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Die Kontaktwirkung benetzbarer Oberflichen auf den Blutgerinnungsvor-
gang ist seit langem bekannt. Sie findet ihren augenfilligen Ausdruck in der
Abhingigkeit der Blutgerinnungszeit von der Wandbeschaffenheit der TestrShr-
chen, in denen Blut zur Gerinnung gebracht wird, Wihrend nach der ,Klassischen
Gerinnungslehre® die gerinnungsbeschleunigende Wirkung benetzbarer Oberfli-
chen auf die Auslosung des Thrombozytenzerfalls zuriickzufithren ist, sieht man
heute in Kontakteinfliissen ein aktivierendes Moment fiir bestimmte plasmatische
Gerinnungsfaktoren. Die Frage, welche Gerinnungsfaktoren als kontaktempfind-
lich anzusehen sind, ist noch umstritten. Die Mehrzahl der bisherigen Befunde
deutet darauf hin, daf insbesondere die Bildung von Blutthrombokinase eine
durch Oberflichenkontakt beeinflulbare Reaktion darstellt. Die im folgenden
zu schildernde Methodik soll eine Analyse der dabei auftretenden Kontaktwir-
kungen ermdglichen.*)

Frithere Untersuchungen (Egliund Klesper [1958]) hatten gezeigt, dafl
die Blutthrombokinase-Bildung durch einen intensiven Glaskontakt des im
Thrombokinase-Bildungstest (Biggs, Douglasund Macfarlane [1953],
Biggs und Macfarlane [1957]) zu verwendenden Serums beschleunigt
werden kann. Eine Beschleunigung der Blutthrombokinase-Bildung war auch zu
beobachten, wenn das mit Silikontechnik gewonnene Serum mit einer geringen
Serummenge inkubiert wurde, die zuvor mit Glaswolle kontakt-aktiviert wor-
den war. Dieser Befund lifit auf eine Kettenreaktion schliefen, die lediglich fiir
ihre Auslosung, nicht aber fiir ihren weiteren Verlauf einer Kontaktwirkung

#) Eine ausfithrliche Darstellung erfolgt im Rahmen der Inaugural-Dissertation von H,
Buscha.

1ent wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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bedarf. Somit sind direkte und indirekte Kontaktwirkungen zu unterscheiden.
Die indirekte Kontakt-Aktivierung einer mit Silikontechnik aufbereiteten Serum-
probe war auch dann noch durch eine mit Glas in Kontakt gebrachte Serum- oder
Plasmaprobe auslsbar, wenn diese vor dem Glaskontakt mit BaSOu adsorbiert
und anschliefend 30 Minuten auf 56° C erhitzt worden war. Eine so vorbehan-
delte Serum- oder Plasmaprobe enthilt nach den derzeitigen Kenntnissen (Rart-
noffund Colopy [1955]; Rosenthal, Dreskin und Rosenthal
[1953]) lediglich noch den Hageman-Faktor und das Plasma-Thromboplastin-
Antecedent (PTA), letzteres vermutlich durch die voraufgegangene Adsorption
und das Erhitzen in einer verminderten Konzentration. Die direkte Kontakt-
Aktivierbarkeit des Hageman-Faktors kann seit den Untersuchungen von Ra t -
noff und Rosenthal (1958), sowie Biggs, Sharp, Margolis,
Hardisty,Stewart,Davidson (1958) und Soulier, Wartelle
und Ménaché (1959) als gesichert gelten. .

Die Ausldsung eirier Kontakt-Aktivierung durch eine lediglich den Hageman-
Faktor und das PTA enthaltende Serum- oder Plasmaprobe eroffnet zugleich
auch die Mdglichkeit, direkte und indirekte Kontaktwirkungen getrennt zu unter-
suchen, worauf im folgenden niher eingegangen werden soll.

Der Kontakt-Aktivierungstest

Prinzip: Eine mit BaSOu adsorbierte und auf 56° C erhitzte, ausschlieRlich
den Hageman-Faktor und das PTA enthaltende Serum- oder Plasmaprobe wird
mit Glaswolle versetzt (direkte Kontakt-Aktivierung) und anschliefend mit
Silikon-Serum gemischt und inkubiert. Die dabei auftretende Aktivititssteige-
rung des Silikon-Serums (indirekte Kontakt-Aktivierung) wird nach 15minutiger
Inkubationsdauer mit Hilfe des Thrombokinase-Bildungstestes bestimmt.

Reagenzien

BaSOu-Plasma: Oxalat-Blut (1 Teil Na-Oxalac, 1,34%, auf 9 Teile Blut wurde unter Ver-
wendung innenpolierter Kaniilen und’silikonierter Spritzen gewonnen. Alle weiteren Manipula-
tionen erfolgten unter Silikontechnik. Das durch Zentrifugieren abgetrennte Plasma (15 Min./
4000 rpm) wurde mit 60 mg/ml BaSO4 (Merdk, reinst fiir Rontgenzwecke) versetzt, die Suspen-
sion 10 Minuten bei Zimmertemperatur mit einem silikonierten Glasstab gerithrt und anschlie-
Bend das BaSOs abzentrifugiert (10 Min./4000 rpm). Nachfolgend nochmalige BaSOs-Adsorption
mit 30 mg BaSOs pro ml bei sonst gleichem Vorgehen.

Silikon-Serum: Nach Punktion mit innenpolierter Kaniile spontan ausflieBendes Nativblut
wurde in silikonierten Testréhrchen (16 X 100 mm) aufgefangen und bei 37° C inkubiert. Nach
35 Minuten wurde das bereits gebildete, meist wandstindige Koagulum mit einem silikonierten
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Glasstab kurz mobilisiert, wodurch innerhalb weiterer 2 bis 3 Minuten eine massive Fibrinbil-
dung ausgeldst wird, Das neugebildete Koagulum wurde gleichfalls unter Silikontechnik mobili-
siert und abzentrifugiert. Die in Serum und Blutgerinnsel getrennte Blutprobe verblieb fiir wei-
tere 3 bis 4 Stunden im Wasserbad bei 379 C. Wihrend dieser Zeit kam es zu einer erheblichen
Steigerung des Prothrombinverbrauchs, so dafl trotz der angewandten Silikontechnik der Serum-
Prothrombingehalt unter 5% des Plasmagehaltes gesenkt werden konnte. Einzelheiten dieser
Defibrinierungstechnik, die sich zu einer Standardisierung des Prothrombinverbrauchs fiir Unter-
suchungen mit dem Thrombokinase-Bildungstest als besonders geeignet erwies, werden an ande-
rer Stelle ausfithrlicher beschrieben.

Die BaSOs-Adsorption des Serums erfolgte analog dem fir die BaSOu-Adsorption des Plas-
mas beschriebenen Vorgehen, nachdem das Serum zuvor mit Na-Oxalat (1,34% — 1 Teil Na-
Oxalat auf 9 Teile Serum) verserzt worden war.

Chloroform-Hirnextrakt: Als Kquivalent fiir den Thrombozytenfaktor 3 wurde ein nach
der Technik von Geiger, Duckert und Koller (1956) aus azetongetrocknetem Kanin-
chenhirn aufbereiteter lipoidhaltiger Chloroform-Extrakt verwendet.

Kalzium: als m/40 CaCls-Lésung.

Substratplasma zur Priifung der Blutthrombokinase-Aktivitit: (Dowex-Plasma). Seine Auf-
bereitung erfolgte unter Verwendung eines Kationen-Austauschers (Dowex 50) nach einer von
Duckert, Fliickiger, Isenschmid, Matter, Vogel-Meng und Koller
(1954) angegebenen Methodik.

Verdiinnungsmittel fir alle Verdiinnungen war Veronal-Natriumazetat-Puffer nach Mi-
chaelis, pH 7.4.

Zur Silikonierung wurde Silikon-Ol AK 350 der Firma Wacker, Minchen, verwendet,
das vor Gebrauch 2% in Chloroform DAB 6 geltst wurde.

Glaswolle: Zur Kontakt-Aktivierung wurde sowohl handelsiibliche Glaswolle als auch Glas-
wolle der Firma Mercl, bleifrei, pro analysi, verwendet; 60 bis 70 mg Glaswolle pro ml
Serum oder Plasma.

Durchfiithrung

ol. Direkte Kontakt-Aktivierung

2 bis 3 ml BaSOu-Serum oder BaSOs-Plasma werden 30 Minuten auf 56° C erhirzt und
anschliefend 5 Minuten mit Glaswolle bei 37° C verserzt (60 bis 70 mg Glaswolle pro ml
Serum oder Plasma).

2. Indirekte Kontakt-Aktivierung

Unmittelbar nach erfolgtem Glaswollzusatz werden 0,2 ml des BaSOu-Plasmas oder BaSOs-
Serums mit 1,8 ml Silikon-Serum gemischt und 15 Minuten im Wasserbad bei 37° C inkubiert.
Wihrend dieser Inkubationsphase kommt es zu einer Aktivititssteigerung des Silikon-Serums,
die mit Hilfe der einstufigen Faktor-IX-Bestimmung nach Geiger, Duckert und Kol-
ler (1956) oder — wie im folgenden beschrieben — mit Hilfe des Thrombokinase-Bildungstestes
bestimmt werden kann,

Die Aktivititssteigerung des Silikon-Serums war besonders ausgeprigt, wenn das Silikon-
Serum vor dem Zusatz des (unverdiinnten) BaSOs-Plasmas oder BaSOs-Serums im Verhiltnis
1 + 24 mic Puffer verdiinnt worden war, wobei fiir die nachfolgende Durchfilhrung des
Thrombokinase-Bildungstestes auf eine weitere Verdiinnung verzichtet wurde. Somit wiire dieser
Testansatz dem ersteren mit unverdinntem Silikon-Serum vorzuziehen. In diesem Fall ist
jedoch eine mehr oder weniger starke Spontanaktivierung des Silikon-Serums, die auch beob-
achtet werden kann, wenn das BaSOs-Serum oder BaSOs-Plasma durch Puffer ersetzt wurde,
durch eine besonders sorgfiltige Silikonierung der Testrdhren und Pipetten auszuschliefien.

1ent wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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3. Bildung von Blutthrombokinase

Nach beendeter Inkubation wird das Gemisch aus BaSOs-Plasma bzw. BaSOs-Serum
und Silikon-Serum im Verhilinis 1 + 24 verdiinnt (1 Teil des Inkubationsgemisches auf 24
Teile Puffer). Dem Prinzip des Thrombokinase-Bildungstestes folgend werden 0,3 ml dieser
Serumverdiinnung mit 0,3 ml BaSOs-Plasma (1 + 4 verdiinng), 0,3 ml Chloroform-Hirnextrake
(in einer als optimal ermittelten Verdiinnung) und 0,3 ml einer m/40 CaCls-Losung gemischt
und im Wasserbad bei 37° C inkubiert wird. — Es ist von besonderer Wichtigkeitr, dafl das im
Thrombokinase-Bildungstest zu verwendende BaSO4-Plasma frisch mit Silikontechnik aufbereiter
wurde. Bei — 20° C gelagerte BaSOs-Plasmaproben sind ungeeignet, da durch das Einfrieren
ein der dirckten Kontakt-Aktivierung entsprechender Vorgang ausgelést worden sein kann.

4. Bestimmung der Blutthrombokinase-Aktivitit

Die Aktivitit der sich in dem vorstehend angegebenen Inkubationsgemisch gebildeten Blut-
thrombokinase wird nach dem Prinzip des Thrombokinase-Bildungstestes (Biggs und Mac-
farlane [1957]) in Intervallen von 1 Minute an Dowex-Plasma gecester.

Auf welche Weise diese Folge direkter und indirekter Kontakt-Akeivierung die Blutthrombo-
kinase-Bildung zu beeinflussen vermag, zeigt die Abb. 1. Wie daraus zu erschen, erfolgt die
Blutthrombokinase-Bildung in einer fiir den Thrombokinase-Bildungstest typischen Weise, wenn
das im Bildungstest verwendete Silikon-Serum mit einem BaSOu-Serum inkubiert wurde, das
zuvor mit Glaswolle in Kontakt gebracht worden war (Kurve II). Dagegen war die Blut-
thrombokinase-Bildung stark verzégert und vermindert, wenn das mit dem Silikon-Serum zu
mischende BaSQu-Serum ohne Glaskontake belassen wurde (Kurve I).

Gleiche Befunde konnten erhoben werden, wenn BaSOs-Plasma an Stelle von BaSOs-Serum
verwendet wurde, Somit erscheinen der oder die direkter Kontake-Aktivierung zuginglichen
Gerinnungsfakroren in Serum und Plasma nicht in unterschiedlicher Konzentration vorzuliegen.

Eichkurven

Fiihrt man den Kontakt-Aktivierungstest mit steigend verdiinntem BaSOs-Serum oder
BaSOs-Plasma durch, so kommt es als Ausdruck einer zunchmend reduzierten indirekten
Kontakt-Aktivierung zu einer zunehmend verminderten Blutthrombokinase-Bildung. Auf diese
Weise werden unter Beriicksichtigung bereits frither dargelegter Uberlegungen (Egli und
Klesper 1958) quantitative Angaben iber die durch direkten Glaskontake aktivierbaren
Gerinnungsfaktoren ermbgliche.

Nachdem so das Prinzip und die Technik des Kontakt-Aktivierungstestes
dargelegt wurde, sei im folgenden mit der Untersuchung der Bedeutung des
Kalziums fiir die Kontaktwirkung benetzbarer Oberflichen zugleich eine seiner
Anwendungsméglichkeiten demonstriert.

Der Einfluf von Kalzium auf die Kontakt-Aktivierung

Zu den offenen Fragen iiber den Reaktionsmechanismus von Kontaktwir-
kungen gehért die nach der Beteiligung des Kalziums. Die Mehrzahl der Unter-
sucher stimmt darin iiberein, dafl Kalzium fiir eine Kontaktwirkung benetzbarer
Oberflichen nicht erforderlich ist. In eigenen Untersuchungen konnte jedoch eine
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deutliche Kalziumabhingigkeit der Kontakt-Aktivierung des Faktors IX (be-
stimmt nach der Methodik von Geiger, Duckert und Koller [1956])
gezeigt werden (Egli und Klesper [1958a]). Da die gleichen Untersuchungen
es aber als fraglich erscheinen lieflen, ob die Methodik von Geiger, Duckert
und Koller als isolierte Faktor-IX-Bestimmung anzusehen ist oder vielmehr
einen Komplex aus direkt und indirekt aktivierbaren Gerinnungsfaktoren erfaflt,
lag es nahe, mit Hilfe des Kontakt-Aktivierungstestes den Einfluff von Kalzium
auf die direkte und indirekte Aktivierungsphase zu untersuchen.

Der Einfluff von Kalzium auf die direkte Kontakt-Aktivierung

Zur Priifung der Frage, ob die direkte Kontakt-Aktivierung der Mitwirkung
von Kalzium bedarf, wurde die mit Glaswolle in Kontakt zu bringende Serum-
probe nach vorheriger BaSOs-Adsorption und 30minutigem Erhitzen auf 56° C
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Abb. 1: Der Eiﬂf#ﬂ won BaSOw-Serum (30 Minuten auf 56° C erhitzt) auf dic Aktivitde von Silikon-

Serum im Thrombokinase-Bildungstest. BaSOs-Serum (1 Teil) und Silikon-Serum (9 Teile) wurden gemische

und 15 Minuten bei 37° C inkubiert. — Kurve 1: Das BaSOu-Serum war obne Glaskontakt belassen wor-

den. — Kurve I1: Das BaSOu=Serum war vor Mischung mit dem Silikon-Serum 5 Minuten mit Glaswolle
bei 37° C inkubiert worden.

Abb. 2: Der Einfluf von Kalzium auf die divekte Kentaki-Aktivierung,
Testgemisch 1 — Direkte Kontakt-Aktivierung bei Anwesenbeit von Kalzium.
0.4 ml physiologische Kochsalzlésung wurden mit 1,6 ml BaSOs-Serum®) gemischt, 5 Minuten mit Glaswolle
bei 379 C aktiviert und anschliefend mit 0,4 ml Nalriumzitratlasung (3,3‘%) Versetzt. 0,2 m} dieser
Mischung wurden mit 1,8 ml Siliken-Serum 15 Minuten bei 37° C inkubiert (indirekte Kontake-Aktivie-
rung). Nach beendeter Inkubation wurde dieses Gemisch im Verhiilenis 1 + 24 mit Puffer verdiinnt und
als Serumkomponente im Thrombokinase-Bildungstest verwender,
Testgemisch 11 — Direkte Kontake-Akrivierung bei Abwesenheit von Kalzium.
0,4 ml Natriumzicracldsung (3,8%) wurden mit 1,6 ml BaSOw-Serum*) gemische, 5 Minuten mit Glaswolle
bei 37° C aktiviert und anschliefiend mit 0,4 ml physiologischer Kochsalzlésung verserze. 0,2 ml dieser
Mischung wurden mit 1,8 ml Silikon-Serum 15 Minuten hes 37° C inkubiert (indirekte Kontake-Akrivie-
rung). Weiteres Vorgehen enrsprechend dem Testgemisch 1.

*) Das BaSOs-Scrum wurde zur Entfernung des Natriumoxalats 12 Stunden gegen mehrfach gewedhselte
physiologische Kochsalzl8sung dialysiert, womit eine gegenseitige Beuinﬂus!unr von Zitrat- und Oxalat-
lésungen vermieden werden sollte. Die ausschliefiliche Verwendung von Oxaladlésungen ist wegen ihrer
gegeniiber Zitratlésungen verzigert cintretenden dekalzifizierenden Wirkung ungeeigner, da dadurch cine
Ausschaltung des der Glaswolle anhaftenden Kalziums nicht rechtzeitig genug erfolgr, um kalziumabhingige
Kontaktwirkungen sicher zu blockieren,

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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vor der Kontakt-Aktivierung mit Natriumzitrat (3,8%) oder, in einer Kontroll-
reihe, mit einer entsprechenden Menge physiologischer Kochsalzlsung versetzt.
Detaillierte methodische Angaben finden sich bei der Abb. 2. — Um eine von
der Wirkung auf die direkte Kontakt-Aktivierung zu unterscheidende ander-
weitige Zitratwirkung sicher ausschliefien zu konnen, wurde der Kontrollreihe
nach beendeter Kontakt-Aktivierung ebenfalls ein gleiches Volumen Natrium-
zitratldsung zugesetzt. Die vor der Kontakt-Aktivierung bereits mit Natrium-
zitrat versetzte BaSOs-Serumprobe erhielt zum Volumenausgleich eine entspre-
chende Menge physiologischer Kochsalzlsung.

Wie die Abb. 2 zeigt, filhren beide Mefireihen zu einer gleich schnellen und
gleich starken Blutthrombokinase-Bildung, so daff die direkte Kontakt-Aktivie-
rung durch die erfolgte Dekalzifizierung nicht beeinflult worden sein kann.
Priift man jedoch die thrombokinasebildende Aktivitit zweier Serumptoben im
Thrombokinase-Bildungstest, die entsprechend der vorstehenden Versuchsanord-
nung vor und nach Glaskontakt mit einer Natriumzitrat- bzw. einer physiologi-
schen Kochsalzlésung versetzt worden waren, so zeigt sich eine deutlich verzs-
gerte und verminderte Bildung von Blutthrombokinase, wenn der Zitratzusatz
vor der Kontakt-Aktivierung erfolgte (Abb. 3). Daraus ist zu folgern, daff die
verwendeten Natriumzitratkonzentrationen fiir die Hemmung der Kontaktwir-
kung grundsitzlich ausreichend waren, die nach den bisherigen Ergebnissen somit
fiir die indirekte Kontakt-Aktivierung erwartet werden sollte.

Der Einflufl von Kalzium auf die indirekte Kontakt-Aktivierung

Zur Klirung der Frage, ob die wihrend der Inkubation eines Gemisches aus
aktiviertem BaSOs-Serum und nicht aktiviertem Silikon-Serum ablaufenden
(indirekten) Aktivierungsvorginge der Anwesenheit von Kalzium bediirfen,
wurde die Inkubationsphase sowohl in kalziumfreiem als auch in kalziumhalti-
gem Milieu durchgefiihrt. Dazu mischten wir das erhitzte und in der fiir den
Kontake-Aktivierungstest beschriebenen Weise aktivierte BaSOs-Serum mit
einem Silikon-Serum, das zuvor durch Natriumzitratzusatz dekalzifiziert wor-
den war (1 Teil Natriumzitrat, 3,8%0, auf 4 Teile Silikon-Serum). In einer Kon-
trollreihe wurde die Natriumzitratldsung durch physiologische Kochsalzldsung
ersetzt. Um eine eventuelle Zitratwirkung auf die weitere Blutthrombokinase-
Bildung und Bestimmung ausschlieflen zu kénnen, wurde nach beendeter Inkuba-
tion dem kalziumfreien Inkubationsgemisch physiologische Kochsalzlésung, dem
kalziumhaltigen Inkubationsgemisch des Kontrollversuchs ein entsprechendes
Volumen Natriumzitratlosung zugesetzt. Wie aus der Abb. 4, bei der sich auch
nihere methodische Angaben finden, ersichtlich, erfolgt die Blutthrombokinase-
Bildung stark verzogert und vermindert, wenn die indirekte Aktivierungsphase
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in Abwesenheit von Kalzium abliuft. Die Kontrollreihe, bei welcher der Zitrat-
zusatz erst nach beendeter Inkubation, d. h. nach beendeter indirekter Kontakt-
Aktivierung, erfolgte, war dagegen eine vollig normale, durch die zugesetzte
Natriumzitratlosung unbeeinflufit bleibende Bildung von Blutthrombokinase zu
beobachten.
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Abb. 3: Die Kalzfum-ﬂbbingl'gkﬂ't der Kontakt-Aktivierung von Silikon-Serum. Die komplexq Aktivi-
it des Silikon-Serums wurde im Thrombokinase-Bildungstest bestimme.

Kurve I: Blutthrombokinase-Bildufig unter Verwendung von Silikon-Serum, das in Anwesenheit ven Kal-

zium kontakt-aktiviert wurde. (1,6 ml Silikon-Serum wurden mit 0,4 ml physiologischer Kochsalzl8sung ver-

setzt und anschliefflend 5 Minuten mit Glaswolle bei 37° C inkubiert. Nach méglichst quantitativem Ab-

trennen der Glaswolle Zusatz von 0,4 ml Natriumzitratlésung (3,8%], Verdiinnung 1 -+ 24 und Verwendung
als Serumkomponente im Thrombokinase-Bildungstest). A

Kurve 11: Blutthrombokinase=Bildung unter Verwendung von Silikon-Serum, das bei weitgechendem Mangel

an Kalzium kontakt-aktiviert wurde. (1,6 ml Silikon-Serum wurden mit 0,4 ml Nnrmmgurmlﬁwnx_ [3,8%]

versetze und anschlieflend 5 Minuten mit Glaswolle bei 379 C inkubiert. Nach méglichst quantitativem

Abtrennen der Glaswolle Zusatz von 0,4 ml physiologischer Kochsalzlésung). — Weiteres Vorgehen wie

bei Kurve 1

Abb. 4: Der Einfluff von Kalzinm anf die indirckte Kontakt-Aktivierung. Ein Vergleich der Kurven I
und 11 lific eine deucliche Kalziumabhingigkeic der indirekten Aktivierungsphase erkennen.
Testgemisch I — Indirekte Kontakt-Aktivierung, bei Anwesenbeit von Kalzixm. i
0,2 ml eines 5 Minuten bei 37° C mit Glaswolle akeivierten BaSOs-Serums wurden 1,8 ml ?Cnd\!ﬂlz-f-iﬂll?n-
Serum (1 Teil physiologische Kochsalzldsung + 4 Teile Silikon-Serum) gemischt und 15 Minuten bei 37° C
inkubiert (indirekee Kenrake-Aktivierung). Dieses Gemisch wurde nach berndeter Inkubation mit 0,36 ml
Natriumzitraclésung (3,8%) versetze, im Verhilnis 1_+ 24 mit Puffer verdiinne und als Serumkomponente
im Thrombokinase-Bildungstest verwendet. ;
Testgemisch 11 — Indirekre Kontake-Alktivierung bei Abwesenbeit von Kalzium. :
0,2 ml cines 5 Minuten bei 37° C mit Glaswolle aktivierten BaSOi-Serums wurden mit 1,8 ml_eines
Marriumzitrat-Silikon-Serums (1 Teil Nacriumzitratldsung + 4 Teile Sfllkon-Serurn) gemischt und 15 Mll:lll-
ten bel 379 C inkubiert (indirekre Kontakt-Aktivierung). Dieses Gemisch wurde nach beendeter Inkubation
mit 0,36 ml physiologischer Kochsalzlésung verserzt, im Verhilltmis 1 + 24 mit Puffer verdiinnt und als
Serumkomponente im Thrombokinase-Bildungstest verwender,
Testgemisch 11T — Priifung der Bluthrombokinase-Bildung obne wnrbrrlgf Kontakt-Aktivierung des BaSOs-
Scrums. Ubriges Vorgehen wie bei Testgemisch L.

Fafit man die Ergebnisse dieser Versuchsreihen zusammen, so mufs die Mit-
wirkung des Kalziums fiir eine volle Kontaktwirkung benetzbarer Oberflichen
als unentbehrlich angesehen werden, wenn unter dieser die Summe direkter und
indirekter Aktivierungsvorginge verstanden wird. Wie der Kontakt-Aktivie-
rungstest zeigt, bedarf jedoch nur die indirekte Kontakt-Aktivierung der Mit-

wirkung von Kalzium.

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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Besprechung der Ergebnisse

Friihere Versuche haben gezeigt, dafl hinsichtlich des Einflusses benetzbarer
Oberflichen auf die Blutthrombokinase-Bildung zwischen direkten und indirek-
ten Kontaktwirkungen unterschieden werden mufl. In Anlehnung an den
Thrombokinase-Bildungstest wird im vorstehenden eine Methodik angegeben, die
es gestattet, zwischen direkten und indirekten Kontaktwirkungen zu differen-
zieren. Im Unterschied zu anderen, ebenfalls die Kontrolle von Kontaktwirkun-
gen ermoglichenden Methoden, wie dem ,glass activation test® und der ,kaolin
clotting time“ von Margolis (1957 und 1958) oder der von Waaler an-
gegebenen Methodik (1959) erfafit der Kontakt-Aktivierungstest vornehmlich
die an der Blutthrombokinase-Bildung beteiligten kontaktsensiblen Phasen. Das
erscheint insofern von Wichtigkeit, als nach eigenen friiheren Untersuchungen
(Egli [1957]) die Kontaktwirkung ,fremder” Oberflichen als eine Conditio
sine qua non fiir die Blutthrombokinase-Bildung anzusehen ist. Der in mehrere
Stufen unterteilte Bestimmungsvorgang erlaubt insbesondere reaktionskinetische
Untersuchungen, wobei je nach Fragestellung entsprechende Modifikationen
moglich sind.

Beim Kontakt-Aktivierungstest werden nur der Hageman-Faktor und das
PTA unmittelbarem Glaskontakt ausgesetzt, da nur diese beiden Faktoren weder
an BaSOa adsorbiert noch durch 30minutiges Erhitzen auf 56° C zerstort wer-
den (Ratnoff und Colopy [1955]; Rosenthal, Dreskin und
Rosenthal [1953]). Fiir den Hageman-Faktor kann die direkte Kontakt-
Aktivierbarkeit insbesondere seit den Untersuchungen von Ratnoff und
Rosenblum (1958) sowie von Margolis (1957) als gesichert gelten. Fiir
das PTA haben Rapaport, Ames und Mikkelsen (1958) gleichfalls
eine Kontakt-Aktivierung beschrieben. Die Frage, ob es sich dabei um eine
direkte oder indirekte Kontakt-Aktivierung handelt, wurde von den Autoren
weder diskutiert, noch war sie auf Grund ihrer Versuchsanordnung zu entschei-
den, da die verwendete Einstufenmethode nicht zwischen direkten und indirekten
Aktivierungsvorgiingen zu differenzieren gestattete. Auch der Kontakt-Aktivie-
rungstest erlaubt in seiner vorliegenden Form zu dieser Frage keine Aussage, da
in dem mit Glaswolle in Kontakt gebrachten BaSOs-Plasma oder BaSOu-Serum
Hageman-Faktor und PTA enthalten sind. Die Frage nach der direkten Kon-
takt-Aktivierbarkeit des PTA wire jedoch mit dem Kontake-Aktivierungstest
prinzipiell moglich, wenn er unter Verwendung von Blutproben durchgefiihrt
wiirde, denen entweder der Hageman-Faktor oder das PTA fehlt. Auf Einzel-
heiten der dazu erforderlichen methodischen Modifikationen sei nicht niher ein-
gegangen, zumal fiir eigene Versuche frische Blutproben dieser seltenen Mangel-
zustinde bisher nicht verfiigbar waren. Inwieweit durch stirkeres Erhitzen das
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im BaSOs-Plasma oder BaSOu-Serum enthaltene PTA bei erhalten bleibendem
Hageman-Faktor inaktiviert werden kann und somit mit dem Kontakt-Aktivie-
rungstest eine isolierte Bestimmung des Hageman-Faktors erméglicht wiirde, ist
zur Zeit Gegenstand weiterer Untersuchungen.

An der zweiten, indirekten Aktivierungsphase diirfte vor allem der Fak-
tor IX beteiligt sein. Verfolgt man nimlich die Faktor-IX-Aktivitit in dem
Gemisch aus aktiviertem BaSOs-Plasma oder BaSOu-Serum und Silikon-Serum
wihrend der Inkubationsphase, so findet sich ein kontinuierlicher Anstieg der
Faktor-IX-Aktivitit, Diese sicher indirekte Kontakt-Aktivierung des Faktors IX
schlieRt aber die Miglichkeit seiner direkten Kontakt-Aktivierbarkeit nicht aus.
Auf Grund von Versuchen mit isoliertem Faktor IX, iiber die an anderer Stelle
berichtet werden soll, sind wir jedoch mit Waaler (1959) der Auffassung, dafl
eine direkte Kontakt-Aktivierung des Faktors IX nicht erfolgt.

Mit Hilfe des Kontakt-Aktivierungstestes war es weiterhin méglich, die um-
strittene Bedeutung des Kalziums fiir die Gerinnungsvorphase zu kldren. Es
unterliegt keinem Zweifel, daff die Mitwirkung des Kalziums fiir eine volle
Kontaktwirkung benetzbarer Oberflichen unentbehrlich ist, wenn unter dieser
die Summe direkter und indirekter Kontaktwirkungen verstanden werden soll.
Geht man von der Vorstellung aus, daf§ die unmittelbare Kontaktbeeinflussung
des Hageman-Faktors zu einer Komplexbildung zunichst mit dem PTA und
dann mit dem Faktor IX fiihrt, so ist nach den vorliegenden Befunden Kalzium
lediglich fiir das letzte Glied dieser Reaktionskette erforderlich. Dagegen ist
Kalzium fiir die unmittelbare Kontakt-Aktivierung des Hageman-Faktors sicher
entbehrlich, seine Mitwirkung an der Reaktion zwischen Hageman-Faktor und
PTA auf Grund der vorliegenden Befunde nicht zu unterscheiden. Diese reak-
tionskinetischen Folgerungen stimmen mit denen von Margolis (1958),
Soulier, Wartelle und Ménaché (1959) sowie Waaler (1959)
tiberein.

Zusammenfassung

Es wird eine Methodik beschrieben, die eine differenzierte Bestimmung direk-
ter und indirekter Kontaktwirkungen auf die Blutthrombokinase-Bildung ermog-
licht. Dazu wird eine zuvor auf 56° C erhitzte Probe von BaSOu-Serum oder
BaSOu-Plasma intensiv mit Glas in Kontakt gebracht (direkte Kontakt-Aktivie-
rung) und mit einer unter Silikontechnik gewonnenen Serumprobe gemischt. Die
danach auftretende Steigerung der thromboplastischen Aktivitit des Silikon-
Serums (indirekte Kontakt-Aktivierung) wird mit Hilfe des Thrombokinase-
Bildungstestes von Biggs, Douglas und Macfarlane bestimmt. —
Kalzium erwies sich lediglich fiir die indirekte Kontakt-Aktivierung als unent-
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behrlich, in der vermutlich eine Reaktion zwischen dem Faktor IX (Christmas-
Faktor) und einem, unter dem Einflufl direkter Kontaktwirkung gebildeten
Komplex aus Hageman-Faktor und PTA erfolgt.

Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

Summary

A method is described which allows a differentiation and estimation of
contact effect on the thromboplastin generation test. For this purpose serum or
plasma adsorbed on BaSOs and heated to 56° C is treated with glass (direct
contact activation). This activated serum is mixed with serum prepared by
silicone technic. The latter is activated by the former (indirect contact activation)
and assayed in the thromboplastin generation test of Biggs, Douglas
and Macfarlane. Calcium is needed only for indirect contact activation,
during which probably a reaction takes place involving Factor 1X (Christmas

Factor) and a complex of Hageman-Factor and PTA, formed during direct
contact activation.

Résumé

Une méthode est décrite qui permet une détermination de Iaction de contact
directe et indirecte sur la formation de la thromboplastine sanguine. Dans ce
but un sérum ou plasma adsorbé sur BaSOu et chauffé i 56° C est activé par
contact intensif avec le verre (activation par contact direct), puis mélangé
avec un sérum obtenu en utilisant du matériel siliconé. L’activation résultante
(activation de contact indirect) est mise en évidence au moyen du test de formation
de la thromboplastine de Biggs, Douglas et Macfarlane. Le calcium
est nécessaire seulement pour I'activation indirecte au cours de laquelle il y a
réaction probable entre le facteur IX (Christmas Factor) et un complexe Facteur
Hageman-PTA formé sous I'influence de I’activation de contact direct.
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