportement du
fibrinogéne vis-a-vis de certains ions métalliques ainsi que sur sa ten-
dance a former des complexes avec d’autres macromolécules.

Outre le plasma sanguin, les plaquettes sont aussi une source de
fibrinogéne. La présence de ce dernier a la surface des thrombocytes et
ses rapports avec les parois vasculaires jouent probablement un réle de
premiére importance en physiologie.

Riassunio

Il fibrinogeno, per il fatto della sua trasformazione in fibrina insoluta,
¢ gia noto da molto tempo, e, grazie alla sua poca solubilita, & stato
presto possibile ottenerlo in forma arricchita. Tuttavia la sua tendenza
alla formazione di associazioni e quella di formare complessi hanno per
lungo tempo reso difficile I'isolamento di preparati veramente puri.

Si fa una breve rassegna dei procedimenti d’isolamento in uso onde
ottenere preparati di fibrinogeno da poter usare in terapia ed altamente
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purificati. Vengono citati dati fisicochimici, come pure le concezioni
attuali circa la struttura spaziale della molecola. Il fibrinogeno & una
glicoproteina; per il fibrinogeno umano non si hanno ancora oggi dati
analitici precisi. Per contro & chiarita la composizione degli aminoacidi
contenuti nei peptidi della fibrina che vengono liberati sotto I'azione
della trombina.

Si discutono brevemente i rapporti del fibrinogeno con alcuni ioni
metallici, e la sua tendenza alla formazione di complessi con altre macro-
molecole.

Oltreché il plasma sanguigno, anche i trombociti sono una fonte di
fibrinogeno. Il fatto che esso sia presente alla superficie dei trombociti
da un lato, e i suoi rapporti con le pareti vascolari dall’altro, rivestono
probabilmente una grande importanza fisiologica.

Summary

Fibrinogen has long been known because of its transformation into
insoluble fibrin, and on account of its poor solubility it is easily separated
from other plasma proteins, but its tendency for association and for
formation of complexes has long made its isolation as a pure preparation
very difficult.

A short survey is given of the methods used for the production of
therapeutically useful, as well as for the isolation of highly purified,
fibrinogen preparations. Physicochemical data are given and the present-
day ideas of its molecular structure are mentioned. Fibrinogen is a
glycoprotein; for human fibrinogen the exact analytical data are lack-
ing. On the other hand, we know the amino acid composition of the
fibrin peptides, arising from the action of thrombin on fibrinogen.

The relationship of fibrinogen to certain metal ions, and its tendency
to form complexes with other macromolecules, are briefly discussed.

Apart from blood plasma, also the blood platelets are a source of
fibrinogen. Its occurrence on the surface of the platelets, on the one
side, and its relation to the vessel walls, on the other side, are probably
of considerable physiological significance.
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