
UTJECAJ CISTEINA I CISTINA NA ZGRUšAVANJE 
FIBRINOGENA S POMOCU TROMBINA*) 

Nikša Allegretti i Stojanka Buta 

Fenomen zgrušavanja krvi razdijeljen je i promatranu neko­
liko fragmenata, koji u glavnom odgovaraju shemi, koju su kon­
cem prošloga i početkom orv•og·a stoljeća predložili začetnici tih 
istraživanja S ch mi d t1) i kasnije Mora w i t z2

). Njihova se 
shema održala kao temelj istraživanja problematike zgrušavanja 
krvi gotovo u nepromijenjenom obliku sve .do danas. 

Zbo·g bjelančevinaste prirode nekih sastojaka, koji sudjeluju 
u mehanizmu zgrušavanja, čitav fenomen i pojedini fragmenti 
teško su pristupačni potanjoj kemijskoj razradibi. Zato se opće­
nito još uvijek upotrebljava - analogno kao u kemiji ferme­
nata - metoda istraživanja djelov·anja pojedinih kemijskih spo­
jeva na pojedinačne faze, i po ishodu takvih reakcija zaključuje 
o kemizmu i funkciji tvari, koje sudjeluju u čitavom procesu. 

Za mehanizam jedne od t·aikvih zasebnih faza drži se, da je 
funkcija tvari tiolne i disulf:idne naravi. Oslanjajući se na takvo 
tumačenje jednog dijela reakcionog mehanizma, objavljen je u 
posljednje vrijeme čitav niz rasrpr·ava. 

Novi put u .ovom istraživanju otvorili su M u e I 1 e r i S t u r g i s3) 
našavši produJjeno vrijeme zgrušavanja oksalatne plazme, ako joj je pret­
hodno bio dodan cistein. Ovo su nastavili i razradili K ii h na u i Mo r­
g e n ste r n4) i pokazali, da od svih istraživanih spojeva (cistein, glutation­
tiol, er.gotionein i tiolhistidin) glutation-tio'1 ima najjači učinak. Po njiho. 
vira navodtma glutation-tiol i .glutation-disuMid djeluju u istom smislu. Na­
dalje oni tvrde, ·da obje ove tvari produljuju vrijeme z.grušavainja krvi 
odnosno fibrinogena djeilujući kod toga na trombin. 

Mišljenje, da je trombin ferment djelatan samo u nazočnosti slo­
bodnih tiolnih skupina, nije s.e moglo održati upravo zbog spomenutog 
jednakog djelovanja obaju oblika glutationa. No otopina trombina poka. 
zuje slabu nitroprusidnu •reakciju, koja se dade pojačati kalijevim cijanL 
dom. Time se je došlo do zakljuička da trnmbin nije disulifidne naravi 
i da djelovanje glutation-tiola ne Ježi u redukciji trombina u tiolni oblik. 
Nakon ovoga prevladaio je mišljenje da ·glutation-tiol djeluje na zgruša­
vanje krvi odnosno fibrinogena tako, da stvara kompleksne spojev•e sa 
teškim metalima, naročito bakrom i željez.om. 

Str u ,g h 0 1! d j , W o h I :i s c h 5) stoje n:a stanoviiŠtu, da je trombin fer. 
ment, koji katalizira spontano zgrušavanje finilbroge.na i da je zgrušavanje 
ifibrinogena za.grijavanjem isti proces kao i zgmšavanje pomoću trom.b ina. 
Prema njima se u oba sh1čaja radi o denaturaciji fibrinogena, t. j. o oksi. 
dacij,i njegovih •tiolnih sk•upina. 

, F. i M. B e r n h e i m6) potvrdili su spomenute navode. Oni su poka­
zali, da 4-amino-2-metilnaft.ol ikatalizira oksidaciju tiolnih skupina. Spo-

*) Predavano u Dmštvu z'a eiks1perimentalnu medicinu u Zagrebu, dne 
30. prosinca 1948. 
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}evi, koji i.maju akt.ivnost kao vitamin K imaju u svojoj molekU'li nafto. 
kinonsku strukturu i oni mogu također katalizirati oksidaciju tiolnih 
sikupina. 

L. F. i M. F i e se r7) tvrde, da derivati 2-meti.l~l,4-naftokinona stva­
raju konjuigate s bjelančevinama, koje u svojoj molekuli sadrže t iolne 
skupine. 

Je.ney, Va 1lyi-Na .gy i Magyari8) istraživruli su pojačanje he­
pari1nsJrn1g djelovanj.a, koje naista.je dodatlmm ne:kih r.eddks-i1ndiikatorn. Oni 
su našlrl, da djelovanje ovih opada ovim redom: metilensko modrilo, safr.a­
nin, neutralno crve.ni'lo, o-klorfenol-indofenol .j fenol-m-sulfonat-indo-2,6· 
dibromfenol. Djelovanje elektro.pozitivn:h boja bHo je obrnuto djefovanju 
elektronegativnih :boja, Ekstr'akt jetre imao je u njihovim ·pokusima anti­
heparinsko djelovanje, št.o su oni pripisali glutationu odnosno cisteinu. 
Prema njima, dakle, tiolne skupine ubrzavaju z1grušavanje krvi. 

U novije vrijeme B a 'UI m lb erge r9), na temelju polarografskog is.fra­
živ.anja fibrinogena ·ponovno tvrdi, da fio/.ift--nll!ltaje iz fibrinogena oksida­
cijom njegovJh tiolnih sku:pina. Prema mjernu fa,~vu oksidaciju katalizira 
trombin. Ove njeg.ove tvrdnje su nepotpuno al.'gumentirane i ne daju pot. 
puni uvid u tok ove pretvol.'be. 

Je n e y, V a 1 y :i1 
- Nag y i V a c z ·i~0), u jednoj .svojoj ka:snijo.j olbjav­

ljenoj nadnji ·također tvrde, da je zgrušavanj1e filbritnogeina oks.id.a·cij.a t io•l­
nih skµpina u njegovoj molekuli. 

Ch a r ga ,f J11) navodi u sv.ojoj mono·grafiji neobjavljene rezultate 
B ran d-a, Ka s se 1-a i Z i f f.a, po Ikojima je ·dokazana nazočnost tiolnih 
skupina u fiibrinogenu reakcijom sa porfirindin-0m. 

Prema Ja c q u e s-u12) fiibrino.gen reducira vodi.kov su:peroksid i jod. 
Ovakav oksidirani fibrinogen bio je međutim i dalje koagulabilan, pa nije 
jasno, na koje mjesto u molekuili .fibrinogena zahvaćaju gornji spojevi. 

I L y on srn) pri1pisuje z,gru~aivanj.e ifi:1brinqgellla okstl.da•ai1jri, t11jegovih 
tiolnih sku:pina i kaže, da stvaranjem disulf.idnih vezova nastaju niti fibrina. 

Ch a r gaf ,f i Ben di c h14) dobni su zgmšavrunje fibrino.gena do­
datkom ninhidrina, kloramina-T, l,41-naftokinon-12- sulfonata, '.l,2-naftokinon-
4-sulfonata, salicHaidehida i aloksana be,z nazočnosti trom.bina. G e r b e r 
i B 1 a n ch a r d15) ovo pobijaju, izuzevši iz spomenutih spojeva salicilal­
dehid. Dodatkom potonje.g dobili su i oni ugrušak iz fibr.ino.gena, ali je 
·ovaj bio mno.go manje kompaktan od trombinskog. Oni su istraživali dje­
lovanje hidrokinona na zgrušavanje fibrinogena pomoću trombina i vidjeli, 
da je dodatkom hidrokinona zgrušavanje ubrzano. Mehanizam takvog ka· 
talitičkog djelovanja hidrokinona tumače oni ovako: 
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(F = fibrinogen, a T = troimbin) 

T-SS-T + 0-2T-SH+6 
OH O 

2F-SH T 6 
o 

J:, -F-SS-F+ V 
OH 



HidroJdnon prema tome redudra trom1bin, pretvara se u kinon, koji oksi­
dira fibrinogen, t. j. stvara Hbrin. Hidrokinon dakle u ovom pokusu kata. 
lizir.a zgrušavanje .fibrino;gen.a. 

Nakon .ovih .radova L y o n s - a i G a .r b e r - a ri B 1 a n c h !H d - a 
shema z.grušavanja fi:brino.gena izgledala bi ovako: 

Trombin T-SS-T 
F.ibrinogen F-SH . ~ Fibrin F-SS-F. Trombin, dakle, 

oksidira ti.olni .fibrinogen u disulfidni fibrin. 
Napokon, Gerber i Blanchard, navode i čitav niz spojeva, 

kao cistein, cistin, glutation-tiol i .glutation-disulfid koji produljuju vrijeme 
zgmšavanja .fibrinogena. Ovi spojevi kao i hidrokinon djeluju u pr.ocesu 
zgrušavanja .fibrinogena na trombin. No autori nisu dali tumačenje ovoga 
djelovanja. 

Ištraživanja, koja smo izv!1šHi i kojih rezultate pr~ka·zujemo 
u OiVOj rasprav~, kretala su se oko pitanja, da H cistein i cistin 
odnosno g.lutation-tiol i glutation-disufi.d djeluju na reakcioni 
mehanizam z.grušaiVanja krvi u istom smislu, t. j. pr-oduljujući 
vrijeme zgrušavanja. Os1im toga pokušali smo provjeriti poznato 
opažanje, koje, kako nam se čini, ne dopušta siguran zaključak, 
da li malo prije spomenute tvari zahvaćaju svojim djelovanjem 
fibrinogen ili trombin. 

Opis pokusa 
U našim istraživanjima slu!Z~li smo se ovim metodamll. 
Protrombinsko vrijeme određivali smo po metodi Q u i c k-a upotre. 

bom preiparata trom!bok.inaze (»Roche«). 
Određ.i•vanje vremena zg·rušavan ja· f'ilbrinoigenia vrši:li smo u uski<m 

epruvetama kod temperature 3i7°'C, a samo ~grušavanje odmjerili smo po. 
javom prvog pahuljastog tafoga fibrina na staklenoj ušci. U pojedine e,pru· 
vete stavljano je po 1 ccm otopine fibrino.genskog preparata, po 0,5 ccm 
dodafu {cisteiin, a:st'n ii t. d.) r.aizli1čiit:lh 'koiJ:lJcentracij,a ·i po 0,5 ccm Q,01{)0/o 
otopine trombina (»Roche«). 

Fibrinogen smo priredili najprije 1po metodi Lak i-a16), zatim drugi 
prep'ar.at po bitno različitoj metodi Kec kw i c k-a i Ma c k a y -a17). 

Niz naših pokusa zgrušavanja izveli smo d tako, da smo pustili da 
otopina tmmbina odnosno fibrinogena prethodno stoji stanovito vrijeme 
(od 5 do 60 minuta) s cisteinom odnosni() C'ilstirnom, i ·tek nakon toga upo·­
trebi u pokusu. 

Neke naše pokuse zgrušavanja fibrinogena u nazočnosti cisteina iz. 
veli smo i u dušikovoj atmosferi. 

Pokusi s metilenskim modrilom izvedeni su u T h u n b erg-ovoj ci­
jevi. U cijev stavljano je po 3 ccm 0,318% otopine fibrinogena, zatim 1 ccm 
talkove otopine cisteina, da ie koncentracija te tvari u cijelom ogledu izno­
sila 10-3m. U šuplji čep stavlja[i smo po l ccm otopine metilenskog modrila 
(1!: 5000) u m/15 fosfatnom puferu pH 7,4. Cijev je zatim evakuirana, do­
livena je otopina metilenskog modrila i odmjerena brzina odbojadisanja„ I 
u ovim 1poikus.ima primij.enjena }e oto'Pina Hbrinogena, koja je prethodno 
stajala u dod im s.a cisteinom. U~otreibljeno me•ti'lensko mod'!'Ho i prep'arat 
fibr.inogena nisu sadržavali željeza. 

Cistein-hidroklorid upotrebljen u našim pokusima (»Merck«) otapan 
j.e u vodi. 1-Cistin (»Me.rck«) pripremljen je tako, da je odvaganoj koli-
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čini tvari uz vodu dodana i potrebna ko!Hčina solne kiseline, da se dobije 
hidroklorid .i time tvar otopi. 

Kao tio:lne tvari u nekim pokusima uipotrebili smo otop1nu glutationa 
(»Roche«) i vodenu emulziju 2,3-ditioglicerina (»BAL«) priređenog u 
zavodu. 

Pregled i ocjena rezultata 

Određivanjem protrombinskog vremena oksalatne plazme ku­
nića, zamorca ili čovjeka uz dodatak cisteina ili cistina dobili 
smo rezultate, koji na prvi pogled govore o različitom djelovanjt: 
ovih tva·ri. Kako se i.z rezultata, predočenih u tabeli I. odnosno 
grafički u slici 1. vidi, ustanoviU smo najprije, da male koncen­
tracije cisteina skraćuju protrombinsko vrijeme, dok ga veće 
produljuju. J .ednako smo tako mogli ustan:oviti,, da se u opis·anim 
pokus.ima sa 1-cistinom mijenja potrombins:ko vrijeme tako, da 
se samo produljuje. (Tabela II. i sl. 1.) 

Tabela I. 

Koncentracija cisteina 

I 
Protrombinsko vr.ijeme 

u og1edu u sekundama 

0,8 X m-2 m 15 

,1,0 X m-2 m 12 

0,3 X 110--1 m 19 
0,5 X w--1 m 41 

0,8 X 10--1 m 43 

l;O X m--1 m 44 
----

Destilirana voda I Zl u ogledu I 
. Ovo opažanje ponukalo nas je, da spomenute pokuse 
iizvedemo i sa fibrinogenskim preparatom uz primjenu čistog 
trombina. *) · 

U tim pokusima mogli smo prije svega utvrditi, da je vrijeme 
z.grufavanja otopina obih preparata fibri.nogena i.stovetno. 

Rezultati pokusa izvedenih s fibrinogenom u skladu su s re­
zultatima naših pokusa dobivenih mjerenjem protrombinskog vre­
mena, kako je to vidljivo predo·če.no u tabeli III. 

*) Otopina f.ibrino~enskog preparata u ov.im pokusima sadržavala je 
0,27% fibrinogena. Koncentracija fihrinogena određena je po metodi M Y-
1 on-a i suradnikats). 
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Koncentracij.a cisti:n.a 
u ogJ.edu 

0,8 X 10-2 m 

1,-0 X w--2 m 

0,3 X 10--1 m 

0,5 X w-1 m 

0,18 X 10-1 m 

1,-0 X 10-1 m 

Ta b e 1 ~ II. 

Protrombinsko vrijeme 
u sekundama 

32 
38 
37 
4'0 

414 

42 
--------------....--------------

Destilirana voda 
u ogledu 

Sl. 1. 

24 

Osim toga ovi pokusi dopuštaju zaključak, da cistein od­
nosno dstin uz dodatak trombina ·zahvaća u fazu pretvorbe fibri­
nogena u fi.brin. (Trombin je dodavan odmah nakon d.od.atka ci­
steina ·odnosno cistina.) Ti rezultati pokazuju da rastuće koncen­
tracije cisteina skraćuju sve više vrijeme z·grušavanja, dok se 
naprotiv u pokusima s jednakim koncentracijama cistina dobiva 
produlj.eno vrijeme zgrušavanja Hbrinogena, pa i do preko 3 mi­
nute. Prema tome opisani rezultati ne hi bili u suglasju s navo­
dima Mu e 11 e r-a i S t u r g i s-a3

) te K ii h na u i M o r g e n­
s ter n-a4

), po kojima bi i cistein i cistin produljivali vrijeme 
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Zrgraša van ja krvi zahvaćajući u fazu pretvorbe protrobina u 
trombin„ 

Koncentracija cisteina 
dodanog u og1ledu fihri­

nogenu 

0,8X Hr2 m 

1,0 X 10-2 m 

0,3 X m-1 m 

0,5 X rn-1 m 

0,8 X Wi-1 m 

1,0 X 10:-1 m 

Destilirana voda dodana 
u ogledu .fibrinogen_u 

Vr.ijeme zogrušavanja fibrinogena 
nakon dodatka trombina 

(u sekundama) 

25 

23 

20 
118 

17 
114 

2J6 

Ostalo je još otvoreno pitanje, da li cistein odnosno cistin 
djeluju na fihrinogen ili na trombin, i· to ~bog toga, što se drži 
da su fi.brinogen i trombin također nosioci tiolnih odnosno disll!l­
fidnih funkcija. 

Da hi ,i na ovo odgovorili, izvršili smo niz određivanja, u 
kojima •smo U1potrnbili otopine trombina odnosno Ebrinogena, koje 
su, kako je već u opisu pokusa rečeno, prethodno bile u kraćem 
ili duljem dodiru s cisteinom ili cistinom. Rezultate tih pokus·a 
pT·edočuju tabele IV. i V. i s:li1lm 2. Kako se iz naših pokusnih po­
dataka ra·zabire, prethodni dodir trombina s cisteinom odnosno 
cistinO!lll, bez obe:ira na trajanje, nemai učinka na vrijeme zgruša­
v·anja, m drugim rije1či!ma, opisano .djelovanje .spomenutih tvari 
ostaje nepromijenjeno; Naprotiv i·shod pokusa, u kojima je pod 
istim uvjetima upotrebljen fibr.irio.gen jest drugačiji. U poku­
sima, u ko1jima j.e upotrebljeni fihrinQgen kraće vrijeme stajao u 
dodiru s dsteinom, vrijeme z1gmšavanja bilo je skraćeno, a pro­
duljeno ·kad je urpotrehljen fibrinogen, koji je s cisteinom stajao 
dulje vrijeme. T1aiko je na primjer prethodno stajanje fibrinogena 
s cisteinom u vremenu između 15 i 20 minuta dalo rezultate 
jednake onima s destiliranom vodoon, dok su se nakon duljeg 
do1dira vrijednosti približavale postepeno vr.emenu od kojih 40 
sekunda. Da 1bii isključili sumnju na eventualni utjecaj tempera­
ture od 37°C izvršili smo kontrolne pokuse i s destiliranom vo­
dom, pri čemu SIU (kako se iz tabele razabire) dobivene vrijednosti 
od oko 25 sekunda. U jednako izvedenim pokusima s cistinqm 
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izostala je faza skraćenja vremena zgrušavanja, a očitovala se 
samo faza produljenja manje v1še jednakog ishoda kao i u po­
kusu s dsteinom. Napokon, i pokusi izvedeni u dušikovoj atlpo­
sferi pokazuju,_ da cistein redovito mijenja v·rijeme zgrušavanja 
fibrinogena o·d 25 na oko 9 sekunda, bez obzira na dulj inu pret­
hodnog stanja Hbrinogena u dodiru s cisteinom, kako se to 
lijepo razabire i1z slike 2. Ovi pokusi u dušikovoj atmosferi napo-

Tabela IV 
Najprije se 0,5 ccm .0;01% otopine trorn:bina pomije·ša s 1 ccm desti­

!il'ane vode ·Odnosno otopine cisteina (cistina) i na taj način posbgne ko. 
načna koncentracija ci.steina (cistina) l XHJrl m u cijelom ogledu. Takva 
smjesa, nakon stajanja u naznačenim vremenskim int·ervalirna, prirni ješ.a 
se 1 ccm 0,288% otopine fibrino-gena. 

-- - . - -

Vrijeme prethodnog stajanja Vr.ijeme zgrušavanja u sekundama 
sa cisteinom (dest. vodom) ·---

u minutama sa dest. vodom I sa cisteinom -----
o 22 I 10 
5 22 14 

10 23 13 
15 24 9 
20 22 10 
25 21 10 
31() 19 11 
40 20 12 
50 211 11 
60 

I 22 13 

Vrijeme prethodnog stajanja Vr.ijerne z.grušavanja u sekundama 
sa cistilnom (dest. vodom) 

I u minutama sa dest. vodom sa clistinom 

o 21 I 32 
5 24 33 

10 22 31 
15 20 30 
20 22 29 
25 22 32 
30 22 31 
40 23 30 

I 
50 23 33' 

I 60 I 22 3·1 
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kcm jasno dokazuju, da je produljeno vrl)eme ~grušavanJa fihri-
1mgena, nakon duljeg stajanja sa dsteinom, uzrokovano oksidaci­
jom cisteina. 

I pokusi s metilenski.m modrilom pokazuju, da spomenuti 
preparati fibrinoge.na u nazočnosti cisteina izazivlju reduikciju te 
boje. Kako je vidljivo iz pdložene tabele VI., dulje prethodno 
stajanje fibrinogena s cisteinom umanjuje djelatnost fibrinogena 

T~bela V 
1 com 0,,0280/o otorpi1ne f1i:b11im:i1gena pom.i,ješa se s 11 com des,tia:hane 

vode odnosno cisteina (cistina) i na taj na,čin ,pos1tiigne konačna koncentra­
cija cisteina (cis,tina) 11 X ,m-1 m u cijelom ogledu. Takva smjesa, nakon 
stia}ain}a u 1n1a:z1I1ačeniim viremensikim iiThtewruHma, ipl"imiij eša se .Q!,:51 com 0,D.1 % 
otopine trombina. 

Vrijeme prethodnog stajanja Vrijeme zgrušavanja u sekundama 
sa cisteinom (dest. vodom) 

I u minutama sa dest. vodom sa cistinom 

o I 24 9 
5 24 H 

10 23 M 
15 21 20 
20 25 26 
25 20 3'4 
JO 23 37 
40 22 39 
50 22 40 
60 23 I 41 

Vrijeme prethodnog stajanja I Vr,ijeme z~rušavanja u sekundama 
sa ousti'nom (dest. vodom) 

I u minutama sa de·st. vodom sa cisteinom 

o 23 I 28 
5 23 31 

w 25 34 
15 25 35 
20 24 37 
25 25 38 -
30 24 38 
40 20 39 
.JO 21 41 

43 I ,,___ _______ _ 60 23 
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ili cisteina u toj reakciji. Osim toga iz odnosa koncentracija fihri­
nogena i cisteina može se razabrati, da u tim pokusima nije 1čitav 
cistein bio ok1sidiran, ·da se uspostavlja neke vrsti ravnoteža, a 
nešto preostalog cisteina očituje se svojim djelovanjem. 

Gotovo iistovetni rezultati dotbiveni su u pokus1ima, u kojima 
je kao tiolna tvar upotrebljen .gluitation i 2,3-dHioglicerin. 

'""" ~ 
::::, 

.~ 30 

~ ~· --~~~~~~~~~~~~....::s~~di~e~s~f...,;,.;vo~d~o~m:--~-t-
.::; 
~ 

~ 
""' 

sa cis eioom v Af-af m. 

10 40 
11 min. 

so 60 sta}&rye f 6Plnorna 

Sl. 2. 

Preos1taje nam još, da na1še rezultate i:spored:imo s podatcima 
dosadašnjih dstraživ•anja, koje smo u kratko naveli u uvodu ove 
rasprave i da im damo potrebno tumačenje. Pdje svega pitanje 
je, koja je to tvarr, koja je u stanju aktivirati molekularni kisik 
i biti aktivator vodika tiolne skupine u cisteinu, t. j. da li je to 
sam f~brinogen ili koja od pratećih tvari zaostala nakon prepa­
racije. Razumije se, da je na o·vo pitanje barem .za sada još teško 
odgovoriti. Jedino što hi se već u ovoj prilici moglo istaknuti 
kao naročitost, jest naše opažanje, po kojem se i u preparaciji 
fibrinogena po Lak i-u16

) i onoj po K e ck w i c k-u · i Ma­
c ka y-u17

) istodobno s fibrinogenom i:zdvaja :i tvar, koja je u 
stanju o~sidirati cis.tein. Malo je vjerojatno, da bi se u obje, 
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inače hitno različite preparacije ci.obila prateća tvar jednakih 
S'VOjstava. Osobito je pak zanimljivo, da se koa.gulabilnost oto­
·pine fibrinogena stajanjem umanjuje, a paralelno s tim slabi 
i oksidativno svoj.stvo takvih fibrinog.enskih pripravaka. 

Tabela VI. 

Vrijeme stajanja fibr inogena 
s cisteinom 

Vrijeme odbojadisanja metilenskog 
modrila 

----------------------------
bez cisteina 

O min. 

s " 
11() ,, 

15 li 

20 " 
25 
310 li 

40 " 
50 
00 ,, 

nema odbojadisanja 
1 min. 6 s-elc 

3 " 52 
5 " 

2 
" 

5 " 
26 I 

6 
" l!1 " 

6 " 
118 ,, 

6 " 
26 

" 6 " 34 
" 6 

" 
41 

" 
6 " 

51 
" 

Na temelju 1svih iznesenih na.iših eksper.i-mentalnih poda>taka 
može se ustwditi, da cistein .skraćuje vrijeme z·grušavanja, da pri 
tome djeluje na fibrinogen, zatim, da su fiibrinogenski preparati 
dobiveni po Lak i-u, odnosno po Kec kw i c k-u i Ma c ka y-u 
u stanju oksidirati, u nazočnosti mofokularnog kisik·a, cistein u 
cistin i da dsifin produljuje vrijeme z,grušavanja fibrinogena, dje­
lujući pr:i tome također na fibrinogen· 

Prema tome naši bi rezultati bili u protivštini s opažanjem 
K ii h na u-a i M o r g e n s t e ·r n-a4

), koji tvrde, da cistein ima 
jednako djelovanje kao i cistiri, odnosno glutation-tiol kao glu­
tation-disulfid. 

Da u krvi postoji dehidraza (glutation-deihidraza), pa prema 
tome samo disulfi.dni: oblici, pokaz·ali su R o s e n t h a 1 i 
V o e g t 1 i n19

), Ga b b e20
) pa i K ii h na u i Mo r g e n s t e r n4

), 

a po .našim opažanjima upravo su disulfidni oblici odgorvorni za 
produljena vrijeme zgrušavanja fibrinogena. Glutation-dehidraza 
nije pobliže istražena, a njena djelatnost nije uzeta u obzir pri 
upoznavanju djelovanja cisteina (·glutationa) na zgrušavanje 
krvi. 

Osim toga i navodi K ii h na u-a i Mo r g ~ n ste r n-a, po 
kojima oistein i cistin djeluju jednako na zgrušavanje krvi, a koji 
su u protivštini s naš:m rezultatima, dadu se ipak razumjeti 
upravo po ishodu naših pokusa. Spomenuti autori nisu naime 
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uopće uzeli u obzir, da ci>stein može bitii prethodnim stajanjem 
ko·d pripravlj·anja reakcionih smjesa (serija epruveta), zahvaćen 
glutation-dehidrazom (fako im je postojanje toga fermenta bilo 
poznato), preveden u cistin i na taj način i•zazvati sliku dstin­
skog djelovanja. Razumljivo je ·zato, da su spomenuti autori mogli 
t·ako dobiti samo .drugi dio· cisteinsike krivulje predočene u slici 2. 
Ovaj dio dsteinske krivulje, kako je vidljivo ne razlikuje se 
mnogo od cistiniske krivulje. Dio cisteinske krivulje, koji odgo­
vara produljenju vremena zgrtt1favanja ne može se drugačije .pro­
tumačiti, nego samo dehi·dracijom, t. j. oks.idacijom cisteina u 
cistin. Na.š pokus u dušiikovoj atmosferi bio je odlučan za doka·z 
ove tvrdnje, jer je u tom pokusu uspjelo :poka1zati, da oistein (a 
j·ednako tako glutation-tiol i 2,3-ditioglicerin) 1skraćuju vrijeme 
~grušavanja fibrinogena, kad im je sačuvana tiolna funkcija. 

Pokušamo li na kraju naše rezultate :primijeniti za tumačenje 
ishoda pokusa, u kojima je 'lllpotrebljena čitava plazma, to bi 
se i za takav slučaj !I):loglo pretpostaviti, ·da je kod primjene 'ma­
lih koncentrncija dsteina s·tvorena premala koncentracij·a disul­
fidne tvari, koja bi bila potrebna da produlji vrijeme zgrušavanja, 
odnosno protrombinsiko vrijeme. Kod primjene većih koncentra­
ciija cisteina bilo je mogućnosti i za tvorbu većih koncentracija 
ci•stina pa prema tome i za cistinsko ·djelovanje. 

Teoretsko tumačenje opisanoga fenomena može se sasvim 
dobro ugraditi u spomenuti reakdoni model G e r h e r-a i -B 1 a n­
e h a r d-a o ubrzavajućem djelovanju· hidrokinona na zgrušavanje 
fibdno·gena s pomoću trombina. Kako je poznato, takvu aktivnost 
imaju samo onci difenoli, koji se dadu reverzibilno oksidirati. Ako 
bi na analogan način pokušali tumačiti katalitičko djelovanje ci­
steina u a trn o sferi. dušika, to bi takva reakcija tekla ovako: 

T-SS-T + 
(trombin) 

2 F-SH + 
(fihrinogen) 

CH2SH 
I 

CH2S--SH2C 
I I 

2 CHNH2 - -+ 2 T-SH + CHNH2 H2NHC 
I 
COOH 

I I 
COOH HOOC 

-+ F-SS-F 
(fibrin) 

CH2SH 
I + 2 CHNH, 
I 
COOH 

t. j. posredovanjem cisteina dobivamo po toj reakcionoj shemi 
hbrin. Ali, jer se dodatkom cisteina zgrušavanje fibrinogena ubr-
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zava, to možemo reći, da se to zbiva ~bog toga, š to je prijenos 
vodika sa fibrinogena na trombin, u nazočno•sti i cistein-cistin 
redoks-sustava, također pospje·šen. No, razmotrimo li za trombin 
pod istim uvjetima cistinrsko djelovanje na zgrušavanje fibrino­
g.ena, to .nije teško uočiti, da rse takva rreakcija ne može odviti 
po spomenutoj shemi, dok se naprotiv za fibdnogen reakcija ipak 
može odviti ovako: 

2 F-SH + 
(fibrinogen) 

F-SS-F 
(fibrin) 

CH2SH 
I 

+ 2 CHNH2 

tooH 

t. j. i ovdje fibrinogen reagira sa cistinom i pri tome, kao i gore, 
nastaje fibrin. Ipak trreba posumnjati, da li je konačrni. produkt 
doista fibrin, jer je u potonjem slučaju po rezultatima naših 
irstraživanja, istvaranje ugrušika uspoteno, a kod ve16ih koncentra­
cija cistina uopće nema pojave zgrušavanja. Drugim r.iječima 
dodatkom ci.steina ugrušak se stvara brrže, dok se dodatkom ci­
stina rstvara polaganije ili se u opće ne stvara. Isporredbom predo­
čenih reakcioniih shema vidimo među konačnim produktima, u 
prvom slučaju reducirani trombin (T-SH) i oksidirani fibrinogen 
(F-SS-F), dok u drugom slučaju imamo oksidirani trombin 
(T-SS-T) i oksiidirani fibrrinogen (F-SS-F). Ova druga moguć­
nost isključena je uostalom i rezultatima istraživanja B ran d-a, 
Ka s se 1-a i Se ide l-a21

), po 'ko·jima je koHčina cisteina u fibri­
no·genu i fibrinu jednaka. Sherma .zgmšavanja fibrinogena s po­
moću trombina (u kojoj T označuje trombin, a F fibrinogen) 
izgle·dala bi ovako: 

2 F-SH + T-SS-T -+ F-SS-F + 2 T-SH 

fibrinogen + trombin frbrin 

Prema tome se pretvorba Hbrinogena s pomoću trombina od· 
vija tako, da konačni produkt t. j. ugrušak sa•država reducirani 
trombin i oksidirani fibrinogen. 

Zaključni izvodi 

1) C~stein (glutation-tiol i 2,3-ditiogliceriin) skraćuje in vitro 
prrotrombinsko vrijeme oksalatne plazme ri. vrijeme zgrušavanja 
fibrinogena, a cistin ·oboje produljuje. 
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2) Učinak cisteina (glutation-tiola i 2,3-ditioglicerina) na 
vrijeme zgrušavanja fibrino.gena .zavisi o vremenu prethodnog sta­
janja ovih tvari s otopioom fihrinogena. 

3) Djelovanje spomenutih spojeva, nosioca tiolnih i disulfid­
nih funkcija, ne ,odvija se na trombinu već ina f1ihrinogenu. 

4) Laboratorijski dobiveni preparati fibrinogena vjerojatno 
sadržavaju i glutation-dehidrazu, ikoja bi bila odigorvorna za oksi­
daciju tiolnih obl.ika spomenutih tvari u disulfidne oblike. Opa­
ženo je, da se taj pretvor mijenja s koa,gulabilnošću fibrinogena, 
u čemu bi se mogla nazrijeti nje.gova identičnost s glutation-de­
hidrazom. Djelatnost ovoga fermenta bila bi odgovorna i za one 
rezultate poznate iz literature, na temelju kojih je zaključeno, 
da tvari tiolnih i .disulfidnih oblika imaju jednaki učinak na 
zgrušavanje fibrinogena s pomoću trombina· 

5) Shematska predodžba procesa zgrušavanja fibrinogena 
s pomoću tr.ombina dovodi do zaključka, da se proces može od-

. viti tako samo onda, kad se konačni produkt sastoji ne samo 
iz oksidiranog fibrinogena, :ne1go i iz ireduciranog trombina. S tim 
u vezi valjalo bi pomisliti, da trombin reagira s fihrinogenom 
stehiometri j siki. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Cystein- und Cystinwirkung auf die durch Thrombin 
ausge!Oste Fibrinogengerinnung 

von 

Nikša Allegretti und Stojanka Buta 

Die b:isherigen Ergebnisse der Untersuchungen .iiber die Cystein- und Cystinwirkung auf die Blutgerinnung wurden verschieden interpretiert Es wird im al1Igemeinen an.genommen, das·s die obenerwahnten Verbin­dungen eine Verzogeru.ng der Blutgerinnurng verursachen und zwar auf dliese Weise, dass sie eilile W,i1rk>ung awf Thrombiin hzw. P1mthroimb'iu1 ausiiben. 
In dieser Arbeit s1ind die Vers'U1chs·er.gebnisse iiber die Cystein_ und Cystinwirkung auf die Prothmmhinzei.t und Fibrinog·e.n.ger.irunungszeit dargestellt. Vor allem wurde gezei.gt dass die lkleinen Cysteinkonzentra­tionen eine Verkiirzung der Prothrombinzeit, wahrernd die grosseren eine Verlangerung verursachen. 
Venn man vor der Besti.mmung der Fibrinogengeri.nnugszeit das Thrombin und Cystein mischt Ullld d i.e Mischung stehen Iasst, so s:ieht man, dass ·die Fibrinogengeninnung verkiirzt wird, ungeachtet der Zeit wahrend welcher die Mischung von Thrombin und Cystein .gestanden hat (Ver­s•uchsanordnun.g: 0,5 ccm einer Cystei.n!Osung, wurden mi·t 1 com 0,°'1°/o-Jger Thrombinlosung (Roche) vermischt derart, dass die Endkonzentration von Cystein 0,1 m w'ar. Diese Mischun.g stand 5 bis 60 Minuten nm Wasserba·d (37°C), und wurde in :bestimmt·en Zeitintervallen zu 1' ccm einer 0,27%.iger Fibrinogen!Osung zugesetzt. Darauf wurde die Fibrinogengerinnungszeit ge­messen). Die Ver.suche, in denen statt Cystein Cystin angewa.n.dt wurde, zeigten eine Verlangerung der Fibrinogengeri.nnungszeit. 
Dieselben Veoouche mit .eiiner Fibrinogen:Wsung, die in Beriihrung mi·t Cystein bzw. Cystin sta:rnd, zei1gten die Abhaagi.gkeit der F.ilbr.:nogen­gen;inungszeit V01!1 1der Zeii·tdauer wahrend welcher die Mischung der gen­'!lJanten Substanzen gestanden hat. So siieht man, dass nach kunem Stehen die Mischung eine Verkiirzung der Gerinnungszeit aus!Ost; mit der wachsenden •Beriihrungsze.it wird die Gerinnungszeit irnmer mehr verzogert, so dass man nach ca. 20 Minuten schon eine Verlangerung hat. Das Zu­sammenstehen der Fibrinogenlosung mit Cystin dagegen erzeugt von Anfang an eine Verlangerung der Fibrinogengerinnungszeit. Nach einem ei1nstiindigen Zusammens.tehen war di•e Cys·tedn. und Cystinw.irkun.g annahrend gleich. 
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Solche Ve1,,;uchsergebnisse kann man erkiliiren indeim man annimmt, 
dass Cystein 1in der Anweseinheit von Fibrino.gen und Sauerstoff oxydiert 
bzw. dehydrier t wird. Fiir d iese Schlwssfolgerung sprechen die in der 
Stickstoffatmo~phiire ausgefiihrte Versuche, wo die Fibrinogengerinnungs­
ze1:,t ca. 9 Seikuinden waT, ohne Riiciks.i·cht a•wf ·die Zeit'liinge .des vorherigen 
Zusantmens·tehens mi•t Cystein. Fiir d ie.se Erkliimng spr.icht · auch die 
Tatsache, dass man ·die gleichen Resultate mit zwei FihrinogenpTiiparate, 
die na ch grundsiitzlich ver·schiedenen W·eisen (Lak ;i, K e c kw .i c k und 
Ma c k ·a y) gewonnen sind, erzieJlt hat. 

Gle.ichsinnige Resultate erhidten wir a·uch als wdr statt Cystein 
Glutathion und 2,3-dithioglycerin (BAL) beni.itzt haben. Man ki::innte 
annehmen, da.ss G'lutathion das .im Blute wegen der Anwesenhe.it der 
Glutathiondehydrase immer im oxydierten Zustande vorkommt, fi.ir die 
Ungerinn!barkeit des Blutes ii n vivo verantwortlich wiire. 

Auch m~t .den Verswchen ~in den T h u n 1b e T g-ri::ihrcJhe.ru wurde gezeigt, 
dass die Fibrinogenli::isungen .in Anwesenheit von Cystein (Glutathion, BAL) 
und Sauerstoff Methylenblau entfiirben, wiihrend mit Cystin keine Ent. 
fiirbung entsteht. 

Man ki::innte a1s Fo'lge der erwiihnten Resultate den Schluss ziehen, 
dass die dehydrierende Wirkung der Fiibrino.gen.priiparate mit Fibrinogen 
selbst identisch sei. 

Am Sch1'uss nach den theoreHsch.en Besiprechungen der Versuchser­
gebnisse wurde die Mi::ig'.ich.keit einer nach sti::ichiometrischen Verhii!ltnissen 
sich abspie'lenden Reaktion vermutet. 
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